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研究成果の概要（和文）：過去の研究で、私は間葉系幹細胞からステロイドホルモン産生細胞を

分化誘導することに成功している。本研究では、この方法に基づき、ＥＳ細胞からステロイド

ホルモン産生細胞を分化誘導することに成功した。また、これらの細胞モデルを用いることに

より、転写共役因子の PGC-1が卵巣顆粒膜細胞のプロジェステロン産生に重要であることを

明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： In this study, I developed a method for differentiation of ES cells into 
steroidogenic cells by a tetracycline regulated gene expression system for SF-1 using ROSA-TET 
system. I also revealed that PGC-1 is important for the progesterone production in ovarian 
granulosa cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 従来、ステロイドホルモン欠損症には、
ホルモン補充療法が行われてきたが、頻繁な
投与を必要とする上に、副作用も大きいこと
から、これに代わる治療法が求められている。
私たちは、これらの問題を解決するべく成体
から採取可能な骨髄間葉系幹細胞を用いた
ステロイドホルモン産生器官の再生治療法
を開発した。 
 
(2) ステロイドホルモンの産生異常や産生
細胞そのものの異常による病態に関しては、

多くの症例報告がある。ノックアウトマウス
の解析により、これまでに多数の遺伝子がス
テロイド産生細胞の形成に関わることが示
唆されているものの、その詳しい作用機序に
は不明な点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 万能幹細胞をステロイドホルモン産
生細胞に分化させる 
過去の研究で、私は、間葉系幹細胞か

らステロイドホルモン産生細胞を作製す
る系を確立し、ステロイド産生器官を失

機関番号：13401 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2009～2010 

課題番号：２１７９０２６９ 

研究課題名（和文）幹細胞を用いたステロイドホルモン産生細胞の作製と分化機構の解明 

                     

研究課題名（英文）Differentiation of steroidogenic cells from stem cells. 

 

研究代表者 

矢澤 隆志（YAZAWA TAKASHI） 

福井大学・医学部・助教 

 研究者番号：00334813 



った患者に対する再生医療への可能性は
示した。しかしながら、この系は、先天
的に遺伝子異常を有するステロイド産生
異常症の患者の治療には不十分である。
このような患者の治療には、患者本人の
体細胞から遺伝子改変が可能な iPS 細胞
を作製し、ステロイドホルモン産生細胞
へと分化させることが必要である。そこ
で、本研究では、iPS 細胞とほぼ等価で、
より扱いやすいES細胞からステロイドホ
ルモン産生細胞を分化させる系を確立す
る。 
 

(2) ステロイドホルモン産生細胞分化メ

カニズムの解明 

ES 細胞で確立した細胞分化系ならびに、これ
まで間葉系幹細胞で確立した系を用いて、
DNA マイクロアレイやノックダウンなどの分
子生物学的手法により、ステロイドホルモン
産生細胞分化の分子メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ES 細胞に、SF-1 や LRH-1 を導入した場
合、増殖が停止して、やがて細胞は死んでし
まう。そこで、テトラサイクリン依存性に目
的遺伝子を発現させることができるマウス
ES 細胞株・EBRTcH3 を用いて、ES 細胞を間葉
系幹細胞にした後に、SF-1 を発現させること
によりステロイドホルモン産生細胞への分
化誘導を行った。 
 
(2) 間葉系幹細胞による分化の違いを分子
レベルで調べるために、DNA マイクロアレイ
を行った。すると、黄体化顆粒膜細胞へと分
化する能力を有する臍帯血由来の間葉系幹
細胞において、転写共役因子の PGC-1αが高
いレベルで発現していることが分かった。そ
こで、PGC-1αが顆粒膜細胞におけるステロ
イドホルモン産生に関わるかを、過剰発現や
ノックダウンの系を用いることにより調べ
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) ES 細胞からのステロイドホルモン産生
細胞の誘導 
コラーゲンコートしたシャーレ上で、ES 細
胞を培養した後に、レチノイン酸を添加する
と ES 細胞は間葉系幹細胞に分化するが、こ
の状態でテトラサイクリンを除去して SF-1
を発現させたところ、細胞は生存して、副腎
皮質束状層様のグルココルチコイド産生細
胞へと分化した（図１）。この細胞は、ACTH
レセプターを発現しており、ACTH に反応して、
ステロイドホルモンの産生が上昇した。これ
らの成果は、万能細胞から自律的にステロイ

