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研究成果の概要：主要な薬物代謝酵素であるヒト CYP3A4 の発現量や酵素活性に認められる大き

な個人差の原因を明らかにすることを目的として、その発現制御に microRNA が関与している可

能性を検討した。その結果、核内レセプターである pregnane X receptor が miR-148a によって

転写後調節されており、それが原因で CYP3A4 発現量の個人差が生じていることを明らかにした。

遺伝子多型や転写調節など従来の概念では説明できなかった現象を解明することができた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 薬の効果や副作用の個人差は、体内動態に
大きな役割を果たす薬物代謝酵素活性の個
人差に起因することが多い。そのため、個別
化医療の実現を目的として、薬物代謝酵素の
遺伝子多型や発現調節の解析が広く行われ
てきた。CYP3A4 は肝臓および小腸に高く発現
し、臨床で使用されている医薬品の 50%以上
もの代謝に関与する最も重要な薬物代謝酵
素である。CYP3A4 にも多くの遺伝子変異型が
存在するが、遺伝子多型と表現型との相関は
認められていない。CYP3A4 の発現は核内転写

因子 pregnane X receptor (PXR)に依存して
いる。CYP3A4 の発現量に与える PXR の影響が
大きいことは、ヒト肝における CYP3A4 の発
現量とPXRの発現量に相関関係が認められる
ことからも推察できる。PXR はリファンピシ
ンやフェニトインなどの薬物がリガンドと
なって結合すると活性化し、CYP3A4 遺伝子の
5’-上流の応答配列に結合して転写を促進さ
せる因子である。しかし、PXR の遺伝子多型
を考慮しても CYP3A4 発現量の大きな個体差
を説明できていない。本研究では、CYP3A4 の
発現を制御している可能性のある因子とし
て microRNA (miRNA) に注目した。 
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 miRNA は約 21-23 塩基からなる小さな RNA
であり、標的 mRNA に相補的に結合して翻訳
を抑制する。しかし、近年その存在が明らか
にされたばかりで、その機能や標的遺伝子は
未解明のものが多い。申請者は miRNA 研究を
一早く薬物動態領域に導入し、研究を行って
きた。エストロゲンを DNA 損傷性の代謝物へ
と変換する薬物代謝酵素である CYP1B1 が
miR-27b によって抑制的に転写後調節されて
いることを明らかにしている（Tsuchiya Yuki, 
Miki Nakajima, Shingo Takagi, Takao Taniya, 
and Tsuyoshi Yokoi.  MicroRNA regulates 
the expression of human cytochrome P450 
1B1. Cancer Res., 66: 9090-9098, 2006）。
これによりヒトのがん組織において CYP1B1
が高発現している原因を明らかにすること
ができた。このように、薬物動態制御因子へ
の miRNA の寄与を証明することで薬物動態研
究に新たな概念を提唱できる可能性がある
と考え、本研究に着手した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では薬物代謝酵素 CYP3A4 とその発
現を制御する転写因子 PXR の発現が miRNA に
よって転写後調節されている可能性を明ら
かにすることを目的とした。CYP3A4 の塩基配
列を検索したところ、3’-非翻訳領域に
miR-148 と相同性の高い配列があることを見
出した (Fig. 1)。興味深いことに、このmiRNA
は PXR にも結合し得ることが予想された。従
って、miRNA によって CYP3A4 の翻訳が抑制さ
れている可能性と、miRNA によって PXR の翻
訳が抑制され、それによって CYP3A4 の発現
が２次的に抑制されている可能性の２つが
考えられた。いずれのメカニズムによっても
miR-148はCYP3A4を負に制御している因子と
予想された。そこで本研究では、CYP3A4 発現
量や酵素活性の個人差に miRNA による発現制
御が関与しているか明らかにすることを目
的とした。 
 

 
 
 

 
 
 
 
Fig. 1. Complementarity of miR-148a to the 
predicted target sequences of human PXR 
and CYP3A4. 

