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研究成果の概要（和文）：卵巣顆粒膜細胞における転写因子LRH-1の転写調節は、転写因子SF-1および転写共役因子PGC
-1αにより協調的に制御されていることが明らかとなった。卵巣型LRH-1はプロゲステロン合成への寄与が大きく、ス
テロイドホルモン合成酵素遺伝子の転写制御にはSF-1からLRH-1を介する経路の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed that the ovarian granulosa cell specific promoter 
region of LRH-1 is controlled by the transcription factor SF-1 and PGC-1α in a coordinated fashion. Our 
results suggest that the expression of genes involved in progesterone biosynthesis is under the control 
of ovarian LRH-1 via SF-1 in human ovarian granulosa cells.

研究分野： 医師薬学
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の主要なステロイドホルモン産生

器官は生殖腺や副腎であり、これら器官の機
能不全によるステロイドホルモン産生異常
症は、性分化異常や、死に繋がる重篤な症状
を示す。不妊患者の内、黄体機能不全の患者
では、黄体ホルモン（プロゲステロン）の分
泌不全を呈する。黄体から分泌されるプロゲ
ステロンは受精卵の着床や初期の妊娠維持
に必須であることから、体外受精の際、受精
卵の着床率の向上・妊娠維持のためにプロゲ
ステロン補充療法が行われている。プロゲス
テロンの分泌は、排卵後の卵胞に残る莢膜細
胞と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。 
 転 写 因 子 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おり、LRH-1 の
転写は組織特異的に制御されていることが
知られている。また LRH-1 は、排卵や黄体の
機能維持に必須な転写因子であることも知
られている。 
 これまでに私どもは、外部から LRH-1 遺伝
子を安定導入することで幹細胞からのステ
ロイドホルモン産生細胞への分化誘導技術
の開発に成功している。また、卵巣において
は、LRH-1 遺伝子の転写開始点が他組織とは
異なること、そしてその発現調節は転写因子
Sp1/3とSF-1によって調節されていることを
明らかにしてきた。本研究は、卵巣型 LRH-1
の転写調節機構の全容を明らかにし、その知
見をもとに薬剤処理によりゲノム上のエピ
ジェネティックな変化を誘導し、間葉系幹細
胞からプロゲステロン産生細胞を創出する
技術開発を目指すものである。 
 
２．研究の目的 
 黄体機能不全に対する新たな治療法の技
術開発を行うことを目的として、卵巣顆粒膜
細胞に特異的に発現している卵巣型LRH-1の
機能解析およびLRH-1の転写調節機構の全容
解明を行う。 
 
３．研究の方法 
 卵巣型 LRH-1 の発現ベクターを作製し、レ
ポーターアッセイによりステロイドホルモ
ン合成酵素遺伝子のプロモーターに対する
活性の増強を検討する。また、LRH-1 への
siRNA を用いたノックダウンを行い、ステロ
イドホルモン合成酵素遺伝子の発現への影
響を検討する。 
 転写活性化領域のエレメント検索、レポー
ターアッセイ、アデノウイルスを用いた過剰
発現により、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の同定を行う。
また、組織あるいは培養細胞から抽出したゲ
ノムDNAをバイサルファイト処理することで、