ドホルモン産生する細胞を分化させた世界
で初めての報告である（Yazawa et al., 2011）。 
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図１ マウス ES 細胞株・EBRTcH3 におけるテ
トラサイクリン除去による SF-1 タンパク質
の誘導 
 
(2) 卵巣内における PGC-1αの局在 

まずは、PGC-1αの卵巣における発現を、
RT-PCR と免疫組織化学法により調べた。する
と、PGC-1αは、卵巣で比較的高いレベルで
発現しており、間葉系幹細胞における発現と
一致して、顆粒膜細胞に局在していた。 
PGC-1αは、顆粒膜細胞において、私たちが
間葉系幹細胞を分化させるために用いた
SF-1（顆粒膜細胞と莢膜細胞）や LRH-1（顆
粒膜細胞）と共局在していた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ 免疫組織化学法による卵巣での各タ
ンパク質の検出 
 
(3) PGC-1αは、ＮＲ5Ａファミリーの転写共
役因子として働く 
(2)の結果は、PGC-1αがこれらの転写因子

の共役因子として機能する可能性が強く示
唆される。そこで、mammalian one hybrid を

Pgc-1 Lrh-1 

Sf-1 Control 



使ったレポーターアッセイ行ったところ、
PGC-1αは、導入するプラスミド量に依存し
て、SF-1 と LRH-1 の転写活性を上げることが
分かった。PGC-1αのコアクチベーターとし
ての能力は、既知の SF-1 や LRH-1 のコアク
チベーター（SRC-1、p300）に比べて、著し
く強いものであった。この活性は、SF-1 や
LRH-1 の標的である StAR、CYP11A1、HSD3B2
や Inhibin-α遺伝子のプロモーター領域を
用いたレポーターアッセイにおいても観察
された。よって、PGC-1αは NR5A ファミリー
（SF-1 と LRH-1）の強力なコアクチベーター
として働くことが分かった。 
 
 (4) 顆粒膜細胞における PGC-1αの過剰発
現とノックダウン 
レポーターアッセイの結果が、細胞内の遺

伝子上で実際に起こるかどうかを調べるた
めに、ヒト顆粒膜細胞腫由来の KGN 細胞に、
アデノウイルスを用いて PGC-1αを過剰発現
させた。すると、レポーターアッセイの結果
を支持するように、PGC-1αにより、StAR、
CYP11A1、HSD3B2mRNA の発現が誘導され、細
胞はプロジェステロンを産生するようにな
った。また、PGC-1αの導入は、SF-1 と LRH-1
の発現も誘導した。よって、PGC-1αは、単
に SF-1 や LRH-1 のコアクチベーターとして
働くだけではなく、これらの転写因子そのも
のを誘導することにより、プロジェステロン
産生を誘導するものと考えられる。また、こ
の KGN細胞における結果が生理的であること
を、未成熟ラット由来の初代培養・顆粒膜細
胞において PGC-1αをノックダウンすること
により証明した。 
 
(5) DAX-1 による PGC-1αの機能阻害 

核内レセプターのリプレッサーである
DAX-1 は、ゴナドトロピン刺激前の顆粒膜細
胞において、プロジェステロン合成を阻害し
ている。初代培養の顆粒膜細胞において、
DAX-1 は、FSH 刺激により急激に発現が低下
し、ステロイドホルモン産生酵素を含む、
SF-1やLRH-1の標的遺伝子の転写が誘導され
ることが私たちの過去の研究で分かってい
る。DAX-1と PGC-1αの関係を調べるために、
レポーターアッセイを行ったところ、DAX-1
は、PGC-1αの SF-1 や LRH-1 対するコアクチ
ベーターとしての能力をほぼ完全に抑制し
た。よって、DAX-1 は、ゴナドトロピン非存
在下では、PGC-1αの活性を抑制することに
より、プロジェステロン産生を抑制するもの
と考えられる。 
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