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研究成果の概要（和文）：ヒト胎児肝(HFL)細胞では関連する核内受容体および転写を活性化す

るコアクチベーターの発現量が低いことが成熟肝細胞との薬物に対するCYP3A4の誘導性に差

が認められる原因であることが示唆された。また、HFL 細胞の擬似低酸素誘導化合物 DFO に

よる CYP3As 誘導に低酸素誘導因子 HIF は直接関与せず、胎児特異的な応答性を示した。本研

究より、胎児のような未熟な肝細胞は成熟肝細胞とは異なる CYP3As 発現調節機構を持つこと

が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：In HFL cells overexpressed PXR, RIF-mediated CYP3A4 induction was 

insufficient compared with HepG2 cells. Lower expression of HNF4α and PGC1α might impair 

RIF-mediated CYP3A4 induction in HFL cells. The expression levels of CYP3A4, CYP3A7 and VEGF 

mRNAs were significantly increased by DFO. The expression levels of CYP3A4 and CYP3A7 mRNAs 

in HFL cells were reduced by hypoxia (3%O2), although the expression level of VEGF mRNA was 

enhanced. These results suggest that character of immature liver cells such as HFL cells with regard to 

CYP expression is different from that of highly differentiated human hepatocytes. 
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトシトクロム P450（CYP）3A サブファ
ミリーに属する分子種は、CYP3A4、CYP3A5、
CYP3A7 および CYP3A43 の 4 種類の存在が
知られている。CYP3A4 はヒト成人肝の主要
な分子種であるのに対して、CYP3A7 は胎児
肝に特異的に発現している。 

 ヒト胎児の細胞や組織を用いた研究は、国
内外でこれまで殆ど研究されていない。我々
は、ヒト胎児肝細胞（HFL 細胞）を用いた研
究から、胎児での薬物代謝酵素の発現調節が
成人とは異なるということを明らかにした。
しかし、その原因は不明のままである。 

 低酸素分圧で成熟肝細胞 HepaRG の
CYP3A4 の発現は抑制されることが報告され
た。低酸素状態で活性化される転写因子
Hypoxia-Inducible Factor-1 (HIF-1)が見出され
て、低酸素応答系のタンパク質や酵素ならび
に応答の分子機構の研究は急速に進展した。
この低酸素の擬似状態を作る化合物として
デスフェロキサミン（DFO）が知られている。
胎児は低酸素状態にあることから、低酸素条
件下における CYP3A 分子種の調節機構を明
らかにすることは、胎児の薬物動態を予測す
るには重要である。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、薬物代謝型 CYP の主要な分子種
である CYP3A の胎児における発現調節機構
を解明すること目的とした。 

 

３．研究の方法 

1) 細胞 

 本研究で用いた HFL 細胞は胎齢約 13 週の
6 胎児肝を混合した初代肝細胞であり、米国
Applied Cell Biology Research Institute 社がイ
ンフォームドコンセントに基づいて研究用
に取得したものであり、大日本製薬（現 大
日本住友製薬）を通して入手した。HepG2 細
胞は、東北大学加齢医学研究所附属医用細胞
資源センターより、293A 細胞は、東北大学
薬学部薬物動態学研究室より御恵与頂いた。 

 

2) アデノウイルス 

 本研究で用いた lacZ、ヒト PXR (hPXR)、
ラ ッ ト RXRα (rRXRα) 、 pGL3-Basic 、
pSEAP2-basic 、 CYP3A4-362-7.7k-Luciferase 

(Ad-CYP3A4-362-7.7k-Luc)および CYP3A 遺
伝子の上流約 10kb の配列を持つ組換え体ア
デノウイルス（pCYP3A4、pCYP3A7）は山添 
康教授（東北大学薬学部薬物動態学研究室）
および永田 清教授（東北薬科大学薬学部環
境衛生学教室）より御恵与頂いた。 

 

3) 試薬 

 実験に使用した試薬類は市販品のキット

類、特級または生化学用のものを使用した。 

 

4) 細胞の培養 

 HFL 細胞および HepG2 細胞は、予め 0.05% 

コラーゲン処理したフラスコにて 5% 

CO2/95% air 条件下 CO2 インキュベーター中
37℃にて培養した。また、低酸素の影響につ
いては、5% CO2/3% O2/92% N2 条件下 CO2 マ
ルチガスインキュベーター中 37℃にて培養
した。 

 

5) 薬物処理 

 薬物処理は、誘導剤を添加した FBS 含有培
地で 48 時間培養することにより行った。誘
導剤は、リファンピシン(以下 RIF、最終濃度
40μM)、ミフェプリストン(RU486、10μM)、
クロトリマゾール(CTZ、5 あるいは 10μM)、
デキサメタゾン(DEX、100μM)を DMSO に溶
解して用いた。なお、DMSO は最終濃度 0.1%

