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研究成果の概要（和文）：転写因子SF1／Ad4BPは性機能分化への関与が知られていたが、その調節機構は不明で
あった。Mdm2は癌抑制因子として知られるp53の抑制因子であり、Mdm2を欠損させるとp53分解が起こらずp53の
作用が増強する。本研究では、卵丘細胞の転写調節因子として、p53とMdm2を介した卵子成熟および排卵の調節
機構を調べる中で、顆粒膜細胞においてp53による転写調節によりSF1/Ad4BPの発現が調節され、卵巣機能がコン
トロールされていることを明らかにした。p53のSF1を介した性機能調節機構が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The transcription factor SF1/Ad4BP is known to be involved in sexual 
functions and sex differentiation, but their regulatory mechanism remained unknown. Mdm2 is a 
suppressor of p53, and when Mdm2 is deficient, p53 degradation does not occur and the action of p53 
is enhanced. In this study, we investigated the regulatory mechanism of oocyte maturation and 
ovulation mediated by Mdm2 and p53 in the cumulus granulosa cells. We revealed that the expression 
of SF1/Ad4BP is transcriptionally regulated by p53 and this regulation is associated with ovarian 
function. Thus, we clarified that p53 is involved in SF1-mediated regulation of ovarian functions.

研究分野： 産婦人科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、p53のSF1を介した性スペクトラム調節機構が明らかとなった。Mdm2-p53の系がSF1を介して、メ
スマウスの卵巣機能や子宮機能の維持を図っていること、その欠損により、完全メスからややオス寄りに偏位し
た性スペクトラムの状態になっている可能性が示された。また、SF1を調節している因子としてのp53の過剰発
現・活性化により、SF1低下を介してメスをオス化する因子としてのp53の側面を見出した。これらの知見は、今
後の研究の進展により、性分化異常の機序の解明や、不妊症の病態解明、避妊薬の開発につながることが期待さ
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 
性腺や副腎の発生・分化・形成に関わる主要な転写因子 SF1／Ad4BP（NR5A1）は広く知られ研

究がなされており、全身性や臓器特異的な SF1 ノックアウトマウスを用いた解析やヒトの遺伝
子変異の報告から、SF1 の機能が低下するとオスはオスとしての生殖機能を失い内外性器を含め
メス化し、メスはメスとしての生殖機能を障害されることが判明している。これらの知見は、雌
雄を連続的な表現型と考える性スペクトラムという観点では、SF1 がオス・メスに性を固定する
因子であり、SF1 作用の低下により性の定位がメス寄り、かつ、完全メスでない位置に移行する
ことを示している。これまでに、SF1 の調節に関わる因子として WT1 や CBX2 などの転写因子が
これまで報告されているが、依然 SF1 発現調節機構は複雑であり未解明な点が多い。 
排卵は単一の現象ではなく、卵胞成熟・卵子成熟・卵胞破裂・黄体形成などの一連の現象の複

合体である。第一減数分裂前期の卵母細胞は受精・発生能を有さない未熟な卵子であり、下垂体
からの LH サージによって減数分裂を再開し、受精能および初期胚への発生能を獲得する（卵子
成熟）。卵子成熟は LHが卵子に直接作用し誘導されるわけではなく、LHが LH 受容体を発現して
いる顆粒膜細胞・莢膜細胞に作用し、そこで産生される二次因子が卵子に作用して卵子成熟を誘
導するという局所制御機構が存在する。卵子に接する顆粒膜細胞である卵丘顆粒膜細胞（卵丘細
胞）は卵子成熟に重要な卵丘細胞－卵子複合体（cumulus cell-oocyte complex; COC）の構成要
素であり、LH サージによる卵丘細胞膨化（COC expansion）により、卵子・卵丘間の gap junction
が急速に消失し、卵子内 cAMP が低下して減数分裂再開する。グラーフ卵胞では、LH サージ後の
卵子成熟に引き続いて、卵胞破裂と成熟卵子の放出（排卵）が惹起されることから、卵子成熟は
いわば「排卵の窓口」となる重要な過程である。現時点では、LH サージ後の卵子成熟の際の、卵
丘細胞における機能的転写因子の存在は明らかとなっていないため、その同定および機能調節
の仕組みの解明が必要とされている。体外受精・胚移植において、採卵後に認められる卵子成熟
不全は不成功の主因の１つであるもののその病態は未だ明らかでなく、未熟卵子を体外で成熟
させる技術が望まれているが未だ確立しておらず、卵子成熟機構の解明は生殖医学領域におけ
る重要な課題となっている。 
 

