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【第 1章 諸言】 

第 1節 転写 
	 生物の遺伝情報は核内に存在する DNAに保存されている。この情報を生物の細胞は

分裂の際に複製しているが、利用する際には DNA から mRNA への転写、mRNA から

リボソームを介しての翻訳が行われ、タンパク質が遺伝情報の 終産物として合成され

る。この転写から翻訳の過程は「セントラルドグマ」と呼ばれており、原核生物から真

核生物まで広く保存されている。 

	 mRNAに転写される DNA領域は、大きく分けると 2つの構造で成立しており、それ

ぞれ構造遺伝子と転写調節領域と呼ばれている。構造遺伝子は更にエキソンとイントロ

ンに分別でき、エキソンは翻訳後に 終産物となるタンパク質の情報を持つ領域（CDS）

と、非翻訳領域(UTR)を有している。一方イントロンは、スプライシングで除去される

領域である。転写調節領域は転写を開始するのに必要なプロモーター、活性化に必要な

エンハンサー、転写の抑制を行うサイレンサーなどの領域を有する。多くの遺伝子で保

存されており、転写の中心的な役割を果たすプロモーター領域として「TATA Box」が

知られている。TATA Box は転写開始点から約 25~30 塩基対上流に存在している

「TATA(A/T)A(A/T)」という 6塩基対の領域であり、この TATA Boxを基本転写因子が

認識することで転写が開始される (1)。この様に一定の領域内において機能性を持ち、

保存された配列のことを「コンセンサス配列」と呼ぶ。 また TATA Box が存在しない

プロモーターも存在し、UCSC データベース上に記録されているヒト遺伝子において、

約 76%のコアプロモーターにおいて TATA BOXが存在せず (2)、TATA BOXが存在しな

い場合にも基本転写因子が認識する TFIIB 認識エレメント  (TFIIB recognition 

element ;BRE)、モチーフ 10エレメント (Motif ten element ;MTE) や、下流コアプロモー

ターエレメント (Downsteram core promoter element; DPE)、TATA Boxや MTE、DPEと共

に存在する配列として、イニシエーター配列( initiator配列; Inr配列)などが基本転写因

子を認識することが報告されており、これらの組み合わせによってプロモーター領域が

構築されている (1)。近年の報告では GGAAの重複配列が TATA Boxがないプロモータ

ー上において、コンセンサス配列ではないかとされている (3)。 

 

(1) 基本転写因子の役割 
	 ヒトにおける RNAを合成する RNAポリメラーゼは RNAP I, II, IIIの三種類が存在す

ることが知られているが、RNAP I はリボソーム RNA の前駆体の合成に、RNAPIII は

5Sリボソーム RNAやトランスファーRNA、細胞小器官や核の小 RNAの合成を行って
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おり、タンパク質を発現させるための mRNAの合成には RNAP Ⅱが主に使用される。	 	  

	 RNAPⅡは単独での転写を行うことができず、基本転写因子との複合体を形成するこ

とによって、転写を開始することができる。 

	 基本転写因子は 6種類のタンパク質で構成されており、まず DNA上の TATA Boxを

認識するのは TFIIDである。 TFIIDもサブユニットの集合した複合タンパク質であり、

TATA Boxに結合するタンパク質は TATA-binding protein (TBP)と呼ばれ、そこに TBP関

連因子 (TBP-associated protein ;TAF) と呼ばれる 17個のサブユニットが集合して TFIID

が形成される。形成された TFⅡDのサブユニット部分に TFIIA、TFIIBが結合し、その

後、TFIIF 、TFIIE、TFIIH の順に結合していき複合体を形成する。完成したこの複合

体は開始前複合体(PIC)と呼ばれ、TFⅡHが ATPを消費してヘリカーゼと同様の働きを

することで DNAの構造を崩し、転写が開始される。転写開始後は RNAP Ⅱ複合体の C

末端がリン酸化されることで、複合体がプロモーターから乖離し、伸長複合体へと移行

していくが、TFIIA,B,Dはプロモーター上に残り、連続した転写反応を助ける (1)。 

 

(2) 転写因子の役割 
	 開始前複合体は単独で働くことはなく、遺伝子特異的に働く「転写因子」と協奏的に

働くことが知られている。転写因子も TATA Boxと同様に、特異的な認識配列が存在し、

転写因子上の DNA結合ドメイン (DNA binding domain: DBD)がプロモーター上の DNA

配列に結合する。結合によって TFIID、TFIIB との相互作用が起き、その結果、遺伝子

発現のスイッチをオンにする。転写因子は組織ごとに発現が異なり、そのバランスによ

って各組織での特異的な遺伝子の発現が異なってくる。肝臓においては、肝臓で豊富な

転写因子として LETFs (Liver Enriched Transcription families)が知られており、HNF1、

HNF3、HNF4、HNF6、C/EBP、DBPなどの転写因子ファミリーが働いている (Fig. 1-1) 

(1)。 

 

Fig. 1-1. LETFs 

Liver-Enriched 
Transcription families (LETFs)

HNF1 HNF3 HNF4

HNF6 C/EBP DBP
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 HNF1は Pit-Oct-Uncドメイン (POUドメイン)を持つ転写因子であり、HNF1αとHNF1β

が存在する。HNF1α と HNF1β は、それぞれ若年性成人発症型糖尿病 (maturity-onset 

diabetes of the young; MODY) の原因遺伝子の一つとされており、HNF1αの遺伝子異常が

MODY3の原因とされ、HNF1βの遺伝子異常は MODY5の原因とされている (4)。 

	 HNF3はフォークヘッドボックスドメインを持つことから、Forkhead box A(FOXA)と

も呼ばれており、HNF3α (FOXA1)、HNF3β (FOXA2)、HNF3γ (FOXA3)が存在する。 

HNF3βは、肝臓における発現が LETFsの中で も早く、初期発生への関与が報告され

ている (5,6)、さらに、HNF3γには肝細胞の増殖抑制能があるとされている (7)。 

	 HNF4 ファミリーには HNF4α、HNF4β、HNF4γ が存在し、HNF4α の遺伝子異常は

MODY1の原因であると報告されている (8)。詳細に関しては後述する。 

 HNF6はカット・ドメインとホメオドメインと呼ばれる DNAに結合するドメインをも

つ転写因子であり、転写活性化能が異なる HNF6αと HNF6βが発現している。HNF6フ

ァミリーも肝臓の発生に関わり、肝臓形成の開始時に HNF6α/βが共に発現上昇する (9)。 

C/EBP はベーシックジッパープロテイン (bZIP)と呼ばれる塩基性アミノ酸残基とロイ

シンジッパー構造を持つ転写因子であり、C/EBPα、β、γ、δ、CRP1、CHOPの 6種類か

ら構成される C/EBPファミリーが存在する。この中でも C/EBPαは、肝臓でのグリコー

ゲン貯蔵や脂肪蓄積に重要な因子であり、欠損マウスでは生後 8時間程度で低血糖を引

き起こして死亡してしまう (10)。 

 DBPは肝臓でアルブミンプロモーター上のD-Boxに結合するタンパク質として同定さ

れ、C/EBPファミリーと同様に、bZIPタンパク質でありながらも、Proline acidic amino 

acid-rich (PAR)ドメインを持つ bZIP/PARという転写因子である。DBPの mRNAは全身

で発現が確認されているが、細胞の大きさによってそのタンパク質発現量が制御されて

おり、特に、細胞が大きい肝臓においては、タンパク質レベルでの発現量が非常に豊富

であることが報告されている (11)。 

 これら肝臓で働く転写因子群の発現調節は、各転写因子で協調的に働くことが知られ

ており、HNF1αは HNF4αと相互に発現制御を行い、HNF1α自身による抑制も報告され

ている。HNF3βは HNF1αによって発現制御をされ、特に HNF4αの調節は、HNF1、3、

6と GATA-6によって報告されている。HNF6α、βは HNF6自身と HNF4αによる転写活

性化がされている。また、C/EBPαが HNF6のプロモーター上に結合することにより、

発現抑制がされていることも報告されている (12)。 
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(3) 核内受容体 
核内受容体は転写因子の一つであり、生物の発生・分化などから機能維持に至るまでの

多くの遺伝子の転写制御に関わる因子である。核内受容体は、主に二量体を形成して働

くが、リガンドが結合することで活性化され、核内移行の後に DNA上の応答配列に結

合する。その構造は保存性が高く、大きく分けて 5 つのドメインに分類される (13)。

リガンド非依存的に転写活性化を促す A/Bドメイン、DNA結合ドメイン (DNA binding 

domain; DBD)として機能する Cドメイン、可変的なヒンジ領域である Dドメイン、リ

ガンドの結合や形成に関わり、リガンド依存的転写活性化ドメインである AF-2を含む

E/F ドメインが存在する。また E ドメインはリガンド結合ドメイン (Ligand binding 

domain; LBD) ともよばれている (Fig. 1-2)。核内受容体は、ヒトでは 48種類存在して

おり、現在では創薬ターゲットとしても知られ、米国 FDA にて認可が下りている医薬

品の約 13%が核内受容体をターゲットとしている (14)。 

 

Fig. 1-2. 核内受容体の構造 

A/Bドメイン：リガンド非依存的転写活性化ドメイン Cドメイン：DNA結合ドメイ

ン（DBD）Dドメイン：ヒンジ領域  Eドメイン：リガンド結合・二量体形成ドメイ

ン (LBD)	 Fドメイン：転写活性化ドメイン 

 

第 2節 肝臓・腎臓の機能、構造、疾患 
(1) 肝臓の機能と構造 

	 肝臓は、体重の約 1/50の重量を占める (成人で約 1.2~1.5kg)、人体の中で も大きな

腺組織である。肝臓を構成する細胞は大きく二つに分けることができ、それぞれを肝実

質細胞と非肝実質細胞に分類することができ、一般的に肝細胞 (Hepatocyte)と呼ばれる

のは上皮系細胞である肝実質細胞を指す。非肝実質細胞は血液の流路などの類洞を占め

ており、内皮細胞、クッパー細胞、ピット細胞、肝星細胞と呼ばれる細胞が存在し、実

質細胞とは異なる機能を有している。この二種類の肝細胞が中心静脈を中心に、門脈が

外周上に存在する六角形の肝小葉を作り出す。この肝小葉集合体が肝臓組織を形成して

いる。肝実質細胞は肝臓の約 60%を占めているとされ、2500 億個の細胞で 500 以上の

機能を担っている。その機能の代表として、糖や脂質の代謝から胆汁酸の合成、薬剤や

アルコールの分解、生体内で発生した有害物質などの解毒などが挙げられる (15,16)。 

A/B� C� E�D� F�N� C�
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Fig. 1-3. 肝組織の組織階層の概略図 

 

(2) 肝臓での疾患 

	 肝臓は「沈黙の臓器」と呼ばれており、様々な疾患が発症した時でも、初期症状が顕

在化することがほとんどない。そのため、自覚症状が発症してからでは手遅れとなるパ

ターンも多く存在する。 

	 肝臓における疾患である肝臓病は大きく分けて 4つの病態で表される (Fig. 1-4)。 

まず、急性肝炎になり、そのうちの 60-80%が慢性化する。慢性化した肝臓は肝硬変と

なり、 終的には肝がんとなっていくという病態の変化をしていく。肝がんに罹る 初

の段階として肝炎ウイルスの感染も存在しており、ウイルスへの感染によって引き起こ

される慢性肝炎が原因となる肝がんも広く問題となっている。 

 

 
Fig.1-4. 肝臓疾患の病態の進行 
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 肝がんの中には Fig. 1-4 で示した遷移をたどり、肝臓内で発生する「原発性肝がん」

と、他の臓器からの転移してきた「転移性肝がん」の二種類にわけられる (15)。原発

性肝がんではその 90％以上が肝細胞で発症する肝細胞がん (HCC)となるため、肝がん

＝HCC と指すのが一般的である。日本においては、年間約 3 万人の肝がんでの死亡者

がおり、死亡原因疾患の第 3位となっている。更に、5年再発率は 80%以上と高く、こ

れは肝炎ウイルスによる発症が、多くの原因となっている。肝炎ウイルスには Hepatitis 

B virus (HBV)と Hepatitis C virus (HCV)が存在し、それぞれ感染することで B型肝炎と C

型肝炎を発症するが、欧米やアフリカでは HBVへの感染が多く、日本においては HCV

への感染が多く報告されてきた。現在では HBV、HCV に対する抗 HBV、HCV 薬の開

発が進んでおり、ウイルス感染による肝硬変、HCC の発症率は減少傾向にある。一方

で、生活習慣の変動により発生したメタボリックシンドロームや糖尿病といった生活習

慣病や、非アルコール性脂肪肝 (Non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD)や非アルコール

性脂肪肝炎 (Non-alcoholic steato-hepatitis; NASH) などによる発症件数が増加しており、

現在はこの NAFLDと NASHに対する対策が必要と考えられている (17,18)。 

	 NAFLDと NASHはアメリカでは 25年前から、日本では 15年ほど前から疾患指定を

された比較的新しい病気であり、特に日本では食の欧米化により、その広まりを見せて

いる (19)。欧米、ヨーロッパにおいては 20-40%、日本でも 9-30% の人が NAFLDであ

るという報告もされており、NASH は世界では 3-5%、日本では正確な数字は出ていな

いものの、およそ 100万人程度と推定されている。NAFLDと NASHは、非常に密接な

関係をしており、NAFLD 患者の生活習慣や糖尿病によるインスリン抵抗性によって、

肝細胞に脂肪の沈着が発生する。その後、肝細胞の炎症などによる障害や、遺伝的な原

因によって、NASH形成がされるという「Two hits theory」が報告されている (20)。ま

た、近年では、複数の原因が同時に起こることによって、肝臓の炎症、脂肪変性を引き

起こし、NASHを発症させるという「Multiple parallel hits theory」も報告されている (21)。	 	  

	 NASH を発症すると細胞骨格の障害や、肝小葉の炎症、肝繊維化などが進行し、その後

肝硬変、肝細胞がんの発症に至ることが報告されているが、NALFDからの発症機構などに

関しては未解明である。NASH発症の原因究明のために、NAFLD/NASHのモデルマウスが

作成されているが、コリン欠乏アミノ酸飼料や、メチオニンとコリンを欠乏した高脂肪食

などを利用した外的因子による発症を促すものであり、その遺伝子制御機構の解明は未報

告である (22,23)。 
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(3) 腎臓の機能と構造 

	 腎臓は、生体のホメオスタシスを維持する上でも重要な臓器であり、血液の濾過や老

廃物の排出、血中の塩分や水分量の調整、血圧の調節など様々な機能を有している。 

その 小単位として知られているのはネフロン(nephron)であり、ネフロンは大きく分け

て糸球体と尿細管に分けることができる。糸球体は血液の濾過を行い、原尿を作り出す。

尿細管はその原尿から体内で必要な物質の「再吸収」を行い、原尿から尿を作成する 

(24)。 

	 尿細管は、さらに 3種類に分画されており、ネフロンから も近い部分は近位尿細管

と呼ばれ、その後、中間尿細管へと続き、ヘンレのループと呼ばれる部分で大きく湾曲

し、その後、集合管近くの遠位尿細管へと続く。これらの経路を原尿がたどり、原尿か

ら約 99%の物質が再吸収され、尿が生成される。各部位での再吸収の比率は近位尿細管

が約 65%で、中間尿細管では 30%、遠位尿細管と集合管で残りの部分を吸収しており、

基質のほとんどが近位尿細管において吸収されている (24)。 

	 近位尿細管において、再吸収する基質として、水、グルコース、カリウムやナトリウ

ムの陽イオン、リン酸、アミノ酸、タンパク質など多くの基質が存在する。それらを輸

送するタンパク質として、多種多様なチャネルや受容体トランスポーターが近位尿細管

において発現していることが知られている (Fig. 1-5)。 

 
Fig. 1-5. 腎臓とネフロンの構造 
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(4) 腎臓での疾患 

	 腎臓における疾患として、急性腎障害 (Acute kidney injury; AKI)や慢性腎臓病 

(Chronic kidney disease; CKD)が知られている。急性腎障害は短期間の間に腎機能が低下

することによって尿や老廃物の排出不良や、体液のバランス調節などができなくなる疾

患である。主な症状として、尿量の低下や全身のむくみ、食欲不振などが挙げられてい

る (24)。 

	 一方 CKDは、症状はほとんど出ないが 3ヶ月以上腎機能の低下が続いた状態のこと

を指す。診断にはタンパク尿の検査や、血液検査による糸球体濾過量 (Glomerular 

filtaration rate; GFR) などの測定が必要である。発症原因としては糖尿病や高塩分や高脂

肪食、喫煙などの様々な原因によって引き起こされるとされているが、特に糖尿病性腎

症から CKDを発症する報告が非常に多く存在している (24)。また、近位尿細管の機能

不全は急性腎障害において障害の原因や、その治療標的となることが多く、CKDの進

行とも深く関わっている (25-27)。 
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第 3節 Hepatocyte nuclear factor 4 ファミリー	 HNF4α 
(1) HNF4ファミリー 

	  HNF4ファミリーは肝臓で発現の多い LETFsの中で唯一の核内受容体ファミリーで

あり、リガンドが同定されていないオーファン受容体である (28)。サブファミリーと

して HNF4α、HNF4β、HNF4γが報告されているが、HNF4βはヒトやマウスでの発現は

確認されておらず、アフリカツメガエルのみで発現が認められている HNF4タンパク質

である (29)。 

 生物種間及びファミリー間のドメイン保存性は、DNA結合に重要な Cドメイン、リガ

ンドの結合や二量体形成に重要な Eドメインでは非常に高い (30) (Fig. 1-6)。 

 

 
Fig. 1-6. HNF4 ファミリーの保存性 (参考文献 (30)より引用) 

各ドメイン内の数字は、humanHNF4α1を基準とした時のアミノ酸配列の相同性を示す。

各配列の上部及び右側の数字はアミノ酸数を表す。 

 

(2) HNF4α 

	 HNF4αはラット肝臓核抽出物から TTRや ApoCIIIのプロモーターに結合するタンパ

ク質として 初に抽出され、現在は HNF4α1と呼ばれている (28,31)。核内受容体であ

ることからリガンドが探索され、1998年に Acyl-CoAがリガンドとして報告されていた
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が、その実証がなされていないことから、現在もオーファン受容体とされている (32)。

また、リガンドを同定するために、ラット HNF4αの LBD領域 (133-382a.a)の領域を結

晶化し、構造解析が行われた結果、12個の α-ヘリックスと 2個の βシート構造で構成

されており、解析された構造から、HNF4αのリガンドは内在性の脂肪酸ではないかと

いう予測がたてられた (33)。 

HNF4α はホモダイマーを形成し、標的遺伝子プロモーター上のダイレクトリピート配

列 (DR-1配列)に結合することで転写活性化を行っている (34)。また、HNF4αは肝細胞

で発現している遺伝子の 12%のプロモーター領域に結合することが報告されている 

(30)。さらに、HNF4α の突然変異は若年発症成人型糖尿病(MODY1)を引き起こす原因

遺伝子であると報告されている (35)。MODY1の患者は、インスリン感受性は正常だが

HNF4α の突然変異によってインスリンやグルコース輸送関連遺伝子の異常が起こるこ

とで、インスリン分泌能が徐々に失われて発症に至る。 

	 HNF4αのスプライシングバリアントは、予測を含めて 12種類のアイソフォームが存

在しており、HNF4α1 から HNF4α12 と命名されている (36)。これらのアイソフォーム

は発現に使われるプロモーターの違いから二種類に分別でき、P1 プロモーターを用い

て Exon1Aを持つHNF4α1~6と P2プロモーターを用いて Exon 1D、1Eを持つHNF4α7-12

が存在する (37-40)。ヒト HNF4αは 20番染色体に座位し、13個のエキソンが全長 25kb

にわたって存在している。ヒト成体肝臓内で も発現が多いのは HNF4α2であり、 初

に発見された HNF4α1 と比較して転写活性化能が高いことが知られている (30)。マウ

ス HNF4αは 2番染色体上に座位し、ヒトと同様に 13個のエキソンと 12個のアイソフ

ォームを有している。そのアミノ酸相同性は DBD や LBD 以外においても非常に高い 

(36) (Fig. 1-7 )。 

	 HNF4αの成体組織における発現分布は、肝臓、腎臓、小腸、大腸、精巣上体で P1プ

ロモーター由来が発現しており、P2 プロモーター由来の HNF4α は、肝臓、膵臓、胃、

小腸、大腸、精巣上体での発現が確認されている。 
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Fig. 1-7. HNF4α の構造 	 {参考文献 (36)より引用} 

一番上はゲノム DNA上での各エキソンの番号と、対応するドメインを示している。 

P1由来は HNF4α1、2、3。P2由来は HNF4α7、8、9、10、11、12となっている。 

HNF4α4、5、6の存在は予測されているが、未確認のため省略されている。 

 

(3) 肝臓における HNF4αの機能 
	 肝臓における HNF4α の機能解析は多くされており、様々な遺伝子の転写制御をして

いることが明らかとなっている。遺伝子発現を正に制御する標的遺伝子としては、尿素

回路に関わる Ornitine transcarbamylase (OTC) (41)や、脂質代謝に関わる ApoC3 (28,42)、
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肝細胞分裂に寄与する Bmp7 (43)、鉄代謝に関連する Tfr2 (44)をはじめとした多くの遺

伝子が知られている。また、HNF4αは多数のmicroRNA (miR-7, miR-21, miR-124, miR-134, 

miR-192, miR-194)の発現制御をしていることも明らかとなっており、miRNAを介して

がん原遺伝子や、炎症、上皮間葉転換 (epithelial-to-mesenchymal; EMT)に関連した遺伝

子群の発現抑制を担っていることが明らかとなった (45-48)。さらに、ES細胞や iPS細

胞に、SOX17、HEXを導入して肝芽細胞に分化させた後に、HNF4αを発現させること

によって、肝細胞マーカー遺伝子となる薬物代謝関連遺伝子の上昇が確認され、更に、

上皮間葉転換(mesenchymal-to-epithelial transition; MET)を引き起こすことによって、肝細

胞分化を維持していることがわかり、肝細胞様への分化が報告されている (49)。また、

マウス胚性繊維芽細胞に HNF4α、FOXA1、FOXA2、FOXA3 を発現させることによっ

て、アルブミンの上昇や薬物代謝活性の上昇などを確認でき、肝細胞様に分化させるこ

とができるという報告もされている (50)。 

	 一方、脱分化した肝細胞がん (HCC)においては HNF4αの発現量が減少していること

も報告されている (47)。さらに、肝細胞がんに HNF4αを発現させることによって、が

ん細胞の細胞周期の停止や細胞老化を引き起こし、アポトーシスを誘導することによっ

て、腫瘍の縮小や増殖能の低下、肝細胞マーカーの発現上昇が認められている (51,52)。

以上のことから、HNF4α は肝機能の維持に重要であり、脱分化状態の肝細胞を再分化

させる機能があることも報告されている。このことから、HNF4α は未分化幹細胞であ

る iPS/ES 細胞から肝細胞を構築するシステムなどに利用できる可能性を秘めており、

さらに HCC 治療の標的遺伝子として使える可能性がある。 

 

(4) 腎臓における HNF4αの機能 
	 腎臓の HNF4α は発生においても重要な役割をしており、胎児時においては HNF4α

の発現は受胎後 12.5日では確認できず、受胎後 15日目にあたる腎発生の後腎（コンマ

体）の形成時に HNF4αの発現が認められていた (53)。また、成体腎臓における HNF4α

のバリアントは P1 由来のものが多く、胎児時においても受胎後 15 日ではわずかに P2

由来の HNF4αの発現が認められたが、その後は P1由来の発現のみであり、更に、その

発現を抑制すると胎児腎臓の縮小が認められた (54)。 

	 成体腎臓におけるHNF4αの発現部位は近位尿細管上皮細胞 (Proximal tubule epithelial 

cell; PTEC)とされている (53,55)。近位尿細管には多くのトランスポーター遺伝子が存

在しているが、HNF4α による遺伝子発現制御に関する研究は乏しく、ラット腎臓にお

いて、薬物などの輸送を担う有機アニオン・カチオン輸送トランスポーターである

SLC22ファミリーの SLC22A1 (OCT1)、SLC22A6 (OAT1)、SLC22A8 (OAT3)のプロモー
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ター領域に結合するということが報告されているが、それ以外の発現制御機構に関して

は未だ報告がない (56)。 

 

(5) HNF4α欠損マウス 

	 HNF4αの網羅的な機能解析を行うため、全身 HNF4α欠損マウスが作成された (57)。

しかし 6.5 日胚において、内臓内胚葉が HNF4α の欠損により分化誘導ができず、原腸

形成が原始線条段階の前で進行できなくなる。この結果、胎生致死となってしまうため

機能解析ができなかった。HNF4αを欠損した胚四倍体時に HNF4αを導入すると、受精

後 6.5 日目で起こる原腸形成はされるが、その後受精後 12 日目の時点で胚が死亡する

という報告がなされた (58)。そのため、各組織で発現する HNF4αを組織特異的ノック

アウトする手法として、Cre-loxP 法を用いた組織特異的 HNF4α 欠損マウスが作成され

た。 

	 Cre-loxP 法とは、ゲノム上のイントロン部分にエキソンを挟み込むように loxP 配列

と呼ばれる配列を 2 箇所組み込み、loxP 配列を認識し部位特異的組み換え反応を行う

Creを発現することによって、エキソン欠失を起こして、正常な遺伝子の発現を抑制さ

せるという手法である。この反応は特定の DNA 配列の除去に用いられ、肝臓では

Exon4-5 を欠損させることで作成が行われた (59)。この Cre-LoxP 法を用いて、膵臓・

腸・腎臓そして肝臓における組織特異的 HNF4α欠損マウスの作成が行われた。 

	 膵臓特異的 HNF4α欠損マウスは、膵 β細胞に特異的な発現のあるラットのインスリ

ン 2プロモーターを利用した RIP-Creを用いて膵 β細胞特異的にノックアウトがなされ

た (60)。その結果、インスリン分泌に重要とされるカリウム ATP チャネルの機能不全

が原因で、グルコース応答性のインスリン分泌を阻害することが明らかとなった。 

	 腸特異的 HNF4α 欠損マウスはタモキシフェン誘導性で、腸管上皮細胞特異的に発現

のある Villin のプロモーターを持つ Villin-Cre-ERT2 を用いて作成された (37)。腸管上

皮で HNF4α を欠損させたマウスでは腸陰窩の増殖の増加と、Wnt/β-catenin 経路のいく

つかの遺伝子が発現上昇していることが明らかとなっている。また腸上皮組織の細胞間

のジャンクションの不安定化も報告され、以上のことから、HNF4α は腸において、腸

上皮細胞の形態、増殖速度、Wnt/β-catenin経路に関連する遺伝子の抑制などで働くこと

から、腸における増殖・分化のバランスをとるために働いていることがわかった。この

ことから、HNF4α は腸上皮のがん抑制因子として働くことが示唆されている。潰瘍性

大腸炎 (Inflammatory bowel disease; IBD)の患者では HNF4αが減少傾向を示しており、

事実、IBD-モデルマウスの DSS処理マウスでも同様の傾向が確認された (61)。さらに、

腸上皮細胞特異的 HNF4α欠損マウスに DSS処理を行うと、正常マウスに、DSS処理を
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した時よりも激しい体重の減少や、TNFα や IL-1β の発現上昇が認められ、以上のこと

