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研究成果の概要（和文）：薬物代謝酵素 CYP3A の雌性優勢発現の機序を明らかにするため、マ

ウス肝臓でメス特異的に発現している Cyp3a41 遺伝子をモデルに解析した。Cyp3a41 遺伝子

の発現は近位プロモーターにおいて転写因子 HNF4αにより調節されていた。その領域付近の

クロマチン構造には雌雄差あり、それが HNF4α結合量の雌雄差（メス＞オス）となり、メス

特異的発現の一因であることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：To clarify the molecular mechanisms of female-dominant expression 
of drug-metabolizing enzyme CYP3As in the liver, we analyzed the mechanisms of 
female-specific expression of mouse Cyp3a41 gene. Our results indicated that HNF4 plays 
an important role in the transcriptional activation of the Cyp3a41 gene, and a sex 
difference in chromatin structure may contribute to the female-specific expression of 
Cyp3a41 in the livers of mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 P450 は薬物の生体内変換を担う重要な酵
素で、その発現誘導や機能阻害は薬物間相互
作用の主たる原因となる。また、個人個人の
P450 活性の違いが、薬理効果や毒性発現の
個人差の一因とされており、P450 活性を変
動させる因子の情報は、薬物の安全かつ効果
的な投与設計を目指したテーラーメイド医
療の進展のためには重要である。 
 一方で、薬物代謝酵素活性の調節機構には
種差が知られており、実験動物で得られたデ

ータをヒトに外挿する際には、ヒトと実験動
物それぞれでの調節機構とその違いに関す
る情報は不可欠なものである。 
 ところで、ヒト P450 の中には男女間で発
現に違いがあり、それが特定の薬物に観察さ
れる薬物動態の男女差の一因と考えられて
いる分子種も存在する。その一例が成人肝の
主要な P450 である CYP3A4 であり、その発
現は男性より女性の方が数倍高い。一方、実
験動物ではより顕著な性差が観察される。例
えば、マウス CYP3A41 は肝臓でメス特異的
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に発現している主要 CYP3A 分子種である。
この P450 分子種は当研究グループが発見し
様々な解析を行ってきた分子種であるが、興
味深い事にヒト CYP3A4 遺伝子を導入した
トランスジェニックマウスでは、ヒト
CYP3A4 がマウス Cyp3a41 と全く同じ発現
プロファイルを示し、成獣肝ではメス特異的
に発現していることが明らかにされた
（Cheung C. et al., 2006）。この事実は、メ
ス特異的発現をもたらす調節機構に関して
両遺伝子がほぼ同一のシスエレメントを有
している事を強く示唆し、マウス Cyp3a41
遺伝子を解析することで、ヒトとマウスで共
通している CYP3A 遺伝子の女性優勢発現機
構について情報を得ることができると考え
られた。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究はマウス Cyp3a41 遺伝子
をモデルとして、メス特異的発現に関わる調
節機構を明らかにする事を第一の目的とし
た。さらに、その情報を基にヒト CYP3A4
遺伝子の女性優勢発現の調節機構を考察す
る事を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究で用いた抗体は以下に示す市販
のものを使用した。抗 HNF4α(sc-8987)、抗
アセチル化ヒストンH4 (Lys 8) (略称：AcH4K8、 
sc-8660)、コントロールウサギIgG (sc-2027)
は Santa Cruz Biotechnology より購入し、
抗ジメチルヒストン H3(Lys 4) (略称：
H3K4me2、07-030)、抗トリメチルヒストン
H3(Lys27) (略称：H3K27me3、07-449)は
Millipore より購入した。抗体の略称と商品
番号を括弧内に記した。 
（２）実験には日本 SLC（静岡）より購入し
た雌雄の ddY 系マウスを使用した。脳下垂体
摘出手術は５週齢で実施し（日本 SLCに依頼）、
７週齢から８週齢にかけてヒト組換え成長
ホルモン（rhGH）を浸透圧ポンプを用いて持
続的に皮下に投与（1.5g/hr、７日間）した。 
（３）マウス Cyp3a41 遺伝子を含む DNA 断片
は C57BL/6 マウス染色体 DNA より PCR により
増幅し、pGEM-T easy ベクター(Promega)に
サブクローニングした。5'-欠失型レポータ
ー遺伝子構築に当たっては、+61 から様々な
位置までの 5'-上流域を PCR で増幅し、pGL3 
basic ベクター(Promega)に挿入して作製し
た。Cyp3a41 遺伝子上の位置については、転
写開始点を+1 として番号を付した。レポータ
ー遺伝子への塩基置換の導入は QuikChange 
site-directed mutagenesis kit 
(Stratagene)を用いた。 
（４）マウス肝細胞はコラーゲナーゼ灌流法
により調製し、血清およびフェノールレッド
非含有ウェイマス培地で初代培養した。プラ

