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研究成果の概要（和文）：我が国で子宮頚管熟化不全治療薬として周産期の妊婦に投与される

DHEA-S による致死的胎児毒性の原因究明を目的に胎児肝 DHEA-S 代謝酵素の多型 CYP3A7*2
の日本人での頻度を調べ、T409R 置換が DHEA-S 代謝能を低下させる可能性を明らかにした。

胎盤 STS では日本人から 6 種類の新規多型を発見し、5’-上流域の多型については転写への影響

を検討した。V476M 置換の DHEA-S 脱硫酸抱合活性への影響を検討した。胎児・胎盤での

DHEA-S 代謝・輸送機能を損なう多型は、DHEA-S 体内動態に影響を及ぼすと考えられるが、

母体への DHEA-S 投与と胎児毒性を直接結び付ける多型は見出せなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Dehydroepiandrosterone-3-sulfate (DHEA-S) plays important roles during 
pregnancy and is clinically used as an agent (prasterone sulfate) to treat pregnant woman with cervical 
ripening deficiency in Japan. However, several cases of fetal death have been reported after 
administration of prasterone sulfate to expectant mothers. We found that CYP3A7.2 may have 
considerably reduced capacity for the metabolism of DHEA-S at a physiologically relevant 
concentration of this steroid in vivo. We discovered six novel SNPs of the STS gene. However, 5SNPs 
present in postulated regulatory regions did not affect transcriptional activity, and V476M appeared to 
have little effect on both posttranscriptional expression of the enzyme and sulfatase activity toward 
DHEA-S. On the other hand, there was no non-synonymous SNP in all of exons, but one known SNP 
(-18T>C) was found in 5’-flanking region of the SLC22A11 gene. The result of reporter gene assay 
revealed that the SNP did not appear to give considerable change in transcriptional activity of the 
SLC22A11 gene.  Although it was suggested that functional deficiency of these proteins due to genetic 
polymorphisms appear to affect pharmacokinetics of DHEA-S in fetal or fetal-placental unit, no 
polymorphism directly related to DHEA-S-induced fetal death was found in the STS and SLC22A11 
genes in this study. 
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１． 研究開始当初の背景 
 研究開始当初、本研究の研究対象とした
DHEA-S 製剤は３社から販売されており（現在
は１社のみとなった）、海外における子宮頸管熟
化不全の標準治療はﾌﾟﾛｽﾀｸﾞﾗﾝﾃﾞｨﾝ製剤であ
った中で、日本国内のみで承認されていた。
2000 年にまとめられた調査報告によれば、当時
年間 20 万人以上の妊婦(初産婦の 1/3)に使用
されていたものと推定されていたが、DHEA-S
製剤は、有意差はないものの、治験段階では
胎児仮死を増加させる傾向が示されており、
また本研究開始当初まで二桁を超える胎児
仮死、突然死の自発的報告が製薬企業におい
て収集されていた。それらを受け、2005 年
の薬食安発第 1017001 号 によって、添付文
書の重大な副作用の項における胎児死亡に
関する記述が追加・改訂された。 
一方、研究代表者は、ヒトでは実験動物と

異なり、胎児の段階から肝臓に有意な薬物代謝
酵素活性が検出され、その本体が、成人肝で主
要な CYP3A4 とは異なる CYP3A7 であることを
初めて見出し、その生理的役割が DHEA-S の
解毒的代謝であること明らかにしていた（J 
Biol Chem, 262: 13534-7, 1987）。2005 年に海
外で、CYP3A7 における初めてのアミノ酸置
換を伴う遺伝子多型が発見され、DHEA の代
謝に及ぼすアミノ酸置換の影響が検討され
た 。 し か し 、 日 本 人 に お け る 本 多 型
(CYP3A7*2)の存在および頻度は明らかでな
く、また本酵素に特異的な基質であると考え
られる DHEA-S の代謝に及ぼす影響は不明
のままであった。 
また、本研究では母体に投与された