より HNF4αが IBDの抑制因子としても働いているということが明らかとなった。また、

HNF4αの欠損により、細胞間接着に重要な Claudin15の発現減少が引き起こされ、それ

により IBDの発症を促進していることも報告されている (62)。 

	 腎臓特異的 HNF4α マウスの作成においては、PTEC 特異的に Cre を発現させるプロ

モーターは存在するが、HNF4α を十分量ノックアウトさせる条件が報告されていない

ことから、PTEC特異的 HNF4α欠損マウスは作成されていない。 

	 肝臓特異的 HNF4α 欠損マウスは、肝臓特異的に発現制御をするアルブミン遺伝子プ

ロモーターを持つ Alb-Cre遺伝子を用いて作成された (59)。その結果、肝臓重量の増加、

血中 ALTの上昇や、TG、総コレステロール、HDLの減少等が確認され、血中のリポタ

ンパク質の減少が確認された。さらに、血中アンモニア濃度の上昇 (41)や、血液凝固

因子の発現減少 (63)、血中胆汁酸濃度の上昇 (64)、血中鉄濃度の低下 (44)など様々な

表現型の変動が確認された。 

	 以上の結果から、KOマウス肝臓では遺伝子発現も大きな変動があると予測されたた

め、本研究では遺伝子発現変動に関わる肝臓特異的転写因子群の発現変動を、定量的

PCR を用いて解析した。その結果、正常マウス肝臓と比較して様々な遺伝子発現の変

動が確認され、その中でも HNF4γ の顕著な発現上昇が判明した。本解析の詳細につい

ては第 2章にて記述する。 

 

第 3節 Hepatocyte nuclear factor 4 ファミリー	 HNF4γ 
(1) HNF4γ 
HNF4γは HNF4αと同じ HNF4サブファミリーに属する核内受容体であり、ヒト腎臓か

ら同定された (65)。HNF4γ は正常な成体肝臓では発現が認められておらず、肝臓内に

おける機能は報告されていない。当初クローニングされた HNF4γは、HNF4αと比較し

て転写活性化能が低いと報告されていた (65)。しかし、そのクローンは 5’末端の配列

に誤りが有り、その後にヒトの cDNAから正しくクローニングされた HNF4γは 407ア

ミノ酸残基で約 47kDaであることがわかった (66)。 

 マウスにおいても HNF4γ がクローニングされ、配列を解析した結果、マウス HNF4γ

の分子量は 10 アミノ酸残基分多い、418 アミノ酸残基であり、47kDa であることが判

明した (67)。またヒトの HNF4γ と同様に、A/B ドメインに存在する AF-1 ドメインを

欠いた構造であった。その一方で、DNA 結合ドメイン（C ドメイン）やリガンド結合

ドメイン（Eドメイン）の相同性は、それぞれ 94%と 80%と非常に高い相同性であった。

このことから、HNF4γは HNF4αと同じ標的遺伝子を認識し、転写調節することができ
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ると考えられる (Fig. 1-8)。 

 

Fig. 1-8. マウス HNF4α と HNF4γ のアミノ酸相同性 

(参考文献 (67)より引用し作成) 

 数字(%)は HNF4α と HNF4γ のアミノ酸配列の相同性を示す。C ドメイン(DNA 結合

ドメイン)と Eドメイン(リガンド結合ドメイン) のアミノ酸相同性は高いが、A/B ド

メイン (転写活性化ドメイン)と Fドメインのアミノ酸相同性は低い 

 

(2) HNF4γのスプライシングバリアント 
	 HNF4γも HNF4αと同様に、スプライシングバリアントが存在することがゲノム解析

により報告されている。マウスでは、上記で示した 418アミノ酸 (47kDa)で構成される

HNF4γ の他に、462 アミノ酸 (52kDa)で構成されている HNF4γ のスプライシングバリ

アントが Ensembl genome Browser (https://www.ensembl.org/index.html) において報告さ

れている。これまでの先行研究で示されている HNF4γ はこの二種類のバリアントを区

別しておらず、47kDaの HNF4γでの報告がなされていると考えられている。本論文で

は既知のバリアントとして知られている 47kDaの HNF4γを HNF4γ1、52kDaの HNF4γ

を新規のバリアント HNF4γ2と表記していく (Fig.1-9)。 

 

Fig. 1-9. マウス HNF4γ 遺伝子の構造 

	 データベース上の情報では、HNF4γ1と HNF4γ2の構造は、N末端側に違いがあり、

その違いは使用している Exon1の違いから生じている。HNF4γ1では Exon1Aを用いて

マウスHNF4γ
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S. Taraviras et al. Biochem. Biophys. Acta1490, 21-32 (2000)
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おり、HNF4γ-2では Exon1Bを用いている。その下流に存在する Exon2から Exon10に

おいては、同一のエキソンを用いている。ヒトにおいても同様なスプライシングバリア

ントが報告されており、HNF4γ1 は 408 アミノ酸 (46kDa)であり、HNF4γ2 は 445 アミ

ノ酸 (約 50kDa)と報告されている。しかし、ヒト HNF4γ2は開始コドン上流にも開始コ

ドンが確認でき、その場合 10アミノ酸が追加され、455アミノ酸 (51kDa)となることが

データベースから予測できる。しかし、マウスやヒトを問わず、HNF4γ2の存在を含め

て、検証をした先行研究は存在しない。 

	  

(3) HNF4γの発現分布 

	 全身での HNF4γ 発現分布はマウスとヒトの成体において解析がなされており、ヒト

の大腸、結腸、小腸、腎臓、膵臓、精巣での発現が mRNA レベルで確認された (65)。

しかし、その発現量は膵臓、腎臓、小腸において HNF4αの発現量の 1/10量程度しか存

在しないことが明らかになっている (65)。マウスの胚生期では、HNF4γ は 7 日胚では

発現が認められなかったが、低レベルではあるが 15.5 日胚の腸管において発現が認め

られた (67)。 

 

Fig. 1-10. マウス HNF4γ の mRNA の組織分布 (参考文献 (67)より引用) 

	 HNF4γ発現は大腸、結腸、小腸、腎臓、膵臓、精巣で認められるが、肝臓では認めら

れない。 

 

(4) HNF4γの機能 
 HNF4γ は HNF4α とサブファミリーとして報告されたことから、同様に転写因子とし

て働くことが予測される。HNF4γの機能解析のために、全身 HNF4γ欠損マウスが作成

され、その表現型の解析がなされた (68)。HNF4γ欠損マウスは全身 HNF4α欠損マウス

とは異なり、胎生致死には至らず、形態的変化、身体機能、臓器異常、病理的異常など

は認められなかった。しかし、HNF4γ 欠損マウスは夜間運動量、エネルギー消費量、
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呼吸交換率、巣作りの積極性などの低下が認められ、さらに強制水泳試験での無動時間

が長かったため、うつ状態に陥りやすい傾向があると考えられている。この原因として、

神経ステロイドである 5α-DHP (ジヒドロプロゲステロン)から 3α5α-THP (テトラヒドロ

プロゲステロン)への還元反応を触媒する AKR1C4/3α-HSD (水酸化ステロイド脱水素酵

素)の転写量の低下が肝臓で確認されている。AKR1C4/3α-HSDは HNF4αと HNF4γによ

って転写制御するということが示唆されている (69)。これにより、HNF4γ 欠損マウス

では 3α5α-THP合成量が低下し、単極性うつ病と同様の傾向が発症したと考えられる。 

 肝臓以外では HNF4γによる転写制御の報告がいくつかされており、膀胱がんにおいて

発現上昇し、2型ヒアルロン酸合成酵素をコードする HAS2のプロモーター上に結合し

て転写活性化を行なうことが知られている。これにより、腫瘍の成長やがんの浸潤・転

移を促進していることが示唆されている (70)。さらに、同じく膀胱がんでは非翻訳 RNA

の一つである microRNA (miRNA)の miR-34aが発現減少しており、miR-34aは HNF4γの

3’UTR に結合して発現抑制することが報告された (71)。これによって、膀胱では、

miR-34aの発現低下により HNF4γが発現された結果、HAS2の発現が上昇し、がん形成

を促進することが予想された (71)。また、胃では HNF4γは miR-30aによって発現抑制

されており、他にも同じ核内受容体である NR2F2 (COUO-TFII)が miR-194 によって発

現抑制されることが報告された (72)。正常組織では、miR-30aの発現量が高く、miR-194

の発現量が低いため、HNF4γ の発現が低く、NR2F2 の発現量が高いことが知られてい

る。しかし、胃がんの前段階である鎮痙ペプチド産生型化生が起こる際には、miR-30a

の発現減少が原因で HNF4γが発現上昇し、miR-194は発現上昇するため NR2F2が発現

減少するという、正常組織とは真逆の状態になる。この状態が鎮痙ペプチド産生型化生

を進行させ、胃がんの発症にかかるという報告がある (72,73)。一方で、肝臓は HNF4γ

の発現がほとんど認められないため、その機能は注目されておらず、KOマウス肝臓で

の HNF4γ2の発現上昇と表現型との相関性を議論することはできていない。 

 

第 4節 研究目的および章構成 

	 本研究では研究目的を「肝臓・腎臓の恒常性維持に関与する核内受容体 HNF4ファミ

リーの同定と機能解明」と定めて、研究を行った。 

	 肝臓特異的 HNF4α 欠損マウスでは、脂肪肝や低血糖を始めとする肝機能の異常が認

められるが、それらの原因が HNF4α を起点とする、様々な遺伝子ネットワークでの下

流の標的遺伝子の発現変動が原因と考えられている。肝臓特異的 HNF4α 欠損マウス肝

臓では HNF4γ の発現上昇が認められた。HNF4γ はその構造から HNF4α と同様の発現

制御機構に関わり、表現型発症に関与していることが予測される。しかし、現在までに
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HNF4γの詳細な機能解析や HNF4αとの比較については報告がない。さらに、HNF4γは

ゲノム配列から 2つのバリアントが予測されているが、その 2種類の機能の違いなどの

解析も未だされていない。肝臓特異的 HNF4α 欠損マウスは多くの表現型を示すが、今

までに解析された以外に未解析の新規の表現型の存在も考えられる。以上より、肝臓特

異的 HNF4α 欠損マウスで大きな発現変動をする遺伝子の解析が、表現系発症を理解す

るために必須だと考えられる。そこで第 2 章では肝臓では肝臓特異的 HNF4α KO マウ

スで発現上昇する HNF4γの機能解析を行った。 

	 また、HNF4α の発現は肝臓以外の組織、例えば、生体の機能維持に重要な組織であ

る膵臓、腸、そして腎臓でも認められている。膵臓や腸では組織特異的 HNF4α 欠損マ

ウスによる表現型などの解析がなされているが、腎臓の PTEC 特異的 HNF4α 欠損マウ

スが作成されていないことから、腎臓における HNF4α の機能解析は十分にはなされて

いない。一方で、先行研究によって HNF4α が腎臓の分化や機能維持に関与しているこ

とが予測される。そのため、第 3 章においては、HNF4α の機能が未知な腎臓での機能

探索を行うために、PTEC由来の細胞株を用いて、HNF4αの新規標的遺伝子の同定を行

った。 

	 以上の研究結果をふまえ、第 4章では総括を行い、肝臓と腎臓で働く核内受容体 HNF4

ファミリーを基軸とした遺伝子ネットワークの詳細を解明することで、肝臓・腎臓にお

ける核内受容体 HNF4ファミリーの機能の考察と今後の研究課題について記す。 
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【第 2章 新規 HNF4γの肝臓における機能解析】 

第 1節 HNF4γについて 
	 HNF4ファミリーの代表格である HNF4αは、第 1章 第 2節で示されたように肝臓で

の代謝関連因子の制御や、脱分化抑制因子や肝細胞分化誘導因子としての働きなど、

様々な報告がなされており、また膵臓、小腸、大腸などの様々な代謝器官においても重

要な働きを示すことが明らかとなっている。 

	 一方で同じ HNF4 ファミリーに属する HNF4γ は、その機能の解析は十分にされてお

らず、第 1章 第 3節で示されたように、ごくわずかな報告例しかない (69-71)。このこ

とから、肝臓特異的 HNF4α欠損マウスにおいて、HNF4γ発現上昇が認められているも

のの、発現上昇によって表現型にどのような影響を及ぼすかは未解明である。 

	 また遺伝子データベースである Emsembl genome browserでは、マウスやヒトのHNF4γ

には 2つのスプライシングバリアントが存在し、N末端に存在するリガンド非依存的な

転写活性化領域 (A/Bドメイン)の構造には大きな違いが生じており、このことから各バ

リアントで、転写活性化能が異なることが予測される。しかし、これまでバリアントご

との解析がなされた研究報告はなく、HNF4γ の機能を解明する上で無視できない問題

である。 

 

第 2節 研究概説 
	 本章 第 1 節で述べた様に、HNF4γ の機能に関しては未解明な点が多いことを踏ま

え、本研究では HNF4γの機能を HNF4αと比較した。 

	 本研究において、肝臓特異的 HNF4α欠損マウスでの HNF4γを含む様々な転写因子の

発現変動を qPCR で確認し、その後、発現上昇が認められた HNF4γ のタンパク質レベ

ルでの解析を行い、2つの HNF4γタンパク質のバンドが検出された。 

	 この 2 つのバリアントがデータベース上に存在するスプライシングバリアントであ

ると仮定し、このバリアントの N 末端領域の構造が異なることから、マウスとヒトの

HNF4γ において、各 HNF4γ バリアントの 5’-RACE による N 末端領域と転写開始点の

決定を行った。その結果、それぞれの種で 2つのバリアントが確認され、既に配列など

の報告のあったHNF4γを「HNF4γ1」とし、新規に存在が確認されたHNF4γを「HNF4γ2」

と呼ぶ事とし、HNF4αと HNF4γ1/2構造的な比較を、各 HNF4タンパク質のアミノ酸配

列を基に行った。 

	 また、肝臓特異的HNF4α欠損マウスとコントロールマウスにおけるHNF4αとHNF4γ1、

HNF4γ2 の発現量の比較を行ったところ、HNF4α の顕著な発現減少と、HNF4γ1 と
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HNF4γ2の両方のバリアントの発現上昇が確認された。次に、各 HNF4遺伝子発現量を

各遺伝子のコピー数で比較を行い、肝臓特異的 HNF4α欠損マウスにおける HNF4γの発

現上昇の意義を探った。 

	 HNF4α は全身の様々な組織において発現していることが報告されている (65)。この

ことから、HNF4γ の各組織分布を正常マウス組織で解析した。さらに、同様の実験を

ヒト組織とヒト細胞系において解析した。 

	 また、HNF4α と HNF4γ の構造に着目したところ、ダイマーを形成する部位である、

Eドメインの相同性が高いことから、これらがヘテロダイマーを形成することが予測さ

れたため、プルダウンアッセイによる複合体形成能の確認を行い、ヘテロダイマーの形

成を証明した。 

	 HNF4α は肝臓で様々な遺伝子の発現制御に関わる転写因子として多くの報告がなさ

れている。そこで同じサブファミリーの HNF4γ の転写因子としての機能を確認するた

め Luciferase assay による転写活性化能の比較を行った。その結果、HNF4γ2 は HNF4α

よりも転写活性化能が高く、HNF4γ1 は HNF4α よりも転写活性化能が低いことが示さ

れた。また、HNF4αとHNF4γの共導入をした際も同様の結果が得られた。また、Luciferase 

assayの結果がDNAに対する結合能の差でないことを示すために、EMSAを用いたDNA

結合活性能の比較を行い、同等の結合活性を有することが確認された。 

	 後に、上記の転写活性化能の違いから、HNF4αと HNF4γによって標的遺伝子の発

現誘導能に違いがあることが示唆されたため、肝細胞のマーカー遺伝子群の発現への影

響を検証する事を目的に、肝がん由来細胞株に HNF4αと HNF4γを強制発現させ、肝細

胞マーカーの遺伝子の発現変動を解析した。また同時に、実際の肝機能への影響も確認

するために、細胞増殖能と主要な肝機能を比較し HNF4α または HNF4γ の発現による、

肝機能への影響を確認した。 

	 以上の結果を総合し、新規に同定された HNF4γ2 は HNF4α 以上の脱分化抑制能や肝

機能維持因子としての働きを持つことが示され、創薬や疾患治療における標的として有

用であるということが示された。 
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第 3節 実験材料・方法 
(1) 肝臓特異的 HNF4α欠損マウスにおける転写因子の発現変動  
	 	 第 1章第 2節より、肝臓での HNF4αの機能解析を行う為、肝臓特異的 HNF4α欠損

マウスを作成した。肝臓特異的 HNF4α 欠損マウスの作成方法に関しては、第 1 章第 2

節に記述済みである。表現型の変動から、遺伝子の発現変動があることが示唆された。

そこで、肝臓で発現が認められる転写因子の発現を解析するために、転写因子の mRNA

の発現の比較を、qPCRを用いて行った。 

 

1. 使用したマウス肝臓について 

肝臓は、全て 45 日齢のコントロールマウス (Hnf4af/f、FLOX マウス)と KO マウス 

(Hnf4aΔH)の雄から採取したものを使用し、液体窒素条件下で乳鉢を用いて粉末状にした

ものから、ミクロスパチュラ一杯分 (約 10 mg)の肝臓粉末を 1 mL ISOGENに溶解して

Total RNAの回収を行った。 

 

 2. Total RNAの抽出精製と cDNAの合成 

	 Isogen IIで回収した肝臓組織に 400 µLの DEPC水を加え、30秒間ボルテックスをし

た後に氷上で 10分静置、その後 12 krpm、10分の遠心を 4℃で行った。上清を回収し、

等量の 100% イソプロパノールを加えて氷上で 5分静置した。その後 12 krpm、10分の

遠心を 4℃で行い、Total RNAの沈殿を得た。RNA沈殿を 500 µLの 70% EtOHで 2回リ

ンスした後に、100 µL Nuclease Free Waterで溶解した。 

	 cDNAの合成には ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (TOYOBO)  

を用いて行った。84 ng/ µL に希釈した Total RNA 6 µL (≒500 ng)を 65℃、5分で変性後、

氷上で 2分急冷した。その溶液に 4 × DN Master Mix + gDNA Removerの混合液を 2 µL

加え、37℃、5分で gDNAの除去を行った。そして、氷上でサンプルに、5 × RT Master 

Mix IIを 2 µL加え、37℃で 15分 、50℃で 5分の逆転写反応を行い、98℃、5分で酵素

を失活させた。その後、MiliQを 20 µL加えて cDNAを 3倍希釈し、cDNAサンプル（3 

× diluted cDNA）とした。 

 

3. リアルタイム定量 PCR (qPCR) 

	 本研究では、蛍光試薬を含む qPCR酵素に Fast Start SYBR Mix (Roche)と上記で合成

した cDNAを用いて qPCRを行った。、qPCR装置は LightCycler 480 system II (Roche)を

用いた。反応Mixとして、3 µLの 3 × diluted cDNA、10 µM forward PrimerとReverse Primer 
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をそれぞれ 0.48 µL ( f.c =0.3 µM )、Fast Start SYBR Mix を 8 µL、MiliQを 4.04 µL加え

て、合計 16 µLで反応を行った。qPCRに用いたプライマーは Table 2-1に示した。 

	 反応条件は、95℃/10分の Denatureを 1サイクル、95℃/ 15分、60℃/ 1分の Extension

を 40 サイクル行い、各サイクルの 後に蛍光測定を行った。その後 qPCR 産物の融解

温度 (melting temperature; Tm)を測定して、非特異的増幅の有無を確認する Meltingの工

程を行った。溶液温度を 60℃から 95℃までの温度域で、6.6℃/分 (Ramp rate 0.11℃/秒 )

の温度上昇を行った。その際、常に蛍光測定を行って、qPCR増幅産物の解離の確認を

行った。また、増幅産物は二重鎖 DNA産物に再形成させるために、反応後に溶液温度

を、40℃まで 12.2℃/分 (Ramp rate 0.22℃/秒)の速度で冷却を行い、再度、PCR産物を形

成するようにした。qPCRの結果は ΔΔCt法 (比較 Ct法)を使用して行う。標的遺伝子と

内部標準の遺伝子の Ct値をそれぞれ求め、それぞれの Ct値の差を算出する。この値を

ΔCt 値ととする。それぞれのサンプルの ΔCt 値からキャリブレーターの ΔCt 値の差を

ΔΔCt値として、以下の式に代入することで、発現量を算出する。 

標的遺伝子の ΔCt ＝(標的遺伝子の Ct値) – (内部標準遺伝子の Ct値) 

ΔΔCt ＝(標的遺伝子の ΔCt値) – (キャリブレーターの ΔCt値) 

 発現量比= 2-ΔΔCt 

 

	 Table 2-1. qPCR プライマーの配列 

 

Gene Nucleotide sequence Gene Nucleotide sequence 
mouse 
Hnf1a 

F 
R 

cagcaaggaagagcgagaga 
cgtgacaaggttggagccta 

mouse 
Cebpb 

F 
R 

atcgacttcagcccctacct  
tagtcgtcggcgaagagg 

mouse 
Hnf1b 

F 
R 

aatccccagcaatctcagaa  
ggcttgggaggtgttgag 

mouse 
Cebpd 

F 
R 

ttcaacagcaaccacaaagc  
ctagcgacagaccccacac 

mouse 
Hnf3a 

F 
R 

cagggttggatggttgtgt 
gacagggacagaggagtaggc 

mouse 
Cebpg 

F 
R 

agcaggttcctcagctggt  
tgggtgagctctttttgctt 

mouse 
Hnf3b 

F 
R 

ctgacgctgagcgagatctat  
gagtggcggatggagttct 

mouse 
Dbp 

F 
R 

cttttgaccctcggagacac  
ccggctccagtacttctcat 

mouse 
Hnf3g 

F 
R 

cacgccaaaccaccatatt  
atttcactcagggtcagcatc 

mouse 
Rara 

F 
R 

ccagcttccagtcagtggtt  
agggagggctgggtactatc 

mouse 
Hnf4a 

F 
R 

agaggttctgtcccagcagatc  
cgtctgtgatgttggcaatc 

mouse 
Rarb 

F 
R 

agcccaccaggaaacctt  
cagaggcccaagtccaatc 

mouse 
Hnf4g 

F 
R 

aaaagaagcggtgcaaaatg  
cgcttgtgccagagtgttta 

mouse 
Rarg 

F 
R 

cagccaaccctacatgttcc  
gggttatagccctttctgctc 

mouse 
Hnf6a 

F 
R 

agaccttccggaggatgtg  
ttgctctttccgtttgcag 

mouse 
Rxra 

F 
R 

gtccgcccttctctgtcat  
cggcttgatatcctcagtgc 

mouse 
Hnf6b 

F 
R 

gaccttccgcaggatgtg  
ggttcttgctctttgcgttt 

mouse 
Rxrb 

F 
R 

gccactggcatgaaaagg  
gtccacaggcatctcctcag 

mouse 
Cebpa 

F 
R 

tggacaagaacagcaacgag  
tcactggtcaactccagcac 

mouse 
Rxrg 

F 
R 

cagaagtgcctggtcatgg  
cctcactctctgctcgctct 
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4. タンパク質試料の作製 

	 肝臓特異的 HNF4α欠損マウスにおける、HNF4γタンパク質の発現変動を確認するた

め、核タンパク質のタンパク質試料を作製した。 

	 肝臓粉末を約 20mgに 450 µLの Buffer A{ 20 mM Hepes-KOH (pH 7.9), 10 mM NaCl, 3 

mM MgCl2, 0.1% NP-40, 10% glycerol, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT , 1 × Compete Ultra 

(Roche)}を添加して、5分ごとにピペッティングをしながら氷上で 15分インキュベート

をした。その後、2 krpm、5分の遠心を 4℃で行い、上清と沈殿に分離し、上清を除去

した。沈殿に Buffer B { 20 mMHepes-KOH (pH 7.9), 400 mM NaCl, 20% glycerol, 0.2 mM 

EDTA, 1 mM DTT , 1 × Compete Ultra (Roche)}を 200 µL加えてピペッティングで沈殿を

リンスし、2 krpm、5分の遠心を 4℃の行い、上清と沈殿に分離した後に上清を除去し

た。さらに残った沈殿に 40 µLの Buffer C{ 20 mM Hepes-KOH (pH 7.9), 20% glycerol, 0.2 

mM EDTA, 1 mM DTT , 1 × Compete Ultra (Roche)}を添加してピペッティングで混合、氷

上で 10分おきにピペッティングをしながら 30分間のインキュベートを行い核の溶解を

行った。13 krpm、20分の遠心を 4℃で行い、上清と沈殿に分離し、上清を別の 1.5 mL

チューブに回収した。この画分を核タンパク質 (Nuclear Extract; N.E)とした。その後、

Bradford 法でタンパク定量を行った。同時に肝細胞がん由来である H4IIE、Hepa1-6、

HepG2、ヒト⼦宮頸がん由来細胞である Hela 細胞を 10cm シャーレで培養した細胞を回

収し、同様の⼿法で核タンパク質を抽出した。 

 

5. タンパク質試料の泳動と転写 

	 タンパク質の泳動には分離ゲルを 10% SDS含有のアクリルアミド：Bis-アクリルアミ

ド (29:1)の混合溶液から作成した。濃縮ゲルには 4% SDS含有のポリアクリルアミドゲ

ルを用いた。サンプルを同量アプライした後に、泳動Buffer (25 mM Tris, 186 mM Glycine, 

0.1% SDSを混合して pH 8.3に調整)を用いて 75V~100Vで泳動を行った。泳動後、ゲル

を取り出し、Mini-Trans-Blot Cell (Bio-Rad)を用いて、Transfer Buffer (20 mM Tris, 20%メ

タノール, 153mM Glycine )により、室温、40mVで 12時間の条件下で Immobilon-P (Merck 

Millipore )への転写を行った。 

 

6. Western Blot 

 転写したメンブレンを Blocking Buffer {5% スキムミルク in PBST (0.1% Tween 20を含

む PBS)}で室温、1時間の条件で振盪し、抗体の非特異的結合を防いだ。その後、一次

抗体として 1 µg/µLの Anti-human- HNF4γ mouse mAb (B6502A,PPMX)を 5 mLの 1%スキ

ムミルク in PBSTで 5,000倍希釈し、室温で 1hrの反応を行った。抗体反応後のメンブ
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レンを 10 mLの PBSTで 15分間振とうし、合計 3回洗浄を行った。その後、二次抗体

として 1 µg/µL Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (#7072,CST)を 5 mLの 1%スキムミ

ルク in PBSTで 10000倍希釈を行い、室温で 45分間反応を行った。抗体反応後のメン

ブレンを PBSTで 15分間、室温で振とうして 3回洗浄を行った後、PBSで 10分間洗浄

を行った。抗体反応後のメンブレンを基質溶液 Western Lighting ultra (Perkin Elmer)に１

分間浸し、Image Quant LAS4010で化学発光を検出した。 

 

