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研究成果の概要（和文）：本研究では、私どもが同定したSF-1標的遺伝子のひとつであるPref-1（DLK-1/FA-1/ZOG）に
着目して研究を行った。遺伝子発現および免疫組織化学的検討により、Pref-1が卵巣で発現し、ゴナドトロピン刺激に
より強く発現誘導されることを見出した。PCOSなど卵巣ステロイドホルモンの異常は不妊の原因ともなるが、そのメカ
ニズムは不明な点が多い。本研究により、卵巣ステロイドホルモン合成の新たなメカニズムが解明され、卵巣ステロイ
ドホルモン合成異常を伴う疾患の原因究明や新たな治療法の開発に繋がるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Previously we found Pref-1 as a novel target gene of SF-1. In this study, we 
examined expression pattern of Pref-1 in the ovary by using gene expression and immunohistochemistry. The 
expression pattern of Pref-1 was very similar to those of steroidogenesis related genes such as StAR and 
CYP11A1, suggesting that Pref-1 works as a member of ovarian steroidogenesis or folliculogenesis. Pref-1 
is known as a factor involved in the differentiation of adiposite. In this study, we identified, for the 
first time, that Pref-1 is also a member of steroidogenesis in the ovary and is involved in follicular 
development.

研究分野： 内分泌学

キーワード： 卵巣　Pref-1
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１．研究開始当初の背景 
 
転写因子 Ad4BP/SF-1 は性腺および副腎

で主に発現し、多くの性腺や副腎特異的遺伝
子の発現に重要であることが明らかになっ
ている。Ad4BP/SF-1 のノックアウトマウス
では性腺・副腎が形成されないことから、
Ad4BP/SF-1 は性腺・副腎の発生・分化に必
須であることも証明されている。そのためそ
の標的遺伝子は副腎・性腺の形成やステロイ
ド産生疾患の原因遺伝子として同定されて
いるものが多い。一方、未だに原因遺伝子が
特定されない副腎低形成、性分化異常および
ステロイド産生疾患も多く残されている。こ
れらの原因遺伝子として新たな Ad4BP/SF-1
標的遺伝子の存在も考えられる。 
私どもは間葉系幹細胞に Ad4BP/SF-1 を

導入することにより効率よくステロイドホ
ルモン産生細胞へ分化誘導させ、生体内同様
cAMP刺激によりステロイドホルモン産生を
増強する細胞の創出に成功している。この分
化誘導系を用いたゲノムワイドな解析を行
うことで、新たな Ad4BP/SF-1 標的遺伝子を
同定し、ステロイドホルモン合成異常を伴う
疾患の原因究明や新たな治療法の開発を目
指している。 
 
２．研究の目的 
 
私どもは間葉系幹細胞からステロイドホ

ルモン産生細胞への分化誘導系を用いて、
Ad4BP/SF-1 標的遺伝子を探索したところ、
新たに Pref-1（DLK-1/FA-1/ZOG）を同定し
た。Pref-1 は脂肪細胞への分化を負に制御す
る因子として同定されている。また、胎児組
織で多く発現しているが、成人では視床下部
や内分泌器官で主に発現が認められる。しか
しこれらの組織での Pref-1 の役割は不明で
ある。Pref-1 は Notch シグナル系を介して作
用するが、分化誘導などで反対の作用を示す
Wnt 系の異常が不妊に繋がることが報告さ
れており（Endocr Rev. er20141020,2014）、
実際 Pref-1 に関してもヒトおよび不妊マウ
スの網羅的遺伝子発現解析の比較から、不妊
の原因候補遺伝子の一つであると報告され
ているが、その詳細は明らかではない。本研
究では、卵巣における Pref-1 の発現様式と役
割を明らかにすることで、卵巣ステロイドホ
ルモン合成異常を伴う疾患の原因究明や新
たな治療法の開発につなげることを目的と
している。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ラット卵巣顆粒膜細胞におけるPref-1の
遺伝子発現変化 

DES 処理した幼若ラットより調製した初
代培養卵巣顆粒膜細胞を用いて、FSH 添加後
経時的に回収し、Pref-1 の遺伝子発現変化を
検討した。 

(2) Pref-1 の卵巣内における発現様式の解明 
卵胞発育と排卵の過程における Pref-1 の

発現様式について、PMSG による卵胞発育と
hCG による排卵誘発を促進した幼若ラット
の卵巣を用いて検討した。 

PMSG/hCG 処理したラットから回収した
卵巣よりタンパク質を回収し、Pref-1 の発現
量をウェスタンブロッティング法により検
討した。また、回収した卵巣を固定・切削し
て組織切片を作製し、Pref-1 タンパク質の発
現を特異的な抗体を用いて免疫組織化学法
により解析した。 
 
(3) 卵巣機能における Pref-1 の役割の検討 
 Pref-1 は分泌性タンパク質であるため、そ
の受容体を介して卵巣機能に影響を与える
と考えられる。卵巣機能における Pref-1 の役
割を明らかにするため、リコンビナントタン
パク質の作製を試みた。GST タグ付きリコン
ビナントタンパク質を大腸菌に発現させ、精
製した後、そのタンパク質を用いて卵巣顆粒
膜細胞の遺伝子発現に対する影響を検討し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) ラット卵巣顆粒膜細胞におけるPref-1の
遺伝子発現変化 
 初代培養卵巣顆粒膜細胞における Pref-1
の発現を検討したところ、FSH 添加 1 時間で
強い発現誘導が見られた（図 1）。Pref-1 は顆
粒膜細胞において、他のステロイド関連因子
同様、FSH によって早期に誘導される遺伝子
の一員であることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Pref-1 の卵巣内における発現様式の解明 
 卵巣における Pref-1 の発現を検討したとこ
ろ、ステロイド関連因子 STAR 同様、幼若ラ
ットへの PMSG 投与により発現が強く誘導
され、その後 hCG 投与による排卵誘発によ
り、その発現はさらに誘導された(図 2)。 
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図 2 
 

 Pref-1 発現の卵巣内局在を、免疫組織化学
法により検討したところ、PMSG の投与前で
は、莢膜細胞と間質細胞にのみ発現が認めら
れたが、PMSG の投与により顆粒膜細胞で強
く誘導されることが明らかとなった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       図 3 
 
以上の結果から、Pref-1 は顆粒膜細胞にお

いて FSH 刺激によって強く誘導され卵胞液
中に分泌されると考えられた。 
 
(3) 卵巣機能における Pref-1 の役割の検討 
 卵胞液中に分泌された Pref-1 が卵胞の発
育・分化やステロイドホルモン産生にどのよ
うな影響を与えるか検討するために、リコン
ビナントタンパク質の作製を試みた。GST タ
グ付きリコンビナントタンパク質を作製し
（図 4）、初代培養顆粒膜細胞への影響を検討

した結果、ステロイドホルモン関連遺伝子の
発現に影響を与えることが示唆された。本研
究により、卵巣ステロイドホルモン合成の新
たなメカニズムが解明され、PCOS をはじめ
とする卵巣ステロイドホルモン合成異常を
伴う疾患の原因究明や新たな治療法の開発
に繋がるものと期待される。 
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