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研究成果の概要（和文）：ヒト肝臓における主な薬物代謝酵素であるシトクロムP450 (P450, CYP)の発現が、
RNA編集によって影響を受けることで、薬物応答性に個人差が生じている可能性を明らかにすることを目的とし
た。ヒト肝がん由来細胞を用いて、RNA編集を担うADARの発現量低下により、CYP2B6 mRNAが不安定性して、
CYP2B6タンパク質発現量が低下すること、転写因子HNF4aが低下することで、CYP2C8を含む複数のP450分子種の
発現量が低下する一方で、転写因子PXRが増加することでCYP3A4の発現量が増加することを見いだし、RNA編集は
薬物代謝能に変動をもたらす要因となっていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Using several human hepatocarcinoma-derived cell lines, HepaRG, Huh-7, and 
HepG2 cells, we found that the knockdown of ADAR1 or ADAR2 by siRNA resulted in a significant 
decrease in CYP2B6 protein level, owing to the decreased stability of CYP2B6 mRNA. The knockdown of 
ADAR1 or ADAR2 resulted in a significant decrease in CYP2C8 protein level, owing to the decreased 
expression of HNF4a, a major transcription factor for P450s. The decrease in the HNF4a expression 
was considered to be a reason of the decrease in CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, and CYP2E1 by the 
knockdown of ADARs. Interestingly, the knockdown of ADAR1 resulted in a significant increase in 
CYP3A4 protein level, owing to the increased expression of PXR, a transcription factor regulating 
the induction of CYP3A4. In summary, we found that A-to-I RNA editing post-transcriptionally 
regulates the expressions of multiple P450s, affecting pharmacokinetics and drug response.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： RNA編集　転写後調節　薬物代謝　シトクロムP450　核内受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　薬物代謝酵素は、医薬品有効成分の血中濃度を規定し、薬効や副作用発症を左右する因子として重要であり、
その発現変動要因を解明する研究は、医薬品開発の効率化および医薬品適正使用の観点から社会的ニーズが高
い。ヒト全遺伝子の約40％がRNA編集を受けていることが示されており、RNA編集の異常がいくつかの疾患の発症
に関わっている例も知られているが、肝臓における役割はほとんど解明されていなかった。本研究では、肝臓に
発現している主な薬物代謝酵素の発現制御におけるRNA編集の寄与を明らかにし、創薬や適切な薬物治療に役立
つ基礎情報を提供できた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

RNA 編集とは、主に核内において転写産物が酵素反応により修飾される事象であり、ほ乳類、
特にヒトではアデノシンがイノシンに変換される A-to-I RNA 編集が最も高頻度に認められる。
イノシンはグアノシンとして認識されることから、A-to-I RNA 編集によりアミノ酸が変化した
り、スプライシングや mRNA 安定性が変化したりする可能性がある。A-to-I RNA 編集は 1987
年に発見されたが、編集部位が非翻訳領域に多いことから生理学的意義に関する研究は進んで
いなかった。2000 年代になり、遺伝子発現調節に microRNA (miRNA)が重要な役割を果たすこ
とが明らかになって以降、mRNA の 3'-非翻訳領域 (3'-UTR) に miRNA 結合領域が多く、かつ
編集部位が多く存在すること、また、pre-miRNA も RNA 編集を受け、mature miRNA の発現量
や機能が変化する可能性があることから、転写後調節機構としての A-to-I RNA 編集の重要性が
再認識されるようになってきた。 
 近年の次世代シークエンス解析の進歩により、RNA 編集部位が網羅的に解析され、ヒト全遺
伝子の約 40％が RNA 編集を受けていることが示されている。A-to-I RNA 編集の異常が筋萎縮
性側索硬化症や神経変性疾患など、いくつかの疾患の発症に関わっている例も知られている。
RNA 編集を担う酵素が脳に高く発現していることから、A-to-I RNA 編集の研究は神経組織や脳
を対象としたものが多く、肝臓における意義は未解明である。申請者らの研究により、RNA 編
集を担う酵素 ADAR の肝臓中の発現量に数百倍もの大きな個人差があることが明らかになっ
ている (Nakano e al., J. Biol. Chem., 291: 894-903, 2016)。RNA 編集能に変動をもたらす要因の解
明は、疾病リスクだけでなく薬物治療効果の予測、個別化医療の最適化にもつながる可能性が
ある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、肝臓に発現するシトクロム P450 (P450, CYP) などの薬物代謝酵素の発現制御に

おける RNA 編集の寄与を明らかにし、ADAR の発現量や機能が変化する要因を解明すること
により、創薬や薬物治療に役立てるための情報基盤を構築することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
（1）ヒト肝がん由来細胞への ADAR1 または ADAR2 に対する siRNA の導入 
ヒト肝がん由来 HepaRG 細胞または HepG2 細胞を 6 ウエルプレートに播種し、Lipofectamine 

RNAiMAX を用いて siRNA を導入した。72 時間後、細胞を回収し、total RNA およびホモジネ
ートを調製した。 
 
（2）各 P450 分子種の発現量の評価 
それぞれのP450分子種に特異的なプライマーを用いてmRNA発現量はリアルタイムRT-PCR

により評価した。また、各 P450 分子種のタンパク質発現量は、特異的な抗体を用いてウェス
タンブロッティングにより評価した。 
 
（3）mRNA 安定性の評価 
細胞を播種して 24 時間後に、転写阻害剤である-アマニチンを 10 µg/mL の濃度で処置し、

経時的に RNA を回収し、P450 mRNA 発現量をリアルタイム RT-PCR により評価した。 
 
（4）ルシフェラーゼアッセイ 

ルシフェラーゼ遺伝子の下流に 3’-UTR を組み込んだプラスミド、またはルシフェラーゼ遺
伝子の上流に 5’-上流領域を組み込んだプラスミドを、ADAR に対する siRNA を導入した Huh-7
細胞または HepG2 細胞に導入し、Nano-Glo Dual-Luciferase Reporter Assay System を用いてルシ
フェラーゼ活性を測定した。 
 