スミドのトランスフェクションは Transpass 
D1 Transfection Reagent (New England 
Biolabs)を用いた。in vivo レポーターアッ
セイではTrans IT-EE hydrodynamic delivery 
solution (Mirus Bio Corporation)を用い、
マウス尾静脈より肝臓にレポータープラス
ミドを導入した。細胞溶解液あるいは肝臓ホ
モジネートを用いたレポーター活性の測定
にはdual-luciferase reporter assay system 
(Promega)を用いた。 
（５）EMSA(electrophoretic mobility shift 
assay)には 32P で放射標識したプローブと
TNTⓇT7 Coupled Reticulocyte Lysate System 
(Promega)で調製した組換えタンパク質ある
いは肝臓核抽出液を用いた。 
（６）ChIP アッセイは雌雄マウス肝臓組織を
試料とし、ChIP assay kit (Upstate Bio- 
technology)と（１）に示した抗体を用い実
施した。PCR で増幅した Cyp3a41 遺伝子の範
囲は-207/+18 である。 
（７）トータル RNA 画分はグアニジウムチオ
シアネート法により調製し、定量的リアルタ
イム RT-PCR は TaqMan プローブを用いた方法
あるいは SYBR-Green を用いた方法で実施し
た。 
 
４．研究成果 
（１）Cyp3a41 遺伝子 5'-隣接領域の転写調
節領域の解析 
 メス肝臓由来マウス肝細胞初代培養系を
用いたレポーター遺伝子アッセイにより
Cyp3a41 遺伝子 5'-隣接領域の転写活性化領
域を探索した。オス由来の肝細胞初代培養系
では CYP3A41 mRNA がほとんど検出されない
ことから、メス由来細胞を用いて同定される
領域がメス特異的発現に関与すると仮定し
た。-3669/+61, -2396/+61, -1633/+61, -844/ 
+61, -670/+61, -596/+61, -163/+61 領域を
含む 5'-欠失変異体を用いて解析したところ、
-163/+61 領域に最も高い転写活性が認めら
れた。その領域について転写因子が結合可能
な配列を検索したところ、HNF4α（-99/-87）
や PXR（-162/-145）の推定結合配列が見いだ
された。PXR 推定配列は塩基置換の導入やレ
ポーターアッセイ系への PXR共発現によって
も転写活性に変化はなく、mRNA 発現の解析で
既に明らかしていた Cyp3a41 遺伝子発現の
PXR 非依存性（Sakuma T. et al., 2004）と
矛盾しなかった。 
 
（２）近位プロモーターの HNF4α結合配列の
解析 
 近位プロモーターに見いだされた HNF4α
結合配列について、レポーター遺伝子アッセ
イや EMSA により機能を確認した。肝細胞初
代培養系に HNF4α発現プラスミドをコトラ
ンスフェクションすると、-163/+61 を有する



 

 

レポーター遺伝子の転写活性は上昇した。推
定 HNF4α結合部位に塩基置換を導入したレ
ポーターでは転写活性が消失し、HNF4α導入
による転写促進も観察されなかった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Cyp3a41 遺伝子近位プロモーター中の
HNF4α結合配列の機能 
 
 組換え HNF4αタンパク質を用いた EMSA で
は、近位プロモーター中の推定 HNF4α結合配
列に HNF4αタンパク質が結合可能であるこ
とが確認された。雌雄マウス肝臓核抽出液を
用いた EMSA においても複合体が形成し、抗
HNF4α抗体によるスーパーシフトが観察さ
れた。これらの結果は、近位プロモーターへ
のHNF4αの結合がCyp3a41遺伝子の発現に大
きく寄与している事を示している。 
 