 

(2) 5’-RACE 
5’-Rapid Amplication of cDNA End (5’-RACE)法とは、mRNAの配列が一部分かっている

条件下で、mRNA 上の 5’末端、つまり転写開始点を決定する手法である。転写開始点

を決定することは、プロモーター領域を決定することや、複数のバリアントが存在する

時にそれぞれの存在を確認することが可能になるため、遺伝子の発現制御やバリアント

別の発現解析をしていく上で重要なことである。 

本研究では、Emsembl Genome Browserで示された HNF4γの 2つのバリアント発現を確

認した。、本研究では肝臓特異的 HNF4α 欠損マウスとヒト中皮腫由来の H28 細胞のｍ

DNAを利用して 5’-RACEを行った。プライマー情報は Table 2-2に示した。 

 
1. テンプレートの作成と逆転写 PCR 

	 逆転写 PCRはテンプレートを、肝臓特異的 HNF4α欠損マウスとヒト中皮腫由来株で

ある H28から抽出した Total RNAを用いた。Total RNAの抽出は 2章 第 3節 (1)-2に従

った。5’-RACEを行うにあたり、5’-Full RACE Core Kit (TAKARA)を用いた。用意した

Total RNAから 3,000 ng分の Total RNAを使用し、逆転写反応の酵素は、AMV Reverse 

Transcriptase XL (TAKARA)を用いて行った。 
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Table 2-2. 5‘-RACE 用のプライマー 

位置/名称 方向 塩基配列(5’→3’) PCR産物(bp 

mouse 

RT-Primer 
AS (P)-TTGGCCCATTCCACCA 

793nt (HNF4γ1) 

696nt(HNF4γ2) 

mouse 

1st PCR 

SS AGGGCAGCAACATCCCCTCCAT 634bp(HNF4γ1) 

537bp(HNF4γ2) AS GACTCTTCCGAATGCTGCGCCT 

mouse 

 2nd PCR 

SS TTCAGTCCCAAGCCCCAGTTCCA 529bp(HNF4γ1) 

432bp(HNF4γ2) AS AGCCATCACAACTGGATGCCCC 

human 

RT-Primer 
AS (P)-CTTCAGCTTGTGCCA 

590nt (HNF4γ1) 

555nt (HNF4γ2) 

human 

1st PCR 

SS GTCGGCAATGTGTTGTTGACA 514bp (HNF4γ1) 

479bp (HNF4γ2) AS CTGTTGCTCTGTCCCCACA 

human 

 2nd PCR 

SS (4γ1) ACGTGACAGAATAAGCACCAGA 
308bp (HNF4γ1) 

AS (4γ1) CTGTTGCTCTGTCCCCACA 

SS (4γ2) ACGTGACAGAATAAGCACCAGA 
218bp (HNF4γ2) 

AS (4γ2) CCAAAGTTGTGTAAGTTGGGTCC 

 

2. RNase H処理 

	 逆転写反応で合成した cDNA との鋳型となる RNA を分解するために、Kit 同梱の

RNase Hによる反応を 30℃、1時間の条件で行った。その後、一本鎖 DNAを回収する

為に、エタノール沈殿を行い、DNAを沈殿・精製した。一本鎖 DNAは 12 µLの MiliQ

に再溶解させることで次のコンカテマー化におけるテンプレートとした。 

 

3. コンカテマー化 

精製した一本鎖 DNAを 5‘リン酸付加末端と 3’の結合させる、コンカテマー化を行う為、

同じく Kit同梱の buffer、PEG6000、T4 RNA Ligaseを用いてコンカテマー化を行った。 

 

4. PCRによる 5’未知領域の増幅 

コンカテマー化後に、1st PCR、2nd PCRは One Taq polymerase (NEB)を用いて行った。

1st PCR後に、PCR産物を 1 µL使用して、2nd PCRを行った。 
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5. PCR産物の精製と TAベクタークローニング 

	 2nd PCR産物を 1.8% アガロースゲルを用いて電気泳動し、目的の位置のバンドを確

認した。その産物部分のゲルから DNA を抽出し、TA クローニング専用ベクターであ

る pMD20 (TAKARA)へ TAクローニングをした。 

 

Fig. 2-1. pMD-20 vector の概略図 

http://catalog.takara-bio.co.jp/PDFS/3270_DS_j.pdfより引用 

 

25 ng の pMD20 と 2nd PCR 産物の精製物を 4.5 µL 混合し、2 × Ligation High ver.2 

(TOYOBO)を 5 µL混合し、16℃で 2時間インキュベートを行った。その後、大腸菌 DH5α

株にトランスフォーメーションして、LB/Amp (X-Gal、IPTG) プレートで 37℃培養を行

い、コロニー形成を行った。その後、白色コロニーから培養を行い、発現ベクターの増

幅後、アルカリ-SDS 法による精製を行い、遺伝子導入の有無はベクター上の制限酵素

で切断後に、アガロース電気泳動で DNAの断片の長さで確認を行った。また、導入配

列はサンガーシークエンスで確認した。 

 

 

(3) HNF4γバリアントの発現量の比較 
1. マウス肝臓での相対定量と絶対定量による発現解析 

	 コントロールマウスと肝臓特異的 HNF4α 欠損マウスにおける、HNF4γ1 と HNF4γ2

の特異的プライマーを用いて相対発現量を比較した。各マウス肝臓からの RNA抽出、

cDNA合成、qPCRまでの実験手法は、第 2章 第 3節 (1)-2,3と同様に行った。使用し

たプライマーは、Table 2-3に記述した。 

	 各バリアントの発現量を相対定量で比較することは不可能なため、それぞれのコピー

数を算出して、絶対定量を行った。絶対定量を行う際は、各コピー数での希釈系列を作

成して Cp値を測定、その Cp値をもとに検量線を引くことで、サンプル Cp値とコピー
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数を算出することができる。一般的に、絶対定量で検量線を引く際は、特定の増幅プラ

イマーからできる PCR 産物をプラスミドベクターに組み込み、その総塩基数から分子

量を決定させることで、1コピーごとの量を決定することができる。以下の計算式に従

い、計算を行うことで希釈系列を作成した。 

コピー量
𝑐𝑜𝑝𝑖𝑒𝑠

𝑢𝑔 =
9.11×10//

ベクター長(𝑘𝑏𝑝)
 

コピー濃度
𝑐𝑜𝑝𝑖𝑒𝑠

𝑢𝐿 =コピー量 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑒𝑠
𝑢𝑔 ×	ベクター溶液濃度（ 𝑢𝑔

𝑢𝐿) 

 

	 ベクター長はクローニング元のベクターと導入した qPCR産物の合計値を用い、ベク

ター溶液濃度は、精製後のベクター濃度を使用する。クローニングに用いるベクターは

TA クローニング用ベクターである pMD20 を用いた。クローニングを行った qPCR 産

物はマウス HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2、そして補正用の GAPDHである。各産物の増幅

に使用したプライマーは Table 2-3に記した。10 µLの qPCR産物を、10%PAGEで電気

泳動後に産物バンドを回収した。産物バンドを精製後、pMD20 への導入を同章・節の

(2)-5 と同様に行い濃度測定まで行った。濃度測定の後にコピー濃度を計算によって決

定し、希釈系列を作成した。希釈系列の濃度は FLOXマウスと KOにおける各標的遺伝

子の Cp値の範囲を元に作成し、102コピーから 109コピーまでの間で作成した。 

 

Table 2-3. qPCR に用いたプライマー配列 

 

2. マウス・ヒト各組織における HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2の定量比較 

	 使用したマウスは 2ヶ月齢でオスの C57BL/BL6マウスを購入し、組織を回収した。 

回収した組織は脳、心臓、肺、肝臓、腎臓、十二指腸、結腸、回腸、大腸、胃、膵臓、

脾臓、骨格筋、精巣である。回収後に 1 mLの ISOGENに組織を加え、POLYTRON PT 

1600E ホモジナイザー (Kinematica AG)で組織を破砕し、その後 RNAの精製から cDNA

の合成を行った。RNA 抽出から cDNA の合成は第 2 章 第 3 節 (1)-2 に準じて行った。 

Gene Nucleotide sequence Gene Nucleotide sequence 
mouse 
Hnf4a 

F 
R 

agaggttctgtcccagcagatc  
cgtctgtgatgttggcaatc 

mouse 
Hnf4g1 

F 
R 

ctgaacaccgctgtcactgt  
gtggtctctggggcagaact 

mouse 
Gapdh 

F 
R 

gacttcaacagcaactcccac  
tccaccaccctgttgctgta 

mouse 
Hnf4g2 

F 
R 

gctagcatactctgggtgtgtg  
aacagttgacaccactgtctgt 

human  
HNF4A 

F 
R 

caggctcaagaaatgcttcc 
ggctgctgtcctcatagctt 

human  
HNF4G1 

F 
R 

cgttccctaccacagcctta  
ctggatgccccatagtgttt 

human  
GAPDH 

F 
R 

agccacatcgctcagacac  
gcccaatacgaccaaatcc 

human  
HNF4G2 

F 
R 

atactggacatggacatggc  
acttgtctctggggcagaac 
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ヒト組織での発現確認は成人ヒト組織から回収した pooled cDNAのセットである MTC 

Panel I・II (TAKARA)を使用し、各 cDNAを 5倍希釈したものをテンプレートとして使

用した。 

 

3. ヒト培養細胞株における HNF4γ1、HNF4γ2の定量比較 

	 各組織で定量した HNF4γ1、HNF4γ2 の発現量をヒト培養細胞株においても比較を行

った。細胞種は様々な組織のがん由来の細胞株 23 種類用意し、培養後の細胞から

GenElute mRNA Miniprep Kits (Sigma-Aldrich)を用いて、mRNAを抽出し、それぞれの

mRNAから cDNAを合成した。cDNAの合成過程には ReverTra Ace qPCR RT Master Mix 

with gDNA Removerを用いて合成した。 

 

4. Caco2細胞における HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2の定量比較 

	 Caco-2の培養は Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM, Wako)に終濃度が 10%の

Fetal bovine serum (FBS)、0.1 mg/mL ストレプトマイシン、100 units/mL ペニシリンを加

えた培地 {以降は D-MEM (+/+)と表記、前半の+は 10%FBS を含む、後半の+はペニシ

リンとストレプトマイシンを含むという意味}で培養し、培養シャーレ内の細胞の充填

度が 100%になったところを day 0として、day 21まで培地交換を行いながら培養した。

未分化 Caco2 は培養シャーレ内の充填度が 70〜80%の時に回収を行った。回収した

Caco2 細胞は同じ手順で RNA 抽出、cDNA 合成 qPCR を行った。また、小腸分化マー

カーとして Sucrase-Isomaltase のプライマー（ F: aacaaatggaatggtctataactgg, R: 

acagatgtctgctccaacca）を作成し、ポジティブコントロールとして使用した (74)。 

 

(4) HNF4α-HNF4γタンパク質間の相互作用解析 
1. 発現ベクターの作成 

 本実験では、融合タグタンパク質として、Halo-tag (Promega)と Myc-tagを使用した。

Halo-tagは、融合タンパク質として発現させることで、タンパクの可溶化を促し、 終

的な収量を増加させることが報告されている (75)。Myc-tagはヒト c-Mycのペプチド断

片(EQKLISEEDL)の 10 アミノ酸で構成されるペプチドで、その大きさからタンパク質

の相互作用に干渉することが少なく、さらに抗体反応によって検出できるという利点が

存在する。Halo-tag融合タンパク質を発現させる発現ベクターとして、pHTN-CMV-neo 

(Promega)を使用した。HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2 の cDNA を増幅する際のテンプレー

トは当研究室が作成していた pcDNA3/ HNF4α, HNF4γ1またはHNF4γ2を用いて行った。

PCR 増幅産物をプライマーに付与した制限酵素で処理し、導入する発現ベクターも同
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様に制限酵素で処理をした。各 DNAを精製した後に、Ligation High ver.2と共に混合し

てライゲーションを行った。その後の処理は第 2 章 第 3 節 (2)-5 と同様に行った。次

に、myc-tag をもつ発現ベクターとして、pCMViR-myc ベクターを使用した (76)。

pCMViR-myc ベクターにもマウス HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2 を導入したものを同様の

手順で作成した。マウス HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2、pHTN-CMV-neo ベクターと

pCMViR-mycベクター作成時のプライマー配列に関しては、Table 2-4に示した。 

 

Table 2-4. 発現ベクター作成用のプライマー 

※HNF4γ1、HNF4γ2は発現ベクターの ASは共通部分なので共通のプライマー 

※Halo-tagは N末端側に結合するため、開始コドン(ATG)は削られている 

ベクター 名称 方向 塩基配列(5’→3’) RE 

pHTN 

-CMV- 

neo 

mouse 

Hnf4a 

SS GATCGAATTCCGACTCTCTAAAACCCTT EcoRI 

AS GCATTCTAGACTAGATGGCTTCTTGCTT XbaI 

mouse 

Hnf4g1 

Hnf4g2 

SS (4G1) ATATGAATTCGACAGTTCTGCCCCAGAGAC EcoRI 

SS (4G2) GCATGAATTCTGTGTCTCTCAATCGATGATGAG EcoRI 

AS GCATTCTAGATCACAGCTGCTTTTGCTTAGAGA XhoI 

pCMViR 

-myc 

mouse 

Hnf4a 

SS ATTAGAATTCGCCACCATGCGACTCTCTAAAACCCTT EcoRI 

AS GCATAAGCTTGATGGCTTCTTGCTTGGTGATCGTTGG HindIII 

mouse 

Hnf4g1 

Hnf4g2 

SS (4G1) GCATGAATTCGCCACCATGGACAGTTCTGCC EcoRI 

SS (4G2) GCATGAATTCGCCACCATGGGGTGTGTCTCTCAATCG EcoRI 

AS GCATCTCGAGCAGCTGCTTTTGCTT XhoI 

 

 

Fig. 2-2. pHTN-CMV-neoベクターの概略図 
(http://www.promega.com/~/media/Images/Resources/Figures/9800-9899/9853MA_500px.より引用) 
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2. HEK293Tへの遺伝子の共導入 

	 2 種類の発現ベクターを作成し、HEK293T への遺伝子導入を行った。遺伝子導入方

法は発現ベクターを、polyethylenimine Max (Polyscience)を導入試薬に用いたリポフェク

ション法での Forward Transfectionでの遺伝子導入を行った。Forward Transfectionは、細

胞播種後に 24 時間の培養をすることで、培養プレート底面に細胞を定着させた後に遺

伝子導入をする手法であり、遺伝子導入効率の高い細胞株への導入をする際に利用され

る。 

	 播種する 10 cmシャーレの底面に Cell Matrix Type IV (新田ゼラチン) でコラーゲンコ

ーティングを施し、コーティング済みシャーレに HEK293T細胞を 2.0 × 106 cells/8mLの

播種を D-MEM (+/+) で行い、その後 24時間培養を行った。24時間培養した細胞の培

地を D-MEM (終濃度 5% FBSのみを添加、D-MEM (+/-)と表記)に置換した。その後 2000 

ng/µL の発現ベクターを合計 30 µg (15 µL)、1.5 mLチューブに分取し、900 µLの D-MEM

と 60 µLの 1 mg/mL PEI (60 µg)を混合し、室温で 15分間静置した後に、10 cmシャーレ

の培地中に添加することで遺伝子導入を行った。遺伝子導入の 24 時間後に培地を再度

D-MEM (+/+)に置換した。 

	 発現ベクターの導入パターンに関しては以下の Table 2-5 に示した。また今回の実験

では特異的な結合を確認するため発現パターンに以下の 3通りを追加して行った。 

 

(1)  15 µg pHTN-空ベクター + 15 µg pCMViR-myc-Hnf4ベクター、 

(2)  15 µg pHTN- Hnf4ベクター +  15 µg pCMViR-myc-空ベクター、 

(3)  15 µg pHTN- Hnf4ベクター +  15 µgpCMViR-myc Hnf4ベクター 

 

Table 2-5. Pull-down assay における発現パターン一覧 

パターン Halo-tag (pHTN) myc-tag (pCMViR) 

(A) Hnf4g1 or Empty Hnf4a or Empty 

(B) Hnf4g2 or Empty Hnf4a or Empty 

(C) Hnf4g1 or Empty Hnf4g2 or Empty 

(D) Hnf4a or Empty Hnf4g1 or Empty 

(E) Hnf4a or Empty Hnf4g2 or Empty 

(F) Hnf4g2 or Empty Hnf4g1 or Empty 
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3. タンパク質の回収 

	 HEK293Tへの遺伝子導入後 48時間後に、細胞を 3 mLの PBSで 3回洗浄し、1 mL

の PBSを加えてセルクスレーパーでディッシュから剥がした。剥がした細胞は 1.5 mL

チューブに移し、3 krpm、10 分間 4℃で遠心分離して上清を捨てた。その細胞を-80℃

のディープフリーザーで 1時間凍結保存し、Halo-tagの結合活性を 適化した。 

	 凍結した細胞を氷上で解凍後に、細胞溶解溶液である 1 mL の M-PER (Mammalian 

Protein Extraction Reagent, Pierce)と、終濃度 1 mMで添加した AEBSF (Roche)の混合溶液

を加え、ピペッティングによる細胞溶解を行った。その後、10 分おきにピペッティン

グを行いながら、合計 30分のインキュベートを行った。その後、12 krpm、30分の、4℃

で遠心分離後に上清を可溶化タンパク質画分として 1.5mLチューブに回収し、Pull-down 

assayに用いた。 

 

4. Pulll-down assay 

 Pull-down assayを行う担体ビーズは、Halo-Link Resin (Promega)を用いた。TBST (TBS + 

0.1% Tween20混合溶液)で平衡化を済ませた 50 µL（50% v/v）の Halo-Link Resin を 1.5 

mL チューブに分注し、上記で得た可溶性タンパク質画分を混合し、4℃でローテータ

ーによる転倒混和を行いながら 2時間のインキュベートを行った。 

	 インキュベート後のレジンを回収して、3 krpm、2分の 4℃で遠心分離を行い、その

後未反応タンパク質を含む上清画分を除去した。残ったレジンに 1 mLの TBSTを加え

て、転倒混和後に 3 krpm、2分の 4℃で遠心分離を行うという洗浄過程を合計 5回行っ

た。その後、Resinに 100 µLの Elution Buffer {50mM Tris-HCl (pH8.0)、1% SDS、 

1 × cOmplete Protease inhibitor cocktail (Roche)}を加え、4℃でローテーターによる転倒混

和を行いながら 30分間のインキュベートを行い。タンパク質の溶出を行った。 

	 溶出したタンパク質は、Bradford 法により濃度測定を行った後に Sample Buffer を加

えて、65℃、15分の熱変性処理を行った。 

 

5. Western Blot 

タンパク質の泳動、及びWestern Blotは、第 2章 第 3節 (1)-5,6 と同様に行った。 

使用した抗体は Table 2-6に示す。 
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Table 2-6. Western Blot で使用した抗体一覧 

標的 1st Antibody 2nd Antibody 

pHTN or pCMV –Hnf4a 

Anti-human- HNF4α 

mouse mAb 

(PP-1415-00, PPMX) Anti-mouse IgG, 

HRP-linked 

Antibody 

(#7072,CST) 

pHTN or pCMViR-Hnf4g1/ Hnf4g2  

(HNF4αと反応時) 

Anti-human- HNF4γ 

mouse mAb 

(B6502A, PPMX) 

pCMViR- Hnf4g1/ Hnf4g2  

(pHTN- Hnf4g1/ Hnf4g2と反応時) 

Anti-Myc Tag 

mouse mAb (9B11, CST) 

 

(5) Luciferase assayによる HNF4α/HNF4γの転写活性化能の比較 
1. 発現ベクターの作成 

	 本実験では、HNF4タンパク質の発現ベクターとして、pEB-Multi-puro、pEB-Multi-hygro、

または pCMViR-myc ベクターを用いた。各発現ベクターの作成および精製は前述と同

じ反応手順でクローニングから精製までを行った。各クローニング時に用いたプライマ

ー情報は Table 2-7に示した。 

 

Table 2-7. クローニング用 Primer 配列 

ベクター 名称 方向 塩基配列(5’→3’) RE 

pEB 

-Multi  

-puro 

mouse 

Hnf4a 

SS GATCGAATTCCGACTCTCTAAAACCCTT EcoRI 

AS GCATTCTAGACTAGATGGCTTCTTGCTT XbaI 

mouse 

Hnf4g1 

Hnf4g2 

SS (4G1) ATATGAATTCGACAGTTCTGCCCCAGAGAC EcoRI 

SS (4G2) GCATGAATTCTGTGTCTCTCAATCGATGATGAG EcoRI 

AS GCATTCTAGATCACAGCTGCTTTTGCTTAGAGA XhoI 

pCMViR 

-myc 

human 

HNF4A 

SS GCATGAATTCGCCACCATGCGACTCTCCAAAACC EcoRI 

AS GCATGGATCCGATAACTTCCTGC BamHI 

human 

HNF4G1 

HNF4G2 

 

SS (4G1) GCATGAATTCGCCACCATGGGGAATACCACAGACAAC EcoRI 

SS (4G2) GCATGAATTCGCCACCATGTGTGTTTCTAAA EcoRI 

AS GCATCTCGAGCAATTGCTTTTGTTT XhoI 
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2. レポーターベクターの作成 

	 本実験では、既に HNF4αの応答が知られている遺伝子のプロモーター領域を利用し、

HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2の転写活性化能の評価を行った。使用したプロモーターは、

pGL4.11/mouse Otc プロモーター(-235/-1) (41)、pGL4.11/human APOC3 プロモーター

(-3373/-73) (28,42)。さらに HNF4α 結合部位である DR-1 配列を 3 つ持ち、その下流にチ

ミジンキナーゼプロモーターの最⼩単位である TK-mini 配列を組み込んだ、完全に⼈⼯

的なプロモーターである pGL4.11/(HNF4)3 TK-mini の三つを使⽤した。 

 

 
Fig. 2-3. pGL 4.11 プロモーターの配列 

 

3. 遺伝子導入/解析 

	 96穴プレートに HEK293T細胞を 2.0 × 104 cells/well in 100 µL D-MEM (+/+)で播種し、

翌日に D-MEM (+/-)に培地交換を行った後に、作成した導入したプロモーターの下流に、

ホタルルシフェラーゼを有する 200 ng/well の pGL4.11系列のレポーターベクターと、

内部標準用に、遺伝子導入効率や細胞生存率、実験によるヒューマンエラー（細胞溶解

率、ピペッティング誤差など）を補正するために HSV-TK（ヘルペスウイルスチミジン

キナーゼ）プロモーターによってウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子が発現するように

構築された 50 ng/well の pGL4.74、さらに発現用ベクターを混合させ、1 µg/well の PEI

と混合後に細胞導入を行った。遺伝子導入 24時間後に D-MEM (+/+)への置換を行い、

さらに 24 時間培養した後に培地の除去を行い、25 µL/well の Glo Lysis 1 × Buffer 

(Promega)を添加して 10分室温のインキュベートで細胞溶解を行った。細胞溶解液を回

収後に 12 krpm、5分の遠心を 4℃で行った。上清を 3 µL分取し、蛍光測定用の白色 384

穴プレートに加え、そこに Dual-Glo Luciferase Reagent (Promega)を 3 µL/well加えて混合

後 5 分間室温でインキュベートし、ホタルルシフェラーゼの発光量を 2300 EnSpireTM 

Multimode Plate Reader (Perkin Elmer)で測定した。この時の測定値を DGloの値とした。

DGloの測定後、3 µL/wellの Dual-Glo Stop&Glo Buffer (Promega)を添加、混合後に再度 5

分間室温でインキュベートしてウミシイタケルシフェラーゼの発光量を測定した。この

時の測定値を SG とした。解析は、同サンプルにおける DGlo 値と SG 値の Dglo/SG 比

を算出して活性値とした。その後、各 pGL4.11 ベクターの系において pEB-Multi-Hygro
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の空ベクターを導入した活性を 1として、mHNF4α発現ベクターを導入した時の活性の

相対比を算出した。また、遺伝子導入パターンは HNF4発現ベクターの単独発現時と共

導入時の条件をそれぞれ Table 2-8に示し、共導入時は同時に単独導入も行った。 

	 また、タンパク質の発現量の比を確認するため、タンパク質を回収してWestern Blot

を行った。Western Blotの抗体は 1次抗体 Anti-His-tag mouse mAb (D291-3)、2次抗体に

Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibodyを使用して第 2章 第 3節 (1)-6と同様に行った。 

 

Table 2-8. Luciferase assay の遺伝子導入パターン 

(1) 単独導入時 

試薬名 使用量 

pGL4.11レポーターベクター（250 ng/µL） 

(mOtc, hAPOC3, (HNF4)3-TK mini) 
200 ng (1 µL) 

pGL4.74（50 ng/µL） 50 ng (1 µL) 

pEB Multi puro or hygro-mouse Hnf4a/4g1/4g2 

 or pCMViR-myc-human HNF4A/4G1/4G2 
200ng (2 µL) 

PEI（1 µg/µL） 1 µg（1 µL） 

D-MEM (-/-) 10 µL 

Total Volume 15 µL 

 

(2) 共導入時  

試薬名 使用量 

pGL4.11レポーターベクター（250 ng/µL） 

(mOtc, hAPOC3) 
200 ng (1 µL) 

pGL4.74（50 ng/µL） 50 ng (1 µL) 

pEB Multi puro-mouse Hnf4a/4g1/4g2 
100 ng (1 µL) 

200 ng (2 µL) 

pEB Multi puro-mouse Hnf4a/4g1/4g2 
100 ng (1 µL) 

0ng(0 µL) 

PEI（1 µg/µL） 1 µg（1 µL） 

D-MEM (-/-) 10 µL 

Total Volume 15 µL 
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(6) Gel shift assayによる HNF4α/HNF4γの結合活性の比較 
1. 無細胞タンパク質合成系による HNF4タンパク質の合成 

	 TnT T7 Transcription/Translation Systems (Promega)を使用し、タンパク質を合成した。

発現させるタンパク質は、マウスの HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2 である。このシステム

では T7プロモーターを利用してタンパク質合成を行うため、マウスのHNF4α、HNF4γ1、

HNF4γ2の全長配列を T7-IRES expression vector (Promega)に導入した、その際、各 HNF4

タンパク質には発現量比較を行うときに使用する His-tagを付加した。 

	 まず、TnT T7 Transcription/Translation Systemsに含まれる試薬類を、添付された推奨

マニュアルに従って氷上で 1.5mL チューブに調整し、30℃、90 分間の条件でヒートブ

ロックを用いてタンパク質合成を行った。その後、合成したタンパク質の一部を分取し、

Sample Bufferと混合して、His-tagを用いたWestern Blotで発現量の比較を行った。 

	 His-tag抗体を用いたWestern Blotに関しては第 2章 第 3節 (1)-6と同様に行った。 

 

