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研究成果の概要（和文）： 私どもはヒト間葉系幹細胞株 hMSC-TERT-E6/E7 に転写因子 SF-1
を導入することで、ステロイドホルモン産生細胞へと分化誘導することに成功している。この

分化誘導系を用いて、卵巣を含むステロイド産生細胞分化へのエピジェネティックな制御機構

を解明するために、①生化学的な手法によって同定した SF-1 複合体構成タンパク質の機能解

析と②DNA マイクロアレイと ChIP-on-Chip 法を併用したゲノムワイドな解析よる新たな

SF-1 標的遺伝子の同定を行った。①により、SF-1 複合体構成タンパク質の 1 つとして同定し

た転写因子 C/EBPβは、SF-1 と協調的にステロイド代謝酵素 HSD3B2 遺伝子の発現を調節し

ていることを明らかにした。②により、新たな SF-1 標的遺伝子としてグルタチオントランス

フェラーゼ A3 (GSTA3) 、5-アミノレブリン酸合成酵素 (ALAS1)およびフェレドキシンリダ

クターゼ (FDXR)を同定した。そしてこれら遺伝子が、SF-1 によってエピジェネティックな変

化を介して転写が活性化されること、さらにステロイド産生に機能的にも重要であることを明

らかにした。 
研究成果の概要（英文）：  We showed that SF-1 expression induces differentiation of 
mesenchymal stem cells into steroidogenic cells. In order to elucidate the mechanisms of 
epigenetic regulations in differentiation into steroidogenic cells including ovarian cells, we 
attempted a couple of experiments using the differentiated cell. ①One is functional 
analysis of the nuclear complex components with SF-1. ②The other is combined-analysis 
with ChIP-on-Chip and DNA microarray to identify novel SF-1 target genes. ① 
Transcription factor C/EBPβ was identified as one of the nuclear complex components with 
SF-1. We found that C/EBPβ cooperated with SF-1 to enhance the transcriptional activity 
of HSD3B2 gene expression, which codes for one of the enzymes for progesterone 
production.②  We identified GSTA3, ALAS1 and FDXR as novel SF-1-target genes. 
Transcriptional activity of these genes were enhanced by SF-1 via epigenetic change. We 
also found these factors were involved in steroidogenesis. These results indicate that these 
factors are novel SF-1-target genes and participate in steroid hormone production. 
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１．研究開始当初の背景 

転写因子Ad4BP/SF-1(SF-1)と LRH-1は卵

巣の発生・分化・機能維持に重要な役割を

果たしている。これらの転写因子はステロ

イド合成関連酵素の転写促進に必須であり、

またノックアウトマウスやヒトの遺伝子変

異による解析から卵巣の発生・分化・機能

維持に重要であることが明らかとなってい

るが、その分子メカニズムは解明されてい

ない。 

私どもは、間葉系幹細胞に SF-1 を導入す

ることによりステロイドホルモン産生細胞

の創出に成功しており、この間葉系幹細胞

は卵巣の分化機構解明や再生医療への応用

の良いモデルと考えられる。本研究ではこ

の分化誘導系を用いて、エピジェネティッ

クな変化を介した卵巣分化のメカニズムの

解明を試みた。 

 

２．研究の目的 

(1) SF-1 複合体構成タンパク質の機能解析 

(2) 新たな SF-1 標的遺伝子の同定とエピジ

ェネティックな変化を介した転写調節メカ

ニズムの解析 

 