（３）HNF4αのメス特異的発現に対する関与 
 もし、HNF4α活性がオスよりメスで高けれ
ば、（２）で明らかになった HNF4α依存的転
写活性がメス特異的発現の一因になると考
えられる。しかし、マウス肝臓核抽出液を用
いた EMSA 解析では、雌雄で同程度の複合体
形成が観察された。核抽出液中の HNF4αタン
パク質の量をウェスタンブロット分析で確
認しても雌雄差は認められなかった。雌雄マ
ウスを用い in vivo レポーターアッセイを行
ってみると、in vivo でも HNF4α依存的転写
活性化は確認されたものの、転写活性化は雌
雄のマウスで同程度認められた。これらの結
果は上記の可能性を支持しない。 
 しかし、もしクロマチン構造に雌雄で違い
があれば、HNF4α結合部位への結合し易さに
雌雄で差が生じ、それがメス特異的発現の一
因となる可能性が考えられる。またその場合、
上述の結果はいずれもクロマチン構造を反
映していない実験の結果であり、この可能性
とも矛盾しない。そこで、ChIP アッセイを用
いクロマチン中での HNF4αの結合量を雌雄
で比較した。その結果、成獣（７週齢）マウ
スでは雌雄の間で結合量に差があり、メスで
オスの４倍程度多く HNF4αが結合している
ことが明らかになった（図２）。 

 図２ Cyp3a41 遺伝子プロモーター（-207/ 
+18）への HNF4αの結合（ChIP アッセイ） 
 
 次に Cyp3a41 の mRNA 発現とクロマチン中
の HNF4α結合量の間に相関があるか否か検
討した。Cyp3a41 遺伝子は３週齢までは雌雄
で同程度発現しているが、それ以降の性成熟
に伴いメス特異的発現に移行する。７週齢で
は上述の通りメスで多く HNF4αが結合して
いたが、３週齢では雌雄同程度の HNF4αの結
合が観察された。 
 Cyp3a41 遺伝子は成長ホルモン（GH）によ
る調節を受け、メス型 GH 分泌によって促進
的に調節されている。従って、脳下垂体摘出
により mRNA 発現が消失し、rhGH のメス型投
与で発現が一部回復する（Sakuma T. et al., 
2002）。HNF4αのクロマチン中の結合量は、
脳下垂体切除で 50%程度に低下し、rhGH 投与
で上昇傾向を示し、mRNA と同様の変動を示し
た。これらの結果は HNF4αが Cyp3a41 遺伝子
のメス特異的発現の中心的調節因子である
可能性を支持するものと考える。 
 
（４）近位プロモーター付近のヒストンタン
パク質の修飾状態 
 Cyp3a41 遺伝子近位プロモーター付近のク
ロマチン構造に雌雄差があるか否か確かめ
るため、ヒストンタンパク質の修飾状態を
ChIP アッセイにより解析した（図３）。 

図３ Cyp3a41 遺伝子プロモーター（-207/ 
+18）付近のヒストンタンパク質の修飾（ChIP
アッセイ） 
 
 クロマチン構造をゆるめ転写因子がより
アクセスし易くなるヒストン H4 のアセチル
化（AcH4）は、オスよりメスで高いレベルで
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あった。エピジェネティックコードの一つで、
転写活性化領域に見いだされるヒストン H3
リジン 4 のジメチル化（H3K4me2）はオスよ
りメスで２倍程度高く、転写抑制領域に見い
だされヘテロクロマチンの保持にも関わる
とされるヒストン H3リジン 27のトリメチル
化（H3K27me3）はメスよりオスが高いという
結果になった。これらの結果はクロマチン構
造に雌雄差があることを示唆し、オスに比べ
メスのクロマチンの方がより転写活性化さ
れ易い状態にあると考えられる。 
 
 
（５）HNF4αと他の転写因子との協調的調節 
 クロマチン中の-99/-87領域への HNF4α結
合量に雌雄差が観察されたが、その差は４倍
程で 20 倍以上の大きな差が観察される mRNA
程ではない。そこで HNF4αと他の転写因子と
の相互作用によってメスでの転写がさらに
増強されメス特異的発現となると仮定し、肝
細胞初代培養系を用いたレポーターアッセ
イにより検討した。 
 その結果、転写因子 COUP-TFII と HNF4αが
協調的に転写を活性化する可能性が示され
た。その際、-163/+61 領域を含むレポーター
遺伝子の転写活性は、メス由来の肝細胞初代
培養系にメス型 GH 分泌を模倣するように
rhGHを持続的に添加した条件でCOUP-TFIIと
HNF4αを共発現させると協調的に活性化さ
れた。しかし、オス由来の肝細胞初代培養系
にオス型GH分泌を模倣するようにrhGHを 11
時間の間をおいてパルス状に添加した条件
では観察されなかった。それらの実験がクロ
マチン構造を正確に反映していないプラス
ミドを用いていることを考え合わせると、こ
の結果はクロマチン構造の雌雄差に起因す
る HNF4α結合量の雌雄差に加え、クロマチン
構造以外の要因の関与によって、メスにおい
てのみ COUP-TFII と HNF4αが協調的に働き、
Cyp3a41 遺伝子の強い転写活性が生じている
可能性を示している。 
 また、Cyp3a41 遺伝子はグルココルチコイ
ド受容体(GR)依存的にグルココルチコイド
と GH による協調的転写活性化を受けるが、
肝細胞初代培養系を用いたレポーター遺伝
子アッセイでは、グルココルチコイドに対す
る応答性が HNF4α結合配列に変異を導入す
ることによって消失した。この結果は、HNF4
αが GR を介した Cyp3a41 遺伝子のメス肝臓
での高発現にも関与している事を示唆し、
HNF4αの Cyp3a41遺伝子発現における中心的
役割を支持するものである。 
 