LRH-1 遺伝子のプロモーター領域のゲノム
DNA 上のメチル化の変化を検討する。 
 
４．研究成果 
 卵巣型 LRH-1、従来の肝臓型 LRH-1 および
SF-1 の発現ベクターを作製し、卵巣顆粒膜細
胞腫由来のKGN細胞を用いたレポーターアッ
セイを行った。その結果、ステロイドホルモ
ン合成酵素遺伝子である CYP11A1、HSD3B2、
StAR のプロモーターに対して、卵巣型 LRH-1
は肝臓型 LRH-1 あるいは SF-1 と同等の転写
活性化能を持つことが明らかとなった。KGN
細胞において卵巣型LRH-1をノックダウンす
ると、SF-1 の発現が維持されているにも関わ
らず、8Br-cAMP により誘導される CYP11A1 と
HSD3B2 の発現レベルが著しく減衰すること
が明らかとなった。次に、SF-1 や LRH-1 など
核内受容体の転写共役因子である PGC-1αに
着目した。PGC-1αは卵巣においては顆粒膜
細胞に局在している。レポーターアッセイを
行った結果、SF-1 と PGC-1αを共発現させる
と卵巣特異的LRH-1のプロモーター活性が相
乗的に増強されることが明らかとなった。更
に、アデノウイルスベクターを用いて KGN 細
胞において PGC-1α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、卵巣型 LRH-1 は、顆粒膜細胞では SF-1
と PGC-1αによって協調的に制御されている
ことが明らかとなった。ヒト黄体においては
転写因子 SF-1 の発現が減衰することが知ら
れているが、SF-1 により誘導されている
LRH-1 の発現がどのように維持されているか
明らかではない。そこで、転写因子 Sp1/3 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。Sp1/3 と卵巣型 LRH-1 を共
発現させることにより、SF-1 存在下と同等レ
ベルにまで卵巣特異的LRH-1プロモーター活
性の亢進が認められた。このことから、ヒト
黄体においては、LRH-1 が自らの転写活性を
正に制御するオートレギュレーションが働
いていることが示唆される。SF-1 と LRH-1 は
同じファミリーに属する転写因子であり、共
にプロゲステロン産生に重要な因子である
ことが知られている。しかし、卵巣顆粒膜細
胞においては、SF-1 は LRH-1 の機能を完全に
は補完することが出来ず、LRH-1 はプロゲス
テロン合成への寄与が大きいこと、更に、ス
テロイドホルモン合成酵素遺伝子の転写制
御には SF-1 から LRH-1 を介する経路が存在
することが示唆された。 
 次に、卵巣型 LRH-1 プロモーター領域のエ
ピジェネティックな変化を検討するために、
バイサルファイト法によるゲノムDNAのメチ
ル化を検討した。肝臓癌由来の HepG2 細胞、
KGN 細胞、ヒト肝臓、ヒト副腎由来のゲノム
DNA を用いて検討したところ、卵巣型 LRH-1
のプロモーター領域のゲノムDNAのメチル化
に差異は認められなかった。薬剤処理による
プロゲステロン産生細胞への分化誘導技術



開発のための基礎研究として、KGN細胞を PMA
あるいは Mithramycin A で処理した際の
LRH-1 の発現レベルを検討した。プロテイン
キナーゼCを活性化させるホルボールエステ
ルである PMA は、MEK-ERK 経路を介して転写
因子LRH-1を活性化させることが報告されて
いる。そこで、PMA を用いて、LRH-1 の活性
化を介したLRH-1遺伝子の発現増強を試みた。
その結果、PMA により LRH-1 は、25-100 nM
の範囲で濃度依存的に mRNA レベルで発現が
増強された。また、抗癌剤の一種である
Mithramycin A を細胞へ低濃度処理すること
によっても、LRH-1 遺伝子の発現が増強され
た。 
 次に、卵巣顆粒膜細胞における LRH-1 の転
写調節機構の全容解明に向けて、卵巣特異的
な遠位エンハンサー領域の同定を試みた。ま
ずは卵巣型LRH-1の保存性を検討するために、
ラット、マウス、ラビットの卵巣において発
現している LRH-1 の転写開始点を決定した。
その結果、全ての種においてヒトと同様に卵
巣特異的な新規転写開始点が存在すること
が明らかとなり、卵巣型 LRH-1 は哺乳類に広
く保存されていることが強く示唆された。そ
こで、LRH-1 遺伝子のイントロン領域におい
て哺乳類間で高度に保存されている約1kbの
領域を 7箇所選別し、各々を領域 Aから Gと
した。この遠位エンハンサー候補領域 A-G と
卵巣型LRH-1のプロモーター領域とをつなげ
て、KGN 細胞においてレポーターアッセイを
行った。その結果、プロモーター活性を顕著
に亢進させる領域として領域 D を同定した。
この領域 D は、転写共役因子 PGC-1αに応答
してプロモーター活性を更に数倍増強させ
た。領域 Dは約 1.4kb あるため、今後はエン
ハンサー領域において PGC-1αと共に転写を
調節している核内受容体の同定と、その応答
配列の同定を行う必要がある。本研究によっ
て、これまで不明であった卵巣における
LRH-1 の発現制御機構が明らかとなった。こ
れらの知見をもとにして、将来的には幹細胞
からステロイドホルモン産生細胞への分化
誘導を可能にする薬剤の開発が期待される。 
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