2. DNAプローブの作成 

	 タンパク質と結合させる DNA プローブとして既知 HNF4α 標的遺伝子である mouse 

OTC (41)と CYP8B1 (64)のプローブを作成した。SSプライマーと相補的な DNAプライ

マー (ASプライマー)を設計し、結合をより明確に見るため mouse OTCプローブ、mouse 

CYP8B1プローブを構成する SSプライマー、ASプライマーの両方に Biotin付加を行っ

た。それぞれ 100 µMの SSプライマーと ASプライマーの 2本のプライマーを 20 µL

と 5 × Annealing Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0) , 5 mM NaCl, 5 mM EDTA)	 10 µLを混

合して 90℃、3分の熱変性後に室温でゆっくり温度を下げていくことでアニーリングを

行い、DNAプローブを作成した。使用したプライマー配列は Table 2-9に示す。アニー

リングした DNAプローブを 15% PAGEによって分離し、ゲルのプローブ部分を切り出

して透析膜を用いての電気泳動で、DNAプローブを回収した。その後フェノール/クロ

ロホルム、クロロホルム、エタノール沈殿の過程で精製を行い、15 µLの TE bufferにプ

ローブを溶解して濃度測定を行った。ビオチン標識プローブは 25 fmol/µL、非標識プロ

ーブは 1.25 pmol/µLに調整を行った。 
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Table 2-9. mOTC と mCYP8B1 プローブの配列 

プローブ 方向 塩基配列 (5’→3’) 塩基数 

Biotin 

-mOtc 

SS Biotin- GTTAGGCTTAAAGTTCAAGTG 

21bp 

 

AS Biotin- CACTTGAACTTTAAGCCTAAC 

competitor  

-mOtc 

SS GTTAGGCTTAAAGTTCAAGTG 

AS CACTTGAACTTTAAGCCTAAC 

Mut Competitor 

mOtc 

SS GTTACTCTTAAAGTTCAAGTG 

AS CACTGAAACTTTAAGCCTAAC 

 

プローブ 方向 塩基配列 (5’→3’) 塩基数 

Biotin 

-hCyp8b1 

SS Biotin-CTGAGCAAAGTCCAAGGGCAGGAACCT 

27bp 

AS Biotin- AGGTTCCTGCCCTTGGACTTTGCTCAG 

competitor  

-hCyp8b1 

SS CTGAGCAAAGTCCAAGGGCAGGAACCT 

AS AGGTTCCTGCCCTTGGACTTTGCTCAG 

Mut Competitor 

-hCyp8b1 

SS CTGAGCACTGTCCAAGGGCAGGAACCT 

AS AGGTTCCTGCCCTTGGACAGTGCTCAG 

 

3. DNA-タンパク質複合体の形成 

	 上記で調製したビオチン標識/未標識 DNAプローブと、合成タンパク質を用いて以下

のような条件で Gel shift assayを行い、DNA-タンパク質複合体の形成を確認していった。

Gel shift assayには Lightshift Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo)を用いて行った。ビオ

チン標識プローブは f.c = 100 fmol/sampleで使用し、Competitor probeも、50倍濃度とな

る f.c = 5 pmol/sampleとした。また、スーパーシフト実験に用いる抗体として 1 µg/µL 

Anti-HNF4α Antibody (PP-1415-00, PPMX)と 1 µg/µL Anti-HNF4γ Antibody (B6502A, 

PPMX)を使用した。 
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①	 	 Biotin-probe (100 fmol) 

②  合成 HNF4αタンパク質 5 µL + Biotin-probe (100 fmol) 

 ③  ②＋ competitor probe (5 pmol) 

 ④  ②＋ Anti-HNF4α Antibody (2 µg) 

 ⑤  合成 HNF4γ1タンパク質 5 µL + Biotin-probe (100 fmol) 

 ⑥  ⑤＋ competitor probe (5 pmol) 

 ⑦  ⑤＋ Anti- HNF4γ Antibody (2 µg) 

 ⑧  合成 HNF4γ2タンパク質 5 µL + Biotin-probe (100 fmol) 

 ⑨  ⑧＋ competitor probe (5 pmol) 

 ⑩  ⑧＋ Anti-HNF4γ Antibody (2 µg) 

  

①〜⑩に記された核タンパク質と EMSA Mix { 10 mM Tris, 50 mM KCl, 1 mM DTT (pH 

7.5), 2.5% glycerol, 5 mM MgCl2, 0.05% NP-40, 50 ng/µL, 1 × Compete Ultra}を 1.5 mLチュ

ーブ内で混合し、氷上で 10 分インキュベートした。その後、③、⑥、⑨の 3 サンプ

ルに Competitorを表記通りの量加え、さらに氷上で 10分インキュベートした。その後、

全サンプルに Biotin-Megalin のプローブを加えて、氷上で 10 分インキュベートした。

その後、抗体を加える④、⑦、⑩のサンプルに抗体を表記通りの量加えて氷上で 10

分インキュベートした。すべてのサンプルが揃った時、MiliQでメスアップし、各チュ

ーブ 20 µLにした。 

 

4. 電気泳動とメンブレン転写 

	 反応終了後に各サンプルに f.c =5 × dye {0.04% (w/v) Bromophenol blue, 0.04% (w/v) 

Xylene cyanol FF, 25 mM EDTA, 30% (w/v) glycerol}を 1 µL加えて、アクリルアミド：Bis-

アクリルアミド (59:0.5)の混合溶液から作成した 7%ポリアクリルアミドゲルを用いて、

低温室で 85V、135分間の電気泳動を行い、その後、タンク式のミニトランスブロット

セル (Bio-Rad)で 30V、13時間を 4℃で Hybond-N+ membrane (GE healthcare)に転写を行

った。 

 

5. 感光反応 

	 転写後 のメンブレンに 254 nmの UVを照射し、クロスリンクを行った。その後、15%

過酸化水素を含む 1 × TBSにメンブレンの複合体が転写された面を 30分浸して、Rabbit 

reticulocyte 由来のペルオキシダーゼの不活性化を行った。その後、TBSで 10分の洗浄

を合計 3 回行った。ビオチン標識プローブの検出には Chemiluminescet Nucleic Acid 



 38 

detection Module (Thermo Fisher Scientific)を用いて検出した。メンブレンを 5 mL の

Blocking Bufferで 15分振盪し、Blockingした。その後、5 mL Blocking Bufferに 16.7 µL

の Stabilized Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugateの混合液にメンブレンを浸して

15分 振盪した。その後、10 mLのWash Bufferでリンス後、新しい 10 mLのWash Buffer

で 5 分振盪での洗浄を行い、洗浄の工程は合計 4 回行った。洗浄後のメンブレンに

Luminol / Enhancer solution / Stable Peroxidase Solutionの 1:1 混合溶液を 1 mL を浸して、

化学発光させた後に、ImageQuant LAS 4010 (GE HealthCare)を用いて検出した。 

 

(7) HNF4α/HNF4γによる肝細胞マーカー遺伝子と EMTマーカーの発現解析 

	 本実験では、培養細胞中に HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2 のタンパク質を大量に発現さ

せることが重要となるため、前節で作成された pEB-Multi-puro/HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2

の発現ベクターを利用した。 

	 pEB-Multi-puro ベクターは、その内部に複製開始点の OriP と複製制御因子である

Epstein-Barr Virus Nuclear Antigen-1 (EBNA1)を有しているのが特徴となる。細胞内に導

入されると、EBNA1が発現し、OriPに結合する。この OriP-EBNA1複合体が宿主細胞

の染色体と結合し、宿主の複製機能を利用して細胞分裂後の娘細胞にもベクターが分配

され、ベクターを含んだ細胞が増幅する。培養中の培地に抗生物質を混合しておくこと

で、発現ベクター未導入の細胞に関しては死滅する。このようなエピゾーマル型ベクタ

ーを使用することで発現安定株と同等の効果が得られることから、大量に遺伝子発現を

必要な際に利用される。 

 

 
Fig. 2-4. pEB-Multi-Puro のベクターマップ 

http://www.wako-chem.co.jp/siyaku/product/life/pEBMulti_Series/pdf/059-08331_pEBMulti-Puro.pdfより引用 
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	 本実験では肝臓由来の細胞株として、ヒト肝芽種由来の HepG2 細胞と、ヒト肝細胞

がん細胞株由来の Huh7 細胞を用いて、pEB-Multi-puro ベクターを導入し、遺伝子発現

を行った。 

	 細胞を Cell Matrix Type I-C (新田ゼラチン)でコーティングした 6 cm シャーレに、

HepG2または Huh7細胞 1.0 × 106 cells/dishで播種し、20 µg PEIによるリポフェクショ

ン法で 10 µg pEB-Multi-puro/Empty/ mHNF4α/ HNF4γ1/ HNF4γ2をトランスフェクション

した。遺伝子導入 24時間後 (day1)、D-MEM (+/+)培地に終濃度 2 µg/mL の puromycin

を添加し、培地交換後 48 時間 (day3)で同条件培地での培地交換を行い、puromycin 添

加後 72時間後に細胞を PBSでWashした後に 300 µLの ISOGENまたは 60 µLの Urea 

Extractionで RNAとタンパク質を回収した。その後、RNA抽出から cDNA合成、qPCR

を行った。qPCR で用いた標的遺伝子は既に HNF4α の標的との報告がある肝細胞マー

カー遺伝子や、その他肝機能維持に重要な遺伝子群を用いた。さらに HNF4α が肝細胞

において脱分化を抑制するという報告から、上皮間葉転換 (EMT)マーカー遺伝子につ

いても同様に定量を行った (51,52)。プライマーの配列は Table 2-10 に示し、実験手順

には第 2章第 3節 (1)-3に準じて行った。 

	 タンパク質の回収は、180 µLの Urea extraction buffer (8M Urea、2% Thio-Urea、0.1% 

Triton-X)で回収を行い、タンパク質用サンプルとした。Western Blotは、第 2章第 3節 

(4)-5, 6に準じて行い、タンパク質の検出にはAnti-His-tag mousemonoclonal mAb (D291-3)

を使用した。 

Table 2-10. qPCR プライマーの配列 

Gene Nucleotide sequence Gene Nucleotide sequence 
human 
OTC 

F 
R 

gctccaggctttccaaggtt 
cttctggctttctgggcaag 

human 
CYP7A1 

F 
R 

gcttattcttggaattaggagaagg 
ttggcaccaaattgcagag 

Human 
APOC3 

F 
R 

gccaaggatgcactgagc 
gaactgaagccatcggtcac 

human 
CYP8B1 

F 
R 

gttctgccgaaccctcct 
catctcccaaaccaagttgc 

human 
PEPCK 

F 
R 

attgatgctgcctgggagt 
ccccacaaagactccatgtt 

human 
CDH2 

F 
R 

ctccatgtgccggatagc 
cgatttcaccagaagcctctac 

human 
G6PC 

F 
R 

ccttgctgctcattttcctc 
ggctggcattatagatgctgt 

human 
ZEB1 

F 
R 

ggaggatgacacaggaaagg 
tctgcatctgactcgcattc 

human 
CYP1A2 

F 
R 

ctacttggaggccttcatcct 
agcgttgtgtcccttgttgt 

human 
ZEB2 

F 
R 

aggagctgtctcgccttg 
ggcaaaagcatctggagttc 

human 
ABCB11 

F 
R 

gacataaaggagagagccctga 
aggcaagcttggcatcttt 

human 
TBP 

F 
R 

gaacatcatggatcagaacaaca  
atagggattccgggagtcat 

human 
GSTA1 

F 
R 

gcttattcttggaattaggagaagg 
ttggcaccaaattgcagag 
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(8) HNF4α/HNF4γによる細胞増殖抑制能と肝機能誘導能の比較 
1. HNF4α/γによる細胞増殖能の比較 

	 本実験では 96ウェルプレートに 5.0 × 103 cells/wellで細胞を播種し、200 ng/wellの 

pEB-Multi-puro/Empty/ mHNF4α/ HNF4γ1/ HNF4γ2を 1 µg/wellの PEIを用いてトランス

フェクションした。遺伝子導入 24 時間後(day1)に、測定を行う細胞は 1 µL の Cell 

Counting Kit-8試薬 (CCK-8, 同仁化学)と 100 µLの D-MEM (+/+)培地内を混合した培地

で培地交換を行い、37℃の 5% CO2インキュベーター内で 2時間のインキュベートを行

った。その後、2300 EnSpireTM Multimode Plate Reader (Perkin Elmer)で 450 nmの吸光度

を測定し、その後 600 nmの吸光度を測定し、各ウェルにおける補正値として利用した。

測定する以外の細胞は 100 µL D-MEM (+/+)で培地交換を行った。遺伝子導入から 24時

間ごとに同様の手順で測定し、遺伝子導入後 72時間 (day3)まで測定を行った。 

 

2. 肝機能解析用細胞の培養 

	 肝臓は様々な機能を有するが、今回は尿素産生、糖新生、CYP1A2の 3つの活性を確

認していった。これらの活性測定を行うにあたり、遺伝子発現までは同様の細胞条件で

の培養を行うため、培養条件を記す。 

	 尿素産生、糖新生の測定では Cell Matrix Type1-Cでコーティングした 6 cmプレート

に 1.0 × 106 cells/well で細胞を播種し、10 µg/dish の pEB-Multi-puro/Empty/mHNF4α/ 

mHNF4γ1/mHNF4γ2 をトランスフェクションした。遺伝子導入 24 時間後に終濃度 2 

µg/mL の Puromycin を含む D-MEM (+/+)で培地交換を行い、48 時間の培養を行った。

その後 D-MEM (+/+)で 24時間の培養を行った。 

	 CYP1A2活性の測定では Cell Matrix Type 1-Cでコーティングした 96 well プレートに 

2.0 × 104 cells/well で細胞を播種し、200 ng/well の pEB-Multi-puro/Empty/mHNF4α/ 

mHNF4γ1/mHNF4γ2 をトランスフェクションした。遺伝子導入 24 時間後に終濃度 2 

µg/mL の Puromycin を含む D-MEM (+/+)で培地交換を行い、48 時間の培養を行った。

その後 D-MEM (+/+)で 24時間の培養を行った。 

 

(a) 尿素アッセイ 

	 遺伝子導入を行った細胞に、3 mLの D-MEM (+/+)に尿素回路の基質として終濃度 6 

mMの NH4Clを添加した培地で培地交換を行い、その後 48時間の培養を行った。培養

後のサンプルから培地を 50 µL分取し、QuantiChrom Urea Assay Kit (BioAssay Systems)

の色原体溶液と細胞培養用の 96 well プレート内で混合を行う。そのまま室温で 50 分

間のインキュベートを行い、その後 2300 EnSpireTM Multimode Plate Reader (Perkin Elmer)
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で 430 nmの測定を行った。また、細胞数による活性の違いを補正するため、培養して

いた 6 cmシャーレに、30 µLの CCK-8を添加して 2時間のインキュベートを 37℃ 5% 

CO2インキュベーター内で行った。その後に、200 µLの培地を細胞培養用の 96 well プ

レートに移して生細胞数の測定を行って活性値の補正に用いた。 

 

(b) グルコースアッセイ 

	 本実験では、培養した細胞を 1 mLの D-MEM (グルコース、フェノールレッド不含)

で細胞を 2回洗浄したのちに、3 mLの D-MEM (グルコース、フェノールレッド不含)

に糖新生の基質として終濃度 2 mMのピルビン酸ナトリウムと終濃度 20 mMの乳酸ナ

トリウムを添加した培地に培地交換を行い、48 時間の培養を行った。培養後、100 µL

の培地とラボアッセイ グルコースキット (WAKO)内の発色溶液 200 µL を混合して、

37℃、5分の条件でインキュベートしたサンプルの吸光度を 2300 EnSpireTM Multimode 

Plate Readerを用いて 505 nmの波長を測定した。こちらも尿素アッセイと同様に残った

細胞に対して CCK-8での測定を行い、生細胞数を補正値とした。 

 

(c) CYP1A2アッセイ 

	 CYP1A2 の酵素活性については P450-GloTM CYP1A2 Induction /Inhibition Assay Kit 

(Promega)を用いて行った。 

	 遺伝子導入を行った細胞に、3 mLの D-MEM (+/+)と CYP1A2酵素の代謝基質として

終濃度 100 µM のオメプラゾールを添加した培地で培地交換を行い、その後 24 時間の

培養を行った。培養後のサンプルから培地を 50 µL分取し、Kitの色原体溶液と細胞培

養用の 96 well プレート内で混合を行う。そのまま室温で 50 分間のインキュベートを

行い、その後 2300 EnSpireTM Multimode Plate Readerで 430 nmの測定を行った。また、

細胞数による活性の違いを補正するため、培養していた 6 cmシャーレに、30 µLのCCK8

を添加して 2時間のインキュベートを 37℃の 5% CO2インキュベーター内で行った。そ

の後に、200 µLの培地を細胞培養用の 96 well プレートに移して生細胞数の測定を行っ

て活性値の補正に用いた。 
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第 4節	 結果 
(1) 肝臓特異的 HNF4α欠損マウスにおける転写因子の発現変動 
  HNF4α は肝臓でも中心的な転写因子として働いていることが知られているため、発

現減少などによって、他の転写因子に影響を及ぼすことが予想される。 

	 そこで本実験では、KO マウスとコントロールマウスである FLOX の肝臓から RNA

を抽出し、20種類転写因子の発現変動を、qPCRを用いて比較した (Table 2-11)。 

 

Table 2-11. KO マウスと FLOX マウス肝臓での転写因子の発現量の比較 

(n=8, *; P<0.01, **P<0.001) 

Gene Hnf4af/f mice Hnf4aΔH mice Gene Hnf4af/f mice Hnf4aΔH mice 

Hnf1a 1.00  ±  0.12   0.45  ±  0.06** Cebpb 1.00  ±  0.19   0.47  ±  0.18** 

Hnf1b 1.00  ±  0.13   3.22  ±  0.90** Cebpd 1.00  ±  0.26  0.55  ±  0.08* 

Hnf3a 1.00  ±  0.17   1.74  ±  0.42** Cebpg 1.00  ±  0.12   1.28  ±  0.14** 

Hnf3b 1.00  ±  0.25 1.13  ±  0.37 Dbp 1.00  ±  0.61 0.62  ±  0.49 

Hnf3g 1.00  ±  0.22 0.95  ±  0.29 Rara 1.00  ±  0.18 0.84  ±  0.31 

Hnf4a 1.00  ±  0.14   0.03  ±  0.01** Rarb 1.00  ±  0.47   2.63  ±  0.76** 

Hnf4g 1.00  ±  0.50  12.73  ±  3.77** Rarg 1.00  ±  0.16   1.58  ±  0.35** 

Hnf6a 1.00  ±  0.54 1.14  ±  0.48 Rxra 1.00  ±  0.39 0.75  ±  0.18 

Hnf6b 1.00  ±  0.40 1.06  ±  0.21 Rxrb 1.00  ±  0.46 1.15  ±  0.26 

Cebpa 1.00  ±  0.26  0.61  ±  0.14* Rxrg 1.00  ±  0.28 1.19  ±  0.49 

 

この結果、HNF1α、HNF4α、C/EBP-α、C/EBP-β、C/EBP-δの遺伝子が KOマウス肝臓に

おいてに顕著な減少 (半分以下)をしてることを確認した。一方で、HNF1β、HNF3α、

HNF4γ、C/EBP-γ、RARβ、RARγは、発現量が上昇していた。 

	 その中でも HNF4γの発現上昇は顕著であり、FLOXマウスと比較して約 13倍の発現

上昇が認められた。HNF4γ は正常肝臓ではほとんど発現しておらず、肝臓における機

能解析はなされていない。その一方で、HNF4γは HNF4αとドメイン構造などが類似し

ており、KO マウスで減少した HNF4α のリカバリーの役割をしているという可能性が

示唆された。qPCR では mRNA での発現レベルしか比較できないため、タンパク質レ

ベルでの発現解析が必要となった。そこで、Western Blotによる HNF4γのタンパク質発

現が解析を行った結果、発現上昇が認められた (Fig. 2-5)。この結果は、今回の HNF4γ

の mRNAの発現上昇と一致をした。 
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Fig. 2-5. FLOX/KO マウスにおける HNF4γ の Western Blot  

	 コントロールの肝臓由来細胞として H4IIE、Hepa1-6、HepG2 の三種類とネガティブ

コントロールとしてヒト子宮頸がん由来の Hela から回収したタンパク質も同様に

Western Blotで確認を行った。 

 

(2) 5’-RACE 

Western Blot による解析の結果、HNF4γ のタンパク質バンドが 2 種類検出された。

Emsembl Genome Browserでは 2種類の HNF4γバリアントの存在が示唆されている。ま

た、2 種類の HNF4γ は 5’末端の配列が異なる事がデータベースより予測できるため、

本研究では、マウスとヒトにおいて、HNF4γに対する 5’-RACE法による解析を行って、

2種類の HNF4γバリアントの存在を証明し、同時に各 HNF4γバリアントの転写開始点

を決定した。 

	 マウスの HNF4γに対する解析の結果、2つの HNF4γバリアント由来の 5’未知領域を

含む増幅バンドが検出された。その DNA配列のシークエンス確認を行い、配列を比較

すると、Exon1の配列が異なっており、Exon2以降の配列に関しては同様の配列を用い

ていることが明らかとなった。418 アミノ酸の既知 HNF4γ は、「HNF4γ1」と呼称し、

その Exon 1は Exon 1Aとした。一方で、462アミノ酸の新規 HNF4γは「HNF4γ2」と

呼称し、Exon 1は Exon 1Bとした。ヒトにおいても同様に 2種類の HNF4γが存在する

ことを示すため、ヒト由来の HNF4γ1/2を発現するヒト中皮腫由来の H28細胞から抽出

した RNA を用いて、5’-RACE による 5’未知領域の同定を行った。その結果 300 bp と

200 bp 付近に、5’未知領域を含む増幅バンドを得たため、シークエンス確認を行った。

その結果、300 bpの増幅バンドは、既知の HNF4γ1で Exon 1A,Bを含む配列だった。一

方 200 bpの増幅バンドは新規 HNF4γ2由来の配列であり、Exon 1Cを含む配列だった。

ヒト HNF4γ2の配列を Browserの配列と比較すると、52 nt短い配列であることが明らか

HNF4G

TUBG

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Hnf4af/f Hnf4aΔH
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となった (Fig. 2-6)。 

 

 
Fig. 2-6. ヒトでの 5’-RACE の結果と、HNF4γ2 の Exon1C の配列情報 

NS; 非特異バンド (Non-specific band) 

 

	 また、ヒト HNF4γ2 の翻訳開始点は Emsembl genome browser 上ではマウス HNF4γ2

よりも短い配列であったが、翻訳開始点の上流にはマウス HNF4γ2と同じアミノ酸配列

と開始コドンが保存されていた。そこで、ヒト・マウスを含む HNF4γ2 の N 末端配列

を持つ動物種においてアライメント解析を行い、Emsembl genome browser 上のヒト

HNF4γ2の開始コドンが使用されている可能性を探った (Fig. 2-7)。 

 アライメント解析の結果、HNF4γ2 の N 末端のアミノ酸配列の保存性が高いことが分

かった。このことから HNF4γ2の本来の翻訳開始点は Browserが示すアミノ酸よりも 16

アミノ酸長いことが推測される。 

	 さらに解析を進めていくと、HNF4γ2の 17番目のメチオニン(M)から、41番目のロイ

シン(L)までの間の配列は、HNF4α 上の転写活性化に重要で、コアクチベーターなどの

転写共役調節因子(コファクター)との結合に関与するAF-1ドメインとの相同性が高く、

84%の相同性を有していた。さらに AF-1ドメインに重要とされた Tyr6、Leu10、Tyr14、

Leu17、Phe19 が HNF4γ2 でも保存されている (52)。このことから HNF4γ2 には転写活

性化に重要なAF-1ドメインが存在していることが示された。一方で、HNF4γ1はHNF4γ2

より 46 アミノ酸短いため、AF-1 ドメインを欠如した領域から翻訳が開始されている。

以上のことを踏まえ、マウスの HNF4α/HNF4γ1/HNF4γ2タンパク質の各ドメインの相同

性を比較した (Fig. 2-8)。 

 マウス HNF4γ2 の配列は HNF4γ1 よりも 44 アミノ酸長い配列となっており、HNF4α

ctctgggcttgtggtgccacttgtATGTGTGTTTCTAAATCAATGATGAGGGTATCAGAACCAATA
CTGGACATGGACATGGCAAATTACAGTGAAGTTTTGGACCCAACTTACACAACTTTGGAGTTTGAA
ACTATGCAGATTCTATATAATTCAAGTG

transcription

HNF4G1
HNF4G2

169 nt

3,730 nt

160 nt

Exon 2Exon 1C

NS

1 2M

169 nt120 nt

Exon 2

53,602 nt

Exon 1B

53,744 nt

10 nt

Exon 1A

ATG ATG
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と比較しても 7 アミノ酸長い配列を有していた。転写活性化に重要な A/B ドメインに

関しては HNF4αと HNF4γ2ではドメイン全体では 46%と相同性は低いが、AF-1ドメイ

ンに関しては 84％と高い相同性を示している。 

 

 
Fig. 2-7. 各動物種における HNF4γ2 およびヒト HNF4α とのアライメント解析 

相同性を示す部分には（*）が示されている。四角は AF-1ドメインの領域 

 

 

 
Fig. 2-8. マウス HNF4α/HNF4γ1/HNF4γ2 のドメイン相同性 

ドメインの相同性は HNF4αを基準 (100%)として HNF4γ1/HNF4γ2の相同性を示した 

 

	 HNF4γ1は HNF4γ2と A/Bドメインの相同性は非常に低いがそれ以降の DNA結合ド

メインである C ドメイン、ヒンジ領域である D ドメイン、リガンド結合ドメインであ

る E ドメイン、転写活性化に関わる F ドメインは完全に一致している。これらの C か

ら E領域に関して HNF4αと比較を行うと、Cドメインと Eドメインは相同性が高くな

っており、Taravirasによって報告されていたものと一致した (67)。 

 

HNF4G2 * * * * : * * * * * * * * * : * * . * * * * * * * * * * : * * * * : * * * * * * * . . *
human MC V S K SMMR V S E P I L DMDMAN Y S E V L D P T Y T T L E F E TMQ I L YN S SDM
chimpanzeeMC V S K SMMR V S E P I L DMDMAN Y S E V L D P T Y T T L E F E TMQ I L YN SN D
gorilla MC V S K SMMR V S E P I L DMDMAN Y S E V L D P T Y T T L E F E TMQ I L YN SN D
marmoset MC V S K SMMR V S E P I L DMDMAN Y S E V L D P T Y T T L E F E TMQ I L YN SN D
horse MC V S K SMMR V S E P I L DMDMAN Y S E V L D P T Y T T L E F E TMQ I L YN SN D
cow MC V S K SMMR V S E P I L DM EMAN Y S E V L D P T Y T T L E F D TMQ I L YN SN D
dog MC V S K SMMR V S E P I L DM EMAN Y S E V L D P T Y T T L E F E TMQ I L YN SN D
rat MC V S E L MMR V S E P I L EM AMGN Y S E V L D P T Y S T L E F D TMQ I L YN PN D
mouse MC V SQ SMMR V S E P I L DMDMGN Y S E V L D P T Y S T L E F D TMQ I L YN PN D

