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研究成果の概要（和文）：CYP3A遺伝子の雌性優勢発現のメカニズムを解析し、クロマチン構造の雌雄差がモデル遺伝
子としたマウスCyp3a41の雌特異的発現調節機構の１つになっている事を明らかにした。また、雌由来初代培養肝細胞
において転写因子HNF4αとCOUP-TFII の協調的相互作用がCyp3a41遺伝子上で起こることも雌特異的発現に関与するこ
とも示され、複数のメカニズムによってCYP3Aの雌性優勢発現が起こることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Some of CYP3A genes including human CYP3A4 and mouse Cyp3a41 express 
female-predominantly. The objective of this study is to clarify the mechanisms, especially epi-genetic 
manner, for female-predominant expression. Our study demonstrated that female-dominant binding of HNF4a 
to the promoter (-99/-87) was involved in female specific expression of mouse Cyp3a41 gene. CHART-PCR 
analysis demonstrated that the chromatin prepared from female mouse hepatocytes was more relaxed than 
that from male hepatocytes. It is, therefore, likely that this difference is a cause of the 
female-dominant binding of HNF4a on Cyp3a41 gene. Reporter gene assay demonstrated that COUP-TFII and 
HNF4a interact in a synergic manner on Cyp3a41 gene in female hepatocytes. Thus, sex difference in 
chromatin structure and synergistic interaction between HNF4a and COUP-TFII may contribute to the 
female-specific expression of Cyp3a41 in the livers of mice.

研究分野：薬物代謝学

キーワード： 性差　CYP　発現調節　マウス　エピジェネティック
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 薬物代謝酵素は薬物の体内動態の鍵を握
る重要な酵素であり，その個人差や活性変動
は薬物−薬物間相互作用に起因する薬効変動
や有害作用発現の一因となる．シトクロム
P450（P450）は酸化的代謝を行う代表的な薬
物代謝酵素であり，その活性に個人差や個人
内変動をもたらす因子の情報は，薬物の安全
かつ効果的な使用を目指すテーラーメイド
医療の実現には重要な情報といえる． 
 薬物代謝の個人差の原因として遺伝的多
型が知られ勢力的に研究されているが，薬物
代謝の男女差も個人差の一因と考えられる．
トリアゾラムなど副作用の発現頻度に男女
差が認められる薬もあり，薬物代謝酵素活性
の性差がその背景にあるものと考えられて
いる．実際，ヒトの P450 の発現に性差が認
められる．ヒト肝で最も存在量が多く臨床で
使用される薬の約半数の酸化的代謝を担っ
ている CYP3A4 も，男女間に２から３倍の差
があり男性より女性で発現が高い．臨床での
重要さの点からもこの性差の原因を明らか
にし，性差の変動を予測することは重要な研
究課題と考えられる． 
 P450 の性差は齧歯類でより顕著に観察さ
れ，ヒト CYP3A4 遺伝子のマウスにおける相
同遺伝子Cyp3a41は雌特異的に発現している．
そこで我々はマウスCyp3a41遺伝子の雌特異
的発現機構の解明がヒト CYP3A4 の性依存発
現の機構解明につながると考え解析を進め
てきた．その結果，Cyp3a41 遺伝子の肝細胞
における発現には遺伝子近位プロモーター
への肝特異的転写因子 HNF4αの結合が重要
であることが明らかになった．肝細胞の HNF4
α活性には雌雄差が無いにもかかわらず，
HNF4α結合に４倍の雌雄差（雌＞雄）があり，
それが雌特異的発現の一因と推測した
（Bhadhprasit W. et al., 2011）．この雌雄
差はクロマチン構造の性差を仮定すると他
のデータも含め合理的に説明でき，有望なメ
カニズムの１つと考えられる．同時に HNF4
α結合量の性差は CYP3A41 の mRNA やタンパ
ク質発現の性差（＞20 倍）より小さく，クロ
マチン構造の雌雄差に加えその違いを増幅
する他の性依存的メカニズムの存在も必要
と考えられた．候補の１つとして HNF4αと他
の転写因子の性依存的相互作用を仮定し，そ
れらが相まって性特異的発現が生じている
メカニズムを想定していた． 
 
２．研究の目的 
 本研究は CYP3A遺伝子の雌性優勢発現を
もたらす機構としてエピジェネティック調
節（クロマチン構造の雌雄差を原因とした性
依存発現）の存在とメカニズムを明らかにす
る事を目的とした．特に Cyp3a41 遺伝子の
調節に関わる事が明らかになっている因子
の中で性特異性が明確なものは成長ホルモ
ン（GH）分泌の性差が唯一であることから，
クロマチン構造の性差とGHの関わりを明ら