３．研究の方法 
 
(1)ヒト由来細胞株におけるmiR-148aの定量 
 
 ヒト肝癌由来 HepG2 細胞、HuH7 細胞、HLE
細胞、ヒト結腸癌由来 Caco-2 細胞、LS180
細胞、ヒト胚腎由来 HEK293 細胞、ヒト乳癌
由来 MCF-7 細胞から total RNA を調製し、
NCode SYBR Green miRNA qRT-PCR Kit 
(Invitrogen 社)により mature miR-148a 発
現量を定量した。 
 
(2)ルシフェラーゼアッセイ 
 レポータープラスミドpGL3pのルシフェラ
ーゼ遺伝子の下流に、CYP3A4またはPXRの3’-
非翻訳領域に見出されたmiR-148認識配列 
(MRE148)を正方向または逆方向に組み込ん
だプラスミドを作成した。また、ポジティブ
コントロールとして、miR-148aに相補的な配
列を組み込んだプラスミド (pGL3p/c-148a)
を作成した。これらのレポータープラスミド
をprecursor miR-148aまたはmiR-148aに対す
るアンチセンスオリゴヌクレオチドとともに
細胞に導入し、ルシフェラーゼ活性の変化を
評価した。 
 
(3)PXRタンパク発現量と機能の評価 
 HepG2細胞またはLS180細胞にprecursor 
miR-148aまたはmiR-148aに対するアンチセン
スオリゴヌクレオチドを導入した。その細胞
よりtotal RNAを調製し、mature miR-148a発
現量をノーザンブロット分析により評価した。
NE-PER nuclear and cytoplasmic extraction 
reagent (Pierce社)を用いて核抽出液を調製
し、PXRタンパク発現量をウェスタンブロット
分析により評価した。また、CYP3A4遺伝子の
5’-上流領域に存在するPXR responsive 
elementをルシフェラーゼ遺伝子の上流に組
み込んだレポータープラスミド
pCYP3A4-362-7.7Kを導入して、ルシフェラー
ゼ活性を測定することにより、PXR発現量の
変動がその機能に及ぼす影響を評価した。 
 
(4)ヒト肝試料を用いた相関実験 
 20 検体のヒト肝試料を HAB 研究機構（千
葉）より入手した。Total RNA を調製し、
NCode SYBR Green miRNA qRT-PCR Kit に
よりmature miR-148a発現量を定量した。
また、PXR および CYP3A4 mRNA 発現量を
リアルタイム RT-PCR により評価した。さ
らに、total cell lysate を調製し、PXR
および CYP3A4 蛋白発現量をウェスタン
ブロットにより定量した。これらの発現
量の間に相関関係が認められるかどうか、
スピアマンの順位相関分析を行い、p < 0.05
の時、有意と判断した。なお、ヒト肝試料
を用いた研究については金沢大学大学院医



 

 

学系研究科等ヒトゲノム・遺伝子解析研究倫
理審査委員会の承認を得た。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)さまざまなヒト由来細胞株における
miR-148a の発現量の評価 
 7 種類のヒト由来細胞株における mature 
miR-148a の発現を評価したところ、すべての
細胞株で検出された (Fig. 2)。最も高い発
現が認められたのは HepG2 細胞であり、次い
で、分化させた Caco-2 細胞であった。これ
らの細胞株における miR-148a の発現量には
37 倍という大きな差が認められることを明
らかにした。以下のルシフェラーゼアッセイ
には、miR-148a 陰性細胞として HEK293 細胞
を、miR-148a 陽性細胞として HepG2 細胞を用
いた。 
 
 
 

 
 
 
 
Fig. 2. Mature miR-148a levels in various 
human cell lines. 
 
