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研究成果の概要（和文）：卵巣顆粒膜細胞は、卵子を取り巻き、その発達に必要不可欠である。本研究の目的
は、幹顆粒膜細胞の分化誘導系を確立して、その分化メカニズムを解明することである。そして、間葉系幹細胞
や未分化な顆粒膜細胞に転写因子のSF-1/Ad4BPを含む遺伝子を導入することにより、分化した顆粒膜細胞に非常
に似た性質を示す細胞を誘導することができた。これらの分化誘導系を用いることにより、顆粒膜細胞の分化に
関わる因子やヒトに高濃度で存在するアンドロゲンを発見するなどの成果を挙げることができた

研究成果の概要（英文）：Granulosa cells constitute the parts of somatic cells in follicles, and are 
essential for the development of oocytes. The purpose of this study is to induce granulosa cells 
from stem cells and precursor cells for revealing the molecular mechanism of their development. We 
established granulosa-like cells from mesenchymal stem cells and undifferentiated granulosa cell 
tumor-derived cells by introducing SF-1/Ad4BP. Using these systems, it was revealed the genes 
involved in the differentiation of granulosa cells, and identified a major androgen in human plasma.

研究分野：生殖内分泌
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  ２版



１．研究開始当初の背景 
顆粒膜細胞は、卵胞発育や排卵にも重要
な役割を果たすと同時に、黄体細胞に分化
した後にはプロゲステロンを産生し妊娠の
維持に必須である。顆粒膜細胞の形成不全
や分化異常は、卵胞発育や排卵に障害、黄
体機能不全により不妊症の原因となる。ノ
ックアウトマウスの解析等より、多くの遺
伝子が顆粒膜細胞の形成や機能に関わるこ
とが示唆されているものの、その詳しい機
構には不明な点が多い。これは卵巣が顆粒
膜細胞に加えて、卵母細胞や莢膜細胞など
多くの細胞系列から形成されるため、その
前駆細胞を単離することが困難であること
が原因に挙げられる。また、生殖腺形成の
マスター遺伝子とも言えるSF-1/Ad4BP遺
伝子が発現しない場合、生殖腺そのものが
なくなることが、その解析を一層難しいも
のにしている。幹細胞から顆粒膜細胞を分
化誘導する系を確立することは、このよう
な問題を解決する理想的な手段であると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、幹細胞や前駆細胞から、顆
粒膜細胞を分化誘導する系を確立する。そ
して、確立した分化誘導系を用いて顆粒膜
細胞形成・分化の分子メカニズムを解明し、
特に顆粒膜細胞分化時の CYP19A1遺伝子
（顆粒膜細胞の分化マーカー）の発現制御
機構を明らかとすることを目的とする。ま
た、顆粒膜細胞が産生する新たなステロイ
ドホルモンの同定も試みる。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）顆粒膜細胞の分化誘導 
ヒト間葉系幹細胞や顆粒膜細胞の前駆
細胞に、顆粒膜細胞の分化に必要である
ことがと予想される SF-1/Ad4BP を始め
とした候補遺伝子を、レトロウイルスや
アデノウイルスを用いて導入する。遺伝
子導入を行った細胞における顆粒膜細胞
のマーカー遺伝子の発現を RT-PCR によ
り、またエストロゲン産生を ELISA によ
り確認することにより、細胞が分化して
いるか否かを確かめた。 
 
（２）顆粒膜細胞分化に関わる遺伝子群の
探索 
幹細胞や前駆細胞から顆粒膜細胞への
分化後に発現が変化する遺伝子を DNA マ
イクロアレイにより調べ、顆粒膜細胞の
分化に重要な候補遺伝子を探索する。探
索した遺伝子の卵巣における発現を
RT-PCR や免疫組織化学法によって確か

める。また、この遺伝子の機能を調べる
ために、ラット初代顆粒膜細胞や分化し
た細胞に遺伝子産物を添加し、CYP19A1
を含むマーカー遺伝子の発現を確認する。 
 
（３）ヒトにおける新たなステロイドホル
モンの同定 
（１）で分化誘導した細胞が、培地中に
産生するステロイドホルモンを ELISA で
測定することにより同定した。その後、
ヒト血中に同定したホルモンが存在する
かを LC-MS/MS により測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）顆粒膜細胞の分化誘導 
月経血由来の間葉系幹細胞並びに、ヒト
顆粒膜細胞腫由来で比較的未分化である
KGN 細胞にレトロウイルスやアデノウイル
スにより SF-1/Ad4BP を含む遺伝子を複数
導入したところ、共に CYP19A1 の発現
が誘導され、培地にエストラジオールを
産生した。また、顆粒膜細胞のマーカー
遺伝子の一つである LRH-1 の発現が強
く誘導されたことから、これらの細胞は
卵胞発達期の顆粒膜細胞に近い形質に分
化していることが明らかとなった。（雑誌
論文３） 

 
（２）顆粒膜細胞分化に関わる遺伝子の探
索 
 （１）で確立した顆粒膜細胞の分化誘
導系を用いて、遺伝子の導入後の細胞に
おいて発現が誘導・抑制される遺伝子群
を DNA マイクロアレイによって探索した。
すると、細胞の分化に伴い誘導型の一酸
化窒素合成酵素（iNOS）の発現が低下す
ることが分かった。そこで、ラット卵巣
における iNOS の発現を調べたところ、分
化誘導系の結果を支持するように、卵胞
形成初期の未分化な顆粒膜細胞において
高レベルの発現が検出された。しかしな
がら、卵胞発達期になるとその発現はほ
とんど検出できなくなり、これは
CYP19A1 の発現パターンと対照的であっ
た。そこで、初代培養の顆粒膜細胞や分
化誘導した顆粒膜細胞に一酸化窒素の生
成剤を添加したところ、CYP19A1 の発現
は著しく低下した。以上の結果から、iNOS
は一酸化窒素産生を介して CYP19A1 の発
現を抑制し、顆粒膜細胞の分化を抑制す
ることが明らかとなった（雑誌論文１）。 
 
（３）ヒトにおける新たなステロイドホル
モンの同定 
 分化した細胞が培地中に産生するステ



ロイドホルモンを測定したところ、これ
まで魚類特異的なアンドロゲンであると
考えらてきた 11-ケトテストステロン
（11-KT）が検出された。そこで、ヒト血
中における 11-KT を測定したところ男女
で共に存在していた。特に女性ではテス
トステロンよりも高い濃度で存在し、も
っとも量の多い活性型アンドロゲンであ
ることが分かった（雑誌論文４）。 
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