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研究成果の概要 
 本研究は、近年急速に様々な機能が明らかにされつつあるマイクロ RNAの薬物代謝および薬
物誘導性肝障害における役割を明らかにすることを目的とした。本研究において、① チオアセ
タミド等の投与による肝障害モデルラットにおいて、miR-21 が保護作用に働くことを見出し
た。② 環境化学物質や薬物の毒性を高める CYP1B1は、miR-27bが誘導および恒常的発現に
関与していることを見出した。③ 臨床で使用される薬の半分以上の代謝に関与する CYP3A4
は、PXR という転写因子が miR-148a によって制御されることが CYP3A4 の活性の個体差に
大きな影響を及ぼしていることを明らかにした。さらに、④ 細胞の増殖制御の役割を担ってい
る活性型ビタミン D3の代謝酵素に、転写後調節に miR-125b が関わっていることを明らかに
した。以上、肝障害を初めとする副作用の発現に関わる多くの代謝酵素について、マイクロ RNA
の関与を明示することができた。 
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１．研究開始当初の背景 
医薬品開発において、候補化合物が開発中止

になる主な理由は、非臨床および臨床におけ

る薬物誘導性の毒性の発現にある。特に肝障

害発症の問題が頻発している。これまでに薬

物誘導性の肝障害については様々な視点から

のアプローチがなされて来た。申請者の研究

室でも、これまでに多くの論文を報告してい

る。しかし、この研究領域の目立った進展は

報告されていない。すなわち、DNA チップに

よる網羅的遺伝子発現解析および２次元プロ

テオミクス手法による蛋白質発現の比較解析

は、ヒトと実験動物間の種差の大きなギャッ

プを解決できておらず、加えて、in vivo 実

験とヘパトサイトなどを用いたin vitro の実

験結果に相関性が乏しいことが明らかになっ

てきた。こうしたことは、ヒトに於ける薬物

誘導性肝毒性発現を予測する究が行き詰まる
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傾向にあると考えられた。 

 本課題申請では、最近数年間に 400 種類を

越える種類がクローニングされ、現在もその

数が増え続けているヒトマイクロ RNA が、薬

物誘導性肝障害および薬物代謝酵素の発現調

節に及ぼす役割について検討する。薬物動態

および薬物代謝の領域におけるマイクロ RNA

についての研究報告は、本課題を開始する時

期までには皆無であった。しかしながら、長

い研究の歴史と膨大なデータが積み重ねられ

ているチトクロム P450 の研究の世界では、例

えば CYP1B1 や CYP2E1 はメッセンジャーRNA

量と酵素蛋白や活性との相関が無いことが知

られている。従って、転写後調節の関与、す

なわちマイクロ RNA の関与を考えた。これら

の分子種は、薬物の毒性化の酵素反応である

「代謝的活性化」を担う酵素であるため、毒

性発現に何らかの役割を果たしていると考え

研究を開始した。 

 
２．研究の目的 

本研究は、近年急速に様々な機能が明らかに

されつつあるマイクロRNA の薬物代謝および

薬物誘導性肝障害における役割を明らかに

することを目的とした。本研究において、① 

チオアセタミド等の典型的な肝障害性の薬

や化合物を実験動物に投与し、肝マイクロ

RNA の発現変動を解析することにより、肝障

害性のバイオマーカーとしてのマイクロ RNA

の位置づけの可能性を見出すことを目的と

した。マイクロ RNA は種を超えて配列が保存

されている場合が多いため、種差の影響を受

け難いと考えた。② 環境化学物質や薬物の

毒性を高める CYP1B1 は、古くから messenger 

RNA の発現量が蛋白発現量と相関しないこと

が知られていたので、典型的な代謝的活性化

酵素である CYP1B1 に検討を行った。③ 臨床

で使用される薬の半分以上の代謝に関与す

る CYP3A4 は、薬の解毒のみならず、代謝的

活性化にも関与していることが考えられた。

CYP3A4 の個人差の原因はこれまで未解明で

ある。よって、ヒト肝における CYP3A4 の発

現の個人差をマイクロRNA から説明すること

ができれば、薬の副作用としての肝障害性の

個人差の解明ができると考えた。さらに、④ 

細胞の増殖制御の役割を担っている活性型

ビタミン D3 の代謝酵素である CYP24 の配列

の in silico 解析にから、転写後調節が考え

られた。In silico 解析の有用性の検討を含

めて解析を行うこととした。 

 

