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研究成果の概要（和文）：転写因子 LRH-1のヒト卵巣顆粒膜細胞特異的な転写開始点、転写活性
化領域および転写調節因子の同定を行った。顆粒膜細胞において LRH-1は、転写因子 SF-1およ
び Sp1/3 により協調的に制御されていることが明らかとなった。LRH-1 は、卵巣における黄体
ホルモン産生に必須な転写因子である。本研究により、黄体ホルモン産生に関わる分子機構の
一端が明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：We determined the novel ovarian specific transcription start site 
and promoter region of LRH-1 in the human granulosa cells. In this study, we revealed 
that the expression of human LRH-1 is regulated in a tissue-specific manner, and that 
the novel promoter region is controlled by the Sp-family and SF-1 in ovarian granulosa 
cells in a coordinated fashion. Furthermore, our results suggest that gene expression 
involved in progesterone biosynthesis is under the control of LRH-1 in human ovary. 
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１．研究開始当初の背景 

Liver receptor homolog-1（LRH-1）は、
内分泌器官のみならず肝臓や膵臓といっ
たステロイドホルモンを産生しない組織
においても発現している。LRH-1の転写調
節は、肝臓においては HNF-1、膵臓におい
ては PDX-1 によって制御されている。し
かし近年、マウスの胚性幹細胞において、
転写開始点が従来の LRH-1 と異なり、そ
の転写活性化領域が異なる新たな LRH-1
の転写制御機構の存在が報告された。興
味深いことに、SF-1 および LRH-1 は同じ
ファミリーに属する転写因子であるが、
卵胞発育過程においてそれらの遺伝子発
現レベルは異なり、黄体期以降には SF-1
の発現レベルは減少する一方で LRH-1 の

発現レベルは増加する。また、LRH-1ノッ
クアウトマウスの卵巣においては排卵が
誘発されず、卵胞は黄体化することがで
きなくなる。また私どもは、卵巣におい
ては SF-1 に比べ LRH-1の発現レベルが高
く、卵巣顆粒膜細胞において LRH-1 が重
要な働きを担っていることを示してきた。
すなわち、黄体化および黄体期以降の卵
巣におけるプロゲステロン産生には、
SF-1 ではなく、LRH-1 が重要であること
が推察される。 
本研究は、以上の学術的背景を基に、

黄体機能不全の新たな治療法の開発を将
来的な目標として、卵巣顆粒膜細胞にお
ける転写因子 Lrh-1 の転写制御機構の解
明を試みる。ステロイドホルモン産生異
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常症には、従来、ホルモン補充療法が用
いられており、黄体機能不全においても
プロゲステロンの補充が治療として行わ
れている。プロゲステロンの分泌は、排
卵後の卵胞に残る莢膜細胞および顆粒膜
細胞が分化した黄体により行われるが、
この黄体化およびプロゲステロン産生の
分子メカニズムの詳細は明らかではない。
本研究は、プロゲステロン投与に代わる、
内因性プロゲステロン産生増強による新
たな治療を開発するための基礎的知見を
提供するものである。本研究の知見を応
用することで、生体内で必要な時期に薬
剤により卵巣特異的に内因性 LRH-1 を発
現誘導することで、プロゲステロン産生
を促進させることが可能となると予想さ
れる。 

 

２．研究の目的 

黄体プロゲステロン産生に必須な転写
因子 LRH-1 の卵巣顆粒膜細胞特異的な転
写制御機構を解明し、卵胞の分化メカニ
ズム（黄体化）の分子レベルでの解明を
試みる。 

 

３．研究の方法 

（１）卵巣顆粒膜細胞における Lrh-1 遺
伝子の転写開始点の決定 
ステロイドホルモン産生細胞として、

ヒト卵巣顆粒膜細胞腫由来である KGN 細
胞を用いる。細胞から常法に従い RNA を
抽出し、oligo-capping 法により転写開始
点を含んだ完全長 Lrh-1 cDNA をクローニ
ングすることで卵巣特異的な転写開始点
を決定する。 
（２）卵巣顆粒膜細胞における Lrh-1 遺
伝子の転写活性化領域の同定 
決定した転写開始点の配列とゲノム情

報を基に、Lrh-1コード領域上流のゲノム
DNAをクローニングする。レポーターアッ
セイを用いて Lrh-1 の顆粒膜細胞特異的
な転写活性化領域を特定する。 
（３）卵巣顆粒膜細胞における Lrh-1 誘
導因子の同定 
転写活性化領域のエレメント検索・ゲ

