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研究成果の概要（和文）：本研究では、間葉系幹細胞において、転写因子であるLRH-1の発現を誘導することに
より、顆粒膜細胞を含むステロイドホルモン産生細胞を分化誘導する新たな手法の確立を試みた。そこで、まず
初めに顆粒膜細胞におけるLRH-1の転写制御を詳細に調べたところ、遺伝子上流に存在する核内受容体の結合配
列を含む領域がエンハンサーとして働くことが分かった。そこで、この領域に結合する転写因子を転写因子を
KGN細胞において発現させたところLRH-1の発現は、30倍程度上昇した。さらに、間葉系幹細胞に、この転写因子
を発現させたところ、LRH-1の発現が弱いながらも誘導され、ステロイドホルモン産生酵素が発現した。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was attempted to differentiate the steroidogenic cells 
from mesenchymal stem cells by inducing the expression of transcription factor, liver receptor 
homolog-1 (LRH-1). First, transcriptional regulation of LRH-1 was investigated in ovarian granulosa 
cells using reporter assays. Novel enhancer for LRH-1 transcription in granulosa cells  was 
identified in far upstream region of human LRH-1 gene. This region contains a nuclear 
receptor-binding site and deletion of this site markedly decreased the enhancer activities. 
Expression of a nuclear receptor binding to this region induced the expression of LRH-1 in human 
granulosa cell-derived KGN cells. It also induced the expression of LRH-1 in human uterus-derived 
mesenchymal stem cells. Steroidogenesis-related genes were also induced in these cells. 

研究分野： 生殖内分泌学

キーワード： LRH-1　エンハンサー　ステロイドホルモン
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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、LRH-1の発現を誘導することによりステロイドホルモン産生細胞を分化させる手法が確立され
た。これは、幹細胞からステロイドホルモン産生細胞を分化誘導する全く新たな技術であり、学術的な意義は大
きい。さらに、LRH-1の発現を制御する核内受容体のリガンドを投与することにより、従来、行われてきた遺伝
子の導入を必要とせずに、ステロイドホルモンを合成しない幹細胞からホルモン産生を分化させられる点から安
全性は高く、ステロイドホルモン産生組織の再生医療の実現により近づいた点からも、本研究の成果は非常に意
義深いと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

顆粒膜細胞は、莢膜細胞や精巣、副腎のステロイドホルモン産生細胞と共通の発生学的な

起源を有し、ステロイドホルモン産生に重要な転写因子である SF-1/Ad4BP や LRH-1 を発現

するが、卵胞発育初期にはステロイドホルモンをほとんど産生しない。しかしながら、卵胞

発育の進行に伴い顆粒膜細胞は FSH によりエストロゲンを産生するようになり、その後の卵

胞発育や排卵に重要な役割を果たす。そして、LHサージによる排卵後にはプロゲステロンを

産生する黄体細胞に分化し妊娠の維持に関わる。よって、顆粒膜細胞の形成不全や分化異常

は、卵胞発育不全や排卵障害、さらには黄体機能不全等の不妊の原因となる。ノックアウト

マウスを含む様々な解析により多様な遺伝子が、顆粒膜細胞の形成や分化に必須であること

が示されているが、その分子メカニズムについては不明な点が多く残されている。幹細胞か

ら卵胞発育初期の顆粒膜細胞を作製し、黄体細胞までの分化を再現できる in vitro の系を

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。             

私たちは、生殖腺や副腎皮質と同じ中胚葉由来の骨髄間葉系幹細胞へのSF-1/Ad4BPやLRH-

1 の導入により、精巣や副腎の多様なステロイドホルモン産生細胞を分化誘導する（Yazawa 

et al., 2006, 2009, 2014）と同時に、臍帯血由来の間葉系幹細胞に SF-1/Ad4BP を導入してプロ

ゲステロンを産生する黄体細胞を、また月経血由来の間葉系幹細胞に SF-1/Ad4BP や LRH-1 を

導入することによりエストロゲン産生を行う顆粒膜細胞様の細胞を分化誘導することに成

功している（Yazawa et al., 2010, 2011, 2015, 2016, 2019）。しかしながら、この方法では卵胞発

育初期の顆粒膜細胞に分化させることはできていない。これは、SF-1/Ad4BP や LRH-1 の遺伝

子導入は、間葉系幹細胞をステロイドホルモン産生する段階の細胞に分化させるためである

と考えられる。よって、幹細胞からの卵胞発達初期の顆粒膜細胞の分化誘導には、SF-1/Ad4BP

や LRH-1 遺伝子の導入によらない新たなアプローチが必要であると考えられる。申請者は、

過去の研究で、ES 細胞や間葉系幹細胞に SF-1/Ad4BP や LRH-1 を導入することにより、世界

に先駆けて幹細胞から多様なステロイドホルモン産生細胞を分化誘導する系を確立した

（Yazawa et al., Endocrinology 2006, 2009）。また、幹細胞由来の細胞を用いた実験から、LRH-

1 には顆粒膜細胞にアイソフォームが存在することも報告している（Kawabe, Yazawa, et al., 

Endocrinology 2013）。本研究は、これらの成果を基に、幹細胞において内因性の LRH-1 を発

現させることにより卵胞発達初期の顆粒膜細胞を作製すると同時に、SF-1/Ad4BP や LRH-1 の

導入を経ないステロイドホルモン産生細胞の分化誘導法を確立することを目的とする。 

 