 
(2)ルシフェラーゼアッセイによるMRE148 の
評価 
 miR-148a 陰性の HEK293 細胞に
pGL3p/c-148a を導入した時、precursor 
miR-148a の導入によりルシフェラーゼ活性
が 10％以下にまで低下したことから、mature 
miR-148a が機能的に働いていることが確認
された (Fig. 3)。この条件下、CYP3A4 の
MRE148 を正方向に組み込んだプラスミドを
導入した時、precursor miR-148a を導入して
もルシフェラーゼ活性の変動は認められな
かった。一方、PXR の MRE148 を正方向に組み
込んだプラスミドを導入した時、precursor 
miR-148a の導入により、ルシフェラーゼ活性
が約 30％まで有意に低下した。PXR の MRE148
を逆方向に組み込んだプラスミドでは、活性
の変動が認められなかったことより、mature 
miR-148a が特異的に PXR の MRE148 を認識し
て発現を制御していることが示唆された。 
 

 次に、miR-148a 陽性の HepG2 細胞に
pGL3p/c-148a を導入した時、miR-148a に対
するアンチセンスオリゴヌクレオチドの導
入によりルシフェラーゼ活性が約2倍に増大
したことから、mature miR-148a が抑制され
たことが確認された。この条件下、PXR の
MRE148 を正方向に組み込んだプラスミドで
は、miR-148a に対するアンチセンスオリゴヌ
クレオチドの導入により、ルシフェラーゼ活
性が約1.2倍に有意に増大した。一方、CYP3A4
の MRE148 を正方向に組み込んだプラスミド
では、活性の変動が認められなかった。以上
の結果より、CYP3A4 の MRE に対し miR-148a
は機能的に働かないものの、PXR の MRE を認
識して、発現を負に制御していることが明ら
かになった。 
 
 
 

 
Fig. 3. Luciferase assays to investigate 
whether MRE148s on PXR and CYP3A4 are 
functional in regulation by miR-148a. 
 
 
(3)内因性の PXR 発現量に及ぼす miR-148a の
影響 
 HepG2 細胞に precursor miR-148a を導入し
た時、mature miR-148a 発現量が顕著に増大
していることが確認された。その時、PXR タ
ンパク発現量がコントロールの 56％まで有
意に低下していることが明らかになった 
(Fig. 4)。その時、PXR のヘテロダイマーパ
ートナーである retinoid X receptor α 
(RXRα)のタンパク発現量には変動が認めら
れなかったため、PXR に特異的な現象である
ことが示された。PXR タンパク発現量の変動
により、その誘導能が変化するか評価するた
め、pCYP3A4-362-7.7K を用いたルシフェラー
ゼアッセイを行ったところ、リファンピシン
による転写活性化能および常在的な転写活
性が precursor miR-148a の導入により、有
意に抑制されることが示された。 
 
 

R
el

at
iv

e 
m

at
ur

e 
 

m
iR

-1
48

a 
le

ve
l

Hep
G2

HuH
7

HLE
Cac

o-2

Cac
o-2/

D
LS18

0

HEK29
3

M
CF-7

0

10

20

30

40

Residual luciferase activity
PXRMRE148
SV40 promoter SV40 poly (A)

miR-148a complementary sequence
3A4MRE148

pGL3p

pGL3p/c-148a

pGL3p/3xPXRMRE-Rev

pGL3p/3xPXRMRE

pGL3p/3x3A4MRE

pGL3p/3x3A4MRE-Rev

**

*

(Firefly/Renilla)

precursor for miR-148a
precursor for control

LUC

LUC

Xba I

LUC

LUC

LUC

LUC

0 20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120

**

0

AsO for miR-148a
AsO for control

**

**

HEK293 cells HepG2 cells

††

††

**

**

†



 

 

RXRα

PXR

*** ***

0

2

4

6

8

R
el

at
iv

e 
C

Y
P3

A
4 

m
R

N
A

 le
ve

l

NS

-
+

miR-148a
Rifampicin

+
--

- +
+

96724824
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

control
miR-148a

time (h)

R
el

at
iv

e 
PX

R
 m

R
N

A
 le

ve
l

Control miR-148a

**1.00 ± 0.13 0.42 ± 0.10

1.00 ± 0.11 0.97 ± 0.16

Precursor

 
 
Fig. 4. Effects of overexpression of 
miR-148a on the PXR protein level in HepG2 
cells. 
 