かにする事を目的とした．また併せてHNF4
αと他の転写調節因子との性依存相互作用
の可能性についても検討することも目的と
した． 
 
３．研究の方法 
（１）マウス初代培養肝細胞は８週齢以上の
ddY 系マウス（日本 SLC，静岡）よりコラー
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培
養した．ホルモンによる調節を解析した際に
はヒト組換えGH（終濃度71ng/ml，和光純薬，
077-04593），デキサメタゾン（終濃度 10-7M，
Sigma-Aldrich, D-1756）を添加した．GH を
雄雌の異なる分泌様式を再現する様にして
細胞に暴露する際には，雄型では１時間の GH
含有培地での培養と 11時間の GH非含有培地
での培養を４サイクル繰り返し，雌型では 48
時間連続して GH 含有培地で培養した． 
（２）CHART-PCR (Chromatin accessibility 
by real time PCR)法でのクロマチン構造の
解析はBio-Rad社のEpiQ Chromatin Analysis 
Kit を利用した．増幅した Cyp3a41 遺伝子プ
ロモーター領域は-207/+18 であり，その範囲
には HNF4α結合部位（-99/-87）が含まれる． 
（３）Cyp3a41 遺伝子レポーターアッセイは
マウスの肝細胞初代培養系を受容細胞とし，
-163/+61 領域を pGL3 basic ベクター
（Promega）に挿入したものをレポーターと
して転写因子発現プラスミドと共にトラン
スフェクションした．細胞溶解液のレポータ
ー活性の測定にはdual-luciferase reporter 
assay system (Promega)を用いた． 
（４）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を用
いた． 
（５）ChIP アッセイはマウス初代培養肝細胞
を対象として ChIP assay kit (Upstate Bio- 
technology)と Santa Cruz Biotechnology よ
り購入した抗 HNF4α抗体(sc-8987)，抗
COUP-TFII 抗体(sc-6576)，コントロールウサ
ギ IgG (sc-2027)を用い実施した．PCR で増
幅した Cyp3a41 遺伝子の範囲は CHART PCR と
同じ領域である．  
（６）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）遠位調節領域における HNF4α結合量の
性差と性特異的発現への関与 
 Cyp3a41 遺伝子上には近位プロモーター
（-99/-87）以外に遠位（-4.0kb と-2.7kb の
２カ所）にも HNF4αが結合可能と思われる配
列が存在する．その部位における HNF4αの結
合と性差を ChIP アッセイで調べたところ，



HNF4αの結合は示されたものの雌雄差はな
かった．そのことよりその領域のクロマチン
構造に雌雄差はなく性特異的発現への寄与
も低いことが示唆された． 
 
（２）CHART-PCR 法を用いたマウス Cyp3a41
遺伝子近位プロモーター領域のクロマチン
構造の解析 
 CHART-PCR法は予め細胞をDNaseIで処理し
た後に染色体 DNA を回収し，解析対象の領域
を PCR で増幅するものである．クロマチンが
弛緩し DNA が露出している領域は DNaseI に
よる消化を受けやすく，その領域は断片化さ
れる．そのため，その領域は PCR によって増
幅されにくくなる．一方クロマチンが凝縮し
閉じた状態にある領域では DNA が DNaseI に
よる消化を受けにくく，DNA の断片化の程度
も小さくなり，容易に PCR で増幅される．こ
の原則を基に DNaseI の接近し易さをクロマ
チン構造の弛緩の程度とみなし比較解析す
る手法である．この方法を用いて雌雄マウス
の初代培養肝細胞における Cyp3a41 遺伝子
HNF4 結合領域のクロマチン構造を比較した
結果，雄に比べ雌においてより弛緩したクロ
マチン構造を有している事が確認された（図
１）．なおマウス初代培養細胞は単離調製後
も由来する性に従ったCyp3a41遺伝子の発現
を示し，性差を保持していることは確認済み
である． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 従来はクロマチン中のCyp3a41遺伝子を解
析した ChIP アッセイの結果とヒストンタン
パク質が結合していない裸のDNAを用いた解
析（EMSA やレポーター遺伝子アッセイ）の結
果との比較から，クロマチン構造が雌雄で異
なり雌でより弛緩し転写因子がアクセスし
易い状態にあることを仮定していた．その仮
説がCHART-PCR法によって確認できたと言え
る． 
 次にクロマチン構造が GH の雌型分泌によ
って変化するか否か解析した．マウス初代培
養肝細胞を雌雄の異なる GH 分泌を再現する
ようにして GH で処理をすると，雌型の GH 暴
露によってのみ Cyp3a41 遺伝子の mRNA が増
加し，この細胞系が GH 分泌の性差を認識し
Cyp3a41 遺伝子の性依存的調節機構を保持し
ている事を確認できた．Cyp3a41 遺伝子は GH
の雌型暴露とグルココルチコイドホルモン
との協調作用で高い発現が起こることから，
GH とデキサメタゾン（Dex）との同時処理と