* * : * : : . * * * . : * * . * * * : * : * * * * : . : * : * * *
HNF4A MR L S K T L AGMDMAD Y S A A L D P A Y T T L E F EN VQ V L TMGND

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

HNF4G1AF-1

mHNF4G1

mHNF4G2

mHNF4A2

4181 22 88 105 339

36% 94% 100% 80% 36%

4621 132 149 38366

36%80%100%94%46%

1 60 474126 143 378

A/B C D E F
repressorAF-2AF-1

8
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(3) HNF4γバリアントの発現量の比較 
1. KOマウス肝臓での HNF4γ1/ HNF4γ2発現量の比較  

	 KO マウス肝臓で発現していた HNF4γ の解析の結果、スプライシングバリアントと

して、HNF4γ1 と HNF4γ2 を同定することができた。HNF4γ1 と HNF4γ2 の KO マウス

肝臓での発現量を比較するため、HNF4γ1と HNF4γ2を特異的に認識する特異的なプラ

イマーが作成し、qPCR による発現量の比較を行った。その結果、HNF4γ1 と HNF4γ2

はともに約 10倍の発現上昇していることが分かった (Fig. 2-9 B,C)。また、KOマウス

肝臓では、HNF4αは FLOXマウスと比較して約 2%まで発現低下をしていた (Fig. 2-9A)。 

	 しかし、正常肝臓において HNF4αは高発現するタンパク質であるため、約 2%までに

低下しても発現量としては他の転写因子に比べて多い可能性がある。さらに、KOマウ

ス肝臓で発現上昇をしているHNF4γはその構造などからHNF4αのリカバリー因子とし

て発現上昇していることが考えられたが、元々の発現量が低いところから 10 倍に発現

上昇しても HNF4αをリカバリーするまでの量には至っていない可能性がある。そこで、

HNF4αと HNF4γ1、HNF4γ2の発現量を相対的にではなく、コピー数という絶対量で比

較を行うため、絶対定量を行った。 

	 各コピー数での Cp 値を算出して検量線を引き、相対定量時に得られた Cp 値から各

サンプルの絶対量を算出した。その結果、FLOXマウスでは HNF4γ1と HNF4γ2の発現

量は HNF4αの 1/4000の量という非常に低い発現量しかなかった (Fig. 2-10A)。KOマウ

ス肝臓における HNF4γ1と HNF4γ2の量は 2%にまで減少した HNF4αとの有意差は取れ

ず、ほぼ同量であるということが明らかとなった (Fig. 2-10B)。 

	 このことから、肝臓特異的 HNF4α欠損マウスで発現上昇している HNF4γ1と HNF4γ2

は正常肝臓に存在する HNF4α の量よりもはるかに少なく、肝機能をリカバリーしてい

るということは考え難いということが明らかとなった。 

 

 
Fig. 2-9. FLOX/KO マウスにおける各 HNF4 遺伝子のｍRNA 発現量の相対定量比較 
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Fig. 2-10. FLOX/KOマウスにおける各 HNF4遺伝子のコピー数の比較 

( *, p<0.05) 

 

2. マウス・ヒト組織における HNF4γ1/ HNF4γ2の発現分布 

	 HNF4α と HNF4γ mRNA の組織分布は Northern Blotによって解析がなされており、

HNF4α は肝臓、腎臓、膵臓、小腸、大腸での高い発現が認められており、HNF4γ はそ

の発現量が低いものの膵臓、腎臓、大腸、小腸、精巣での発現が認められていた (65)。

しかし、Northern blotは定量性に欠けるため、本実験では qPCRによる定量的な発現量

の比較を行った。さらに HNF4γ1と HNF4γ2を区別して発現量の比較を行い、マウスは

野生型 C57BL6 マウスから抽出した組織、ヒトは複数人のヒト組織を合わせた RNAか

ら cDNAを合成した Human MTC Panel I&IIを用いた (Fig. 2-11)。 

	 マウス HNF4αの発現量は、参考文献 (65)とほぼ同一の発現を示していた (Fig. 2-11A)。

一方で、HNF4γ1と HNF4γ2では、肝臓での発現量を基準とすると、HNF4γ1では腎臓、

小腸、大腸、膵臓での発現が多かった (Fig. 2-11B)。HNF4γ2 では十二指腸、空腸、回

腸の小腸での発現が局地的に高く、肺、大腸、膵臓、精巣でわずかな発現が認められた 

(Fig. 2-11C)。本研究の解析により、HNF4γ1と HNF4γ2に共通して小腸での発現が肝臓

に比べて顕著に多いということが判明した。 

	 ヒト組織でも発現分布を確認したところ、HNF4α はマウスと同様な結果を得ること

ができた (Fig. 2-11D)。HNF4γ1 は肝臓、腎臓、膵臓、小腸、大腸、精巣での発現が確

認され、特に膵臓と精巣では肝臓以上の発現量を示した (Fig. 2-11E)。一方、HNF4γ2

はマウスと似た発現分布を示し、小腸での発現が も高く、腎臓、大腸、膵臓での発現

もわずかに確認された (Fig. 2-11F)。 

	 ヒト HNF4γ2はヒト小腸と腎臓、大腸、膵臓において発現が高かったため、絶対定量

法を用いて、実際のコピー数を HNF4γ1と比較をした。その結果、小腸では HNF4γ1の	

約 13%、腎臓では約 35％となっており、他に発現が確認された大腸、膵臓でも非常に

発現量の低い結果となった (Table 2-12)。 
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Table 2-12. ヒト組織における HNF4γ1 と HNF4γ2 のコピー数の比較 

（100％表記で表示） 

Tissue HNF4G1 HNF4G2 

Kidney 100 34.6 

Small intestine 100 13.1 

Colon 100 0.6 

Pancreas 100 0.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-11. マウス・ヒトにおける HNF4α/HNF4γ1/ HNF4γ2 の組織別発現分布 
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次に、ヒト由来の培養細胞株においての HNF4γ1と HNF4γ2の発現量比較を行った。本

実験には 23種類のヒト由来培養細胞株を用いて行った (Fig. 2-12)。 

	 HNF4γ1の発現は肝細胞がん細胞株である Huh7、Hep3B、HepG2、PLC/PRF/5での発

現が非常に高く、HNF4γ2ではヒト中皮腫由来である H28での発現が顕著であり、肝細

胞がん細胞株では発現量が低かった。また、HNF4γ1と HNF4γ2の両方を発現する細胞

株において、それぞれのコピー数の絶対量定量を行った結果、HNF4γ1 と比較して

HNF4γ2は顕著に低いということが明らかとなった (Fig. 2-13)。 

 

 

Fig. 2-12. ヒト由来細胞株における HNF4γ1/4γ2 の発現量比較  
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Fig. 2-13. ヒト由来細胞株における HNF4γ1/4γ2 のコピー数の比較  

 

	 先行研究において、HNF4α は小腸上皮細胞の分化に重要だという報告がなされてい

る (77,78)。さらに、本実験の結果より小腸においての HNF4γ2 発現量がヒト・マウス

において多いということから、ヒト小腸上皮細胞における HNF4γ2の発現量を、培養を

続けることで結腸様上皮から小腸様上皮に分化をすることが知られているヒト由来細

胞株 Caco2で解析を行った (79)。 

	 短期培養による未分化状態と長期培養による小腸分化状態の細胞から RNAを抽出し

て、HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2 の発現量の比較を行った。また、小腸分化のマーカー

遺伝子として Sucurase-Isomaltase (SI)をコントロールとして用いた (74) (Fig. 2-14)。 

 その結果、HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2の発現は小腸様分化によって発現上昇がみられ

たが、HNF4γ1 の発現上昇は顕著にあったものの、HNF4γ2 はゆるやかな発現上昇とな

った。未分化と小腸上皮分化後の HNF4γ1と HNF4γ2の絶対量も比較した結果、HNF4γ2

の発現量は HNF4γ1と比較して非常に低かった (Table 2-13)。 
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Fig. 2-14. 未分化および分化した Caco2 の HNF4 ファミリーの mRNA 発現量の比較 

(*, p<0.005; **, p<0.001) 

 

Table 2-13. 未分化と小腸様に分化した Caco2 の HNF4γ1/4γ2 のコピー数の比較 

(*, p<0.001) 

Caco-2 HNF4G1 HNF4G2 

Undifferentiated  100  ±  6.44 0.06  ±  0.02* 

Differentiated  100  ±  7.64  0.05  ±  0.01* 

 
(4) HNF4α-HNF4γタンパク質間の相互作用解析 

  HNF4α は HNF4γ とヘテロダイマーを形成することが HepG2 細胞報告されている 

(80)。HepG2 細胞で発現している HNF4γ の発現量比を考えると、この論文での報告が

なされたのは、HNF4γ1である可能性が高い。このことから、HNF4γ2と HNF4αとの相

互作用解析に関しては直接的な報告はされていなかった。 

	 そこで、HNF4α と HNF4γ2 の相互作用解析を行うため、HEK293T 細胞に HNF4α と

HNF4γ1/2 の強制共発現系を構築し、Pull-down assay による相互作用解析を行った。

Pull-down を行うために、相互作用解析用のタンパク質は発現ベクターに Halo-tag (融合

タンパクは HT-Xと表記、bait タンパク質)、または myc-tag (融合タンパクは X-mycと

表記、prayタンパク質)を含む発現ベクターを使用し、Halo-tagと結合する担体ビーズを

用いて Pull-down Assayを行った。 

	 コントロールとしてまず、HT- HNF4γ1と HNF4α-mycを強制発現させて、相互作用解

析を行った。HNF4α-myc のみを強制発現させた細胞では、Elution 画分には何も確認で

きなかった (Fig. 2-15Aレーン 1)。HT- HNF4γ1のみを強制発現させた細胞からは input
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画分と Elutionに HNF4γ抗体でWestern Blotをした時のみタンパク質のバンドが確認で

きたため、HNF4γ1はホモダイマーを形成していることが予測される (Fig. 2-15A レー

ン 2)。HT- HNF4γ1 と HNF4α-myc を強制発現させた細胞からは HNF4γ 抗体と HNF4α

抗体で Western Blot をしたいずれの場合でも Elution 画分にタンパク質のバンドを検出

できた (Fig. 2-15A レーン 3)。以上の結果から、HNF4γ1と HNF4αの相互作用が確認さ

れた。 

また、HNF4γ1 と HNF4α を発現するベクターに融合するタグタンパク質を入れ替えて

も (HT-HNF4αと HNF4γ1-myc)、同様の結果を得ることができた (Fig. 2-15D)。 

 同様の実験を HNF4α と HNF4γ2、HNF4γ1 と HNF4γ2 でも行った結果、全てのタンパ

ク質の組み合わせで相互作用の確認ができ、HNF4α/ HNF4γ1/HNF4γ2は互いにヘテロダ

イマーを形成できることが明らかとなった (Fig. 2-15B-F)。 

 

 
Fig. 2-15. Pull-down assay の結果 
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(5) Luciferase assayによる HNF4α/HNF4γの転写活性化能の比較 
	 先行研究において、ヒトの HNF4αのバリアントの中でも HNF4α2が も転写活性化

能が高いということが報告されており (81)、ヒトの HNF4γが も転写活性化能が低い

という報告がなされた (65)。しかし、この時報告された HNF4γは誤った配列であった

ため、正確な転写活性化能の解析はなされていない。 

	 そこで、HNF4γの転写活性化能の比較を行うため、既知の HNF4α結合領域をもつプ

ロモーター領域を導入したレポーターベクターを用いて、Luciferase assayによる転写活

性化能の比較を行った。 

 既知の HNF4α 応答遺伝⼦である、マウス Otc とヒト APOC3 のプロモーターを導⼊し

たレポーターベクターで転写活性化能を⽐較した (Fig. 2-16A-D)。この時、肝細胞由来

の HepG2 細胞で測定を⾏った場合、内在性の HNF4α による影響も考えられため、内在

性の HNF4α がない HEK293T 細胞でも同様に測定を⾏った。解析の結果、HNF4α と⽐

較して HNF4γ1 は低い転写活性化能を⽰した。⼀⽅、HNF4γ2 は HNF4α、HNF4γ1 より

も⾼い転写活性化能を⽰した。タンパク質の発現量に依存しての転写活性化能の優劣が

発⽣していることが考えられるため、強制発現した HNF4 タンパク質のみ検出するよう

に Anti-His-tag 抗体で Western Blot による発現量を⽐較した結果、発現量には⼤きな差

は認められなかった。 

 本実験で使⽤した発現ベクターの N 末端と C 末端側に His-tag を有している。His-tag

による影響がないことを⽰すため、His-tag を除去した発現ベクターで同様の実験を⾏

い、転写活性化能への影響がないことが⽰された (Fig. 2-16E)。さらに、マウス Otc と

ヒト APOC3 上に存在する 2 つの天然プロモーター由来の配列に依存せず、HNF4α 結合

配列にのみ依存することを確認するため、HNF4α を 3 つと TKmini プロモーターを合わ

せて作成した、⼈⼯プロモーター(HNF4)3-TK mini でも同様の実験を⾏ったが結果は変

化しなかった (Fig. 2-16F)。また、ヒト HNF4α と HNF4γ でも同様の実験を⾏い、同様

の結果を得た (Fig. 2-16G,H)。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 54 

 

	 Fig. 2-16. HNF4α と HNF4γ の転写活性化能の比較 
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	 本研究の解析により、HNF4αと HNF4γはヘテロダイマーを形成することが明らかと

なった (Fig. 2-15)。そこで、HNF4αと HNF4γ共発現させたときの転写活性化能の変動

を同様の実験系を用いて確認した (Fig. 2-17)。 

 それぞれのHNF4発現ベクターを 100 ngずつ使用して合計 200 ngで活性測定を行った。

また、導入した発現ベクターの量によって転写活性化能の優劣がでないことを示すため、

各発現ベクター100 ng導入時での単独発現の転写活性化能も示した。 

	 単独発現による転写活性化能の比較の結果、100 ngと 200 ngの同じ発現ベクターを

単独導入時の転写活性化能とタンパク質発現量に差が認められず、ベクター量に依存し

た活性変動はなかった。 

	 共発現による転写活性化能の比較の結果、HNF4α2と HNF4γ1を共発現すると、その

中間の活性値を示すことがマウス Otcとヒト APOC3の両方のプロモーターで確認され

た。この結果は HNF4α2 と HNF4γ2、HNF4γ1 と HNF4γ2 の共発現においても同様の傾

向が認められた。従って、HNF4γ1 は HNF4α2 と HNF4γ2 の転写を抑制し、HNF4γ2 は

HNF4α2による転写を促進することが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-17. HNF4α と HNF4γ 共発現の時の転写活性化能の比較 

各グラフ下にはタンパク質発現量の比較をWestern Blotで行った	  
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(6) Gel shift assayによる HNF4α/HNF4γの結合活性の比較 
	 Luciferase assayの結果、HNF4γ2は HNF4α2よりも転写活性化能が高く、HNF4γ1は

HNF4α2よりも転写活性化能が低いことが明らかとなった。しかし HNF4γが HNF4α結

合領域に直接結合して転写活性化を行っているかの確認はされていない。そこで、Gel 

shift assayによる HNF4α/HNF4γの結合活性の比較を行った (Fig. 2-18)。 

	 HNF4タンパク質は無細胞タンパク質合成系で合成したタンパク質を用いて、タンパ

ク質と結合させる HNF4α結合領域を持つ DNA配列は、既知 HNF4α標的遺伝子である

マウスの Otcと Cyp8b1遺伝子のプロモーター中の HNF4α結合配列を用いた。 

ポジティブコントロールとして HNF4α での複合体形成を確認した結果、ビオチン標識

プローブ-タンパク質複合体のバンドをマウスOtcと Cyp8b1のビオチン標識プローブで

確認できた(Fig. 2-18,レーン 2)。次に、この DNA-タンパク質の結合が特異的かどうかを、

ビオチン未標識のコンペティタープローブを用いて検証した結果、ビオチン標識複合体

の形成を阻害することが明らかとなった (レーン 3)。結合しているタンパク質が HNF4α

特異的かを確認するため、スーパーシフト実験で検証した結果、結合しているタンパク

質は HNF4α抗体特異的にスーパーシフトをしたため、HNF4α特異的な結合であること

が明らかとなった(レーン 4)。同様の結果が、HNF4γ1 と HNF4γ2 で確認できた(レーン

5-10)。さらに、Western Blotと各実験結果のバンド強度 (レーン 2、5、8)から、結合強

度に関しても、HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2 の間で大きな差がないことが示唆された。

以上の結果から、HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2 は同じ認識配列を認識しており、その結

合強度に関しても同様の親和性を有していることが示唆された。 
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Fig. 2-18. Gel shift assay の結果 

 レーン 1: Biotin-probeのみ レーン 2、5、8: HNF4タンパク＋Biotin-probe 

レーン 3、6、9 :HNF4タンパク＋Competitor + Biotin-probe 

レーン 4、7、10: HNF4タンパク＋Biotin-probe +HNF4抗体 

白矢印：DNAプローブ−HNF4αタンパク質の複合体 

黒矢印：スーパーシフト（DNA-タンパク-抗体 三者複合体） 

各実験結果の下の図はタンパク質発現量の比較を行ったWestern Blot 

	  

(7) HNF4α/HNF4γによる肝細胞マーカー遺伝子と EMTマーカーの発現変動 
Luciferase assayの結果から、HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2のそれぞれの転写活性化能が示

され、HNF4γ1は HNF4αより弱く、HNF4γ2は HNF4αより強い転写活性化能を有して

いることが明らかとなった。そこで、HNF4γ1/ HNF4γ2の発現によって、Otcや Cyp8B1

のような肝臓のマーカー遺伝子群や上皮間葉転換  (Epithelial-mesenchymal transition; 

EMT)マーカー遺伝子の発現変動を qPCR で比較した (Fig. 2-19)。タンパク質発現量を

増加させるために、エピゾーマル型の発現ベクターを用いて実験を行った。HepG2 細

胞では、遺伝子変異によって尿素回路に先天性失陥を及ぼし、高アンモニア血症を引き

起こすことが知られている OTC (82)は、その mRNAの発現レベルが HNF4γ2の強制発

現によって HNF4α 強制発現時の約 2 倍に発現上昇した。一方で、HNF4γ1 の強制発現
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による発現上昇は HNF4α、HNF4γ2よりも低かった。同様な結果が、VLDLの輸送に関

連する APOC3、糖新生に関連するグルコース 6-フォスファターゼ (G6PC)とホスホエ

ノールピルビン酸カルボキシラーゼ (PEPCK)、薬物代謝の第一反応に関連する CYP1A2

と第二反応に関連するグルタチオン S-トランスフェラーゼ α1 (GSTA1)、胆汁酸合成に

関連する CYP7A1 と CYP8B1 と胆汁酸輸送ポンプ (BSEP/ABCB11)において確認された 

(Fig. 2-19A左側)。ヒト肝細胞がん由来細胞株である Huh7で同様の実験を行った結果、

同様の発現上昇傾向が認められた (Fig. 2-19A右側)。 

	 さらに、EMTマーカー遺伝子の CDH2、ZEB1、ZEB2、において、HNF4タンパク質

強制発現による mRNA の発現変動を確認した。その結果、HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2

によって共に発現減少が認められ、HNF4αと同等の EMTマーカー抑制能が HNF4γ1と

HNF4γ2にあることが明らかとなった。 

	 以上の結果から、HNF4γ2は脱分化した肝細胞がん由来細胞の肝細胞マーカー遺伝子

の発現誘導と EMTマーカーの発現抑制によって、肝がん細胞を再分化させる機能を有

しており、その能力は HNF4αよりも強いことが示唆された。 

 



 59 

 
Fig. 2-19. HNF4α/HNF4γ による肝細胞マーカー遺伝子と EMT マーカーの発現変動の比較 

 (A) 肝細胞マーカーの遺伝子発現変動 (B) EMTマーカーの遺伝子発現変動 

(C) Western Blotによる HNF4タンパク質発現量の比較 

a, Empty (E) vs. 4α2、b, 4α2 vs. 4γ1、c, 4α2 vs. 4γ2での有意差を表示 

表記のあるものは全て P<0.05 
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(8) HNF4α/HNF4γによる細胞増殖抑制能と肝機能誘導能の比較 
	 先行研究より、HNF4α はヒト肝細胞がん由来細胞の細胞増殖を抑制することが報告

されている (52)。本実験では、HNF4γ2に同様な細胞増殖抑制能があるかを検証した。 

	 HepG2細胞に HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2タンパク質を発現させ、細胞増殖曲線を描

いた結果、HNF4タンパク質を発現させなかった細胞と比較して細胞増殖を抑制するこ

とが明らかとなった (Fig. 2-20A)。 

	 次に、肝細胞がん由来の培養細胞に HNF4タンパク質発現させた時に、様々な肝機能

マーカー遺伝子の mRNA の発現が上昇したため、実際の肝機能が亢進するのかを検証

した。 

	 糖新生能を比較するため、HNF4 を発現させた HepG2 細胞を糖新生の基質である乳

酸とピルビン酸を含み、グルコースを含まない培地で培養を行って飢餓状態を作り出し、

培養を行った。その結果、HNF4α2と HNF4γ1タンパク質を発現させた細胞と比較して、

HNF4γ2 タンパク質を発現させた細胞が も高いグルコース産生能を示した  (Fig. 

2-20B)。この結果は、糖新生関連遺伝子である G6PCと PEPCKの発現が上昇するため

だと予測される。 

	 次に、HNF4タンパク質発現による尿素回路での尿素産生能を比較するために、HNF4

タンパク質を発現させた HepG2 細胞を尿素回路の基質であるアンモニア源として、塩

化アンモニウム含む培地で培養した結果、HNF4γ2タンパク質を発現させた細胞が も

高い尿素産性能を示し、OTCの mRNAの発現増加によるものだと予測された (Fig. 2-20 

C)。 

	 さらに、CYP1A2活性に関しても HNF4γ2を導入した細胞が HNF4α、HNF4γ1を導入

した細胞よりも も高い活性を示し、CYP1A2 の mRNA の発現増加によるものだと予

測された (Fig. 2-20D)。 

	 以上の結果から、HNF4γ2は HNF4α、HNF4γ1より高い肝機能誘導能を持つことが示

唆された。 
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Fig. 2-20. HNF4α/HNF4γ による細胞増殖抑制能と肝機能誘導能の比較 

(A) 細胞増殖アッセイ	  (B) 糖新生アッセイ	  

(C) 尿素アッセイ	 (D) CYP1A2 アッセイ 
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第 5節 考察 
	 本研究によって、新規の HNF4γである「HNF4γ2」が肝臓特異的 HNF4α欠損マウス

で発現上昇していることが明らかとなった。既知の HNF4γ であり肝臓で微量しか存在

が確認されていない HNF4γ1 (67)と、新規バリアント HNF4γ2は、肝臓では HNF4αと比

較して非常に少ない発現量であることが分かった。このことから、正常肝臓において微

量しか発現していない HNF4γ の肝機能への影響はほとんどないことが予測される。ま

た、HNF4γ1 と HNF4γ2 の発現がコントロールマウスと比較して約 10 倍の発現上昇を

していたが、肝臓特異的 HNF4α欠損マウスの肝臓において HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2

の絶対量がほぼ同レベルであったため、減少した HNF4α の機能を補完するものとは言

えない。しかしながら、KOマウス肝臓で HNF4γ1と HNF4γ2の発現上昇をした理由に

関しては本研究では明らかとはならなかった。原因解明のために HNF4γ1と HNF4γ2の

プロモーター解析などによってHNF4γ1とHNF4γ2それぞれの発現制御機構を解明する

必要がある。 

	 プロモーター解析をするためには転写開始点を決定する必要があるが、本研究の

5’-RACE の解析の結果、転写開始点を決定することができた。その結果、HNF4γ1 と

HNF4γ2が異なるプロモーターによって発現制御をしていること、Exon 1以外に関して

は同一のエキソンを有していることが明らかとなった。HNF4γ1と HNF4γ2の C末端側

に同じ 3’非翻訳領域 (3’-UTR)を有していることがわかっていた。また、正常肝臓では

microRNAによる mRNAの翻訳阻害が生じていたため、HNF4γ1/2 の発現が抑制された

可能性が考えられるが、現状ではその機構は明らかではない。HNF4γの 3’UTR 領域に

miR-30a-5p が結合して発現抑制をしているという報告が鎮痙ペプチド産生型化生を有

する胃がんにおいて報告されている  (72)。しかし、KO マウス肝臓においては

miR-30a-5pの発現は 1.3倍しか上昇していないことから (46)、miR-30a-5pが KOマウス

肝臓で HNF4γの発現制御に関わっているということは考え難い。 

	 マウスにおいて、HNF4γ2タンパク質のアミノ酸配列は HNF4γ1タンパク質よりも 44

アミノ酸分長い構造をとっている。HNF4αのアミノ酸構造と比較すると、HNF4γ2タン

パク質は N末端に 7アミノ酸分長い構造をとっている。一方、HNF4γ1タンパク質はリ

ガンド非依存的な転写活性化に重要な AF-1 配列を有していないことから (77,83)、

HNF4γ2や HNF4αと比べて転写活性化能が低いことが予測され、Luciferase assayの結果

はその予測と一致した。また、HNF4γ2と HNF4αの AF-1配列は 60%という高い相同性

を示しており、AF-1の転写活性化に重要な Tyr6、Leu10、Tyr14、Leu17、Phe19が完全

に保存されていることから (52)、HNF4γ2 の転写活性化能が強いのは機能性 AF-1 ドメ

インが存在していることが一因であると予測される。 
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	 HNF4γ1 と HNF4γ2 の A/B ドメイン、F ドメインと HNF4α の相同性を確認すると、