となるように添加し、DMSO のみを添加して
培養したものをコントロールとした。また、
DFO は培地に添加して一定期間培養するこ
とにより行った。 

 

6) 総 RNA の抽出 

 総 RNA は、TRIzol Reagent あるいは市販の
キットを用いて抽出した。 

 

7) 逆転写反応 

 cDNAはSuperScript Ⅲ First-Strand Synthesis 

System for RT-PCR を使用し、添付マニュアル
に従い SuperScript Ⅲ Reverse Transcriptase を
用いて合成した。 

 

8) RT-PCR 

 PCR は最終容量 25μL とし、TaKaRa Ex Taq

を用いて行った。 

 

9) リアルタイム PCR 法による解析 

 反 応 は 、 7300 Real Time PCR System 

(Applied Biosystems)を用いて行った。発現量
は 内 標 準 の glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH)の値で補正した。 

 

10) ルシフェラーゼ活性の測定 

 細胞溶解液 20μL、Luciferase Assay Reagent 

35μL を 1.5 mL チューブに添加し、懸濁させ
た後 Sirius Luminometer (Berthold)で測定した。 

 

11) テストステロン 6β-水酸化活性に及ぼす
DFO の影響 

 HFL 細胞培養時の培地中にテストステロ
ンを添加し、6 時間培養、生成した培地中の
代謝物を LC-MS/MS を用いて分析した。 



 

 

４．研究成果 

4-1. hPXR 過剰発現の CYP3A4 mRNA 発現
に及ぼす影響 

 

 HepG2 細胞では、hPXR 導入に関わらず RIF

と同様に RU486、CTZ および DEX によって
CYP3A4 が誘導された。hPXR を導入してい
ない場合、RIF による誘導が最も強く、DMSO

に対して 11 倍の発現量の増加を示した。一
方、RU486 および CTZ に関して、各々7 およ
び 7.4 倍の発現量の増加が確認された。DEX

においては、4 倍の発現量の増加がみられた
(Fig. 1)。hPXR を導入すると、誘導剤の添加
の有無に関わらず mRNA の発現量がいずれ
の分子種においても増加した。誘導剤を添加
すると mRNA の発現量はさらに増加し、特に
CTZ において最も強い誘導が認められ、
DMSO と比較して 3.8 倍に発現量が増加した
(Fig. 1)。 

 次いで HFL 細胞を用いて検討した。hPXR

を導入していない場合には、RIF と同様に
CYP3A4 の RU486 および CTZ による誘導は
全くみられなかった。一方、HFL 細胞では
DEX を添加した場合のみで誘導が確認され、
3.4 倍に発現量は増加した。hPXR を導入する
と、HepG2 細胞と同様に誘導剤の添加の有無
に関わらず、CYP3A4 mRNA の発現量が増加
した。HFL 細胞では hPXR を導入した場合で
も DEX が最も強い誘導を示し、DMSO と比
較してその誘導倍率は 2.8 倍であった。他の
誘導剤に関しても、hPXR の過剰発現によっ
て HepG2 細胞程ではないが CYP3A4 mRNA

の発現量は増加傾向を示した(Fig. 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-2 CYP3A4 プロモーター活性に及ぼす
Ad-hPXR および各種誘導剤の影響 

 

 hPXR の結合領域である DR-3 と ER-6 は、
CYP3A4 のプロモーター領域の上流に存在す
る。本実験では HFL 細胞における CYP3A4

のプロモーター活性に及ぼす Ad-hPXR およ

び 誘 導 剤 の 影 響 を 検 討 す る た め に 、
Ad-CYP3A4-362-7.7k-Luc を用いたレポータ
ージーンアッセイを行った。レポーター遺伝
子の導入には hPXR の導入と同様にアデノウ
イルスを用いて行った。 

 ポジティブコントロールとして用いた
HepG2 細胞では、hPXR 導入に関わらず RIF、
RU486 および CTZ により CYP3A4 のプロモ
ーター活性が増加した。hPXR を導入しない
場合は、RIF で最も強い誘導が認められ、
DMSO と比較して 31.3 倍に、RU486 および
CTZ では、各々4.8 および 5.2 倍にプロモータ
ー活性が増加した。hPXR を導入すると、誘
導剤の添加に関わらずプロモーター活性は
増加し、Ad-lacZ, DMSO 処理に比べ 33.7 倍に
なった。hPXR を導入し、誘導剤を添加する
とプロモーター活性はさらに増加し、DMSO

