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研究成果の概要（和文）：本研究は転写因子Runx3の雌マウスにおける役割の解明を目的とした。Runx3遺伝子
は，卵胞顆粒膜細胞や排卵制御に関わる視床下部領域において発現していた。雌のRunx3ノックアウトマウスで
は，視床下部のKisspeptin遺伝子ならびに卵巣のコレステロール側鎖切断酵素遺伝子の発現が低下していた。
Runx3ノックアウトマウスにおいて視床下部の排卵制御機構の不全が示されることから,Runx3は卵巣ホルモンの
産生制御と視床下部の排卵制御機構の調節に関わることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study was aimed at clarifying the roles of transcription factor 
Runx3 in female mice. Runx3 mRNA was detected in the granulosa cells of ovaries, and in the neural 
cells in hypothalamic areas involved in regulation of ovulation in female mice. In Runx3 knockout 
female mice, hypothalamic Kisspeptin mRNA and ovarian cholesterol side-chain cleavage enzyme gene 
mRNA expressions were decreased. Dysfunction of hypothalamic regulatory mechanism of ovulation in 
Runx3 knockout female mice was demonstrated. These findings clearly suggest that Runx3 was involved 
in the regulation of ovarian steroid hormone production and hypothalamic ovulatory function.

研究分野：分子内分泌学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 卵胞の発達から排卵に至る一連の現象は，
卵成熟と密接に関連し，その制御機構の解明
は生殖生物学における重要課題のひとつで
ある。Runt ドメインをもつ転写因子には，
Runx1, Runx2, Runx3が知られている。これら
の Runx ファミリー転写因子は，様々細胞機
能の制御に関与している。卵巣機能制御に関
して，Runx1,Runx2 は卵胞に発現し，黄体化
に関与していることが知られている(Jo et al., 
2004, 2006)。Runx3は，がん抑制遺伝子であ
るとされてきたが，卵巣機能制御への関与は
全く知られていなかった。我々は Runx3ノッ
クアウト(Runx3KO)マウスでは無排卵であり
不妊であり，卵胞の発達に異常が求められ，
Runx3が卵胞成熟や排卵の制御，卵胞におけ
るステロイドホルモン産生制御に関与する
ことを世界に先駆けて報告してきた(Sakuma 
et al., 2008; Tsuchiya et al., 2012)。また，子宮
内膜細胞の発情ホルモンによる細胞増殖制
御にもRunx3が関与する可能性を示唆してき
た(Sakuma et al., 2008)。しかしながら，卵胞
発達や卵胞機能の制御におけるRunx3の役割
の詳細は全く不明な状況であった。 
  
２．研究の目的 
 排卵制御は，視床下部・下垂体系によって
担われている。これまでに Runx3KO マウス
の卵胞発達に異常が認められ，無排卵である
が，これらの原因が視床下部・下垂体系にあ
るのか卵巣にあるのかは不明である。そこで，
本研究では，視床下部・下垂体系および卵巣
におけるRunx3遺伝子の発現細胞を明らかに
することならびに，野生型マウスと Runx3KO
マウスを用いて，卵巣を摘出し，相互に交換
移植して，無排卵の原因を解析する。また，
Runx3KOマウスの卵巣において，ステロイド
産生に関わる酵素の遺伝子の発現を in vivo
および顆粒膜細胞の培養系を用いて明らか
にする。以上の解析を実施して，卵胞発達な
らびにステロイドホルモン産生，視床下部に
おける排卵制御機構におけるRunx3の役割を
解明することを目的とする。 
 なお，視床下部における排卵制御に関わる
Kisspeptin の発現，とくに視床下部前室周囲
核(AVPV)の Kisspeptin 発現に特に注目して，
Runx3の関わりを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)実験動物 
 BALB/c 系統の雌マウスをもちいた。
Runx3KOマウスは，遺伝子標的法により作出
したマウスを用いた(Li et al., 2002)。 
 
(2)In situ hybridizationによる Runx3遺伝子発
現細胞の同定 
 卵巣の凍結切片を作成し，Runx3のアンチ
センス RNAプローブを用いて Runx3 mRNA
細胞を同定した。なお，プローブはディゴギ
シゲニンで標識した。 

  
(3) mRNAの real-time PCRによる解析 
 RNAは組織からTRIsure試薬により抽出し，
PrimeScript RT-PCR システムにより逆転写し，
SYBRGrennシステムを用いて Real-time PCR
法により定量した。 
 