A/BドメインはHNF4γ1で 36%、HNF4γ2で 46%、FドメインはHNF4γ共通なのでHNF4α

と 36%の相同性であるが、DNA結合ドメインを持つ Cドメイン、ヒンジ領域の Dドメ

インと、リガンド結合、二量体形成、リガンド依存的な転写活性化ドメインを持つ E

ドメインは HNF4αと比較して 94%、100%、80%と HNF4αと、HNF4γ1/2の間で非常に

高い相同性を持つことが分かった。各ドメインの相同性および本研究における実験結果

から、HNF4α、HNF4γ1、HNF4γ2の DNA結合能に大きな差は認められなかった。しか

し、HNF4αと HNF4γの間には認識するコンセンサス配列に僅かな違いがあることも示

唆されている (80)。このことから、HNF4γ1 と HNF4γ2 は HNF4α とは異なる、特異的

な標的も持っていることが予測される。また、HNF4γ2 と HNF4α の間で転写活性化能

に違いが出たのは、A/Bドメインの配列が異なることが原因となり、異なるコファクタ

ーが結合することにより転写活性化能に違いが生じることが予測できる。また、もう一

つの転写活性化ドメインとして知られている C ドメインから E ドメインに存在するリ

ガンド依存的転写活性化ドメインは、HNF4γ と HNF4α の間で相同性が 100%であるた

め、転写活性化能の違いには寄与しないと考えられる。 

	 一方で、相同性の低かった F ドメインに関しては大きな違いが存在する。HNF4α に

おいては、AF-2 ドメインの転写活性化を抑制するリプレッサー領域の存在が報告され

ている (84)。さらに、本実験に用いた HNF4α2は HNF4α1と比較して 10アミノ酸が挿

入されており、この配列はリプレッサー領域に隣接する形で挿入をされている。この

HNF4α2 に挿入された 10 アミノ酸がこのリプレッサー領域による転写抑制能を弱めて

いる可能性が報告されている (85)。一方で、HNF4γ1/2にはこのリプレッサー領域自体

が存在していない。つまり、HNF4γ1/2 には HNF4α2 に挿入されたアミノ酸や、リプレ

ッサー領域の両方が存在していないことが分かる。 

	 以上の結果から、HNF4γ2の高い転写活性化能は HNF4αとは異なる N末端の 7アミ

ノ酸の挿入や、リプレッサー領域の欠失が原因となっていることが示唆される。 

	 HNF4α/HNF4γ タンパク質を共発現させることによって、それぞれ単独の活性の中間

の活性を示した。これは 2種類の転写因子による転写活性化能の違いが正確にでている

ためと考えられる。HNF4 が DNA に結合するときの形態として、2 種類のホモダイマ

ーと 1 種類のヘテロダイマーの組み合わせがあるが、DNA 結合能は同じであることが

明らかになったため、結合時の活性もその中間の活性を示す理由と考えられる。 

	 組織における HNF4α/HNF4γ の発現分布を比較したが、HNF4γ1 は正常マウス肝臓で

も非常に低いレベルで発現が確認された一方で、ヒト肝臓組織においては発現が認めら



 64 

れなかった。HNF4γ2の発現もヒトとマウスの肝臓においては非常に発現量が低い、も

しくは発現が確認できなかった。その一方で、小腸においては非常に高い発現量を示し

た。HNF4α は小腸においても様々な遺伝子発現制御に関わっており、アルカリフォス

ファターゼ (ALPI)や、MeprinA (Mep1a)、クラウディン 7 (CLDN7)、Caudal type homeobox2  

(CDX2)、トレハラーゼ (TREH)、Cingulin (CGN)などの小腸上皮細胞の分化に関わって

いる遺伝子がHNF4αによって発現制御を受けていることが報告されている (78,86-88)。 

	 また、Apoa4遺伝子は腸絨毛においてそのプロモーター上に HNF4αと HNF4γが結合

することが報告されており (89)、十二指腸の発生時に HNF4γの発現上昇が確認される

ことも報告されている (90)。本研究から HNF4α/HNF4γは同じ配列に同じ親和性で結合

することが示されたことから、分化誘導能の高い HNF4γ2は小腸の分化や恒常性維持に

重要な役割をしている可能性が示された。しかし、未分化または分化した Caco2細胞に

おいて HNF4γ2の発現量を比較した結果、HNF4γ2の発現量は HNF4γ1の 0.1%以下とい

う結果となったため、小腸における HNF4γ2の分化への寄与があるとは考えにくい。 

しかしながら、正常ヒト小腸組織では HNF4γ1 に比べて mRNA 発現量は 13%程度とい

うことから、正常組織において、分化には関わらないが、小腸組織の恒常性を維持する

のに必須である可能性が示唆される。 

	 また、クローン病と潰瘍性大腸炎の患者の小腸で HNF4αの発現が減少し、HNF4γの

mRNA 発現量が潰瘍性大腸炎の患者で減少していると報告がされた (61,91)。一方で、

別の報告でも潰瘍性大腸炎のサンプルからも HNF4γ の発現減少が報告されていたが、

このHNF4γは検出に使用したDNAプローブの配列からHNF4γ2であるということが明

らかとなった (92)。 

	 以上のことから、小腸において HNF4γ2は、HNF4α2と同様に (61)、潰瘍性大腸炎か

ら保護する役割をしている可能性があり、クローン病患者における HNF4γ2の関与につ

いては、特異的なプローブや抗体を用いてさらなる調査が必要である。 

	 HNF4αの転写活性化能を HNF4γ1は抑制、HNF4γ2は活性化することが明らかになっ

たため、HNF4α/HNF4γ1/HNF4γ2の発現量の比が小腸における遺伝子発現制御に重要で

ある可能性が示唆される。 

 ヒト HNF4G遺伝子の一塩基多型 (Single-nucleotide polymorphism; SNP)が、膵臓がんで

認められており、HNF4γががん抑制因子として働く可能性が示唆された (93)。一方で、

膀胱がんや胃がんの腸上皮化生、肝がんにおいて、HNF4γ が発現上昇しているという

報告がある (70,72,94)。この矛盾は、先行研究における HNF4γを検出しているプライマ

ーやプローブは HNF4γの共通部分の配列を認識していることもあり、どちらの HNF4γ

が発現上昇しているかということが区別できないことに起因していると考えられる。 
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	 胃がんにおける腸上皮化生においては、HNF4α が腸管上皮細胞への分化に重要とい

うこと (86,95)が報告されており、HCC 細胞では、HNF4α を発現させることによって、

HCC の減少や病状の進行を抑制する効果があることが報告されている (47)。以上のこ

とから、HNF4αはがんの抑制遺伝子であることが示唆されている。本研究の結果より、

HNF4γ1と HNF4γ2は正反対な働きをしていることが示されたため、膀胱がんや胃がん、

HCCなどの疾患においても HNF4γバリアント特異的プライマーなどを用いて、どちら

の HNF4γ が発現上昇しているかを検出していくことが重要である。仮に、HNF4γ1 が

発現上昇していた場合、HNF4α とヘテロダイマーを組むことで、HNF4α の機能を阻害

していく可能性が示唆される。そのため、HNF4γ1 の発現抑制をすることで HNF4α の

機能を維持し、胃がんや HCCの治療に役立てることができる可能性が高い。 

	 逆に、HNF4γ2は発現上昇させることで、HCC治療への応用が期待される。先行研究

において、ラットやの脱分化した肝細胞がんや不死化したヒト肝細胞に HNF4α 強制発

現させることで、再分化や細胞形態学的な面においての改善がみられ、上皮マーカー遺

伝子の発現誘導がなされた (96,97)。HCCの発症原因として、肝炎ウイルスである HBV

や HCVなどによる発症が多かったが、治療薬の開発などにより、ウイルス性の肝炎由

来の HCC は減少傾向であり、現在は NALFD や NASH 由来の HCC が問題視されてい

る。肝臓特異的 HNF4α 欠損マウスの表現型に脂肪肝や繊維化などの表現型が確認され

ることから、NASH のモデルマウスとなる可能性があり、HNF4α と NASH 発症機構の

関係性が示唆された。本研究の結果から、HNF4γ2 は HNF4α の標的遺伝子の発現を

HNF4α以上に上昇させることから、肝臓特異的 HNF4α欠損マウスに HNF4γ2の導入や

発現誘導を行うことで HCCの治療に有用であること示唆され、肝臓特異的 HNF4α欠損

マウスへの HNF4γ2の導入による HCCの改善効果の検証が期待される。 

	 また、肝臓特異的 HNF4α 欠損マウスの交尾後 18.5 日目胎児で形成された肝臓では、

赤い病変が肝臓全体で見つかり、上皮マーカー遺伝子の発現量が減少するなど、正常な

肝臓が形成されないことが明らかとなった (81)。このことから HNF4αには肝細胞前駆

細胞から肝細胞への分化を誘導するという機能も存在しており、実際に ES 細胞や iPS

細胞から肝芽細胞、そして肝細胞の成熟を行うために HNF4α が利用されている (49)。

さらに、HNF4αと FOXA1-3をマウス線維芽細胞に導入することで、肝細胞マーカー遺

伝子が発現上昇し、肝細胞様細胞への転換をすることが報告されている (50)。本研究

でHNF4γ2はHNF4α以上に肝細胞マーカー遺伝子を発現上昇することが示されたため、

HNF4γ2は HNF4α以上に ES細胞や iPS細胞から肝細胞への分化を誘導する能力を持つ

可能性もある。 

	 結論として、HNF4γ の新規バリアントである HNF4γ2 は、HNF4α よりも高い転写活
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性化能と肝細胞がんの脱分化能を有している。一方で、既知 HNF4γである HNF4γ1は、

HNF4αよりも低い転写活性化能と肝細胞分化能を有している。このことから、HNF4γ2

は、HNF4α 以上に効率よく、肝細胞の再分化をさせることが明らかとなった。今後の

研究において、HNF4γ2の発現上昇や誘導がすることができれば、HCC治療戦略への大

きな貢献や ESや iPS細胞などの胚細胞から正常肝細胞を産生する効率の上昇が期待さ

れる。 
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【第 3章 腎臓 HNF4αの標的遺伝子の探索】 

第 1節 腎臓のトランスポーターについて 
	 腎臓の近位尿細管では再吸収が も活発に行われるため、トランスポーターの発現が

非常に多い。トランスポーターには、溶液中のキャリアー物質 (ナトリウムイオンやカ

リウムイオンなど) 濃度勾配を利用して二次能動的に輸送を行う Solute carrier (SLC)フ

ァミリーと、ATPと結合することで一次能動的に輸送を行う ATP-Binding Cassette (ABC)

ファミリーの二つが存在しており、ヒトでは SLCファミリーが 378種類、ABCファミ

リーは 49種類が確認されている (98)。これらのトランスポーターの異常は様々な疾患

への原因とされており、Sodium Glucose Cotransporter 2 (SGLT2、別名 SLC5A2)は近位尿

細管で高発現しているが、SGLT2 を欠損したマウスでは、グルコースの再吸収能が低

下することで、糖尿になることが報告されている (99)。このことから、SGLT2 阻害薬

は分子標的薬として糖尿病治療に利用されている。 

	 HNF4α は近位尿細管で発現をしていることからトランスポーターを介して再吸収の

機能維持をしていることが示唆される。実際に、大腸においては HNF4αと HNF1αによ

って中性アミノ酸トランスポーターである B0AT トランスポーター (別名 SLC6A19)の

発現制御がなされているという報告 (100)や、ラットの腎臓において薬物輸送に関与す

る有機アニオン・カチオントランスポーターである Organic cation transporter 1 (OCT1、

別名 SLC22A1)、Organic anion transporter 1 (OAT1、別名 SLC22A6)、OAT3 (別名 SLC22A8)

のプロモーター部分に HNF4αが結合するということが報告されている (56)。また、SLC

トランスポーターは様々な疾患への直接的な関与や、疾患に対する薬の輸送において重

要であり、創薬の際に非常に重要な要素の一つと考えられている (101)。以上のことか

ら、近位尿細管における HNF4α とトランスポーター遺伝子の直接的な制御がなされて

いることが予測できるが、腎臓特異的 HNF4α欠損マウスが作成できていなかったこと、

HNF4αによる SLCの発現制御の報告が少ないなどの理由から、網羅的な解析はなされ

ていなかった。そこで本研究では HNF4α と腎臓近位尿細管との関係を解析するため、

ヒト腎臓近位尿細管由来の細胞株を使用して、HNF4α の新規標的遺伝子の同定を行っ

た。 

 

第 2節 研究概説 
	 本研究では、腎臓近位尿細管における HNF4αの機能解析の為に、HNF4αの直接的な

標的遺伝子を探索・同定することを目的とした。ヒト腎臓の近位尿細管上皮細胞 (PTEC) 

由来の HK-2 細胞とヒト胎児腎臓由来細胞株である HEK293T に HNF4α 遺伝子を一過
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性強制発現させ、トランスポーターを始めとする遺伝子群についての発現変動を qPCR

にて確認した。 

	 82 種類の遺伝子を解析した結果、いくつかの遺伝子で発現上昇が認められ、その中

でも、慢性腎臓病の発症・進行と深く関わるとされる Megalin（LRP2, LDL Receptor 

Related Protein 2）の発現量が顕著に上昇することが明らかとなった。Luciferase assayに

よる解析で Megalin プロモーターへの HNF4α結合によるプロモーター活性化能上昇を

確認し、EMSAと ChIPによる in vitro/ vivoでの Megalinプロモーターに HNF4α結合部

位に結合することが分かった。 

	 以上の結果、PTEC において HNF4α は再吸収や代謝に必須なトランスポーターなど

を発現上昇させ、機能維持に重要だと示唆され、特に Megalin は HNF4α の直接的な標

的遺伝子であることが判明したことから、HNF4α は PTEC の恒常性・機能維持に重要

であるということが明らかとなった。 

 

第 3節 実験方法 
(1) HK-2、HEK293T細胞での遺伝子発現解析 
1. 発現ベクターの作成 

	 ヒト HNF4α 発現ベクターとして、第 2 章  第 3 節  (5)-1 で作製した

pCMViR-hHNF4α-myc と pCMViR-myc  (空ベクター)を使用した。 

 

2. 発現ベクターの一過性発現と回収 

	 pCMViR-hHNF4α-mycと pCMViR-mycの発現ベクターを、ヒト腎臓近位尿細管由来細

胞の HK-2 細胞には Fugene HD (Promega) を用いて Reverse Transfection で、内在性の

HNF4α が発現していないヒト胎児腎細胞由来の HEK293T には polyethylenimine Max 

(Polyscience)を導入試薬に用いたリポフェクション法での Forward Transfectionでの遺伝

子導入を行った。 

	 HK-2細胞では、24穴プレートに 5.0 × 104 cells/wellの播種を 500 µL中の OPTI-MEM 

(Gibco)で行い、250 ng/µL pCMViR-myc、pCMViR-hHNF4α-mycを各 500 ng (2 µL)と 1.5 µL

の Fugene HDを 25 µL OPTI-MEM内で混合して、室温で 10分間静置した後に、播種し

た細胞と混合して 24時間の培養を行った。その後 D-MEM (+/+)で培地交換を行い、そ

の後 24時間培養を行った。遺伝子導入の 48時間後に細胞を 500 µLの PBSで洗浄後、

100 µL/wellの Isogen II (Wako)で回収した。また、Isogen IIでの回収以外に、タンパク質

レベルでの HNF4α の発現を確認するため、同条件で培養した細胞を 60 µL の Urea 

extraction bufferで回収を行い、タンパク質用サンプルとした。 
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	 HEK293T細胞では、2000 ng/µL pCMViR-myc、pCMViR-hHNF4α-mycを各 30 µg (15 µL)

を、第 2章 第 3節 (4)-2と同様に行った。遺伝子導入の 48時間後に細胞を 3 mLの cold 

PBSで洗浄後、1 mLの Isogen II で回収した。また HK-2細胞と同様にタンパク質レベ

ルの HNF4αの発現を確認するため、同条件で培養した細胞を 500 µLの Urea extraction 

bufferで回収を行い、タンパク質サンプルとした。 

 

3. Total RNAの抽出精製と cDNAの合成 

	 Isogen II で回収した HK-2 細胞と HEK293T 細胞の溶液に 120 µL または 400 µL の

DEPC 水を加え、30 秒間ボルテックスをした後に氷上で 10 分静置、その後 12 krpm、

10分の遠心を 4℃で行った。上清を回収し、等量の 100% イソプロパノールを加えて氷

上で 5分静置した。その後 12 krpm、10分の遠心を 4℃で行い、Total RNAの沈殿を得

た。RNA沈殿を 500 µLの 70% EtOHで 2回リンスした後に、30 µLまたは 100 µL Nuclease 

Free Waterで溶解した。cDNAの合成は第 2章 第 3節 (1)-2と同様に行った。 

 

4. リアルタイム定量 PCR (qPCR) 

	 qPCRの手順は第 2章 第 3節 (1)-3と同様に行った。 

	 標的候補遺伝子として 82 種類のプライマーと HNF4α の発現量を比較するために

HNF4αのプライマーで qPCRを行った。今回使用したプライマーの配列は Table 3-1に

示した。解析は qPCR の内部標準は TBP を用い、各遺伝子においてのキャリプレータ

ーとして、pCMViR-Empty を導入した細胞から合成した cDNA の遺伝子量の相対を 1

として相対定量を行った。 
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Table 3-1. qPCR Primer の配列 

Gene Nucleotide sequence Gene Nucleotide sequence 
human 
SLC1A1 

F 
R 

accctgatcattgctgtcg 
ggagagcttttccacaatgc 

human  
SLC16A2 

F 
R 

agtgactccatccctggactt 
ggggaatcatcatggacatc 

human 
SLC2A1 

F 
R 

gtcaacacggccttcactg 
ggtcatgagtatggcacaacc 

human  
SLC16A3 

F 
R 

gagtttgggatcggctacag 
cggttcacgcacacactg 

human  
SLC2A9 

F 
R 

ttatctgcattggcgtgttc 
gcagggaccacaatcactc 

human  
SLC16A4 

F 
R 

tctttgtgtgactatgggacttct 
gctgtagaaagagccaatcgtt 

human 
SLC3A1 

F 
R 

tggaacgatggaagattttga 
cactcgtgtggtttggtatga 

human 
SLC16A5 

F 
R 

aacggtcccctgagatcat 
ccactcatggctggtcct 

human 
SLC4A1 

F 
R 

tcttcaggaacgtggagctt 
ggccacttcgtcgtattcat 

human 
SLC16A6 

F 
R 

tccaatagcaggatctcatgg 
gaaacgattgctcaggactgt 

human 
SLC4A7 

F 
R 

gccaataattgcatttgtgaga 
ccgctggacccaataaca 

human 
SLC16A7 

F 
R 

tgtggcccagttcttcttgg 
tgctgctaccacaatagccc 

human 
SLC5A1 

F 
R 

gccattggaggctttgaa 
caccaccccagccttaatatag 

human 
SLC16A8 

F 
R 

ctggtgttgctcgtggagg 
ccggccaggtagaagatgatc 

human 
SLC5A2 

F 
R 

tgctgacatcctagtcattgct 
tgttggttctgcacatggac 

human 
SLC16A9 

F 
R 

gcttggcctgatttcaaca 
gcatccatccagtccatagaa 

human 
SLC5A12 

F 
R 

ccaggactttttgtggcttg 
aaaggtcactgttgccaagg 

human 
SLC16A10 

F 
R 

ttgggctcatgtccagttct 
accaatgaaggctggtatgc 

human 
SLC6A6 

F 
R 

cgccttcgtgtgtagcatc 
gctgcatagtagtcaaagagctga 

human 
SLC16A11 

F 
R 

cgtattcggggctctgac 
tcagcccataggccacag 

human 
SLC6A8 

F 
R 

tgggaggtgaccctttgtc 
cgtaggggaatgtagcagtga 

human 
SLC16A12 

F 
R 

gcagtgccatacttggtgag 
caaagccaagcaacacagaa 

human 
SLC6A19 

F 
R 

tcccctacctgtgtcagagc 
gcgaactccaggtacagca 

human 
SLC16A13 

F 
R 

tgcagatgatagagagcatcg 
gaagccgtgtagttgcctgt 

human 
SLC7A7 

F 
R 

ccagtgccttctctgctctt 
agccccacaaagaaccagta 

human 
SLC16A14 

F 
R 

ctatgctgcaaacgtgcatt 
gaaatacctgcccaccatga 

human 
SLC7A9 

F 
R 

catgaacgtgtcctacttcacc 
aacacggtcaccaaatgtca 

human  
SLC17A1 

F 
R 

acttgtgactggagttatctgtgaa 
agagaagacatacggcacagc 

human  
SLC9A1 

F 
R 

tcttcaccgtctttgtgcag 
atggagcgcttcgtctctt 

human  
SLC17A3 

F 
R 

gggtggccctttgtcttc 
ggaaacggggtcatcataaa 

human  
SLC9A3 

F 
R 

ctgaaggatgccatcagctac 
gaccacgttgtcggtgct 

human  
SLC19A1 

F 
R 

cagttcctcgtgcccatc 
ggcaaagaacgtgttgacc 

human  
SLC9A3R1 

F 
R 

caatggggagatacagaaggag 
ctcgctggtgtcactggag 

human 
SLC19A2 

F 
R 

ccttcctgaccccgtacc 
agcaccaggtaagagtaagtcca 

human 
SLC9A8 

F 
R 

cccagtcacccagatcctc 
aggccaagaaatgcaaacac 

human 
SLC19A3 

F 
R 

aaaacctgaccagtgcagaga 
ggacataatcggtgaggacaa 

human 
SLC10A2 

F 
R 

tggtgctcattataggatgctg 
gcagtgtggagcatgtggt 

human 
SLC20A2 

F 
R 

catggggaaggacctcact 
ggaggcgatcaccactgt 

human  
SLC11A2 

F 
R 

ctcgacactggctgtggac 
ccccactgcccaaatgta 

human 
SLC21A8 

F 
R 

tcaagtggtattaaaaagcatacagtg 
ttcacccaagtgtgctgagta 

human  
SLC13A1 

F 
R 

tgctttacttatagggctgctattc 
gtggagagtaatcaaaagcaacaa 

human 
SLC21A20 

F 
R 

ctggaggctttctgcttcac 
gcttctcaacagtggaaatgcta 

human  
SLC15A1 

F 
R 

ctccatggcctttgtggt 
aactttaatttggacttcgtttcc 

human 
SLC22A1 

F 
R 

tcctcttcctgctctactactgg 
tggtccattatctttattgcttca 

human  
SLC15A2 

F 
R 

caggtcttgagttttcttattctcag 
cgatgatattcccaactgcaa 

human 
SLC22A2 

F 
R 

tcggctacatagcagacagg 
cgtataggttggggaaatgg 
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human  
SLC16A1 

F 
R 

gggattggtgaccattgtg 
catgtcattgagccgacct 

human 
SLC22A5 

F 
R 

gtgctgccactgtttgctta 
gggggactcagggatgaa 

human 
SLC22A6 

F 
R 

gctggggaagggttgtct 
attcccatgcctgtctgc 

human 
SLC34A3 

F 
R 

gaaatccatgccgagttcc 
cctccaagactggagcagaa 

human 
SLC22A7 

F 
R 

gatggggaaagctttttctga 
agccccatccctgtctgt 

human 
SLC34A3 

F 
R 

gaaatccatgccgagttcc 
cctccaagactggagcagaa 

human 
SLC22A8 

F 
R 

gctcgtgcttggagacct 
ccatgtagatggggaaggtg 

human 
SLC40A1 

F 
R 

gctctagctgtgaaagctggtc 
agttccctccaggggtttt 

human 
SLC24A3 

F 
R 

gtgtctgtgggctctttgct 
cgatcacagacagcgtgtagta 

human  
AQP11 

F 
R 

ggctgcactcatcacctttt 
aatgtagcgaaagtgccaaag 

human 
SLC25A8 

F 
R 

tgaaagccaacctcatgaca 
ctacaggggaggcgatgac 

human  
KCNE1 

F 
R 

tgtatccagaggaaatagccaag 
ggatcatcctgggcattaag 

human 
SLC26A1 

F 
R 

gatgaccgggctttaccag 
ctgcgaggtcaggatggt 

human  
PKD1 

F 
R 

agcctgaccgtgtggaag 
ggacacacactccaaggaca 

human 
SLC26A2 

F 
R 

ggttggcagcactgtaacct 
gacagaaacaaaacccacttga 

human 
LRP2 

F 
R 

atagaggggagcaccactga 
agcaatttcctccgtgcat 

human 
SLC26A3 

F 
R 

tcggcacttccagacacata 
gcgatctgggactgctttt 

human 
BMP7 

F 
R 

tccaagacgcccaagaac 
acagctcgtgcttcttacagg 

human 
SLC26A4 

F 
R 

cattgttaaatccatcccaagg 
tgcaatagcataagccacca 

human 
ANG 

F 
R 

cattgtcctgcccgtttc 
cagcacgaagaccaacaaca 

human 
SLC28A1 

F 
R 

catgctgggaggcttgac 
cacaggctcccgtgaaga 

human 
PDGFD 

F 
R 

tgtggctaaacctggattcaa 
tcccagttggtctctgaagc 

human 
SLC28A2 

F 
R 

caggggagctgaagctga 
ggttggtgccattcagaga 

human 
CUBN 

F 
R 

ccgttagtgacgacaaggtg 
ccaggtagtcatgggagca 

human  
SLC29A1 

F 
R 

ccttctccaacggctacct 
cacaggaagaaggccatgat 

human 
AMN 

F 
R 

gtgctgtgacctctgtggag 
acccaggaaggtgtccagta 

human  
SLC29A2 

F 
R 

acggagcctgacctcttactt 
gaagaggggcacgaacag 

human 
HNF4A 

F 
R 

caggctcaagaaatgcttcc 
ggctgctgtcctcatagctt 

human  
SLC34A1 

F 
R 

gctccagcacctccacat 
atgttggagcccatgatga 

human 
TBP 

F 
R 

gaacatcatggatcagaacaaca 
atagggattccgggagtcat 

 

(2) Luciferase assay	  
1. レポーターベクターの作成 

  ヒト Megalin プロモーター上の-4000 から翻訳開始点のある+287 までの間の領域を

PCRで増幅するため、Nested PCRを行った。PCRのプロトコールは 第 2章 第 3節 (4)-1

の遺伝子クローニングと同様に行い、伸長反応時間を 2分半に延長して PCRを行った。

PCRのテンプレートとしては、1st PCRではヒト肺がん細胞株 A549細胞から抽出した

gDNAを用い、ヒト Megalinプロモーター上の -4557/+294の領域を増幅した。2nd PCR

では 2nd PCR setとして、Megalin遺伝子上の-3996/+200の範囲を増幅し、NheI/XhoIの

制限酵素部位を付加したプライマーを作成、使用した。テンプレートとしては 1st PCR

産物を 1 µL使用した。2nd PCRの産物は、第 2章 第 3節 (2)-5と同様のクローニング

と精製を行い、pGL4.11への導入確認作業を行った。（このベクターを pGL4.11/Megalin 
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(-3996/+200)とした）さらに、各HNF4α結合予測部位を遺伝子上流側から削っていった、

欠失変異体を作成した。欠失領域の作成は、遺伝子上流の増幅に関わる SS鎖プライマ

ーを-3135、-2071-、-104の位置で作成し、AS鎖は pGL4.11/Megalin (-3996/+200)で使用

したものと同じものを使い、pGL4.11/Megalin (-3996/+200)をテンプレートとして、作成

した。プライマー配列は Table 3-2に示した。 

	 また、欠失変異体の作成で、翻訳開始点から上流 1 kbと 0.5 kb程度の位置までの欠

失変異体を作成するにあたり、既存の pGL4.11/Megalin (-3996/+200)をテンプレートとし

て、PCR産物を-806の位置に存在する制限酵素部位 KpnIと、-539の位置に存在する制

限酵素 Bgl IIと+200の位置に Reverse プライマーで付加した XhoIとの同時消化で処理

することによって、-806/+200 と-539/+200 の DNA フラグメントを作成し、それらも

pGL4.11に組み込むことで、欠失変異体を得た。また、結合予測部位 -1525/-1511と-6/+9

の点変異体を作成するため、点変異を加えたプライマーを作成し、pGL4.11/Megalin 

(-3996/+200)をテンプレートとして inverse PCRにて点変異導入を行った。変異導入後は

シークエンス確認を行い、変異導入を確認した。プライマー配列は Table 3-2に示した。 

 