２．研究の目的 
本研究では、組織および細胞培養系を用いた p53 の SF1 転写調節機構の解析と Mdm2 および

p53 のコンディショナルノックアウトマウスを用いた性機能の表現型解析によって、p53 の SF1
を介した性機能調節機構を明らかにすることを目的とする。 
Mdm2 は p53 の抑制因子であり、Mdm2 を欠損させると p53 分解が起こらず p53 の作用が増強す

る。本研究は卵丘細胞の転写調節因子として、癌抑制因子として知られる p53 の抑制因子である
Mdm2 を介した卵子成熟および排卵の調節機構を SF1 に着目して調べた。将来的には、卵子成熟
不全の治療や未熟卵子体外成熟技術開発という臨床応用を目指すものである。 
 
３．研究の方法 
 Mdm2-loxP および p53-loxP マウスを用いて、卵巣顆粒膜細胞（壁および卵丘顆粒膜細胞）特
異的な Mdm2 欠損マウス、p53 欠損マウス、Mdm2/p53 の 2 重欠損マウスを作成し、妊孕能のある
野生型雄マウスとの自然交配での排卵・受精、着床、分娩の表現型、過排卵（排卵誘発）での排
卵の表現型を検討した。卵巣顆粒膜細胞の遺伝子欠損マウス作成のために、プロゲステロン受容
体（Pgr）-Cre マウスを用いた。COC の組織培養の際に、FSH または PGE2 または cAMP を添加す
ると in vitro で COC expansion が認められる。野生型マウスから採取した COC を FSH または
PGE2 または cAMP での培養する際に Mdm2 阻害剤 Nutlin-3 を同時添加して、in vitro COC 
expansion を観察した。また、Mdm2 欠損マウスおよびコントロールマウスから COC を回収、卵丘
細胞を分離、RNA 抽出し、マイクロアレイで Mdm2 欠損による transcript の変化を検討した。マ
イクロアレイで差の認められる遺伝子から p53 のターゲットになりうる遺伝子を選出し、顆粒
膜細胞株を用いて p53 の ChIP アッセイおよびルシフェラーゼアッセイを行い、p53 の転写調節
によるターゲットであることを確認した。 
ヒト体外受精（顕微授精）患者の卵丘細胞を採取し、MDM2 および SF-1 をはじめとする p53 の

ターゲット遺伝子の mRNA 発現量と、卵子成熟、受精の臨床成績との相関を検討した。 
 
４．研究成果 
 卵巣顆粒膜細胞の Mdm2-loxP/Pgr-Cre の雌マウス（Mdm2 欠損マウス）は排卵および受精の障
害のために不妊となるが p53-loxP/Pgr-Cre （p53 欠損マウス）および Mdm2-loxP/p53-loxP/Pgr-
Cre（Mdm2/p53 の 2 重欠損マウス）の雌マウスでは正常な排卵・受精の表現型を示すこと、Mdm2
欠損マウスでは、卵子成熟の過程である COC expansion と卵子成熟の指標である卵核胞崩壊が
障害されていた。これらの結果から、卵巣顆粒膜細胞における p53 の誘導は卵母細胞の成熟を阻
害し排卵・受精を妨げることが示唆された。 
卵丘細胞を用いたマイクロアレイと定量的 PCR の結果から、Mdm2 欠損の卵丘細胞で低下し、

p53・Mdm2 の 2 重欠損の卵丘細胞では低下を認めない遺伝子として卵丘機能の重要な調節因子
であるステロイド産生因子 1（SF1/Ad4BP、Nr5a1）を選出した。細胞株を用いた ChIP アッセイ



にてその SF1 プロモーター領域に p53 が結合すること、ルシフェラーゼアッセイで p53 転写活
性があることを確認した。SF1 は顆粒膜細胞の p53 によって転写調節を受けていることが示され
た。卵巣における Mdm2 欠損による p53 の増加は卵子成熟を障害すること、p53 の転写調節因子
として SF1 が機能していることが示唆された。以上のマウスモデルを用いた解析から、p53 と
SF1 を介した卵子成熟の過程の異常および不妊との関連が明らかとなった。 
次に、ヒト卵巣顆粒膜細胞の臨床検体を用いて、ヒト体外受精の成績と MDM2 および SF1 の発

現量との相関関係検討したところ、卵子成熟不良や受精率不良の場合に卵丘顆粒膜細胞の MDM2
発現と SF1 発現が低下していることが示された。これらのことから、ヒトおよびマウスの卵丘顆
粒膜細胞において、p53－MDM2－SF1 軸が卵子成熟、排卵、受精を調節していることが示された。 
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