３．研究の方法 

① miRNA マイクロアレイを用い、チオアセタ

ミド処置後早期において変動するmiRNA につ

いて探索した。毒性に関与するmiRNA として、

miR-21 が見出され、その変動は複数の肝毒性

化合物において認められた。見出された

miR-21 について、in vitro 実験系を用いて

miR-21 抑制状態が及ぼす薬物誘導性細胞障

害を検討した。検討に用いたシンバスタチン、

ロバスタチンにおいて細胞障害性が miR-21

の AsO 導入によって増強され、miR-21 の働き

は細胞の保護作用であることを薬物誘導性

細胞障害の面から明らかにした。 

② CYP1B1 mRNAs の構造と miR-27b 認識配列

について、全長 5.2 kb のヒト CYP1B1 mRNA

は 3’非翻訳領域末端 40 b 程度の領域に高い

相同性が認められ、この領域が miR-27b と相

補的であることを見出した。miR-27b の発現

量とルシフェラーゼアッセイによる MRE27b

の機能評価について、MCF-7 細胞に発現して

いる miR-27b の機能を阻害するため miR-27b

に対するアンチセンスオリゴリボヌクレオ

チド (AsO) を導入したところ、内因性の

miR-27b により抑制されていた活性の回復が

認められた。一方、miR-27b の発現が低い

Jurkat細胞では内因性のmiR-27bによる影響

が認められず、precursor miR-27b の導入に

より MRE27b を組み込んだプラスミドにおい

て顕著な活性の低下が認められた。miR-27b

の阻害による内因性 CYP1B1 タンパク発現へ

の影響について、MCF-7 細胞に内因性に発現

する CYP1B1 が miR-27b により制御されてい

るか検討した 。miR-27b に対する AsO を導入

したところ miR-27b の発現の低下を認め、一

方で CYP1B1 タンパク発現量の増大が認めら

れた 。また、酵素活性も AsO の濃度および

時間依存的に上昇することを明らかにした。 

③マイクロRNAとヒト肝で最も重要なCYP3A4

個人差の関わりを検討した。反応性代謝物生

成に主たる役割を果たす CYP3A4 の個人差発

現の原因が解明されなければならない。本研



 

 

究ではヒト CYP3A4 の発現と誘導に関わる核

内受容体である PXR が miR-148a によって制

御されていることを初めて明らかにした。細

胞レベルで miR-148a を強制発現させるとリ

ファンピシンによる誘導も完全に阻害され

ること等を明らかにした。 

④ヒト CYP24 の発現調節における microRNA

の役割の研究では、最初に、コンピューター

解析によって CYP24 mRNA の 3’-UTR に

miR-125b が結合する領域 (MRE125b) が見い

だされた。最初に、ヒト乳癌由来 MCF-7 細胞

および MDA-MB-435 細胞、ヒト卵巣顆粒膜細

胞癌由来 KGN 細胞、ヒト肝癌由来 HepG2 細胞

およびヒト胚腎由来 HEK293 細胞における

CYP24 mRNA およびタンパク発現量、さらに

miR-125b の発現量を調べた。その結果、CYP24

タンパク発現量と miR-125b の発現量との間

に有意な逆相関関係が認められ、CYP24 は

miR-125b によって転写後調節を受ける可能

性が示された。次に、CYP24 の MRE125b に対

して miR-125b が機能的に作用するかどうか

ルシフェラーゼアッセイにより検討した。ル

シフェラーゼ遺伝子の下流にMRE125b を含む

さまざまな領域を組み込んだルシフェラー

ゼレポータープラスミドを作成し、miR-125b

陰性の MCF-7 細胞と miR-125b 陽性の KGN 細

胞に導入した。KGN 細胞では内因性の

miR-125b によるルシフェラーゼ活性の低下

が認められ、MCF-7 細胞では pre-miR-125b を

導入することにより同様に活性の低下が認

められた。さらに、内因性の miR-125b を阻

害するためKGN細胞にmiR-125bに対するAsO

を導入したところ、ルシフェラーゼ活性の回

復が認められた。これらのことから、CYP24

の MRE125b に miR-125b が機能的に作用する

ことが明らかになった。さらに、miR-125b が

内因性のCYP24 に対しても機能することを明

らかにした。MCF-7 細胞に pre-miR-125b を導

入することで CYP24 タンパクが減少し、KGN

細胞に AsO を導入することで CYP24 タンパク

が増加した。このとき CYP24 mRNA の変動は

タンパクとは異なる挙動を示したことから、

CYP24 は転写後調節を受けたことが示され、

miR-125bは内因性のCYP24の発現調節に関与

することが明らかになった。 

 