 

Fig. 3-1. レポーターベクターpGL4.11（上）及び内部標準ベクターpGL4.74（下）の構造 

（プロメガのサイトより引用：http://www.promega.co.jp/cat/pGL4_vectors.html） 
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Table 3-2. クローニング 用プライマー配列 

1. 欠失変異体作成用 

※	 赤文字は制限酵素部位 

位置/名称 方向 塩基配列(5’→3’) 制限酵素 

-4557/+294 

1stPCR 

SS TCGAAGAACCAAGTGGAGGC - 

AS CGATCCATCTCCGCGACG - 

-3996/+200 

2nd PCR 

SS ATATGCTAGCTGCTGCTGTGTCCTTCAGAG NheI 

AS ATATCTCGAGACGCTCCTTTAGGTCTGCAC XhoI 

-3135/+200 
SS ATATGCTAGCATCCTGCTGAGTTTGAGGCC NheI 

AS ATATCTCGAGACGCTCCTTTAGGTCTGCAC XhoI 

-2071/+200 
SS ATATCTCGAGGGCAACACTGGAGCACAAAG XhoI 

AS ATATAAGCTTACGCTCCTTTAGGTCTGCAC HindIII 

-104/+200 
SS AATTCTCGAGAGTGCATGCGCCTGTATGAG XhoI 

AS ATATAAGCTTACGCTCCTTTAGGTCTGCAC HindIII 

 

2. 点変異導入用 

※赤色部分が変異導入部分 

プローブ 方向 塩基配列 (5’→3’) 

-1525/-1511 

変異導入用 

SS GGGCAGATTTCCCAATCCAG 

AS GTCTGTGCTCTGGCCAAAGT 

-6/+9 

変異導入用 

SS AGGGTTGCAGGGGGCGGGCCGGGCG 

AS CAGCGCGGGGAGGAGTGGGCACTCGAA 

 

 

2. 遺伝子導入/解析 

  遺伝子導入と解析は、第 2章 第 3節 (5)-3と同様に行った。 

	 また、遺伝子発現に用いた mHNF4αの遺伝子を導入した pEB Multi Hygroは第 2章 第

3節 (5)-1で作製した発現ベクターを使用した。 

 

 

 



 74 

Table 3-3. Transfection 条件 

試薬名 使用量 

pGL4.11/Megalin promoter（50 ng/µL） 200 ng （1 µL） 

pGL4.74（50 ng/µL） 50 ng (1 µL) 

pEB Multi Hygro	  

or	 pEB Multi Hygro-mHnf4a（200 ng/µL） 
200 ng (1 µL) 

PEI（1 µg/µL） 1 µg（1 µL） 

D-MEM (-/-) 10 µL 

Total Volume 14 µL 

 

(3) Western Blot 
	 HEK293Tまたは HK-2細胞に pCMViR-Empty/hHNF4αを導入したサンプルの HNF4α

タンパク質の発現量を確認した。タンパクサンプルの回収法は 60 µLの Urea Extraction

で、第 2章 第 3節 (7)と同様に行い、その後のタンパク質資料の泳動、転写、Western Blot

は第 2 章 第 3 節 (1)-5, 6 に従って行った。この時使用した抗体は一次抗体反として

mouse anti-human HNF4α (PP-1415-00, PPMX)、二次抗体として anti-mouse IgG, 

HRP-linked antibody (#7072, Cell Signaling Technology)を使用した。 

 

(4) Gel shift assay 
1. DNAプローブの作成 

	 HNF4αの結合予測部位を含む領域 (-6/+9) をプライマーとして設計し、そのプライマ

ーの(SS鎖) 5’末端にBiotinを付加したBiotin標識プライマーと非標識を設計したプロー

ブの作成方法は、第 2 章 第 3 節 (6)-2 と同様に作成した。また、ポジティブコントロ

ールとして、第 2章で用いた mouse OTCの HNF4α結合配列を持つ Biotin標識プローブ

と、未標識プローブ (OTC-Competitor)を用いた。Megalinのプローブ作成に用いたプラ

イマー配列は Table 3-4に示した。 

 

2. 核タンパク質の調製 

	 核タンパク質の調製は、第 2 章 第 3 節 (1)-4 と同様に行い、タンパク質濃度の定量

後に 2.5 µg/µLになるように調整した。 
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Table 3-4. プローブ用プライマーの配列とアニーリング時の組成 

(太字下線部は変異導入部位) 

プローブ 方向 塩基配列 (5’→3’) 塩基数 

Biotin- 

Megalin 

SS Biotin-CTCCCCGCGCTGCAAAGTGCAGGGGGCGGG  

30 bp 
AS CCCGCCCCCTGCACTTTGCAGCGCGGGGAG 

Megalin-Competitor 
SS GGGCTTCCTGCCCTTCGAACCGCACTTGT 

30 bp 
AS ACAAGTGCGGTTCGAAGGGCAGGAAGCCC 

Megalin-mut-Competitor SS CTCCCCGCGCTGAGGGTTGCAGGGGGCGGG 

30bp 
AS CCCGCCCCCTGCAACCCTCAGCGCGGGGAG 

 

3. DNA-タンパク質複合体の形成 

	 第 2 章 第 3 節 (6)-3 と同様に手順で実験を行った。また、使用したビオチン標識プ

ローブは f.c = 50 fmol/sampleで使用し、Competitor probeもその 50倍濃度となる f.c = 2.5 

pmol/sampleとした。また、スーパーシフト実験に用いる抗体として 1 µg/µL Anti-HNF4α 

Antibody (Santa cruz; sc-6556)と 1 µg/µL Anti-PPARβ Antibody  (Santa cruz; sc-7197X)を使

用した。また、泳動する各レーンの組成は以下の通りである。 

 

① N.E (pCMViR/Empty) 5.0 µg + Biotin-Megalin/probe (50 fmol) 

 ② N.E (pCMViR/hHNF4α) 5.0 µg + Biotin-Megalin/probe (50 fmol) 

 ③  ②＋ OTC competitor (2.5 pmol) 

 ④  ②＋ Megalin/competitor probe (2.5 pmol) 

 ⑤  ②＋ Megalin-mut/competitor probe (2.5 pmol) 

 ⑥  ②＋ Anti-HNF4α Antibody (1 µg) 

 ⑦  ②＋ Anti-PPARβ Antibody (1 µg) 

 

その後の反応は、第 2章 第 3節 (6)-4, 5と同様に行ったが、本実験ではペルオキシダ

ーゼの不活性化が不要なため、クロスリンク後の過酸化水素処理は省略した。 
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(5) ChIP アッセイ 
1. 細胞の調整・クロマチン固定化 

	 本実験では SimpleChIP Plus Enzymatic IP Kit (Cell signaling Technology )を用いて、実験

を行い、Protein G に関しては同キットに同梱されている ChIP-grade ProteinG magnetic 

beads を用いた。まず、HEK293T細胞に pCMViR発現ベクターで HNF4αを強制発現さ

せた細胞と、比較対象用の pCMRiR/Emptyの発現ベクターを導入した HEK293T細胞を

使用した。遺伝子導入過程は第 3 章 第 3 節 (1)-2 と同様のプロトコールで行った。遺

伝子導入 48時間後のシャーレには 8 mLの D-MEM (+/+)培地が存在するため、クロマ

チン固定 (クロスリンク)のために 216 µL の 37%ホルムアルデヒド (Wako)を加えて 

(f.c =1%ホルムアルデヒド)、細胞シャーレを緩やかに振盪しながら室温で 10分間イン

キュベートを行った。その後、固定反応を停止させるため、キット同梱の 800 µLの 10 

× グリシンバッファー (f.c =1 × )を添加し、再度室温で緩やかに細胞シャーレを振盪す

ることでクロスリンクの停止を行った。 

 

2. クロマチンの断片化と回収 

	 10 mLの PBSで細胞シャーレを 2回洗浄し、 後にはアスピレーターで PBSを完全

に除去した。その後 1 mLの PBS + Protease Inhibitor Cocktail（PIC）を加えて、セルスク

レーパーで細胞を回収して 1.5 mLチューブに回収した。4.4 krpm、10分、4℃の条件で

遠心を行い、上清の PBSを除去した。 

	 回収した細胞ペレットに対してキット同梱の Buffer Aを 500 µL添加し、3分ごとに

転倒混和による混合をしながら氷上で 10 分間のインキュベートを行った。3 krpm、5

分、4℃条件の遠心後に上清のバッファーを除去した。次にキット同梱の Buffer Bを 500 

µL 加えてピペッティングを行い混合した。クロマチンの断片化を行うために、キット

同梱の Microccocal Nucleaseを 0.25 µL添加し、ピペッティングで緩やかに混合した。そ

の後、3分ごとにタッピングによる混合をしながら 37℃の温浴で 20分間のインキュベ

ートを行い、5 µLの 0.5 M EDTA (f.c =1 mM)を添加して酵素反応を停止した。その後、

13 krpm、10分、4℃の遠心を行い、上清を除去した。残ったペレットにキット同梱の 1 

× ChIP Bufferを 50 µL加えて、氷上で 10分間のインキュベートを行った。その後、Handy 

Sonic を用いて 20 秒の超音波、30 秒の停止の間隔で 3 回のソニケーションを氷上で行

い、DNA のさらなる断片化をした。10krpm、10 分、4℃の遠心の後に上清を回収し、

その内 20 µLは免疫沈降をせずに Input画分として回収した。Input画分をキット同梱の

DNA精製スピンカラムで精製後、濃度測定を行って、溶液中の DNA濃度を測定した。

算出された濃度から未精製 DNA溶液中の DNA量を算出した。 
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3. クロマチン免疫沈降 
 1.5 mLチューブに、200 µLの 1 × ChIP Bufferを分注し、未精製 DNA溶液を 10 µg添

加する。この時、同じクロマチン溶液を含むチューブを各 2本ずつ用意した。抗体反応

用に anti-goat IgG (SantaCruz: SC-2028)または anti-HNF4α antibody (SantaCruz: SC-6556)

を 2 µg /tubeで添加し、4℃でローテーターによる転倒混和をしながら 13時間のインキ

ュベートを行った。インキュベート終了後、各チューブに ChIP-grade Protein G magnetic 

beadsを 15 µL/tubeで添加し、ビーズと抗体を結合させるために、4℃でローテーターに

よる転倒混和をしながら 2時間のインキュベートを行った。インキュベート終了後、マ

グネティックスタンドを用いてビーズを磁気吸着させ、溶液を除去した。その後、キッ

ト同梱の Low salt Bufferを 500 µLとビーズを混合し、4℃でローテーターによるビーズ

の洗浄を行い、再度マグネティックスタンドでビーズを固定、溶液を除去した。この洗

浄過程を合計 3回行った。次に、バッファーをキット同梱の High salt Bufferを 500 µL

とビーズを混合し、再度洗浄を 1回行った後に、キット同梱の 1 × ChIP Elution Buffer

を 75 µL/tube でビーズを加えて混合する。その後、サーモミキサーを用いて 65℃、

1,200rpmの条件で 30分間振盪しながらインキュベートを行い、クロマチンの脱クロス

リンクを行い溶出した。その後、ビーズをマグネティックスタンドで固定し、溶液を回

収し DNAスピンカラムを用いた精製をした後に 50 µLの ChIP後の DNAサンプルを得

た。 

 

4. リアルタイム PCRと補正法 

	 HEK293Tに pCMViR/Emptyまたは pCMViR/hHNF4αを導入した細胞から ChIP assay

の過程で得た、Input サンプルが 2サンプルと IgG抗体または HNF4α抗体で免疫沈降

したサンプルが 4サンプル得られた。合わせて 6サンプルを Megalinの HNF4α結合予

測領域 (-6/+9) を増幅するプライマー(hMegalin-Posi)を作成し、qPCRを行った。使用し

たプライマーの配列は Table 3-5に示す。さらに、同じ Megalin遺伝子上で HNF4α結合

予測領域と離れた領域を増幅するネガティブコントロールプライマー (hMegalin-Nega)

も作成し、非特異的な増幅でないことを示した。また、本実験のポジティブコントロー

ルとして、既知の HNF4α結合領域を持つ OTCのプライマーと、その領域を持たないプ

ライマーを OTCがコードしている遺伝子上で作成し、使用した。qPCRにおけるテン

プレートとして、Input サンプルは 50 ng/ µLに調整して 2 µLを使用し、ChIPサンプル

は精製後のサンプルをそのまま 2 µL使用した。それ以外の試薬や実験手法に関しては

第 2章 第 3節 (1)-3と同様に行った。 

	 解析は、pCMViR-Emptyまたは pCMViR/hHNF4αを導入した細胞ごとの inputと IgG
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抗体または HNF4α抗体で免疫沈降 (IP)したサンプル間での定量を行う。まず Inputを 1

として HNF4α IPサンプルと IgG抗体を使用した IPサンプルの増幅領域の相対量を出

した後、IgG抗体を使用した IPサンプルを 1としたHNF4α IPサンプルの値を算出する。

これで抗体非特異的に回収してしまった DNA分の値を消すことが出来る。次に、上記

の様に算出した標的としているポジティブコントロール (今回は hMegalin-Posi)、ネガ

ティブコントロール (hMegalin-Nega)の値について、ネガティブコントロールを 1とし

たポジティブコントロールの値を算出する。この時のポジティブコントロールの値が 1

を超える場合、結合が確認され、その数値が大きいほど標的のタンパク質 (今回は

HNF4α)が標的の DNA配列に結合していたことを示す。この計算を pCMViR/Emptyま

たは pCMViR/hHNF4αを導入した細胞ごとに行い、比較した。 

 

Table 3-5. ChIP 用プライマー 

位置/名称 方向 塩基配列(5’→3’) 増幅領域 

hMegalin 

-Posi 

SS GGGGTTCAGTAATCGGAAGA 
-33/ +62 

AS GTGACAGGACAGCGAGGTG 

hMegalin 

-Nega 

SS GGGGTTCAGTAATCGGAAGA +37875 

/+37958 AS GTGACAGGACAGCGAGGTG 

hOTC 

-Posi 

SS AAATGAGGAGGCCAGGCAA 
-117/-1 

AS GGTTAGAGATACTGCAGGGCA 

hOTC 

-Nega 

SS TGGCAATACCACACTGTTTAGT +50081 

/+50204 AS CTGAACCACAAGGACCCCAA 

 
第 4節 実験結果 
(1) 近位尿細管上皮細胞で発現する遺伝子の HNF4αによる発現誘導 
	 HNF4α は肝臓や腎臓、小腸、大腸において様々な遺伝子を発現制御していることが

報告されている (28,43-46,55,61)。HNF4α は腎臓の近位尿細管上皮細胞 （PTEC）にお

いて高発現をしているが、その機能については詳細な解析がなされていない。これは、

PTEC特異的な HNF4α欠損マウスが作成されていないのが大きな要因である。そこで、

PTEC における HNF4α の標的遺伝子の探索を行った。ヒト腎臓近位尿細管由来細胞の

HK-2とヒト胎児由来の HEK293Tに HNF4αを強制発現させ、トランスポーター遺伝子

および腎臓で発現している遺伝子 82種類に関しての発現変動を比較した。 
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	 まず、サンプル中の HNF4αの発現を mRNAレベルとタンパク質レベルで確認を行っ

た。その結果、空ベクターを導入した細胞と比較して HK-2 は約 400 倍、HEK293T で

は約 70,000倍以上の mRNAの発現上昇が確認され、タンパク質レベルでも両細胞とも

に顕著な発現上昇が確認された (Fig. 3-2)。また、培養細胞株はその細胞種によって遺

伝子導入効率が変化する。mRNA の発現に差があるのは、HEK293T は発現ベクターが

入りやすく、HK-2は入りにくいことが原因と考えられる。 

 

 

Fig. 3-2. HNF4α の発現量確認 

(A,B) qPCRによる HNF4α mRNA発現量の比較 (A) HK-2  (B) HEK293T 

(C,D) Western Blotによる HNF4αタンパク質の発現量の比較 (C) HK-2  (D) HEK293T 

TUBG：γ-tubulin 

 

	 HNF4αの発現が確認できたため、近位尿細管上皮細胞で発現が認められる 82種類の

遺伝子の発現変動を qPCRによって定量した。解析結果は空ベクターを導入した細胞で

の遺伝子発現量と比較して、2 つの細胞に共通して HNF4α 発現ベクターを導入した細

胞で 1.5倍以上の発現上昇、または 0.5倍以上の発現減少 (発現量が 50%減少)した標的

の中から選出した。発現変動率が 0.5〜1.5倍の遺伝子に関しては Table 3-6に結果を示

した。その結果、4 種類の標的候補遺伝子で HNF4α の導入により、有意に発現上昇し

ていた (Fig. 3-3)。その中でも、Megalinが HK-2で約 5倍、HEK293Tで約 13倍の発現
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上昇をしており、もっとも顕著な発現上昇を示した。ラット腎臓ではHNF4αが SLC22A1、

SLC22A6、SLC22A8のプロモーターに結合することが報告されているが (56)、SLC22A1、

SLC22A6、SLC22A8の発現は未検出または HNF4αによる 1.5倍以上の変動は認められ

なかった。 

 発現上昇した 4種類の遺伝子のうち、3種類は SLCトランスポーターであり、それら

が輸送する基質としては塩化物イオンや重炭酸塩を輸送する SLC4A1 (102)、カチオン

性アミノ酸や中性アミノ酸を輸送する SLC7A7 (103)、不特定なモノカルボン酸を輸送

する SLC16A4 (104)であった。もっとも顕著な発現増加をした Megalinは、アルブミン

や低分子量のタンパク質をエンドサイトーシスによって輸送するタンパク質であり

(44)、近年、メタボリックシンドロームや糖尿病の原因の一つとなる慢性腎臓病 

（Chronic kidney disease; CKD）の発症・進行に関連があるということが報告された (45)。

このことから、Megalinは腎機能に重要な因子であることが予測されたため、HNF4αに

よる直接的な転写制御があるかどうかを解析した。 

 

Fig. 3-3. HNF4α によって発現上昇した遺伝子 
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Table 3-6. HNF4αによる遺伝子の発現 

（1） HK-2 の結果	 	 	 N.D ;未検出	 	  

	  

 

 

Gene Empty +HNF4α Gene Empty +HNF4α Gene Empty +HNF4α 

SLC1A1 1.00 ± 0.37 1.17 ± 0.12 SLC16A7 1.00 ± 0.09 0.86 ± 0.14 SLC24A3 N.D N.D 

SLC2A1 1.00 ± 0.18 1.11 ± 0.04 SLC16A8 N.D N.D SLC25A8 1.00 ± 0.20 1.00 ± 0.08 

SLC2A9 1.00 ± 0.05 1.06 ± 0.05 SLC16A9 1.00 ± 0.24 1.08 ± 0.29 SLC26A1 1.00 ± 0.18 1.31 ± 0.44 

SLC3A1 1.00 ± 0.68 0.80 ± 0.25 SLC16A10 1.00 ± 0.23 1.05 ± 0.04 SLC26A2 1.00 ± 0.10 0.92 ± 0.16 

SLC4A7 1.00 ± 0.10 0.96 ± 0.06 SLC16A11 1.00 ± 0.45 1.24 ± 0.14 SLC26A3 N.D N.D 

SLC5A1 N.D N.D SLC16A12 1.00 ± 0.34 1.09 ± 0.10 SLC26A4 N.D N.D 

SLC5A2 N.D N.D SLC16A13 1.00 ± 0.17 1.16 ± 0.11 SLC26A6 1.00 ± 0.08 1.24 ± 0.06 

SLC5A12 N.D N.D SLC16A14 1.00 ± 0.45 0.59 ± 0.19 SLC28A1 N.D N.D 

SLC6A6 1.00 ± 0.03 0.97 ± 0.08 SLC17A1 1.00 ± 0.21 0.87 ± 0.52 SLC28A2 N.D N.D 

SLC6A8 1.00 ± 0.19 1.07 ± 0.10 SLC17A3 1.00 ± 0.04 1.01 ± 0.31 SLC29A1 1.00 ± 0.16 1.13 ± 0.04 

SLC6A19 N.D N.D SLC19A1 1.00 ± 0.20 1.05 ± 0.09 SLC29A2 1.00 ± 0.27 1.08 ± 0.16 

SLC7A9 1.00 ± 0.54 0.87 ± 0.31 SLC19A2 1.00 ± 0.17 1.16 ± 0.08 SLC34A1 N.D N.D 

SLC9A1 1.00 ± 0.15 1.08 ± 0.12 SLC19A3 N.D N.D SLC34A3 1.00 ± 0.27 0.74 ± 0.18 

SLC9A3 1.00 ± 0.40 0.63 ± 0.24 SLC20A2 1.00 ± 0.06 1.23 ± 0.06 SLC40A1 1.00 ± 0.11 1.13 ± 0.35 

SLC9A3R1 1.00 ± 0.20 1.33 ± 0.05 SLC21A8 N.D N.D MATE1 1.00 ± 0.59 0.90 ± 0.46 

SLC9A8 1.00 ± 0.06 0.97 ± 0.19 SLC21A20 N.D N.D MATE2K 1.00 ± 0.10 0.93 ± 0.49 

SLC10A2 N.D N.D SLC22A1 1.00 ± 0.02 1.30 ± 0.22 AQP1 N.D N.D 

SLC11A2 1.00 ± 0.06 1.15 ± 0.07 SLC22A2 1.00 ± 0.44 1.36 ± 0.28 AQP7 1.00 ± 0.50 1.33 ± 0.13 

SLC13A1 N.D N.D SLC22A5 1.00 ± 0.07 1.22 ± 0.06 AQP11 1.00 ± 0.05 1.07 ± 0.04 

SLC15A1 1.00 ± 0.64 0.95 ± 0.53 SLC22A6 N.D N.D KCNE1 N.D N.D 

SLC15A2 1.00 ± 0.30 0.99 ± 0.30 SLC22A7 N.D N.D PKD1 1.00 ± 0.08 0.86 ± 0.21 

SLC16A1 1.00 ± 0.31 1.16 ± 0.15 SLC22A8 1.00 ± 0.41 0.86 ± 0.21 BMP7 1.00 ± 0.50 1.20 ± 0.41 

SLC16A2 1.00 ± 0.08 1.34 ± 0.18 SLC22A11 N.D N.D ANG 1.00 ± 0.21 0.99 ± 0.05 

SLC16A3 1.00 ± 0.24 0.72 ± 0.09 SLC22A12 N.D N.D PDGFD N.D N.D 

SLC16A5 1.00+0.17 1.10 ± 0.03 SLC22A13 1.00 ± 0.09 0.63 ± 0.48 CUBN 1.00 ± 0.10 0.91 ± 0.22 

SLC16A6 1.00 ± 0.63 0.85 ± 0.14 SLC23A3 1.00 ± 0.06 1.43 ± 0.34 AMN 1.00 ± 0.47 1.02 ± 0.36 
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（2） HEK293Tの結果	 	 	 N.D ;未検出 

 

 

 

 

Gene Empty +HNF4α Gene Empty +HNF4α Gene Empty +HNF4α 

SLC1A1 1.00 ± 0.48 1.34 ± 0.70 SLC16A7 N.D N.D SLC24A3 1.00 ± 0.67 1.15 ± 0.98 

SLC2A1 1.00 ± 0.50 2.10 ± 0.92 SLC16A8 N.D N.D SLC25A8 1.00 ± 0.20 2.26 ± 0.85 

SLC2A9 1.00 ± 0.68 1.42 ± 0.57 SLC16A9 1.00 ± 0.61 1.85 ± 1.20 SLC26A1 N.D N.D 

SLC3A1 1.00 ± 0.52 0.38 ± 0.14 SLC16A10 1.00 ± 0.62 1.74 ± 0.93 SLC26A2 1.00 ± 0.62 1.70 ± 0.94 

SLC4A7 1.00 ± 0.36 1.79 ± 0.60 SLC16A11 1.00 ± 0.57 0.80± 0.53 SLC26A3 1.00 ± 0.87 1.11 ± 0.11 

SLC5A1 1.00 ± 0.68 3.72 ± 0.43 SLC16A12 1.00 ± 0.64 2.61 ± 1.12 SLC26A4 1.00 ± 0.53 2.51 ± 1.16 

SLC5A2 N.D N.D SLC16A13 1.00 ± 0.63 1.50 ± 0.98 SLC26A6 1.00 ± 0.59 2.21± 1.22 

SLC5A12 N.D N.D SLC16A14 1.00 ± 0.68 1.17 ± 0.68 SLC28A1 1.00 ± 0.89 2.59 ± 1.86 

SLC6A6 1.00 ± 0.58 1.75 ± 0.76 SLC17A1 1.00 ± 1.73 1.46 ± 2.54 SLC28A2 N.D N.D 

SLC6A8 1.00 ± 0.61 1.30 ± 0.47 SLC17A3 N.D N.D SLC29A1 1.00 ± 0.61 1.86 ± 1.15 

SLC6A19 1.00 ± 0.90 3.28 ± 0.24 SLC19A1 1.00 ± 0.70 1.14 ± 0.62 SLC29A2 1.00 ± 0.65 1.75 ± 1.12 

SLC7A9 1.00 ± 0.41 0.40 ± 0.22 SLC19A2 1.00 ± 0.58 1.75 ± 0.85 SLC34A1 N.D N.D 

SLC9A1 1.00 ± 0.58 1.19 ± 0.51 SLC19A3 1.00 ± 0.59 2.20 ± 0.88 SLC34A3 1.00 ± 0.13 0.45 ± 0.01 

SLC9A3 N.D N.D SLC20A2 1.00 ± 0.47 1.59 ± 0.62 SLC40A1 N.D N.D 

SLC9A3R1 1.00 ± 0.31 3.58 ± 1.36 SLC21A8 N.D N.D MATE1 1.00 ± 0.59 4.20 ± 1.56 

SLC9A8 1.00 ± 0.48 0.87 ± 0.43 SLC21A20 1.00 ± 0.75 2.42 ± 1.36 MATE2K 1.00 ± 0.67 2.83 ± 1.58 

SLC10A2 N.D N.D SLC22A1 1.00 ± 0.39 1.06 ± 0.59 AQP1 1.00 ± 0.67 0.75 ± 0.67 

SLC11A2 1.00 ± 0.05 0.54 ± 0.05 SLC22A2 N.D N.D AQP7 1.00 ± 2.13 2.13 ± 3.14 

SLC13A1 1.00 ± 0.98 0.40 ± 0.41 SLC22A5 1.00 ± 0.45 2.52 ± 0.31 AQP11 1.00 ± 0.52 2.30 ± 1.27 

SLC15A1 1.00 ± 0.35 3.10 ± 1.79 SLC22A6 1.00 ± 0.45 2.52 ± 0.31 KCNE1 1.00 ± 0.65 1.95 ± 1.56 

SLC15A2 1.00 ± 0.56 1.79 ± 0.91 SLC22A7 N.D N.D PKD1 1.00 ± 0.65 1.95 ± 1.56 

SLC16A1 1.00 ± 0.64 2.32 ± 1.54 SLC22A8 N.D N.D BMP7 1.00 ± 0.64 2.13 ± 1.34 

SLC16A2 1.00 ± 0.69 1.57 ± 1.10 SLC22A11 N.D N.D ANG 1.00 ± 0.62 2.32 ± 1.42 

SLC16A3 1.00 ± 0.87 3.60 ± 1.19 SLC22A12 N.D N.D PDGFD 1.00 ± 0.58 2.04 ± 1.23 

SLC16A5 N.D N.D SLC22A13 1.00 ± 0.48 0.19 ± 0.01 CUBN 1.00 ± 0.18 0.45 ± 0.01 

SLC16A6 1.00 ± 0.63 1.40 ± 0.81 SLC23A3 1.00 ± 0.30 3.29 ± 0.12 AMN 1.00 ± 0.47 1.02 ± 0.36 
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(2) Megalinのプロモーター解析 
	 プロモーターの解析を行うため、まず、結合予測検索データベース JASPAR 