と比較して RIF で 12.3 倍、RU486 で 6.12 倍、
CTZ では 5.22 倍となった(Fig. 2)。 

 一方、HFL 細胞では、hPXR を導入しない
場合において CTZ で最も強いプロモーター
活性の増加がみられたが、DMSO の約 2.5 倍
で、HepG2 細胞と比較すると増加の程度は低
かった。hPXR を導入すると、HepG2 細胞と
同様に誘導剤の添加の有無に関わらずプロ
モーター活性は増加し、Ad-lacZ, DMSO 処理
に比べ 2 倍になった。hPXR を導入し、さら
に誘導剤を添加すると CTZ において最も強
い誘導が認められ、DMSO と比較してプロモ
ーター活性は 7.2 倍に増加した。RIF および
RU486 に関しても、hPXR の過剰発現によっ
て HepG2 細胞程ではないがプロモーター活
性は増加傾向を示した(Fig. 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-3 CYP3A4 発現に関与する転写調節因子
発現量の解析 

 

 HepG2 細胞における HNF4α の発現は対照
とした成人の肝臓の 57％であった(Fig. 3)。一
方、HFL 細胞では成人の肝臓の 17％であり、
これは HepG2細胞の 3分の 1程度の発現量に
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Fig. 1  SYBR Green real-time RT-PCR analysis of 
CYP3A4 gene expression in HepG2 and 
HFL cells. 

Data represent mean ± S.D. (n=4 to 6)
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Fig. 2  Luciferase reporter gene assays of CYP3A4 
promoter region in HepG2 and HFL cells. 



 

 

相当する。また、HFL 細胞における PGC1α

の発現量は HepG2 と同程度で、HNF4α と共
に成人の肝臓の 20％以下であった。SRC1 の
発現量は、HepG2 細胞では成人に対して 25％
と少なかった。対照的に、HFL 細胞における
SRC1 の発現量は他のコアクチベーターとは
異なり、成人の 1.3 倍と非常に発現量が多か
った。P300、CBP の発現量は HFL 細胞およ
び HepG2 細胞では同程度であり、成人の 60

～70％であった。成人と比較して HFL 細胞で
mRNA の発現量が明らかに少ないコアクチ
ベーターは HNF4α、PGC1α であることが確
認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 コリプレッサーSMRT、NCoR1 の mRNA は、
HepG2 細胞および HFL 細胞ともに成人の 70

～90％発現していることを確認した(Fig. 4)。
しかし、SHP の mRNA は、HepG2 細胞では
成人の 89％の発現が認められたのに対し、
HFL 細胞では SHP の発現は認められず、検
出限界以下であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4-4 ヒト胎児正常肝細胞の CYP3A 発現に及

ぼす擬似低酸素誘導化合物 DFO の影響 

 
 DFO 存在下で計 72 時間培養した HFL 細胞
について、CYP3A4、CYP3A7、HIF および血
管内皮増殖因子 (VEGF)のmRNA発現量を検
討した。DFO 未添加のコントロール群と比べ、
CYP3A4 および CYP3A7 の mRNA 発現量は
ともに DFO 存在下(N24H48)でコントロール
のそれぞれ 10 および 134 倍と有意な上昇が
認められた。また、HIF の mRNA は逆に有意
な抑制が認められたが、VEGF の mRNA は
DFO 存在下 (N24H48)で約 4 倍と有意に上昇
した (Fig. 5)。 

 

4-5 CYP3A 遺伝子上のプロモーター活性に
及ぼす DFO の影響 

 

DFO 存在下で培養した HFL 細胞について、
CYP3A4 および CYP3A7 両遺伝子上流域約
10kb のプロモーター活性は DFO 添加におい
ても特に顕著な変動は認められず、ほぼ同程
度の活性を示した。（Fig. 6） 

 

4-6 CYP3As および VEGF の mRNA 発現に
及ぼす低酸素（3%O2）の影響 

 

 CYP3A4 の mRNA 発現は低酸素 3%O2 によ
る顕著な発現変動は見られなかった。一方、
CYP3A7のmRNA発現はコントロールと比較
して有意差は認められないものの 3%O2 条件
下 (H72、N48H24)で発現抑制傾向を示した。
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同様に 3%O2条件下 (H72、N48H24、N24H48)

で HIF の mRNA 発現は有意に抑制される一
方で、VEGF はコントロールの約 2 倍程度の
有意な発現上昇が認められた (Fig. 7)。 

 

 

 同様の方法で HepG2 細胞についても HFL

細胞と同様 3%O2 の影響について検討を行っ
たところ、CYP3A4 および CYP3A7 の mRNA

発現は 3%O2 条件下 (H72)でコントロールと
比較して各々13 および 20%程度まで抑制さ
れた。また、HIF の mRNA 発現は抑制された
が、VEGFのmRNA発現は 3%O2条件下 (H72)

で 2.3 倍と有意な上昇が認められた (Fig. 8)。 

 

 

4-7 CYP3A4 遺伝子上のプロモーター活性
に及ぼす低酸素(3%O2)の影響 

 

 HFL 細胞を 3%O2 で培養した群で CYP3A4

および CYP3A7 遺伝子上流域約 10 kb のプロ
モーター活性はコントロールと比較して有
意に低下した (Fig. 9)。 
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