 
２．研究の目的 

申請者は、過去の研究で、ES 細胞や間葉系幹細胞に SF-1/Ad4BP や LRH-1 を導入する

ことにより、世界に先駆けて幹細胞から多様なステロイドホルモン産生細胞を分化誘導

する系を確立した（Yazawa et al., Endocrinology 2006, 2009）。また、幹細胞由来の細胞を

用いた実験から、LRH-1 には顆粒膜細胞にアイソフォームが存在することも報告してい

る（Kawabe, Yazawa, et al., Endocrinology 2013）。本研究は、これらの成果を基に、幹細胞

において内因性のLRH-1を発現させることにより卵胞発達初期の顆粒膜細胞を作製する

と同時に、SF-1/Ad4BP や LRH-1 の導入を経ないステロイドホルモン産生細胞の分化誘導

法を確立する。このために本研究では、①顆粒膜細胞における LRH-1 の発現の制御機構

を解明し、②この機構を利用して幹細胞からのステロイドホルモン産生細胞の分化誘導



することを目的とする。 

 
 
３．研究の方法 

① 顆粒膜細胞における LRH-1 の発現の制御機構の解明 

   卵巣・顆粒膜細胞特異的に発現する LRH-1 のアイソフォームの転写メカニズムの詳細

を解明する。過去研究結果から、転写開始点近傍には顆粒膜細胞特異的な発現を司る領

域がないことが分かっているため、遺伝子から遠く離れた領域の中で転写調節に重要な

配列をレポーターアッセイにより決定し、EMASA や ChIP アッセイにより、この領域に結

合する転写因子を同定する。そして、KGN 細胞において同定した転写因子の過剰発現を

行い LRH-1 の発現への影響を検証する。 

 

②  幹細胞からのステロイドホルモン産生細胞の分化誘導 

様々な間葉系幹細胞株に、①で同定された転写因子のリガンドの添加やレトロウイル

スにより転写因子を過剰発現して内因性の LRH-1 の発現を誘導する。そして、ステロイ

ドホルモン産生系の酵素の発現を qPCR によって調べると共に、培地に産生されるステ

ロイドホルモンを ELISA により測定することにより、ステロイドホルモン産生細胞への

分化を検証する。 

 
 
４．研究成果 

① 顆粒膜細胞における LRH-1 の発現

の制御機構の解明 

顆粒膜細胞特異的な LRH-1 遺伝

子近傍のプロモーター領域以外で、

転写制御に重要な領域を探索する

ために、遺伝子の転写開始点より-

3kb 以上の上流域。イントロンと遺

伝子の下流域を組みこんだレポー

ターベクターを作製して、KGN 細胞

でアッセイを行った。すると、転写開

始点より 5’上流-5kb 付近に転写を促進するエンハンサー領域があることを見い出し

た（図１）。この領域には、核内受容体ファミリーの結合サイトが存在していたことか

ら、このサイトに変異を入れたレポーターを作製したところ、この領域のエンハンサー

活性は消失した。EMSA や ChIP アッセイの結果、実際、このサイトには複数の核内受容

体が結合していることが分かった。この核内受容体を KGN 細胞において、レトロウイル

スにより過剰発現させたところ LRH-1 の発現は著しく増加した。 

 

②  幹細胞からのステロイドホルモン産生細胞の分化誘導 

月経血由来の間葉系幹細胞である EPC2 細胞は、低いレベルながらも、①で同定した

核内受容体を発現している。そこで、この転写因子を活性化するために合成脂質リガン

ドを添加して 24 時間後に、qPCR により遺伝子発現を調べたところ LRH-1 の発現が約

10 倍上昇していた。よって、この転写因子は、間葉系幹細胞においても LRH-1 の転写

を制御しうることが証明された。さらに、細胞内のコレステロール輸送に関わる StAR



遺伝子やステロイドホルモン産生酵素の一つである HSD3B2 遺伝子の発現も数倍上昇

していた。しかしながら、ステロイドホルモン産生の律速酵素である CYP11A1 の発現

は、合成脂質リガンドの添加後も、ほとんど検出されなかったことから、培地中にステ

ロイドホルモンは検出されるものの、未分化な顆粒膜細胞と同様に、非常に低い濃度で

あった。そこで、核内受容体をレトロウイルスにより導入して、LRH-1 の発現を上昇さ

せた後に、cAMP を培地に添加したところ StAR や他のステロイドホルモン産生系の遺

伝子の発現が著しく上昇し、培地中に多量のプロゲステロンが検出された。 
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