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研究成果の概要（和文）：RNAシークエンスを用いた網羅的遺伝子発現解析によって、顆粒膜細胞ではLHサージ
から排卵までの12時間で約6000もの遺伝子の発現が変化することを見出した。さらにChIPシークエンスによっ
て、ヒストン修飾H3K4me3のゲノムワイドな変化があることが明らかになった。H3K4me3変化を伴う遺伝子は
H3K4me3変化を伴わない遺伝子に比べて、発現変化量が大きいことがわかった。これらのH3K4me3に制御される遺
伝子は、種々の細胞機能変化に関与し、顆粒膜細胞の黄体化に寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide gene expression analysis using RNA sequencing revealed that the 
expression of about 6000 genes changes within 12 hours after the LH surge in mouse granulosa cells. 
Furthermore, ChIP sequencing revealed that genome-wide changes of the histone modification H3K4me3 
are induced. Genes with H3K4me3 changes have greater expression changes than genes without H3K4me3 
changes. These H3K4me3-regulated genes are involved in various cellular functional changes and may 
contribute to the luteinization of granulosa cells.

研究分野： 生殖内分泌学

キーワード： 卵巣　黄体化　epigenetics

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、LHサージ後に起こるゲノムワイドな遺伝子発現とヒストン修飾変化が、顆粒膜細胞の黄体化に寄
与することがわかった。黄体化は妊娠の維持に必須の事象である。本研究により黄体化の調節機構のひとつが明
らかになり、不妊症の一因である黄体機能不全の治療にも繋がるため、社会的意義のある研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

卵巣では LH サージを契機に、卵胞
内の顆粒膜細胞（granulosa cells : 
GCs）が黄体化し、プロゲステロン産
生能の獲得、卵子卵丘細胞複合体の膨
化、卵胞破裂、血管新生、免疫などに
関連する様々な細胞機能を獲得する
(1–5)。我々は RNA シークエンス(RNA-
seq)を用いた網羅的遺伝子発現解析
によって、マウス GCs では LH サー
ジから排卵までの 12 時間で約 6000
もの遺伝子の発現が変化することを
見出した(図 1)。このような短時間の
劇的な遺伝子発現変化には、転写因子
による制御だけではなく、エピジェネ
ティックな調節機構が働く必要があ
る(6–8)。我々はこれまで、LH サージ後
のラット GCs において、Vegf、
Cyp11a1、StAR、Cyp19a1 の急激な発現
変化に、ヒストン修飾とクロマチンリモ
デリングが関与していることを報告し
た(5,9–11)。しかし、黄体化過程の遺伝子
発現変化におけるエピジェネティック
な変化はまだ明らかになっていない。 
２．研究の目的 
本研究ではプロモーター領域のエピゲノム情報をゲノム全域にわたり取得し、GCsの黄体化に

おけるエピジェネティクス変化を明らかにすることを目的とする。 
３．研究の方法 
(1) ゲノムワイドヒストン修飾変化解析（ChIP シークエンス） 
 クロマチン免疫沈降法(ChIP) は特定の蛋白質が結合する DNA 領域を同定する手法であり、
ChIP に次世代シークエンサーを組み合わせた ChIP シークエンス（ChIP-seq）は、全ゲノム領
域で特定のヒストン修飾や転写因子の結合する領域の情報を得ることができる。3 週齢幼若雌マ
ウスに PMSG、hCG を投与したモデルを作成し、hCG 投与前(0 h)、投与後 4、12 時間後に卵
巣から GCs を採取し、H3K4me3 抗体を用いて ChIP-DNA を作成する。この DNA をシークエ
ンスし、ゲノム配列にマッピングさせ、黄体化によりこれらのヒストン修飾が変化する領域を同
定する。 
(2) RNA-seq、ChIP-seq の統合解析 
 RNA-seq と ChIP-seq の情報をゲノム配列に配置することにより、黄体化によって変化する
エピゲノム情報を明らかにする。さらに、黄体化によってmRNA発現が変化する遺伝子のうち、
ヒストン修飾およびクロマチン構造の変化があった遺伝子（エピジェネティックなメカニズム
によって発現が制御される遺伝子）を抽出し、Gene Ontology 解析を行う。これにより、エピジ
ェネティクスによって制御される細胞の機能的変化を同定する。 
４．研究成果 
(1) 黄体化過程の顆粒膜細胞における H3K4me3 修飾のゲノムワイドな変化 

hCG 刺激後の GCs において、ゲノム全域で H3K4me3 の状態がどのように変化するかを
ChIP-seq を用いて調べた。0 時間から 4 時間において、H3K4me3 増加領域が 6203 領域（5901 
遺伝子）、減少領域が 3999 領域（4542 遺伝子）であった。4 時間から 12 時間において、
H3K4me3 増加領域が 3228 領域（3717 遺伝子）、減少領域が 6563 領域（6414 遺伝子）であ
った。H3K4me3 は、0 時間から 4 時間までは増加領域が多く、4 時間から 12 時間までは減
少領域が多いことがわかった。 
これらの領域の分布を転写開始点（Transcription start site; TSS）からの距離に基づいて分類
したところ、0 時間から 4 時間の間に H3K4me3 が増加した領域の 43.8 %は近位プロモーター
領域に位置し、44.2 %は下流の遠位領域に位置していた（図 2A）。H3K4me3 は転写活性化指標
であり、TSS 近傍に分布すると報告されているが (37)、今回の結果から下流の遠位領域にも多
く存在することがわかった。0 時間から 4 時間までの H3K4me3 減少領域、および 4 時間から
12 時間までの H3K4me3 変化領域でも、同様の分布が確認された（図 2A）。 
次に、TSS 周囲の H3K4me3 のシグナルの強さを、0 時間、4 時間、12 時間の間で比較した
（図 2B）。TSS 周囲の H3K4me3 のレベルは、0 時間から 4 時間にかけて増加し、4 時間から
12 時間にかけて減少した。これらの結果より。黄体化過程の GCs では、H3K4me3 のレベルは