４．研究成果 

①肝障害化合物投与によるマイクロRNAの

発現変動とその役割の検討、 

 肝における miRNA として、miR-122a が最も

多く存在しており、様々な検討がなされてい

るものの、薬物誘導性肝障害との関与はこれ

までに報告されておらず、miRNA による肝毒

性への関与についての研究は進んでいない

のが現状である。本研究では、miRNA におい

ても応用されているマイクロアレイ技術を

用いて、チオアセタミド（TA）処置後の網羅

的な miRNA 発現変動の解析を行った。今回用

いたラットにおける過去の報告はないため

に完全な比較を行うことは難しいが、確認で

きた一部のmiRNA については発現パターンが

似通っているものも、そうでないものも存在

していた。実験条件として、TA 投与直後より

かなり早い段階における変動について検討

を行った。miRNA による転写調節は、転写さ

れた primary miRNA から mature miRNA にな

るとすぐにその作用を発揮すると考えられ

るためである。今回変動が認められた miRNA

は増加が 10 種、減少が 14 種であったが、ラ

ットにおいて同一クラスターに属するもの

は存在しなかった。miR-21 について、5 種類

の化合物においてその発現変動パターンを

検討した。その結果、肝障害の発症時間に相

関し、毒性発症が早い APAP および四塩化炭

素において投与後1時間において発現の増加

が認められ、逆にそれ以外の比較的毒性発現

が遅い化合物においては早い段階での抑制

が認められた。次に、miR-21 の抑制状態にお

ける細胞障害性の影響について検討を行っ

た。しかし、本研究における検討に用いた

HeLa 細胞において、TA 処置による細胞毒性

を引き起こすことができなかった。肝由来で

はない上に、薬物代謝能が低下している培養

系において毒性を引き起こすために必要な

TA の濃度が非常に高くなってしまい、生存率

の測定系にも影響が出たためである。それに

加えて、miR-21 の標的蛋白質を複数の予測サ

イトによる検討の結果、PPAR-αを本検討にお

ける標的蛋白質として設定した。そこで、

PPAR-αのアゴニストとして知られるフィブ

ラート系薬剤との併用で、横紋筋融解症を引

き起こすことが知られるスタチン系薬剤に



 

 

ついて検討した。脂溶性のシンバスタチン、

ロバスタチンと、対照薬として水溶性のプラ

バスタチン、フルバスタチンについて検討を

行ったところ、脂溶性スタチンにおいてのみ

濃度依存的な細胞生存率の低下が認められ

た。前述の通り、miR-21 は現在急速に研究が

進められている miRNA であるが、薬物誘導性

細胞障害との関係を明らかにした報告は初

めてである。以上の結果から、見出された

miR-21 の誘導は、薬物誘導性細胞障害に対し

て保護的な作用を示すことが示唆された。し

かしながら、細胞障害に対する保護作用を示

したと考えられる、HeLa 細胞におけるmiR-21

の具体的な標的となる遺伝子を見出すには

至らなかった。今後の検討課題として、in 

vivoにおけるAsOの導入もしくは安定発現系

を用い、生体内における miR-21 の抑制によ

る薬物誘導性肝障害への影響の検討が考え

られる。 

 

②本研究により CYP1B1 の発現には転写調節

に加えて、miR-27b による転写後調節も関与

することが明らかとなった。miR-27b は乳腺

において高く発現している。miR-27b の発現

を制御する因子は明らかにされていないが、

いくつかのmiRNA の発現は腫瘍の発達ととも

に変化することが知られている。CYP1B1 は腫

瘍組織において高い発現が認められている

ことから、miR-27b の発現の低下が関与して

いることが示唆される。検討に用いた乳癌組

織はすべて ER 陽性かつ progesterone 

receptor 陽性であった。また miR-27b および

CYP1B1 の発現量と病理学的特徴、病期および

リンパ節転位との関連は認められなかった。

乳癌において過剰発現した CYP1B1 は 17β-エ

ストラジオールの代謝を上昇させることが

考えられる。17β-エストラジオールはエスト

ロゲン依存的な腫瘍の発達を促進する一方

で、CYP1B1 により生成する代謝物である 4 -

水酸化エストラジオールはDNA 損傷を引き起

こすことから、ホルモンが関与する毒性に関

わることが示唆された。 

 

