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研究成果の概要（和文）：  
本研究では、HNF3 および HNF6 遺伝子の全翻訳領域および 5'-上流領域における遺伝的

多型を探索し、各転写因子の機能におよぼす質的あるいは量的な影響を考察することを目的と
した。当該遺伝子を含む領域における tag-SNPs を HapMap より抽出し、抗癌剤であるドキ
ソルビシン投与による消化器毒性の発現を指標とした関連性解析を行った。その結果、HNF3
γ遺伝子 5'-上流領域において 2 箇所、HNF6β遺伝子 3'-非翻訳領域において 1 箇所の、ドキソ
ルビシンによる消化器毒性発現と関連性が認められる SNPs を同定した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In the present study, I investigated genetic polymorphisms of the HNF3 and HNF6 genes, 
and carried out an association study. Tag-SNPs containing the HNF3 and HNF6 genes 
were chosen by using a HapMap database, and performed an association study concerned 
with the appearance of the digestive organ toxicity by the doxorubicin. As a result, 2 SNPs 
located in the 5’-flanking region of the HNF3 gamma gene and a SNP in the 3’-downstream 
region of the HNF 6 beta gene showed significant associations with the digestive organ 
toxicity by the doxorubicin. 
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１．研究開始当初の背景 
 
医薬品の代謝に個体差が存在することは

以前から知られている。その個体差の原因と
しては、薬物代謝酵素の酵素活性が、遺伝、
薬物投与、年齢、性、人種、妊娠、疾病、食
餌、化学物質への曝露など様々な因子によっ
て影響を受けることが挙げられている。これ
らの因子のうち、遺伝的な多型によるものに
つ い て は 、 主 に チ ト ク ロ ー ム P450 
(cytochrome P450、CYP)、グルタチオン S-
転移酵素 (glutathione S-transferase、GST)、
N-アセチル転移酵素 (N-acetyltransferase、
NAT) および UDP-グルクロン酸転移酵素 
(UDP-glucuronyltransferase、UGT) などに
おいて様々な知見が得られている。  

これまでに明らかにされてきた薬物代謝
酵素の遺伝的多型による個体差発現の分子
機構は、主に 3 種類に分類される。すなわ
ち、1) 遺伝子の翻訳領域あるいはイントロ
ンにおける塩基置換もしくは塩基の欠失に
よる異常酵素の産生  (CYP2A6、 CYP2C9、
CYP2C18、CYP2C19、CYP2D6、CYP2E1、CYP3A5、
NAT1 および NAT2 遺伝子など)、2) 遺伝子
全翻訳領域の欠失による酵素欠損 (CYP2A6、
CYP2D6、GSTM1 および GSTT1 遺伝子など)、
さらに、3) 遺伝子の転写調節領域における
塩基置換もしくは塩基挿入による転写活性
の低下 (UGT1A1 遺伝子など) である。 また、
薬物投与、食餌あるいは化学物質への曝露に
よって酵素の発現が誘導されることが、薬物
代謝酵素の活性における個体差発現の原因
の一つであると考えられている。その例とし
ては、CYP1A1、CYP1A2、CYP1B1、CYP2E1、CYP3A4 
および CYP4A11 などが挙げられる。 

申請者らはこれまで、肝において大きな量
的個体差を示す薬物代謝酵素であるジヒド
ロジオール脱水素酵素 (DD4) の個体差発現
の分子機構の解析を行い、上述の既知の機序
に加えて、新しい分子機構として、同酵素の
量的個人差が、DD4 遺伝子の調節に関わる転
写因子である hepatocyte nuclear factor 
(HNF)1α、HNF4α および HNF4γ に認められ
る協調的な量的差異により引き起こされて
いることを提唱している (Ozeki, T. et al., 
Pharmacogenetics, 13 (1) 49-53 (2003))。  
興味深いことに、HNF1α、HNF4α および 
HNF4γ は、CYPおよび UGT各分子種の肝にお
ける構成的発現に関わる転写因子であるこ
とが知られており、これらの各転写因子と 
CYP1A2、CYP2E1、CYP3A4および UGT2B7 mRNA 
の発現との間における量的協調性を示唆す
る知見も得られている。 
HNF1α および HNF4α の発現量を規定する