図 1 GCs の黄体化過程における mRNA 発現の経時
的変化：3 週齢雌マウスに PMSG-hCG 投与(排卵刺
激)し、投与前(0h)、投与後 4h、12h に卵巣から GCs
を回収し、全遺伝子の mRNA 発現量を RNA-seq に
よって定量した。約 6000 遺伝子の発現が経時的に
変化していた。 



hCG 刺激後 4 時間で最も高くなることがわかった。 

(2) H3K4me3 の変化と遺伝子発現の制御との関連について 
黄体化過程の GCs

において、H3K4me3
の変化が遺伝子発現
変化の制御と関連し
ているかを調べた。
mRNA 発現変動遺伝
子を、H3K4me3 の変
化を伴う遺伝子と伴
わない遺伝子に分類
した。0 時間から 4 
時間までに mRNA 発
現が上昇した 3519 
遺 伝 子 の う ち 、
H3K4me3 が増加し
た遺伝子は 1542 遺
伝子（43.8 ％）であっ
た （ 図 3A 上 ）。
H3K4me3 の増加を
伴う遺伝子と伴わな
い遺伝子の間で、
mRNA レベルの変化
量を比較したところ、
H3K4me3 の増加を
伴う遺伝子は、伴わな
い遺伝子に比べて、
mRNA レベルの増加
量が大きかった（図
3A 下）。一方、0 時間
から 4 時間の間に発現低下した 3450 遺伝子のうち、H3K4me3 が減少した遺伝子は 1086 遺
伝子（31.5 ％）であった（図 3B 上）。H3K4me3 が減少を伴う遺伝子は伴わない遺伝子に比べ
て、mRNA レベルの減少量が大きかった（図 3B 下）。このような H3K4me3 変化の影響は、4 
時間から 12 時間までの間に発現上昇・低下した遺伝子でも観察された。これらの結果から、
H3K4me3 の変化は、発現変動遺伝子の多くにみられ、黄体化過程の GCs の遺伝子発現調節に
寄与していることがわかった。 
(3) 黄体化過程の顆粒膜細胞における H3K4me3 関連遺伝子の同定とその機能 

H3K4me3 によって制御される H3K4me3 関連遺伝子を同定し、それらが関与する細胞機能
を調べた。H3K4me3 は転写活性化指標であることから、黄体化過程の GCs において、mRNA
発現変化のパターン（図 1）と H3K4me3 変化のパターンが一致する遺伝子を H3K4me3 関連
遺伝子と定義した。例えば図 4 のパターン 1 に示すように、hCG 投与後 4 時間で mRNA 発現

図 2．黄体化過程の GCs における H3K4me3 のゲノムワイドな分布 A、 H3K4me3 が増加した領
域と減少した領域を、TSS からの距離に応じて、「proximal promoter」（TSS から±3kb の領域
内）、「distal upstream promoter」（TSS から 3kb 以上上流）、「distal downstream region」
（TSS から 3kb 以上下流）の 3つに分類した。結果は、全領域に対する割合で表した。B、 3
つの時点での TSS 周辺の H3K4me3 レベルの変化を示す。0 時間後（緑）、4 時間後（オレン
ジ）、12 時間後（紫）の全遺伝子における TSS 周辺の H3K4me3 のレベルを表す。 

図 3. 黄体化過程の GCs における遺伝子発現と H3K4me3 の関連 
A、円グラフは 0 時間から 4 時間までに発現上昇した遺伝子のう
ち、H3K4me3 の増加を伴う遺伝子の数と割合を示す（上）。2つの
時点の間で出現あるいは消失した H3K4me3 のピークを、H3K4me3
増加領域または減少領域と定義した。また、これらの領域が TSS
の上流 10 kb から TTS の上流 10 kb の間に存在する遺伝子を、
H3K4me3 増加遺伝子または減少遺伝子とした。H3K4me3 変化領域
を伴う遺伝子と伴わない遺伝子の間で、発現上昇遺伝子の mRNAレ
ベルの変化量を比較した（下）。P値は Mann-Whitney U 検定を用
いて算出した。*P＜0.05。B、0 時間から 4 時間の間に発現低下
した遺伝子の解析結果。 



が上昇し、12 時間まで発現レベル
が維持される遺伝子（1274 個）の
うち、H3K4me3 も 4 時間でリクル
ートされ、12 時間まで修飾が維持
される遺伝子（240 個）が、この定
義に該当する。この定義に基づき、
各 mRNA 発現変化パターンにおけ
る H3K4me3 関連遺伝子を同定し
たところ、パターン 3 の H3K4me3
関連遺伝子は758/2282 個（33.2 %）
であり、占める割合が他のパターン
と比べ有意に高かった。H3K4me3
が制御すると考えられる細胞機能
を調べるために、各パターンにおけ
る H3K4me3 関連遺伝子について、
Gene ontology 解析を行った。
H3K4me3 関連遺伝子は、発現上昇
または低下遺伝子に関連する細胞
機能（図 5）の大部分に関与してい
た。 
 
 
 

図 5. 黄体化過程の GCs における細胞機能の変化のまとめ LH サージ後の GCs における細胞機
能の経時的変化を示す。H3K4me3 の変化に関連する細胞機能を太字で示した。 
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