ルシフトアッセイ、アデノウイルスを用
いた過剰発現および siRNA を用いたノッ
クダウンを行い、顆粒膜細胞特異的に
LRH-1 の遺伝子発現制御を担う転写因子
を同定する。 
 

４．研究成果 
（１）卵巣型LRH-1の同定 
oligo-capping法を用いてヒト卵巣顆粒膜

細胞腫由来KGN細胞におけるLrh-1の転写開始
点を同定したところ、従来のエキソン1とは異

なり、エキソン2の41 bp上流（新規エキソン
2o）であることが明らかとなった（図１）。
この卵巣型LRH-1は肝臓型LRH-1に比べ、アミ
ノ酸にしてN末端が40残基短いことが明らか
となった。RT-PCR法により、この新規エキソ
ンは卵巣特異的に発現していることが確認さ
れた。そのため、Lrh-1遺伝子の顆粒膜細胞特
異的な発現を制御するプロモーター領域は、
エキソン2o上流のゲノム配列上に存在すると
予測し、プロモーター領域の同定に着手した。 

図１. ヒトLrh-1遺伝子の構造とラット卵巣
顆粒膜細胞を用いたレポーターアッセイ 
 
（２）顆粒膜細胞特異的なLrh-1の転写制御

機構 
KGN 細胞は、ヒト卵巣顆粒膜細胞の性質を

備えた株化細胞であるが、LRH-1 を含めた
種々の核内受容体の発現レベルが減衰して
いる。そのため、内因性の転写因子による
Lrh-1 プロモーター活性への効果をレポータ
ーアッセイにより検討することは困難と考
え、ラット卵巣顆粒膜細胞の初代培養系を用
いた（図１）。転写開始点上流 3kbpのゲノム
DNA 配列を含んだレポーターコンストラクト、
そのデリーションコンストラクトおよび変
異を導入したコンストラクトを構築した。レ
ポーターアッセイにより、転写開始点上流
-67/-58 の領域と-152/-139 の領域を顆粒膜
細胞における Lrh-1の転写活性化領域として
同定した。-67/-58 領域には GC ボックスが、
-152/-139領域には推定上の SF-1/LRH-1結合
配列が存在していた。そこで、各領域への結
合タンパク質を、ラット顆粒膜細胞のタンパ
ク質抽出物を用いたゲルシフトアッセイに
より検討した。その結果、GC ボックスには転
写因子 Sp1/Sp3 が、推定上の SF-1/LRH-1 結
合配列には SF-1 が、各々結合していること
が確認された（図２）。 
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図２. ラット卵巣顆粒膜細胞抽出物を用い
たゲルシフトアッセイ 
 

転写因子 Spファミリーおよび SF-1の効果
を検討するために、ヒト卵巣顆粒膜細胞腫由
来 KGN 細胞あるいは Sp ファミリーが欠失し
ている SL2細胞を用いてレポーターアッセイ
を行った。SF-1を発現させた KGN細胞におい
ては、Lrh-1 のプロモーター活性が顕著に亢
進された。SL2 細胞においては、Sp1 あるい
は Sp3の存在下で顕著なプロモーター活性の
亢進が認められた。また、SF-1 を Sp ファミ
リーと共発現させることにより、更に相乗的
なプロモーター活性の増強が認められた。こ
れら活性の亢進は、GCボックスあるいは SF-1
結合配列への変異導入により、著しく阻害さ
れた。KGN 細胞において SF-1 のノックダウン
を行ったところ、内因性の Lrh-1 発現は mRNA
レベルで減衰した。アデノウィルスベクター
を用いて KGN 細胞において SF-1 を過剰発現
させたところ、内因性の LRH-1 発現は mRNA
およびタンパク質レベルで顕著に亢進され
た。これらの結果から、ヒト卵巣顆粒膜細胞
における Lrh-1 遺伝子の転写調節は、Sp ファ
ミリーおよび SF-1 により協調的に制御され
ていることが明らかとなった。SF-1 と LRH-1
は同じファミリーに属する転写因子だが、卵
巣顆粒膜細胞において SF-1 は LRH-1 の機能
を完全に補完することはできないことが知
られている。卵巣機能維持に関わる遺伝子の
発現制御機構の一部には、SF-1から LRH-1を
介した経路が存在すると考えられる。また、
SF-1および LRH-1のコンセンサス配列は同一
と考えられている為、SF-1の発現レベルが減
少するヒト黄体においては、LRH-1 が自らの
転写活性化領域を正に制御するオートレギ
ュレーションが働いていると考えられる。 
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