クロマチン構造の関係を解析した（図２）．
その結果，GH 雌型処理は mRNA レベルを上昇
させるもののクロマチン構造には影響を与
えなかった．一方で Dex 処理は mRNA レベル
の上昇と共にクロマチンの弛緩を引き起こ
した．GH と Dex の同時処理は mRNA レベルを
さらに上昇させたものの，クロマチン構造は
無処理細胞や GH 処理細胞と同等の弛緩状態
となった．この結果は Dex 処理がクロマチン
の弛緩を引き起こし GH の雌型暴露は閉じる
方向の作用を有する事を示し，我々の仮説と
は異なる結果となった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）HNF4αと COUP-TFII の協調的調節によ
る雌特異的発現誘導 
 COUP-TFIIは HNF4αと相互作用することが
知られている転写因子の１つである．Cyp3a 
41 遺伝子上で両者の協調作用が雌優位に起
こり雌特異的発現の一因となる可能性を検
討した． 
 siRNA を用いてマウス初代培養肝細胞にお
ける Cyp3a41 mRNA 発現への COUP-TFII の寄
与を調べた．COUP-TFII ノックダウンによっ
て Cyp3a41 mRNA は 50%程度に低下し発現に促
進的に関与している可能性が示された． 
 マウス Cyp3a41レポーター遺伝子の転写を
GH の雌型分泌を再現しつつ培養した雌由来
初代肝細胞を用いて解析すると，COUP-TFII
発現プラスミドの導入で転写活性が上昇し，
HNF4αとの共導入ではさらに強い転写活性
が観察された（図 3A）．受容細胞自身の
Cyp3a41 mRNA も COUP-TFII と HNF4αの共導
入により増加が観察された（図 3B）．一方，
雄型 GH 分泌を再現しつつ培養した雄由来初
代肝細胞を用いて解析すると，COUP- TFII と
HNF4α共導入による協調的転写活性化は観
察されなかった（図 3A）． 
 COUP-TFII による転写活性化が Cyp3a41 遺
伝子のどの領域を介したものであるか調べ
るため，レポーター遺伝子上に存在する推定
核内受容体結合配列に変異を導入したレポ
ーターコンストラクトを用い転写活性を調
べたところ，HNF4α結合部位（-99/-87）に 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
変異を有するレポーターではCOUP-TFIIによ
る転写活性化が消失し，COUP-TFII の作用が
HNF4α結合部位を介したものであることが
示唆された（図 4B）． 
 EMSAおよびChIPアッセイを用いて-99/-87 
領域を含む近位プロモーターへの COUP-TFII
の結合を解析した．組換えタンパク質を用い
たEMSAではCOUP-TFII単独での-99/-87領域
への直接的結合および-99/-87領域へのHNF4
α結合への阻害は観察されなかった．しかし
ChIPアッセイではCOUP-TFIIが結合している
ことが示された．矛盾した結果となったが両
アッセイでは用いているタンパク質が一方
は組換え体でもう一方は細胞内で生理的に
発現したものと翻訳後修飾などが質的な面
で異なっている可能性があり，この違いが一
因となっている可能性がある．これらの結果
より，-99/-87 領域を介した COUP-TFII の転
写促進作用はその領域に結合している HNF4
αとのタンパク質-タンパク質相互作用を介
したものである可能性が考えられる．  
 COUP-TFII導入の効果はHNF4α応答配列変
異型レポーター遺伝子で大幅に低下したも
のの完全には消失しなかった（図 4B）．そこ
で他の部位への結合の可能性も検討したと
ころ，図 4A 中で COUP-TFII と記した領域に
は弱いながらCOUP-TFII結合活性が検出され 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

た．しかし，その領域に塩基置換を有するレ
ポーター遺伝子（COUP-TFII 結合配列変異型
レポーター遺伝子）では COUP-TFII への応答
性の低下は認められず，当該部位への結合は
転写活性への機能的寄与が小さいものと推
定される． 
 
（４）総括および展望 
 本研究では，Cyp3a41 遺伝子が常染色体上
に存在することからエピジェネティックな
機構により雌のみでの遺伝子活性化が起こ
ると推測し，そのメカニズムをクロマチン構
造の雌雄差と仮定し検証した．その結果，ク
ロマチン構造の雌雄差をCHART-PCR法によっ
て検出することができ，それが Cyp3a41 遺伝
子の雌特異的発現の分子機構の１つである
可能性がより高まった．しかし同時に，これ
までにCyp3a41遺伝子の調節に関わることが
明らかになっている因子の中で唯一性特異
的である雌型 GH 刺激が Cyp3a41 遺伝子プロ
モーター近傍のクロマチン構造をより凝縮
する方向に働く（図 2, Dex 処理と Dex+GH 処
理の比較より）という観察結果は我々の仮説
と一致せず，仮説に修正を求めるものとなっ
た．クロマチン構造に雌雄差をもたらす因子
は GH ではなく未同定の性特異的因子，ある
いはグルココルチコイドホルモンを介した
未同定の因子であり，雌型 GH によって誘導
される細胞内刺激は別の機構によって
Cyp3a41 遺伝子の活性化に寄与しているのか
もしれない．レポーター遺伝子上で HNF4αと
COUP-TFII との協調的転写誘導が観察された
が，それは雌型 GH 刺激をした雌の肝細胞で
顕著であり，その協調作用は有望な候補と考
えられる．今後この点の解析は GH 依存的性
特異発現のメカニズム解析で重要な課題に
なると考える． 
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