 HepG2細胞にmiR-148aに対するアンチセン
スオリゴヌクレオチドを導入した時、mature 
miR-148a 発現量が約 20％まで有意に減少し
ていることが確認された。その時、PXR タン
パク発現量がコントロールの 1.9倍まで有意
に増加していることが明らかになった。
pCYP3A4-362-7.7K を用いたルシフェラーゼ
アッセイにおいては、リファンピシンによる
転写活性化能および常在的な転写活性が
miR-148a に対するアンチセンスオリゴヌク
レオチドの導入により、有意に増大すること
が示された。 
 次に、内因性の PXR 発現量の変動が内因性
の CYP3A4 の発現量に影響を及ぼすかどうか
評価するため、CYP3A4 の発現量が維持されて
いる LS180細胞を用いて検討を行った。LS180
細胞に precursor miR-148a を導入した時、
PXRタンパク発現量がコントロールの 42％ま
で有意に低下していることが示された (Fig. 
5)。その時、PXR mRNA 発現量には変動が認め

られなかったため、miR-148a は翻訳を抑制し
ていることが示唆された。LS180 細胞に 10 µM
リファンピシンを処置すると内因性の
CYP3A4 mRNA の発現量が約 5倍に有意に誘導
されたが、precursor miR-148aの導入により、
その誘導が認められなくなることが示され
た。 
 以上の結果より、miR-148a は PXR の翻訳を
抑制することで発現を負に制御しており、そ
れによって CYP3A4 の発現量および誘導能を
抑制的に制御していることを明らかにした。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
Fig. 5. Effects of overexpression of 
miR-148a on the induction of endogenous 
CYP3A4 mRNA in LS180 cells. 
 
(4)ヒト肝における miR-148 発現量の個人差
の程度と CYP3A4 や PXR 発現量との関係 
 
 25 検体のヒト肝試料における miR-148a の
発現量には 95 倍という非常に大きな個人差
が認められた。PXR mRNA 発現量と PXR タンパ
ク発現量との間には正の相関関係が認めら
れなかった (Rs = 0.10)ことから、転写後調
節が関わっていることが示唆され、miRNA の
関与が支持された (Fig. 6)。一方、CYP3A4 
mRNA 発現量と CYP3A4 タンパク発現量との間
には正の相関関係が認められた (Rs = 0.67, 
p < 0.001)。PXR の翻訳効率の指標として算
出した PXR タンパク発現量/PXR mRNA 発現量
の比は miR-148a 発現量と有意な負の相関関
係を示した(Rs = -0.41, p < 0.05)ことより、
PXR発現がmiR-148aによって抑制的に制御さ
れていることが支持された。また、興味深い 
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Fig. 6. Relationship between the 
expression levels of miR-148a, PXR, and 
CYP3A4 in human liver tissue. 
 
 
ことに、PXR タンパク発現量は CYP3A4 mRNA
発現量（Rs = 0.47, p < 0.05）および CYP3A4
タンパク発現量（Rs = 0.67, p < 0.001）と
有意な正の相関関係を示した。従って、
miR-148aによるPXRの転写後調節はヒト肝に
おける CYP3A4 の発現量に影響を及ぼしてい
ることが示された。 
 
 以上、本研究により、CYP3A4 の発現を制御
している転写因子 PXR が miR-148a によって
抑制的に発現が制御されており、それによっ
て CYP3A4 発現量の個人差が生じていること
を明らかにした。遺伝子多型や転写調節など、
従来の概念で説明できなかった CYP3A4 発現
量の大きな個人差の原因を新しい観点から
解明することができた。 
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