DHEA-S に胎児が曝露される場合、胎盤にお
いて Steroid sulfatase (STS)の代謝を受けるこ
とは必至と考えられたため、STS を標的とし
たが、胎盤における薬物代謝や薬物動態は研
究が少なく、研究開始当初、日本人における
STS の遺伝子多型については殆ど明らかにな
っていない状態であった。 
さらに、DHEA-S 製剤の投与を必要とする

妊婦は、子宮頚管熟化不全であり、熟化に必要
な胎児が分泌する DHEA-S が母体に十分供
給されない状況があると仮定し、胎児から胎
盤に DHEA-S を輸送するﾄﾗﾝｽﾎﾟｰﾀｰの活性が
低いという可能性を考えることとしたが、研
究開始当初、胎児から胎盤に DHEA-S を輸
送するﾄﾗﾝｽﾎﾟｰﾀｰは、主として OAT4 であろ
うという報告がなされたばかりであった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、本邦でのみ子宮頚管熟化不全
に対する治療薬として承認されている
DHEA-S 製剤の周産期妊婦への投与によっ
て、稀に引き起こされる胎児仮死および突 
然死の原因を究明することを大目的として、

具体的には以下の目的に沿って研究を行っ
た。母体への DHEA-S 製剤の投与が引き金
となって、胎児の心停止が起こっていること
が明白であることから、 
(1) 胎児肝に特徴的に高発現し、自らが大量に

分泌している DHEA-S の濃度が毒性域に
到達しないよう DHEA-S の解毒的代謝に
関わっていると考えられる CYP3A7 の
DHEA-S 代謝酵素活性に影響を及ぼす遺
伝子多型が日本人に存在するか否かを検
討する。 

(2) 胎 盤 に 高 発 現 し 、 胎 盤 に 流 入 し た
DHEA-S の脱硫酸抱合反応を触媒する
STS の発現量、あるいは代謝酵素活性に
影響を及ぼす遺伝子多型を、日本人健常者
から探索する。 

(3) 胎児から胎盤に DHEA-S を輸送する機能
を主として担っていると考えられるﾄﾗﾝｽ
ﾎﾟｰﾀｰ OAT4 の発現量、あるいは輸送活性
に影響を及ぼす遺伝子多型を、日本人健常
者から探索する。 

 
３．研究の方法 
(1) CYP3A7 については、CYP3A7 の発現量

を増加させることが知られている遺伝子
多型、CYP3A7*1C は東洋人では見出され
ない。そこでアミノ酸置換(T409R)を伴い、
DHEA の代謝酵素活性を上昇させると報
告されている CYP3A7*2 の日本人におけ
る頻度を明らかにすると共に、CYP3A7.2
の異種細胞発現系を構築し、DHEA-S の
代謝酵素活性への T409R の影響を明らか
にした。 

(2) STS については、先天性酵素欠損は、X
連鎖性劣性遺伝魚鱗癬（X-linked 
ichthyosis, XLI）となることが報告されて
いる。しかし、DHEA-S 誘発胎児突然死
の症例ならびにその両親が、XLI、あるい
はその疑いがあるとの報告はない。そのた
め、本研究では日本人健常者より STS 多
型探索を行った。多型探索は、X 染色体上
の STS 遺伝子全 10 exons と、5’-flanking
領域約 3kb に対して、PCR-SSCP とﾀﾞｲﾚ
ｸﾄｼｰｸｴﾝｽ法で行った。5’-Flanking 領域に
見出された多型については、STS が高発
現している細胞株(BeWo および MCF-7)
においてﾚﾎﾟｰﾀｰｼﾞｰﾝｱｯｾｲを行い、それら多
型が STS 遺伝子の転写活性に影響を及ぼ
すか否かを検討した。一方、本研究で新規
に見出したアミノ酸置換を伴う多型につ
いては、異種細胞発現系を構築した。当初、
大腸菌発現系を検討したが、結果に記すよ
うに、最終的に COS-1 細胞発現系に変更
し、野生型 STS と多型 STS の DHEA-S
脱硫酸抱合活性を比較した。なお、活性の
比較に先立ち、本研究で新たに逆相HPLC