 (4) 卵巣の交換移植実験 
 野生型マウスと Runx3 KOマウスより，麻
酔下で卵巣を摘出し，それぞれの卵巣を宿主
個体の腹側皮下に移植した。なお，野生型卵
巣の Runx3 KOマウス皮下への移植， Runx3 
KO卵巣の野生型マウス皮下への移植，Runx3 
KO卵巣の Runx3 KOマウス皮下への移植等
の実験を実施し，発情周期を観察するととも
に，移植 17 日後に移植卵巣を摘出し，組織
学的に排卵の有無を，黄体の形成を指標とし
て解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Runx3遺伝子の発現細胞 
 In situ hybridization法により Runx3 mRNA
発現細胞を解析した。卵巣では，発達中の胞
状卵胞から成熟した卵胞の顆粒膜細胞に発
現が認められた。黄体には発現していなかっ
た。RT-PCR 法により視床下部や単離した卵
胞顆粒膜細胞に Runx3 mRNA が発現してい
ることをはじめて明らかにした。Runx1 
mRNA と Runx2 mRNA は発達した胞状卵胞
の顆粒膜細胞と黄体細胞に発現することが
既に報告されているので  (Jo et al., 
2004,2006)，Runx3 は，Runx1 や Runx2 より
も卵胞発達の早期から顆粒膜細胞に発現し，
卵胞発達に関与することが示唆された。また，
視床下部でも Runx3 mRNA が発現すること
がわかったが，発現領域や発現細胞の種類は
同定できなかった。しかしながら，Runx3 
mRNAが検出されたことから，Runx3が視床
下部における排卵制御に関わることが推察
される。 
 
(2) 卵巣交換移植による Runx3KO マウスに
おける排卵障害の回復 
 Runx3KOマウスは無排卵であるが，その原
因は不明であった。そこで，野生型マウスと
Runx3KOマウスを用いて，それぞれの卵巣を
摘出し，相互に皮下に交換移植し，その後 17
日間における発情周期の回復ならびに，排卵
の有無を黄体形成により調べた。野生型マウ
スの卵巣を野生型の宿主に移植すると，観察
期間中 2.2 回の発情周期があり，移植卵巣に
は黄体が観察され，排卵が誘起されていた。
また，Runx3KOマウスの卵巣を野生型宿主に
移植すると，2.2 回の発情周期があり，黄体
も観察され排卵が誘起されていた。ところが，
野生型マウスの卵巣を Runx3KO マウスの宿
主に移植したところ，観察期間中には発情周
期は認められず，移植卵巣には黄体形成もな
く，排卵がないことがわかった。以上の結果
から，Runx3KOマウス由来の卵巣であっても，



野生型マウスの宿主では排卵が可能である
ことがわかった。この結果より Runx3KO マ
ウスにおける無排卵は，視床下部の排卵制御
機構の不全に由来することが示唆された。 
 
(3) Runx3KO マウスにおける視床下部
Kisspeptin mRNA発現の低下 
 マウス視床下部の前室周囲核 (AVPV)の
Kisspeptin は，生殖腺刺激ホルモン放出ホル
モン (GnRH) 分泌を促進して，黄体形成ホル
モン (LH) サージならびに排卵を誘起する。
Runx3KOマウスのAVPVのKisspeptin mRNA
は減少していたが，その一方弓状核の
Kisspeptin mRNAは増加していた。このこと
は，視床下部の Kisspeptin 分泌調節に Runx3
が関与することを示唆している。AVPV の
Kisspeptin mRNA の現象が，GnRH 分泌の低
下と関係があると考えられる。 
 
