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研究成果の概要（和文）：排卵とそれに伴う黄体化は妊娠の成立・維持に不可欠な現象である。また、黄体形成
には血管新生が不可欠であり、この血管新生を調節する因子がVascular Endothelial Growth Factor (VEGF)で
ある。本研究ではLHサージ後のラット顆粒膜細胞の黄体化過程におけるVegf遺伝子発現は、HIF1αではなく、
C/EBPβにより調節されていること、また転写因子に加えて、ヒストン修飾やクロマチン構造変化も関与してい
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ovulation and associated luteinization are essential for the establishment 
and maintenance of pregnancy.  Angiogenesis is required for the corpus luteum formation, and the 
factors that regulate angiogenesis are Vascular Endothelial Growth Factor (Vegf).  
We found that C/EBPβ, but not HIF1α, regulates Vegf gene expression by binding to the novel 
binding site in the rat Vegf promoter region. In addition to transcription factors, histone 
modifications and chromatin structure of the Vegf promoter region are involved in the regulation of 
Vegf expression. 

研究分野：生殖内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、我々はラット顆粒膜細胞におけるVegf遺伝子発現制御にC/EBPbが関与していることを初めて示し
た。Vegf は血管新生に重要な役割を担う遺伝子であるため、我々の結果は黄体化過程にある顆粒膜細胞におけ
る血管新生の制御機構を理解する一助となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 排卵とそれに伴う黄体化は妊娠の成立・維持に不可欠な現象である。また、黄体形成には血管
新生が不可欠である。LH サージ前は内莢膜細胞層に血管は限局して見られるが、LH サージ後に
基底膜が融解するとともに血管内皮細胞が増殖し、血管は無血管領域である顆粒膜細胞層へ侵
入し、非常に短時間で血管新生を完成させる。この血管新生を調節する因子が Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF)である。実際に soluble VEGF receptor を用いて VEGF の作
用をブロックすると、黄体の血管新生が阻害され、黄体は形成されない。本研究開始時点で、顆
粒膜細胞の黄体化に伴う Vegf 遺伝子発現の転写調節機構は明らかではなかった。他の細胞、組
織における Vegf 遺伝子の転写調節に関わる転写因子として、Hypoxia inducible factor 1 
(HIF1)がよく知られているが、顆粒膜細胞における黄体化過程での Vegf 遺伝子の転写調節を
HIF1が担っているかについての報告はない。一方で、排卵過程における血管新生に関わる
Abcb1b, Apln などの遺伝子は、転写因子である CCAAT/Enhancer-binding protein  (C/EBP)
の制御を受けていることが C/EBPノックアウトマウスの
研究から明らかとなっている (Mol Endocrinol, 2011)。
さらに近年では遺伝子発現は転写因子のみならず、転写因
子の受け手側である遺伝子プロモーター領域の変化、すな
わちヒストン修飾やそれに伴うクロマチン構造変化とい
ったエピジェネティックな調節機構によって制御されて
いることが明らかとなっている。実際に我々は LH サージ
後のプロゲステロン合成に関与する StAR や Cyp19、
Cyp11a1 遺伝子の発言調節にエピジェネティックな転写
調節機構が関与していることを報告している 
(Endocrinology, 2013, 2016)。我々は研究開始前に顆粒
膜細胞において Vegf 遺伝子が LHサージを契機とし、排卵
までの短時間に急速に増加することを確認した（図 1）。そ
こで本研究では、LHサージ後の卵巣顆粒膜細胞の黄体化に
伴う Vegf 遺伝子発現にどのような転写因子が関与するか
を明らかにし、さらに、転写因子に加えて遺伝子プロモー
ター領域のヒストン修飾やクロマチン構造
変化といったエピジェネティックな調節機
構が Vegf 遺伝子の転写調節に関与するか
を明らかにすることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、黄体化過程のラット顆粒膜
細胞における、Vegf 遺伝子発現への 
HIF1と C/EBP の関与を解明するととも
に、エピジェネティックな転写調節機構の
関与も明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
3 週齢雌ラットに eCG-hCG 投与に
よる過排卵刺激を行い、hCG 投与前 
(0 h) と投与後 12 h の黄体化顆粒
膜細胞を回収し、HIF1と C/EBPの
蛋白発現変化、Vegf 遺伝子プロモー
ター領域における HIF1と C/EBPの
結合 (ChIP assay)、C/EBP結合配列
および HIF1 結合配列の変異挿入に
よる転写活性の変化 (Luciferase 
assay)を調べた。また、それぞれの転
写因子のノックダウンによる Vegf 
遺伝子発現の変化も調べた。さらにヒ
ストン修飾変化 (ChIP assay)とクロ
マチン構造変化 (FAIRE-qPCR) につ
いても検討した。 
 
４．研究成果 
 C/EBPと HIF1の蛋白発現が hCG 
投与後の顆粒膜細胞で上昇するか 
Western blotting 法を用いて検討し
た。C/EBP (図 2A)、HIF1 (図 2B) 
蛋白発現は hCG 投与前から発現して