(http://jaspar.genereg.net)での結合予測部位を同定し、転写開始点から上流 4,000 bp と下

流 200 bpの範囲で HNF4α結合部位の検索を行ったところ、5つの結合予測部位を同定

した (Table 3-7)。その領域での転写活性化能を Megalin プロモーターの欠失変異体を用

いてルシフェラーゼアッセイで解析した (Fig. 3-4)。 

 

Table 3-7. JASPAR での結合予測部位検索結果 

Number position(5’->3’) Sequence Score(%) 

1 -3910/-3896 gttgactttgattcc 84.1 

2 -3633/-3619 atacactttgttcta 85.3 

3 -3462/-3448 ttgccctctgcttcc 85.4 

4 -1525/-1511 cagacctctggattt 86.3 

5 -6/+9 cgctgcAAAGTGCAG 87.7 

 

 
Fig. 3-4. 欠失変異体による Luciferase assay の結果  
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	 ポジティブコントロールとして mOTC プロモーター{-235/-1, 参考文献 (41)}では、

HNF4αによる 40倍以上のプロモーター活性の上昇が確認できた。 

	 また、Megalin プロモーター上に存在する結合予測部位の-3910/-3896、-3633/-3619、

-3462/-3448、-1525/-1511、-6/+9 を含むベクター (-3996/+200、-3135/+200、-2071/+200)

では空ベクターを導入した時に比べて、HNF4αの導入で約 15〜20倍の転写活性化能を

示した。一方で、結合予測部位の-1525/-1511 を欠損した pGL4.11 ベクター(-806/+200、

-539/+200、-104/+200 )での転写活性化能は、コントロールと比較して約 5倍程度の転写

活性化能を示した。このことから、-1525/-1511の領域と-6/+9の領域に HNF4αの結合に

よるプロモーター活性化が予測されるため、どちらの領域がより強力に転写活性化に寄

与するかを解析するため、この 2 つの領域に点変異を導入したベクター (-3996/+200)

を作成し、転写活性化能を比較した (Fig. 3-5)。 

 

 

Fig. 3-5. 点変異体による Luciferase assay の結果 

 

その結果、-6/+9 に変異導入したベクター (MT1)では野生型 (WT)の活性に比べて、約

80%の活性低下が示された。一方で-1525/-1511に変異導入をしたベクター (MT2)では、

活性変動は認められなかった。以上の結果から、Megalin プロモーター上の-6/+9 の

HNF4α 予測部位が、HNF4α による Megalin 発現制御に重要であるということが示唆さ

れた。 

 

(3) Megalin プロモーターの種間での保存性と HNF4αの結合 
	 転写因子が結合する部位は生物種が異なっていても保存されている場合が多い。その

保存性の高さは、分子標的薬の開発時にも非常に重要になってくる。そのため、本研究
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においても、Megalin プロモーターの種間での保存性を確認した (Fig. 3-6)。各生物種

のプロモーター配列は Emsembl Genome browser 94 (https://asia.ensembl.org/index.html)か

ら引用し、各生物種の ID を下記に示した。相同性の確認は DNA Data Bank of Japan 

(DDBJ)センターが公開している、配列比較ウェブソフトウェアの Clustal W 

(http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp)を用いた。今回比較した生物種はヒト (ENST00000263816.7)、

チンパンジー (ENSPTRT00000023363.5)、マーモセット（ENSCJAT00000012617.3）など、

比較的ヒトに遺伝系統学的に近い霊長類、さらに実験動物として広く用いられる、マウ

ス（ENSMUST00000080953.11）、ラット（ENSRNOT00000082624.1）、オポッサム

(ENSMODT00000010152.3)の合計 6つで比較を行った。 

 

 

Fig. 3-6. HNF4α 結合予測部位の相同性の比較 

 

	 比較の結果、6 つの生物種で HNF4α 結合予測部位は非常に保存性が高いことが分か

った。この保存性が高い領域に HNF4α が直接結合するかどうかを実験的に確認するた

め、Gel shift assay (Fig. 3-7)と ChIP アッセイ (Fig. 3-8)で in vitro/ in vivoの双方から解析

した。 

	 Gel shift assayでの HNF4αの Megalin プロモーターへの結合を解析した結果、結合が

確認された( lane 1はBiotinプローブのみ、lane 2はBiotinプローブ+ HNF4αタンパク質)。

次に、この DNA-タンパク質の結合が特異的かどうかを、ビオチン未標識のコンペティ

タープローブを用いて検証した結果、ポジティブコントロールの OTC と Megalin の両

方でビオチン標識複合体の形成を阻害することが明らかとなった (lane 3,4)。Megalinの

未標識プローブの HNF4α の結合部位に変異を導入したところ、阻害効果がなくなった

ことから、プローブの HNF4αの結合部位特異的に結合していることが確認された（lene 

5）また、結合しているタンパク質が HNF4α特異的かを確認するため、スーパーシフト

実験で検証した結果、結合しているタンパク質は HNF4α 抗体特異的にスーパーシフト

をしたため、HNF4α特異的な結合であることが明らかとなった (lane 6は HNF4α抗体、

lane 7は PPARβ抗体を使用)。 

HNF4α binging site

Species position * * * * * * * * * * * * * * position
Human -5 C C C C G C G C T G C A A A G T G C A G G G G G C +14
Chimpanzee      -84 C C C C G C G C T G C A A A G T G C A G G G G G C -60
Opossum -336 T T C A A A G C T G A A A A G T A C A G A G G G A -312
Marmoset -297 C C C C G G G C T G C A A A G T G C A G G G G G C -273
Mouse           -128 C C C A G A G T C G C A A A G T G C A G G G G G C -104
Rat             -111 C C C A G A G T C G C A A A G T G C A G G G G G C -87
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	 次に、ChIP アッセイでの解析を行った (Fig. 3-8)。その結果、ポジティブコントロー

ルの OTCと Megalin の両方で HNF4α抗体を用いて ChIPした時の方がプロモーターへ

の結合は強く、in vivoにおいても HNF4αは Megalinプロモーターの -6/+9の領域に強

く結合していることが明らかとなった。 

 

 

 

Fig. 3-7. Gel shift assay 

白矢印：DNAプローブ−HNF4αタンパク質の複合体 

黒矢印：スーパーシフト（DNA-タンパク-抗体 三者複合体） 

 

 

1 2 3 4 5 6 7

HNF4α

-6 +9
Translation

+287

1.	+HEK293T	pCMViR-Empty	N.E	lysate
2.	+HEK293T	pCMViR-h4A	N.E	lysate
3.	+OTC	Competitor	(50x)
4.	+LRP2	wt Competitor	(50x)
5.	+LRP2	mut Competitor	(50x)
6.	+HNF4α	Antibody	 (2ug/lane)
7.	+PPARβ	Antibody	 (2ug/lane)
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Fig. 3-8. ChIP assay の結果 

（左）OTCでの結果 (ポジティブコントロール)  (右) Megalinでの結果 

 

第 5節 考察 
	 本章の研究によって、HNF4α を高発現しているのにも関わらず、網羅的な遺伝子解

析がなされていない近位尿細管上皮細胞において、物質輸送の重要な役割を担う

Megalinの HNF4αによる発現制御機構を解析することができた。 

	 ヒト腎臓近位尿細管由来のHK-2とヒト胎児腎細胞由来のHEK293T細胞にHNF4αを

強制発現させることで、4種類の近位尿細管上皮細胞で発現される遺伝子の発現量が上

昇した。これらの遺伝子のうち 3 種類は SLC トランスポーターであり、それらが輸送

する基質としては塩化物イオンや重炭酸塩を輸送する SLC4A1 (102)、カチオン性アミ

ノ酸や中性アミノ酸を輸送する SLC7A7 (103)、不特定なモノカルボン酸を輸送する

SLC16A4 (104)であった。このことから、近位尿細管においても HNF4αは肝臓などと同

様に、多岐にわたる機能維持に関わる転写因子として働く可能性が示唆された。トラン

スポーター遺伝子は、SLCファミリーでヒトでは SLC1から SLC51までの 51ファミリ

ーまで分類されており、その合計は 378 遺伝子となっており、ABC ファミリーはヒト

では ABCA から ABCG までの 7 ファミリーで合計 49 遺伝子が存在している (98)。本

研究で取り扱った 82 遺伝子以外にも多くのトランスポーターが近位尿細管上皮に存在

していることが知られている。これらトランスポーターや、腎臓特異的遺伝子を含めた

解析を進めることによって、近位尿細管における HNF4α による機能維持機構が明らか

になる可能性があり、今後の研究課題となる。 

	 本研究においては、標的候補遺伝子の中でも特に Megalin が HNF4α による顕著な発

現上昇が認められた。Megalin はヘイマン腎症から病理学的抗原として発見がなされて
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gp330と命名され、ラット近位尿細管上皮からクローニングがなされた膜貫通型巨大タ

ンパク質であり、LDL受容体スーパーファミリーに属している (105,106)。その後の研

究で、Megalinはカルシウムイオンや、レチノール結合タンパク質、ビタミン D結合タ

ンパク質、アルブミン、トランスサイレチン、肝臓型脂肪酸結合タンパク質 (L-FABP)

など多くの基質と結合することが明らかとなっている (107)。 

 Megalinの解析のために作成された全身ノックアウトマウスでは、血清中のレチノール

結合タンパク質やビタミン D 結合タンパク質が尿中に排出される、ファンコーニ症候

群と類似した低分子尿症を発症した (108)。さらに、腎臓特異的 Megalin 欠損マウスで

はビタミン D 結合タンパク質である 25-OH ビタミン D3複合体によるビタミン D の取

り込みが減少したことが原因で、低カルシウム血症や骨疾患を発症することが報告され

ている (109)。また、Megalin 遺伝子への変異によって、家族性の Donnai-Barrow 症候

群や facio-oculo-acoustico腎症候群を発症するという報告がされている (110)。 

	 以上のことから、Megalin は血中に存在する多くの物質の輸送に非常に重要であるこ

とが示唆される。また、メタボリックシンドロームモデルマウスでは細胞傷害性物質が

メガリンにより再吸収され、ネフロン全体に障害がおこり、CKD を進行させることが

報告されている (111)。糖尿病性腎症や AKI、CKDの患者では Megalinが発現する事に

より腎毒性物質の輸送も行ってしまうため、腎機能低下が起こり、糖尿病性腎症や AKI、

CKDの進行に関わってきてしまう。そのため、Megalinの発現抑制することが糖尿病性

腎症や AKI、CKD治療への応用が期待される。 

	 CKD治療法の開発において、Megalinの働きを抑制する場合、考えられる方法として、

一つ目は Megalin の発現制御を行う HNF4α の発現を抑制する方法、二つ目は Megalin

特異的な抑制をする 2 通りの方法が考えられる。HNF4α の発現抑制によって Megalin

の発現は抑制が期待されるが、本研究の解析によって SLC トランスポーターの発現制

御にも関わる可能性が示唆された。このことから、HNF4αの抑制により SLCトランス

ポーターや腎機能に重要な遺伝子の発現量が減少する事が考えられ、それによって

CKD などの疾患の悪性化が予測される。一方、Megalin 特異的な抑制を行う場合は、

HNF4αによる転写活性化は阻害できないが、Megalinタンパク質の発現量を抑制するこ

とで、Megalinによる腎毒性物質の取り込みを阻害することができる。さらに、HNF4α

の発現誘導を行うことで、SLCトランスポーターなどの腎機能維持に関与する遺伝子の

発現上昇を誘導し、腎機能の亢進が期待される。以上のことから、CKD 治療薬の開発

の際には、Megalin阻害薬を作製し、同時に HNF4αの発現誘導することで CKDの治療

法の確立ができるのではないかと考えられる。 
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	 また、Megalinの発現転写制御機構に関する研究は少なく、PPARαと PPARγによって

Megalin の発現上昇をするという報告がなされている (112)。しかしながら、PPARα と

PPARγによる Megalinの発現上昇は約 2倍程度と発現上昇量は非常に低く、他の転写因

子と協奏的に働いていることが予測された。本研究の結果から、Megalin の発現量を

大で 15倍にも増加させた HNF4αは PTECでのMegalin発現に非常に重要であるという

ことが示唆され、PPAR と共に Megalin の発現制御に関わっている可能性がある。幾つ

かの先行研究においてHNF4αと PPARαはプロモーター上の結合配列を共有するという

報告がある。Acyl-Coa thioesterase1 (Acot1)はでは HNF4αと PPARαは同じ配列に結合す

ることが報告され、さらにこの報告において Acot1 の発現量は PPARα によって発現の

活性化、HNF4αによって発現の抑制が行われていることが判明した (113,114)。 

	 しかし、本研究における HNF4αの応答領域と PPARαの応答領域 (112)は共有されて

おらず、PPARα の応答領域を欠如した配列でも転写活性化能は変化がなかった。従っ

て、以上のことより、近位尿細管の HNF4αと PPARαは Megalinプロモーター上で異な

る応答配列に結合して、転写制御を行っていることが示唆される。また、PPARα は飽

和脂肪酸や非飽和脂肪酸の遊離脂肪酸を内在性リガンドとして使用するということ 

(115)、Megalin がアルブミン結合性の脂肪酸を PTEC に取り込むことから、PTEC にお

いて PPARα は Megalin 介して得た脂肪酸によって転写活性化をしている可能性が存在

する。さらに、HNF4αは PPARαの発現を正に制御することから (116)、HNF4αはMegalin

の発現をプロモーターに結合することで直接的に制御する方法と、PPARα の発現制御

による間接的な発現制御をおこなっている可能性が示唆される。 

	 本研究によって、HNF4α の強制発現によっていくつかのトランスポーター遺伝子と

Megalin の遺伝子の mRNA 発現量が上昇した。その中でも、顕著な発現上昇をした

Megalinは、プロモーター上に HNF4αが結合することが明らかとなった。トランスポー

ターやMegalinの機能異常は CKDを発症する原因となりうることから、HNF4αは PTEC

における機能維持に重要であるということが本研究によって示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 90 

【第 4章	 総括】 

	 本研究では、肝臓・腎臓の恒常性維持に関与する核内受容体 HNF4ファミリーの同定

と機能解明を行った。これまでの実験結果を以下にまとめる。 

 

【新規 HNF4γの肝臓における機能解析】 

• 肝臓特異的 HNF4α欠損マウスでは既知 HNF4γである HNF4γ1と、新規 HNF4γ 

ある HNF4γ2が発現上昇をしていたが、その発現量は正常マウスにおける HNF4α

と比べて、ごく微量であることを明らかにした。 

• ヒトの HNF4γ1/2の転写開始点を決定し、HNF4γ2には HNF4αと同様に転写活性

化に重要な AF-1が含まれることが示された。 

• HNF4γ1/2の発現分布を解析した結果、正常組織において HNF4γ1/2共に小腸での

発現量が多かったが、HNF4γ2の発現量は HNF4γ1と比較して非常に少なかった。 

• HNF4αと HNF4γ1/2の転写活性化能を比較した結果、HNF4γ1は HNF4αより転写

活性化能が低く、HNF4γ2は HNF4αよりも高い転写活性化能を有していた。 

• HNF4αと HNF4γ1/2を共導入した時の転写活性化能は、HNF4αによる転写活性化

を HNF4γ1は抑制、HNF4γ2は活性化の働きすることが明らかとなった。 

• HNF4αと HNF4γ1/2における DNA結合活性に有意な差は認められなかった。 

• HNF4γ1/2を肝がん由来細胞に導入することで、HNF4γ1では HNF4α導入時と比較

して肝機能マーカーと肝機能の誘導は弱く、HNF4γ2では HNF4α以上の肝機能マ

ーカーと肝機能を誘導した。 

• HNF4αとHNF4γ1/2を肝がん由来細胞に導入することで EMTマーカー遺伝子の抑

制を行うことができた。 

	 以上の結果より、既知バリアント HNF4γ1は HNF4α存在下だと HNF4αの機能を抑制

することが考えられるため、HNF4γ1が発現上昇しているがん組織で発現抑制や阻害を

行うことで、HNF4αの機能回復を行えることが示唆された。従って、HNF4γ1は、新た

な HCC治療標的となる可能性を秘めている。 

	 一方、新規バリアントである HNF4γ2は HNF4α以上の転写活性化能、肝分化や機能

維持の機能を持つ。HNF4αは未分化肝細胞の肝細胞への誘導や、脱分化細胞したがん

細胞を正常細胞に再分化させることが報告されているため、肝臓での HNF4γ2の発現の

活性化や外部からの導入は、HCCの新たな治療法の開発に有用であると期待される。
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さらに、iPSや ES細胞といった幹細胞への HNF4γ2の導入による人工肝細胞への分化

誘導系の確立に有用であると期待される (Fig. 4-1)。 

 

Fig. 4-1. 本研究から予測される肝臓における HNF4α と HNF4γ2 の機能予測 

 

【腎臓 HNF4αの標的遺伝子の探索】 

• ヒト腎臓近位尿細管由来培養細胞に HNF4αを発現させると、3つのトランスポー

ター遺伝子と Megalin遺伝子の発現量が増加した。 

• HNF4αは Megalinのプロモーター上の HNF4α結合予測部位に結合して、転写活性

化を行うことが明らかになった。 

 

	 以上の結果により、腎近位尿細管における HNF4α は SLC トランスポーターや ABC

トランスポーター、Megalin の転写制御を介した再吸収や代謝に関与している可能性が

示唆された (Fig. 4-2)。 

 
Fig. 4-2. 本研究から予測される腎臓近位尿細管での HNF4α の機能予測 
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本研究での研究結果を踏まえ、以下に今後の研究課題を記す。 

1. HNF4γ1および HNF4γ2の転写活性化機構の解明 

	 本研究によって、HNF4γには HNF4γ1と HNF4γ2の 2つのバリアントが存在すること

が判明した。2種類の HNF4γは Exon 1が異なるため、その位置を Exon 2の位置から計

算すると、マウスの HNF4γ1を認識する Exon 1A転写開始点の位置は Exon 2から上流

130 kbp上流である。一方、HNF4γ2の Exon1 Bはわずか 3.8 kbpに位置していた。この

傾向はヒトでも同様で、HNF4γ1と HNF4γ2は全く異なるプロモーターによって発現制

御されていることが予測される (Fig. 2-6)。 

	 以上のことから、HNF4γの転写活性化による発現制御機構には異なる転写因子が関

与している可能性が示唆される。プロモーター解析を行うにより、それぞれの HNF4γ

バリアントの転写調節が可能となれば、HNF4γバリアントごとの発現制御が可能とな

り、それぞれの HNF4γの機能解析や、HNF4γ2による分化誘導をより円滑に行える可

能性がある。 

	 また、HNF4γの 3’ UTRは共通の配列を持ち、肝臓特異的 HNF4α欠損マウスの肝臓

において HNF4γ1と HNF4γ2の両方が同程度の発現上昇をしたことから、miRNAによ

る翻訳時の発現抑制を受けている可能性が示唆される。実際に、膀胱がんでは miR-34a

によって発現制御を受けており、胃がんでは miR-30aによって発現抑制をうけていると

いう報告がある (71,72)。肝臓特異的 HNF4α欠損マウスの肝臓では、miRNAの発現変

動も多く見られるため (46)、新規の microRNA標的遺伝子として HNF4γの 3’UTR配列

に結合する microRNAを探索することも、今後の研究課題として残る。以上のことより、

HNF4γは転写時や翻訳前という様々な段階での発現調節を受けていることが示唆され

るため、包括的な研究が必要とされる (Fig. 4-3)。 

 

Fig. 4-3. HNF4γ の発現制御機構の予測図 
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2. HNF4γ1と HNF4γ2の特異的コファクターおよびリガンドの探索 

	 核内受容体を含む転写因子による転写制御を行う際には、コファクターが結合するこ

とで、転写活性化能を調節することが広く知られている。HNF4αも PGC-1αや PC4と

いったコアクチベーターが結合することによって、転写制御に関わることが報告されて

いる (117)。このようなコアクチベーターは HNF4γにも存在することが考えられる。さ

らに HNF4γ1/2は N末端の転写活性化部位に差が生じることから、異なるコアクチベー

ターが結合することが予測される。実際に、HNF4γのコファクター候補の探索が当研

究室によってなされているが、現在発見されているコファクター候補タンパク質は

HNF4γ1と HNF4γ2に共通して結合することから、HNF4γの共通した配列に結合してい

ることが示唆される。 

	 今後はHNF4γバリアントに特異的なコファクターを探索するためHNF4γ間で異なる

N末端領域を用いた Pull-down assayや HNF4γを発現している KOマウス肝臓を用いた

共免疫沈降法によるコファクターの探索が必要と考えられる。 

	 また、HNF4γは HNF4αと同様にリガンドの同定されていないオーファン受容体であ

る。リガンドは核内受容体の構造を変化させることで、転写活性化能などを向上させる

ことができる。同じ核内受容体の PPARファミリーは合成された人工リガンドによる創

薬研究が進んでいる (118)。さらに、結合するリガンドにより、異なるコファクターを

リクルートすることが報告されている (119,120) (Fig. 4-4)。 

	 以上のことから、HNF4γに対する特異的なコファクターやリガンドを同定すること

で、HNF4γの機能解析や創薬において非常に有用になると期待される。 

 

Fig. 4-4. コファクター・リガンドのリクルートメントによる活性の差 
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3. 肝臓以外での HNF4γ2導入による、組織の恒常性維持 

	 本研究より、HNF4γ2は HNF4α以上の転写活性化能や、肝機能誘導能を有している

ことが明らかとなった。HNF4αの機能は、肝臓の分化誘導や脱分化の抑制 (96,97)であ

るが、それらの機能が HNF4γ2によって、HNF4αよりも強力に誘導されることが期待

される。HNF4αは肝臓以外にも本研究で取り上げた腎臓をはじめとする膵臓、小腸、

大腸などの組織においても発現している。それぞれの組織で HNF4αは、恒常性の維持

に重要であることが報告されている。HNF4γ2は本研究の結果から、HNF4αと同じ標的

を認識するため、肝臓以外の組織での恒常性維持機能も亢進する可能性を秘めている。

特に、小腸では HNF4γ2の発現比率が多いことから、HNF4γ2の発現上昇することによ

って、HNF4α以上に分化誘導をする可能性がある。以上のことから、HNF4γ2の発現誘

導や外部からの導入は、肝臓以外の組織でも有用だということも予測できる。 

	 先行研究によって HNF4γ が、がん組織において発現上昇しているという報告がされ

ているが (70,72)、これらの HNF4γ は既知の HNF4γ1 のみを研究対象としているため、

プライマーなどは HNF4γ1/2に共通する部分などで作成されており、HNF4γ1と HNF4γ2

のどちらが発現上昇しているかは未解明である。しかし、HNF4γ1と HNF4γ2の正常組

織やヒト由来培養細胞における発現量比から考察すると、これらのがん組織において

HNF4γ1 のほうが発現上昇している可能性が高い。さらに、潰瘍性大腸炎においては、

検出に用いたプローブの配列などから HNF4γ2 が減少していることが報告されている 

(92)。 

	 そこで、HNF4γの変動が認められている組織または細胞における HNF4γ1と HNF4γ2

の発現変動解析し、HNF4γ1 の発現が高い時や、今回の肝臓特異的 HNF4α 欠損マウス

のようにHNF4γ1とHNF4γ2の量が同程度の場合には、HNF4γ2を導入することにより、

正常細胞への再分化の誘導などが可能ではないかと期待される。そのため、腎臓を始め

とする HNF4α の機能が未解析な組織において、機能解析を行う上で、HNF4γ2 は強力

なツールとして使用できる可能性があり、今後の研究への応用が期待される (Fig. 4-5)。 
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Fig. 4-5. 肝臓以外で HNF4γ2 の発現誘導によって期待される効果 

 

4. 腎近位尿細管における HNF4α標的遺伝子のさらなる探索 

	 本研究では HNF4αの標的として、もっとも発現上昇が顕著であった Megalinに着目

して HNF4αによる発現制御機構の解明を行った。その一方で、HNF4αによって発現上

昇した 3種類の SLCトランスポーター遺伝子が確認された。本研究ではその 3種類を

含め 71種類の SLCトランスポーター遺伝子についての HNF4αによる発現誘導の検証

を行ったが、ヒトの SLCトランスポーターは現在までに 378遺伝子が存在し、他のト

ランスポーターとして、49種類の ATP-binding-cassette family (ABC family)が存在してい

ることが知られている。これらの遺伝子に関しても HNF4αの強制発現系において発現

が誘導されるかを検討し、腎近位尿細管上皮細胞における HNF4αの標的遺伝子となる

トランスポーター遺伝子を同定することによって、HNF4αの重要性を解析することが

重要である。 

	 さらに、SLC/ABCトランスポーター以外の遺伝子に関しても、HNF4α強制発現系で

の ChIP-Seqなどを組み合わせることで、より網羅的な HNF4αの標的遺伝子の同定など

ができると考えられる。さらに、近位尿細管上皮特異的な HNF4α欠損マウスを作成す
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ることにより、近位尿細管における HNF4αの機能が解明されると期待され、このマウ

スを現在作成中である。 

 

 

結語 

	 本研究では、HNF4αの機能解析を行う上で有用なツールとして HNF4γの新規バリア

ントである HNF4γ2を同定し、機能解析を行った。その結果、HNF4γ2は、HNF4αより

も優れた人工肝細胞の作製や肝細胞がんの治療への利用が期待されることが明らかと

なった。しかしながら、肝臓の HNF4α欠損によって発現上昇した HNF4γの発現制御機

構は未解明のままである。そのため今後 HNF4γ1および HNF4γ2の発現制御機構を解析

していくことが重要になる。 

	 HNF4γ の研究は先行研究も少なく、核内受容体 HNF4 ファミリーの肝臓や腎臓をは

じめとする HNF4が発現する組織においての機能の全容解明のために、さらなる研究が

必要である。 

	 さらに、肝臓、膵臓、大腸に加え、新たに HNF4αが恒常性維持に関わる組織として、

腎臓、特に腎近位尿細管について、その標的遺伝子として Megalinを同定した。今後の

さらなる研究によって、再吸収の調節機構や CKDを始めとする疾患への治療ツールと

して、HNF4αが有用であることを検証していく必要がある。 
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