４．研究成果 
 
（1）CYP2B6 発現に及ぼす RNA 編集  
 の影響 
薬物代謝酵素の発現がヒト肝臓レ

ベルに比較的維持されているヒト肝
がん由来 HepaRG 細胞を用いて、
siRNA を導入することにより ADAR1
または ADAR2 をノックダウンしたと
ころ、CYP2B6 mRNA およびタンパク
質発現量が有意に減少した（図 1）こ
とから、ADAR は CYP2B6 発現を正に



制御していることが示された。 
ADAR ノックダウンによる CYP2B6 mRNA の発現低下が mRNA の安定性の低下によるもの

か、転写阻害剤 α-アマニチン処置条件下で経時的に CYP2B6 mRNA 発現量を測定したところ、
ADAR1 または ADAR2 をノックダウンした細胞では、より低値を示したことから、ADAR は
CYP2B6 の安定化に働いていることが示唆された（図 2A）。この安定性の変化に 3’-UTR が関わ
っているかルシフェラーゼアッセイを行った。HepaRG 細胞には効率的にプラスミドを導入で
きなかったことから、このアッセイにおいては Huh-7 細胞を用いた。CYP2B6 の 3’-UTR を含
むプラスミドのルシフェラーゼ活性は ADAR1 ノックダウンで変化しなかったものの、ADAR2
ノックダウンで有意に低下したことから、ADAR2 による mRNA 安定性の変化は 3’-UTR を介
していることが示された（図 2B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（2）CYP2C8 発現に及ぼす RNA 編集の影響 

HepaRG 細胞における CYP2C8 mRNA およびタンパク質発現量が、ADAR1 または ADAR2
ノックダウンにより有意に減少し、CYP2C8 酵素活性も有意に低下した（図 3）ことから、ADAR
は CYP2C8 発現を正に制御していることが示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ADAR ノックダウンによる CYP2C8 mRNA の発現低下が mRNA の安定性の低下によるもの

か、転写阻害剤 α-アマニチン処置条件下で経時的に CYP2C8 mRNA 発現量を測定したところ、
CYP2B6 とは異なり、CYP2C8 mRNA の安定性は ADAR1 または ADAR2 をノックダウンによ
って変化しなかった（図 4A）。次に、ADAR ノックダウンによる CYP2C8 の発現減少が転写活
性の低下によるものか
どうか、5’-上流領域約
500 bp を組み込んだプ
ラスミドを用いてルシ
フェラーゼアッセイを
行った。その結果、ルシ
フェラーゼ活性が
ADAR1 または ADAR2
のノックダウンにより
有意に低下した（図 4B）
ため、CYP2C8 mRNA
発現量の減少は転写活
性の低下によるもので
あることが示された。
CYP2C8 の転写活性化
を担う転写因子



hepatocyte nuclear factor 4 (HNF4)の結合領域に変異を導入したプラスミドでは、ADAR ノッ
クダウンによる転写活性の低下が
認められなかった。 

最後に HNF4タンパク質発現量
を評価したところ、ADAR1 または
ADAR2 ノックダウンにより有意に
減少していた（図 5）。以上より、
ADAR ノックダウンにより HNF4
タンパク質発現量が減少すること
で、CYP2C8 発現量が減少すること
を明らかにした。 
 
 
 
 
（3）その他の P450 分子種の発現に及ぼす RNA 編集の影響 
 HNF4は CYP2C8 や CYP2B6 以外にも CYP2A6、2C9、2C19、2D6、2E1 および 3A4 の転写制
御にも関わっている。ADAR ノックダウンにより HNF4発現量が減少したことから、これらの
P450 分子種の発現も変化するか調べた。その結果、一部有意差が認められなかったものの、
CYP1A2、2A6、2C9、2C19、2D6、2E1 および 3A5 mRNA 発現量は ADAR ノックダウンにより
減少した（図 6）。したがって、ADAR ノックダウンによる HNF4発現量の減少が複数の P450
分子種の発現減少をもたらしていることが示された。興味深いことに CYP3A4 mRNA 発現量は
ADAR2ノックダウンにより減少したのに対し、ADAR1ノックダウンにより有意に増加した（図
6）。これは HNF4以外の要因の寄与が大きいためと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
（4）Pregnane X receptor (PXR) 発現に 
 及ぼす RNA 編集の影響 

CYP3A4 の転写活性化を主に担っている
転写因子である PXR の発現が ADAR ノッ
クダウンにより変化するかどうか評価し
た。その結果、PXR タンパク質発現量は
ADAR1 または ADAR2 どちらのノックダ
ウンによっても有意に増加した（図 7A）。
同じ結果が、HepG2 細胞でも認められた
（図 7B）ため、以降の実験は HepG2 細胞
を用いた。 

ADAR1 ノックダウンによる CYP3A4 
mRNA の発現増加が PXR の発現増加によ
るものかどうか調べるため、PXR に対する siRNA を導入したところ、ADAR1 ノックダウン下
における CYP3A4 mRNA の増加程度が減少した（図 8A）。また、CYP3A4 遺伝子上流の PXR
応答配列を組み込んだプラスミドにおけるルシフェラーゼ活性が、ADAR1 ノックダウンによ
り有意に増加した（図 8B）。以上より、ADAR1 ノックダウンによる CYP3A4 の発現増加は PXR
の発現増加によるものであることを明らかにした。 
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