 
（６）総括および展望 
 本研究によってマウス Cyp3a41の成獣肝に
おけるメス特異的発現の背景にある分子機

構の一端が明らかになった。上述の様に、
HNF4αの結合量の性差は mRNA で観察される
特異的とも言えるほどの大きな差ではなく、
検討していない領域を含め、他の要因も関与
することで性特異的になると推測できる。候
補の一つとして COUP-TFIIが挙げられること
より、CUOP-TFII と HNF4αの Cyp3a41 遺伝子
上での相互作用の詳細について、今後さらな
る研究が必要と考える。同様にグルココルチ
コイドホルモンと GH による協調的転写機構
についてもさらに解析する必要がある。 
 Cyp3a41遺伝子のGHによる調節機構に関し
本研究では大きな進展はなかった。肝細胞初
代培養系を用いた mRNA レベルの解析におい
ては、雌雄の分泌様式を模倣して GH を添加
すると、その違いが mRNA 発現の違いとして
反映される。しかし、同様の GH 処理をした
肝細胞初代培養系を受容細胞として用いて
も、レポーター遺伝子アッセイにおいては、
影響を認めることは出来なかった。その理由
として、第一に解析した範囲（最大-10 kbp
上流まで）に GH 応答領域がふくまれていな
いという可能性が考えられる。一方で第二の
可能性としては、今回明らかになったクロマ
チン構造の雌雄差の形成に GH が関わるとい
う可能性である。その仮説が正しければ、レ
ポーター遺伝子アッセイで GH 応答領域が同
定されないことも説明でき、今後の重要な検
討課題である。 
 代表者らのグループでは他の性特異的
P450 遺伝子の解析も実施している。その中で
Cyp3a41 同様メス特異的発現を示すマウス
Cyp2b9遺伝子はCyp3a41遺伝子とは全く異な
る機構によって性特異性を示す事が明らか
になった（Hashita T. et al., 2008）。Cyp2b9
遺伝子の場合、メスで活性が高い FoxA2 によ
る転写促進とオスにおいてオス型 GH 分泌に
よって選択的に活性化される STAT5b による
抑制の二つの性依存的転写因子の関与によ
りメス特異的発現となっていた。本研究で明
らかになった Cyp3a41遺伝子のメカニズムは
そのような性特異的トランス因子によるも
のではなく、クロマチン構造の雌雄差という
シスエレメントの雌雄差に起因するもので
あり、新しいメカニズムの発見となった。 
 本研究申請段階における予備検討では、
Cyp3a41 遺伝子の性差の原因が今回明らかに
なったシスエレメント側の雌雄差ではなく
トランス因子側の雌雄差を強く示唆するも
のであった。詳細な解析の後、その可能性は
否定されたのだが、その確認に時間を要して
しまった。また、その後も ChIP アッセイな
ど実験方法の確立に時間を要したこともあ
り、当初予定していたヒト CYP3A4 遺伝子を
対象とした解析で成果を得る段階にまで進
展させることがかなわなかった。ヒト CYP3A4
遺伝子は転写活性化に HNF4αが関与するこ



 

 

とが報告されている（Tirona RG. et al., 
2003）。また、ヒト GH の分泌にも性差が知ら
れている。ヒト CYP3A4 遺伝子のトランスジ
ェニックマウスでは、ヒト CYP3A4 がメス特
異的に発現していることと本研究の結果を
考えあわせると、ヒト CYP3A4 遺伝子の HNF4
α結合部位近辺のクロマチン構造が女性で
男性よりもリラックスした状態を取りやす
いマーク（エピジェネティックコード）が付
与されているという仮説を立てる事ができ、
今後その可能性について検討することを計
画している。 
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