を用いた DHEA-S 脱硫酸抱合活性の測定
方法を開発・確立した。 

(3) OAT4 については、第 11 番染色体上の
SLC22A11 遺伝子全 10 exons と 5’-flank- 
ing 領域約 3kb につき、遺伝子多型を探索
した。Exons に複数見出された多型は、
いずれも synonymous変異であったため、
5’-flanking 領域に見出された多型につい
て、STS 遺伝子同様、ﾚﾎﾟｰﾀｰｼﾞｰﾝｱｯｾｲを
行った。 

 
４． 研究成果 

(1) 過去に報告されていた CYP3A7*2 の遺伝
子多型診断法は誤診断を招くことが明ら
かとなったため、遺伝子診断法を改良し、
日本人における多型の頻度を明らかにし
た。日本人(n=101)の CYP3A7*2 allele 頻
度は 20%であり、CYP3A5*1 との連鎖不
平衡関係も証明された。Sf9 細胞での
CYP3A7.2 発現系を初めて構築し、アミノ
酸置換 T409R の DHEA 代謝酵素活性へ
及ぼす影響と比較したところ、CYP3A7.2
の Kcat は、野生型の CYP3A7.1 と比べて
約 1.5 倍高く、過去に哺乳類細胞発現系で
報告された結果と一致した。そこで、
DHEA-S の 16α-水酸化酵素活性に及ぼす
T409R の影響を検討したところ、DHEA
同様 Vmax は CYP3A7.2 において、
CYP3A7.1 よりも有意に高かった（図１）。 

 
しかし DHEA-S が基質となった場合は
DHEA の代謝とは異なり T409R 置換によ
って kinetic profile が Michaelis- Menten 型
から Sigmoid 型に変化した（図２）。 
 

 
胎児における DHEA-S の生理的血中濃度
は 2.4~6.8 µM と報告されている。一方、

DHEA-S 製剤を投与された妊婦での
DHEA-S の最高血中濃度は 15 µM とされ
ていることから、仮に母体に投与された
DHEA-S が、胎盤を介して胎児に流入した
としても、15 µM を超えることはないと推
定される。したがって、これら血中濃度で
は、CYP3A7.2 の DHEA-S 代謝能は
CYP3A7.1 のそれよりもむしろ低くなる
ことが明らかとなった。 

(2) 千葉大学医学研究院生命倫理審査委員会
の承認（承認番号：千大医総第 5-24 号）
を得た後に、遺伝子解析研究への協力に関
して文書で同意が得られた日本人健常者
（男性: 45 名、女性 : 48 名、STS 遺伝子は
X 染色体に存在するため計 141 alleles）
の血液より抽出したｹﾞﾉﾑ DNA を用いて
STS の遺伝子多型を検索した。その結果、
exon 1(non-coding)に c.155G>A、exon 10
に c.1647G>A を見出し、5’-flanking 領域
に -2837G>A、 -2427G>A、 -1588T>C、
-1117T>C、および-21G>A の 5 ヶ所の
SNPs を見出した。-1588T>C を除き、
7SNPs 中 5SNPs が新規の多型であった。
特に exon 10 の c.1647G>A（図３）は、
アミノ酸置換(V476M)を伴っていた。見出
した SNP それぞれに対して遺伝子多型診
断法を開発し、日本人における頻度を明ら
かにした。各多型のアレル頻度は以下の通
り で あ っ た 。 c.155G>A(0.071) 、
c.1647G>A(0.014)、 -2837G>A(0.007)、
-2427G>A(0.007) 、 -1588T>C(0.106) 、
-1117T>C(0.014)、-21G>A(0.007)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 日本人STSで見出したアミノ酸置換 

を伴う新規遺伝子多型 
 

ヒト胎盤絨毛癌由来 BeWo 細胞を用いて、

5’- flanking 領域の SNPs が転写活性に及

ぼす影響を検討したところ、 exon1  
non-coding 領域の c.155G>A は、転写活

性を抑制する傾向が認められたが、統計学

的な有意差は得られなかった。 
一方、アミノ酸置換(V476M)の STS 発現

量あるいは、STS 活性に及ぼす影響を検

討するため、大腸菌発現系を構築した。図



４に示すように、ヒト STS 蛋白質を大腸

菌に発現させることに初めて成功した。 

 
また STS では、DHEA-S の脱硫酸抱合反
応を触媒するため、代謝物の DHEA を測
定するが、従来、その測定法は、順相カラ
ムを用いた HPLC 法が主流であった。本
研究では、汎用性を考え、逆相カラムを用
いた DHEA 測定法の開発を試み、簡便な
診断法を確立することができた。確立した
診断法を用いて、大腸菌で発現させたヒト
STS の活性を測定したが、脱硫酸抱合活
性を認めることができなかった。原因は大