図 1 Vegf mRNA 発現変化 

図 2  C/EBP、HIF1の蛋白発現変化 

図 3 C/EBP、HIF1の Vegf 遺伝子プロモーター領域

への結合変化 



おり、hCG 投与後に有意に増加した。 
 顆粒膜細胞における C/EBP、HIF1
の Vegf 遺伝子プロモーター領域への
結合変化をChIP assayを用いて検討し
た。まず JASPAR データベースを用いて
C/EBP、HIF1の転写因子結合配列を
同定した（図 3A）。Vegf 遺伝子プロモ
ーター領域への C/EBPの結合は、hCG
投与後 12 時間で有意に増加した (図
3B)。一方、HIF1の結合は増加しなか
った (図 3C)。これらの結果から、ラッ
ト顆粒膜細胞の黄体化過程において、
HIF1ではなく C/EBPがプロモータ
ー領域に結合することで Vegf 遺伝子
発現を制御していることが示された。 
 C/EBP 結合領域のVegf 遺伝子発現
への関与を詳細に検討するため、siRNA
を用いて C/EBP ノックダウンを行っ
た。顆粒膜細胞はノックダウン効率が
悪いため、KGN 細胞（ヒト顆粒膜細胞
腫由来細胞株）を使用した。KGN 細胞
は hCG 刺激に反応しないため、hCG の
セカンドメッセンジャーである cAMP
を使用し、cAMP 刺激で VEGF mRNA が上
昇することを確認した(図 4A)。siRNA
を用いて C/EBPのノックダウンを行
い、C/EBP蛋白がコントロール細胞、
cAMP 刺激細胞ともにノックダウンさ
れていることを確認した(図 4B)。cAMP
刺激で誘導されるVEGF mRNAはC/EBP
ノックダウンにより有意に抑制され
た(図 4C)。 
 Vegf 遺伝子プロモーター領域にお
ける C/EBP、HIF1結合領域の転写活
性を調べるため、KGN 細胞に図 5Aに示
す Vegf プロモーターコンストラクト
を導入し、Luciferase assay を行った 
(図 5A)。プロモーターコンストラクト
（-1171 bp から +115 bp）をトランスフェク
ションすると、cAMP 刺激により Luciferase 
活性は上昇した。C/EBP 結合配列を欠失させ
ると (-976 bp から +115 bp、ΔC/EBP)、cAMP
で誘導される Luciferase 活性は抑制された。
HIF1 結合配列に変異を加えても(-1171 bp 
から +115 bp、mutation of HREs)、Luciferase 
活性に影響を与えなかった。さらに C/EBP ノ
ックダウン条件下でのLuciferase 活性を調べ
た。-1171 bp から+115 bp のコンストラクト
と siRNA の両方を KGN 細胞に同時にトラン
スフェクションした後に cAMP で刺激を行った。cAMP 刺激で上昇する Luciferase 活性は C/EBP 
ノックダウンにより抑制された (図 5B)。以上より、cAMP 刺激下で C/EBP 結合領域は転写活
性を有していること、HIF1結合領域は転写活性を有していないことが示された。さらに CoCl2 
刺激により Vegf 遺伝子プロモーター領域の転写活性は上昇したが、HIF1結合配列の変異に
よりその Luciferase 活性は抑制された (図 6)。 
 続いてヒストン修飾変化とクロマチン構造変化について検討した。転写抑制に働く H3K9me3 
と H3K27me3 は hCG 投与後 12 時間で有意に低下した。転写促進に働く H3K4me3 は hCG 投与前後

図 4 C/EBPノックダウンによる VEGF mRNA 発現への影響 

図 5 C/EBP、HIF1 結合配列の転写活性 

図 6  CoCl2 刺激による Vegf 遺伝子プロモー

ター領域の転写活性 



で変化を認めなかった (図 
7A)。C/EBP結合領域周囲の hCG 
投与前後におけるクロマチン構
造変化を FAIRE-qPCR を用いて
検討した。この領域の FAIRE 
enrichment 比は hCG 投与後に
増加した (図 7B)。これは hCG 
刺激により C/EBP 結合領域周
囲のクロマチン構造が弛緩した
ことを示している。C/EBP結合
領域への H3K27me3 を誘導する
EZH2の結合がhCG投与前後で変
化するか ChIP assay を用いて
検討した。C/EBP 結合領域への 
EZH2の結合はhCG投与後に有意
に抑制された (図 7C)。 
これらの結果より我々は、LH 
サージ後のラット顆粒膜細胞
の黄体化過程における Vegf 遺
伝子発現は、HIF1ではなく、
C/EBPがラット Vegf 遺伝子プ
ロモーター上の新たに発見した領域に結合することで Vegf 遺伝子発現を制御していることを
明らかにした。また転写因子に加えて、ヒストン修飾やクロマチン構造変化も Vegf 遺伝子発
現に関与していることも明らかにした。 
 
 

 

図 7 Vegf 遺伝子プロモーター領域のヒストン修飾、クロマチ

ン構造、EZH2 の結合変化 
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