３．研究の方法 

(1) SF-1 複合体構成タンパク質の機能解析 

 私どもは、生化学的な手法を用いて SF-1

複合体構成タンパク質を同定している。その

一つが転写因子 C/EBPβ であった。本研究で

は、SF-1 と C/EBPβ による転写調節機構につ

いて解析した。そこで C/EBPβ の転写調節メ

カニズムを明らかにするため、ChIP-on-Chip

法を用いてゲノムワイドに C/EBPβの DNA 結

合領域を同定した。さらに C/EBPβ と共に

SF-1 および Histone H3 リジン 4 番目ジメチ

ル化（転写因子やインスレーター結合領域の

検出）される領域についても検討した。そし

て、SF-1 と C/EBPβ によって調節される因子

HSD3B2 遺伝子の解析を ChIP 法、遺伝子発現

解析、レポーターアッセイにより行った。 

(2)新たなSF-1標的遺伝子の同定とエピジェ

ネティックな変化を介した転写調節メカニ

ズムの解析 

 幹細胞からステロイド産生細胞への分化

誘導系を用いて DNA マイクロアレイと

ChIP-on-Chip 法を併用したゲノムワイドな

解析より、新たな SF-1 標的遺伝子を同定し

た。これら因子の中からグルタチオントラン

スフェラーゼ A3 (GSTA3) 、5-アミノレブリ

ン酸合成酵素 (ALAS1)およびフェレドキシ

ンリダクターゼ (FDXR)に着目した。そして

これら遺伝子の SF-1 によるエピジェネティ

ックな変化を ChIP 法により検討し、その転

写制御メカニズムを、遺伝子発現解析、レポ

ーターアッセイにより解析した。さらにこれ

ら因子によるステロイド産生を ELISA法によ

り解析した。 

 

４．研究成果 

(1) SF-1 複合体構成タンパク質の機能解析 

 ChIP-on-Chip 法を用いて SF-1 および

C/EBPβの DNA 結合領域の同定と Histone H3

リジン 4番目ジメチル化される領域について

検討したところ、プロゲステロン産生を司る

HSD3B2 上流域に SF-1 と C/EBPβ が同時にリ

クルートされ、H3K4me2 化される領域を明ら

かにした。そこでHSD3B2の転写が実際にSF-1

と C/EBPβによって調節されているかを明ら

かにするために、HSD3B2 プロモーター領域を

単離し、この領域を含むレポーターベクター

を構築した。293 細胞を用いてこのレポータ

ーベクターと共に SF-1 や C/EBPβを導入し、

転写活性に対する影響を検討したところ、

C/EBPβ 単独の導入では転写活性に影響を与

えなかったが、SF-1 と共に導入することで

SF-1 単独で導入した場合よりも転写活性が

増強した。さらに C/EBPβのアデノウィルス

発現系を構築し、KGN 細胞への強制発現の影

響を検討したところ、C/EBPβ の強制発現に

より KGN 細胞に内在性に発現する HSD3B2 遺

伝子の転写が促進した。この結果から、

HSD3B2 の転写に対して C/EBPβ は SF-1 の転

写活性を増強する因子であることが示され

た。 

(2) 新たな SF-1 標的遺伝子の同定とエピジ

ェネティックな変化を介した転写調節メカ

ニズムの解析 

 ①ALAS1、FDX1 および FDXR の転写制御メカ

ニズムとステロイド産生に対する役割 

 ステロイド産生細胞における ALAS1の転写

調節メカニズムについて検討したところ、転

写開始点上流 3.5 kb に SF-1 が結合すること

で活性化され、さらにこの領域を介した転写

の活性化には組織特異性があることを明ら

かにした。 



 一方、ミトコンドリア内の P450 の電子伝

達に関与する FDXR は転写開始点近傍に存在

する SF-1 結合領域を介して、転写が活性化

されることを明らかにした。さらにこの SF-1

結合領域近傍では、ヒストン H3K4me2 と

H3K27Ac 化が促進した。 

 以上の結果から、P450 ファミリーへのヘム

供給に関与するALAS1と電子伝達を担うFDX1、

FDXRがSF-1によって発現誘導されることで、

P450 ファミリーに属するステロイド代謝酵

素の活性化に関与していることが示された。 

②GSTA3 の転写制御メカニズムとステロイド

産生に対する役割 

 GST は解毒作用を持つことで知られている

が、このファミリーの中で GSTA3 が、プロモ

ーター領域への SF-1 結合依存的に転写調節

されていることを見いだした。内在性に SF-1

の発現するヒト副腎由来 H295R 細胞では、内

在性の SF-1 をノックダウンすると GSTA3 の

発現は低下した。さらに SF-1 のノックダウ

ンにより SF-1 結合領域近傍で見られていた

nucleosome eviction とヒストン H3K4me2 と

H3K27Ac 化が共に抑制された。最後に GSTA3

のステロイド合成における役割を検討する

ために、卵巣顆粒膜細胞由来KGN細胞にGSTA3

を導入したところ、ステロイド産生の増加が

認められた。これらのことから、GSTA3が SF-1

の新たな標的遺伝子として、ステロイド合成

において機能的にも重要な因子であること

が示された。 
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