腸菌由来のﾌﾟﾛﾃｱｰｾﾞによる分解、あるいは
糖鎖付加不全によると考えられたため、こ
れまでにヒト STS の発現が報告されてい
る COS-1 細胞を用いて発現させた。 
 Transfection 効率で補正したところ、発
現 STS V476M の発現量は、野生型 STS
と有意な差はなく、V476M の転写後翻訳
への影響はないことが示された。また、
DHEA-S 脱硫酸抱合活性を比較したとこ
ろ、ﾐｸﾛｿﾞｰﾑ蛋白質あたりの活性は有意な
差がなかった（図５）。 
 

図５ STS による DHEA-S 代謝酵素活性に及

ぼす V476M の影響 
 

以上の解析より、V476M は STS 活性に著
しい影響を及ぼす多型とは考えにくかっ
た。しかしながら、本研究では、野生型
STS および STS V476M を精製し、精製
酵素蛋白質あたりの活性比較を行うこと
ができなかったため、厳密な活性比較は今

後の課題である。 
(3) SLC22A11 遺伝子多型の探索により、

exon 1 には c.686C>T(synonymous 変異、
S104S) 、 exon 2 に は c.857C>A 
(synonymous 変異、G161G）、5’-flamking
領域に-18C>T を見出したが、これら多型
はいずれも新規なものではなく既知の多
型であった。各多型に対して、遺伝子診断
法を開発し、日本人での頻度解析を行った
ところ、それぞれの多型のアレル頻度は、
c.686C>T(0.01) 、 c.857C>A(0.02) 、
-18C>T(0.03)であった。しかしながら、
本多型の探索では、NCBI に登録されてい
る SLC22A11 遺伝子 5’-flamking 領域の
-2446‐-2385 の 80 bp の間のみは、様々
な検討を行ったにも関わらず、増幅させる
ことが不可能であった。したがって、本領
域には、数十 kb を上回る未知の塩基配列
が存在している可能性があり、さらなる検
討の余地が残された。 
 Exon 領域の多型は、アミノ酸置換を伴
うものではなかったため、5’-flamking 領
域に見出された-18C>T が、胎盤における
SLC22A11 遺伝子の転写活性に影響を及
ぼすか否かについて BeWo 細胞を用いて
検討した（図６）。 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

図６ SLC22A11遺伝子に見出された多型

の転写活性に及ぼす影響 

 

以上の検討結果から、CYP3A7 に関して
は、アミノ酸置換を伴う CYP3A7*2 が日
本人にも存在し、欧米人に比べてその頻度
は２倍以上高いこと、また DHEA-S に対
しては、胎児が母体に投与された製剤由来
の DHEA-S に曝露されたと想定した濃度
域では本多型を有している胎児では、
DHEA-S の解毒的代謝能が低い可能性を
明らかにした。STS については、アミノ
酸置換を伴う SNP を含め、日本人から 6
種類の新規な多型を見出したが、これらは
STS の活性を顕著に低下させるものでは
なかった。OAT4 については生理的により
重要な蛋白質と考えられ、本研究では、活
性に影響を及ぼす遺伝子多型を見出すこ
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とができなかった。しかし約 2kb 上流に
配列が特定できない推定プロモーター領
域が存在し、この領域に発現制御の個体差
と関連する重要な多型が存在する可能性
も否定できないため、本領域の配列と
OAT4 転写制御機構を明らかにする必要
がある。本研究では、STS や OAT4 につい
て母体に投与された DHEA-S が引き起こ
すと考えられる胎児毒性と直接関連する
と考えられる多型を見出すことはできな
かった。 
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