因子としては、転写因子 HNF3 および HNF6が
挙げられる。これまでの申請者らによる予備
的検討により、HNF1α および HNF4α 遺伝子

においては、これらの転写因子の量的多様性を説
明し得る遺伝的多型は認められなかった一方、
HNF3遺伝子の転写調節領域において、同遺伝子の
転写活性に影響を及ぼす可能性のある遺伝的多型
を見出している。以上の背景より、申請者は HNF3
および HNF6 遺伝子の転写調節機構、またその変動
要因を解析することで、肝における転写因子の協
調的発現調節を介した薬物動態関連遺伝子の個体
差発現機構を明らかにするための知見が得られる
と考え、当該研究を立案した。 
HNF1α 遺伝子の転写は、HNF4α および HNF4γ 

によって調節されると考えられている。すなわち、
HNF4α および HNF4γ は HNF1α の上位に位置す
る転写因子であるとされている。また、申請者に
よる以前の検討においても、ヒト肝において 
HNF4α mRNA 量と HNF1α mRNA 量との間に、また 
HNF4γ mRNA 量と HNF1α mRNA 量との間に高い相
関性が認められた。一方、その詳細な機構は未知
であるが、ラットにおいて、血漿浸透圧の減少時
に HNF4αの発現量が増加し、その発現量とアルブ
ミン mRNA の発現量が有意な相関性を示すことが
報告されている。ラットアルブミン遺伝子は 
HNF1α および C/EBP によって転写調節を受ける
ことが知られているため、HNF4α の変動との直接
的な関係は無いと思われる。 しかし、HNF4α 遺
伝子ノックアウトマウスを用いた検討により、
HNF4α の発現を欠失させると肝における HNF1α
およびアルブミン mRNA の発現もまた消失するこ
とが示されていることを考えると、ラットアルブ
ミン遺伝子の転写活性は、HNF4α の発現量が変動
すると HNF1α の発現量の変動を介して変動する
ことが推測される。これらの知見と併せて考える
と、肝における CYP および UGT 各分子種の転写活
性もまた HNF4α および HNF4γ、さらにこれらの
転写因子の制御を受ける HNF1α の発現量によっ
て規定されているというモデルが考えられる。 
HNF3およびHNF6はマウス HNF4α遺伝子の転写

調節に関与していることが報告されている。転写
調節機構の解明は未だ成されてはいないものの、
ヒト HNF4α および HNF4γ 遺伝子においても各
遺伝子転写調節領域中の HNF3 および HNF6 結合
配列は良く保存されていることより、これらの転
写因子の両遺伝子の転写調節への関与が推測され
る。したがって、当該研究の一連の検討により
HNF4α および HNF4γ 遺伝子の、HNF3 および 
HNF6 による転写調節機構が解明されることによ
り、HNF1α、HNF4α および HNF4γ の被制御遺伝
子と考えられている CYP および UGT 各分子種など
の薬物動態関連遺伝子の肝における発現量の変動
要因が明らかとなることを期待している。 
 

２．研究の目的 
 
当該研究において、申請者は以下のことを明ら

かにしていくことを目的とした。 
 
(1) ヒト HNF3 および HNF6 遺伝子の遺伝的多型の



 

 

探索 
ヒト HNF3および HNF6遺伝子の全翻訳領域

および 5’-上流領域における遺伝的多型を探
索し、各転写因子の機能に及ぼす質的あるい
は量的な影響を考察する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト HNF3および HNF6遺伝子の遺伝的多
型の探索 
 