③PXRは薬物代謝や薬の排泄に関わる40以上

の蛋白の発現の制御に関わっている。PXR の

制御機構の研究は、薬物の pharmacokinetics

の個人内および個人間変動の理解には重要

な情報になると考えられる。多くの報告がヒ

ト肝試料における PXR mRNA の変動について

報告しているが、そのタンパク質レベルでの

発現量との相関については明らかにしてい

ない。この研究で最初に我々は、PXR の mRNA

とタンパク質の発現量が相関しないことを

見出した。このことは、マイクロ RNA の関与

の可能性を示唆するものである。ルシフェラ

ーゼアッセイにより内因性および外因性の

miR-148a を発現させることにより PXR の

miR-148a 認識配列（PXRMRE148）が機能して

いることを明らかにした。さらに内因性の

PXRタンパク質はmiR-148aを過剰発現させる

ことにより消失し、阻害することにより誘導

されることを示した。これにより、ヒト PXR

は転写後調節を受けていることが明らかに

なった。さらに、LS180 細胞を用いて、CYP3A4

の誘導が miR-148a に依存した PXR の変動に

よって制御されていることを見出した。興味

あることに miR-148a が認識すると考えられ

る配列が CYP3A4 mRNA の下流に存在する。結

合エネルギー計算では CYP3A4 が PXR よりも

優位と思われた。しかし、この配列は全く機

能していないことをルシフェラーゼアッセ

イにより明らかにした。よって、CYP3A4 は

miR-148a によって直接制御される可能性は

無いと考えられた。ヒト肝パネルで miR-148a

は PXR 蛋白質の発現量と反比例していた。こ

のことは miR-148a が PXR に機能しているこ

とを示唆していた。一方、CYP3A4 は mRNA レ

ベルと蛋白質レベルの発現量は相関してい

たことは、過去の多くの報告を支持するもの

であった。ヒト肝において、PXR 蛋白質量は

CYP3A4 mRNA 発現量と相関していたことは、

miR-148a が PXR を介して CYP3A4 の発現に影

響をしていることを示す。一方、ヒト MDR１

および CYP2B6 の発現に miR-148a は影響をし

ていなかった。さらに CYP3A4 mRNA は HNF4

αや CARの蛋白発現量とも相関していなかっ

た。ヒトと齧歯類を比較すると、PXR の

ligand-binding domain はかなり保存されて

いるために、種差の大きな影響はないと予想

される。さらに、ほとんどのマイクロ RNA は

進化論的にもかなり保存されていることも

知られており、種差の影響が少ないと予想さ



 

 

れる。実際 miR-148a の結合配列は、ヒトと

ラットで１塩基の差である。よって、ラット

PXRもmiR-148aで制御されることが予想され

る。本研究において、ヒト PXR は miR-148a

によって転写後調節を受け、ヒト肝における

CYP3A4 の発現量に影響を及ぼしている。この

発見は、ヒト CYP3A4 の大きな個人差の説明

の糸口になると考えられる。 

 

④ヒト CYP24 の発現調節における microRNA

の役割の研究。CYP24 mRNA の MRE125b は

miR-125b に対して全体的な相補性は低いも

のの、seed sequence が完全に相補的である。

このため、miR-125b が CYP24 の MRE125b を標

的として認識し、ルシフェラーゼ活性の変動

が認められたと考えられる。 pGL3/UTR2 に

おいて大きな活性の低下が認められたため、

miR-125b は CYP24 mRNA 全長に対しても機能

的に働くことが示唆された。本研究において

も 25(OH)D3を基質とした場合、CYP27B1 の代

謝物である1α,25(OH)2D3の生成は認められず 

(Fig. 11: retention time 45.0 min) これ

らの報告と一致した。このことから、MCF-7

細胞においては 25(OH)D3 から 1α,25(OH)2D3
への経路を考える必要がなく、CYP24 活性を

評価できたと考えられる。 
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