(4) Runx3KOマウスにおける卵巣ステロイド
ホルモン合成酵素遺伝子の発現の低下 
 Runx3KO マウス卵巣におけるステロイド
ホルモン合成に関与する遺伝子の mRNA 発
現を Real-time PCR により調べた。卵胞刺激
ホルモンや黄体刺激ホルモン受容体，Star 遺
伝子の mRNA発現に変化がなかった。ところ
が，コレステロール側鎖切断酵素遺伝子
(Cyp11a1)の mRNA 発現が低下していた。他
のステロイド合成酵素遺伝子の mRNA 発現
に変化はなかったが，Cyp11a1 遺伝子の発現
低下により，estradiol の産生低下がおきてい
ると考えられる。このことから，Runx3 は
Cyp11a1 遺伝子の発現制御に関わることが示
唆される。Cyp11a1 は主に，卵胞莢膜細胞に
発現しているが，Cyp11a1 mRNA発現が低下
し，発現細胞数も減少していることがわかっ
た。Runx3 mRNAは卵胞顆粒膜細胞に発現し
ているので，Runx3欠損によって顆粒膜細胞
機能が低下し，その結果莢膜細胞の Cyp11a1
遺伝子の発現が低下した可能性も考えられ
る。今後卵胞内における顆粒膜細胞と莢膜細
胞の相互作用を，Runx3に着目して詳細に解
析していく必要がある。特に，Runx3KOによ
り，発現が低下する成長因子を解析する。 
 Runx3KOマウスの子宮は退化し，性ステロ
イドホルモンの分泌低下が推察されるので 
(Sakuma et al., 2008)，estradiolの分泌が低下し
ていることが示唆されているが，本研究の
Cyp11a1 遺伝子の発現低下と一致している。
Runx3KOマウスにおけるestradiolの分泌低下
により，視床下部の Kisspeptin 産生の低下が
おきている可能性も考えられる。 
 
(5) Runx3KOマウス卵巣におけるアクチビン
とインヒビン遺伝子の発現 
 卵胞顆粒膜細胞には，アクチビンとインヒ
ビンが発現している。これらの成長因子のサ
ブユニット遺伝子の発現を Real-time PCR で
解析したところ，Runx3KO マウス卵巣では
Inha,  Inhba,  Inhbb の各 mRNA が低下して

いた。そこで，各遺伝子のmRNA発現を in situ 
hybridization 法により解析した。野生型マウ
ス卵胞では Inhbb mRNAは 1次卵胞から胞状
卵胞の顆粒膜細胞に発現していたが，
Runx3KOマウス卵胞では，発達初期の小型の
卵胞では Inhbb mRNAの発現は低下していた。
他の遺伝子の mRNA発現に変化は無かった。
これらの結果より Runx3は Inhbb遺伝子の発
現に関係することが推察される。アクチビン
やインヒビンは視床下部・下垂体機能のみな
らず卵巣内で作用することが知られている。
Cyp11a1 遺伝子の発現制御に Inhbb 遺伝子が
関与する可能性が考えられる。 
 
(6) Inhbb遺伝子の発現制御の解析 
 卵巣腫瘍細胞株 OV3121 細胞を用いて，
Inhbb 遺伝子のプロモーター解析をおこない
プロモーター領域を解析した。Runx3の応答
領域があることがわかった。今後，Runx3が
Inhbb 遺伝子の転写に関わることを，Runx3
の強制発現や pull-down 実験などにより解析
する。 
 
(7) 成果の国内外への位置づけ 
 Runx1, Runx2 は卵巣の卵胞顆粒膜細胞に
おいて黄体形成ホルモンによって発現が促
進され，卵胞の黄体化に関与することが報告
されている(Jo et al., 2004, 2006)。本研究成果
は，Runx3は卵胞形成の比較的早い段階から
発現し，ステロイドホルモンの産生制御の調
節に関わり，発情ホルモンの分泌に関与する
ことをはじめて示唆する報告であり，生殖内
分泌学的に重要な知見を提供できた。Jo et al.
の報告とあわせて，卵胞発達における転写因
子 Runx ファミリーの役割を明瞭に示すこと
ができたと考えられる。 
 
(8) 今後の展望 
 視床下部に Runx3 mRNA が発現すること
がわかったので，Runx3発現細胞種を同定す
ることが必要である。あわせて，視床下部に
おいてRunx3が関与する遺伝子を同定してい
く。 
 卵胞顆粒膜細胞においてRunx3が関与する
遺伝子を同定する。また，Runx3は他の転写
因子や核内受容体と相互作用して遺伝子の
転写制御をおこなっているので，Runx3と相
互作用するタンパク質を解析する必要があ
る。 
 本研究により Runx1, Runx2, Runx3の３転
写因子が卵巣機能の制御に関わることがわ
かった。Runx3は，卵胞発達の初期から機能
し，卵胞発達の最終段階で，Runx1 と Runx2
が機能することが推察されたので，これら遺
伝子の卵胞内における発現制御について研
究を進めることが今後の課題である。 
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