ヒト HNF3および HNF6遺伝子の全翻訳領域

および 5’-上流領域における遺伝的多型を探
索し、各転写因子の機能に及ぼす質的あるい
は量的な影響を考察するために、申請者は以
下の実験を行った。 
 
①ヒト HNF3および HNF6遺伝子の全翻訳領域
および 5’-上流領域を単離し、塩基配列を解
析する。 
 
②認められた遺伝的多型が翻訳領域のもの
であった場合、当該多型を有する cDNA より
発現プラスミドを構築し、培養細胞内で強制
発現させた際の HNF4HNF1 mRNA 発現量へ
の影響を、定量的 RT-PCR 法により検討する。 
 
③認められた遺伝的多型が非翻訳領域のも
のであった場合、当該多型を有する 5’-上
流領域を組み込んだルシフェラーゼレポー
タープラスミドを構築し、肝癌由来 HepG2 
細胞を用いたルシフェラーゼアッセイを行
うことにより、転写調節への影響を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト HNF3および HNF6遺伝子の遺伝的多
型の探索 
 
①ヒト HNF3および HNF6遺伝子の全翻訳領域
および 5’-上流領域の単離および塩基配列の
解析 
  
HNF3 および HNF6 遺伝子の全翻訳領域およ

び 5'-上流領域における遺伝的多型を探索し、
各転写因子の機能に及ぼす質的あるいは量
的な影響を考察するために、HNF3α、HNF3β、
HNF3γ、HNF6α および HNF6β 遺伝子を含む
各領域における tag-SNPsを HapMapより抽出
し、抗癌剤であるドキソルビシン投与による
消化器毒性の発現を指標とした関連性解析
を行った。 
その結果、HNF3γ 遺伝子 5'-上流領域にお

いて 2箇所（P = 8.1×10-3、Odds ratio (OR) 
= 3.8 および P = 6.5×10-3、OR = 4.9）、HNF6β
遺伝子 3'-非翻訳領域において 1 箇所（P = 
2.6×10-2、OR = 8.3）の、ドキソルビシンに
よる消化器毒性発現と関連性が認められる 
SNPs を同定した（表 1）。 

 

表 1． 関連解析（HNF3γおよび HNF6β） 

 
 
②当該多型の HNF4HNF1 mRNA 発現量への影響 
 
 ①において認められた遺伝子多型は、いずれも
翻訳領域には位置していなかったことから、当該
検討は実施しなかった。 

図 1. ルシフェラーゼアッセイ 
p.c.、ポジティブコントロール（pGL4.23） 
(平均値±S.D.) 

11 12 22 11 12 22 1 vs 2 vs 11 vs 22

1 11 16 4 33 13

0.04 0.39 0.57 0.08 0.66 0.26

0 4 24 0 23 28

0.00 0.14 0.86 0.00 0.45 0.55

14 13 1 17 22 12

0.50 0.46 0.04 0.33 0.43 0.24

HNF6β-1

3.48E-02 6.49E-01 8.07E-03

1.49E-02 1.00E+00 6.53E-03

2.70E-02 1.58E-01 2.63E-02

Case, genotype Control, genotype P value （Fisher)

SNP

HNF3γ-1

HNF3γ-2



 

 

③当該多型を有する 5’-上流領域を組み込
んだルシフェラーゼレポータープラスミド
によるルシフェラーゼアッセイ 
 
上記の SNPはいずれも、非翻訳領域に存在

していた。そこでこれらの各 SNPをそれぞれ
minimal promoterの上流に連結したルシフェ
ラーゼレポータープラスミドを作成し、ヒト
肝癌由来 HepG2細胞にてルシフェラーゼアッ
セイを行い、各 SNP が転写活性に与える影響
を検討した（図 1）。 

各 SNPを含む領域は、minimal promoterに
対して正もしくは負の調節能を示したが、
SNP 間での調節能の違いは認められなかった。 
したがって、これらの SNPは、連鎖不平衡

にある別の SNPを介して間接的に HNF3γおよ
び HNF6β の機能に影響をおよぼしている可
能性が示された。 
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