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研究成果の概要（和文）： 本研究では、卵巣顆粒膜細胞における ferredoxin1（FDX1）、ferredoxin 

reductase（FDXR）および glutathione-S-transferase A3（GSTA3）の転写制御機構およびステ

ロイドホルモン合成における機能について検証した。その結果、FDX1, FDXR および GSTA3 は、

卵巣顆粒膜細胞において転写因子 SF-1 により転写調節され、卵巣ステロイドホルモン合成にお

いて重要な役割を担うことが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the transcriptional regulation and 
the functions of novel candidate SF-1-target genes (ferredoxin1 (FDX1), ferredoxin 
reductase (FDXR) and glutathione-S-transferase A3 (GSTA3)) in ovarian granulosa cells. 
These results indicated that FDX1, FDXR and GSTA3 are directly regulated by SF-1 in ovarian 
granulosa cells, and contribute to ovarian steroidogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

卵巣莢膜細胞や卵巣顆粒膜細胞は、それぞ
れの前駆細胞あるいは幹細胞から分化し、卵
巣において多様な機能を果たす。それらの異
常は、卵巣機能不全をはじめとして様々な病
態を惹き起こす。その病態の多くは、ステロ
イドホルモン産生異常を惹き起こすと予想
されるが、詳細については不明な点が多い。
ステロイドホルモン合成遺伝子群の転写異
常は、様々なステロイドホルモン産生異常症
の原因となる。卵巣、精巣および副腎といっ
た組織においては、核内受容体である NR5A
ファミリー（SF-1および LRH-1）がステロイ
ドホルモン合成関連遺伝子群の転写制御を
行うことが明らかとなっている。 

我々は、脂肪や骨などへの分化能を有する

間葉系幹細胞が、ステロイドホルモン産生細
胞への分化能も有すること、さらに間葉系幹
細胞に SF-1 あるいは LRH-1 を導入すること
で、より効率よくステロイドホルモン産生細
胞へと分化誘導させ、生体内同様に 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。我々は新たに、
SF-1の新規標的遺伝子を見出すため、幹細胞
分化誘導系およびクロマチン免疫沈降法と
DNA マイクロアレイを組み合わせたゲノムワ
イドな ChIP-on-Chip 法を用いて網羅的な探
索を行った。その結果、SF-1 により転写制御
される有力な候補遺伝子として、ferredoxin 
1(FDX1)、ferredoxin reductase (FDXR) お
よび glutathione-S-transferase A3 (GSTA3)
を見出した。 
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２．研究の目的 

本研究では、卵巣における新規 SF-1 標的
遺伝子(FDX1、FDXR および GSTA3)の転写調節
メカニズムを解明すると共に、卵巣における
新規標的遺伝子の役割を明らかにすること
を目的とした。原発性ステロイドホルモン低
下症をはじめとするステロイドホルモン産
生異常においては、その責任遺伝子が同定さ
れていない症例も数多く存在し、未知のステ
ロイドホルモン合成関連因子の存在も示唆
されている。本研究は、卵巣におけるステロ
イドホルモン産生異常の原因究明と治療法
の開発にも繋がるものと期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 卵巣顆粒膜細胞における SF-1 新規標的
遺伝子（FDX1、FDXR および GSTA3）転写調節
メカニズムの解析 
転写調節機構については、主として ChIPア
ッセイ、レポーターアッセイおよびゲルシフ
トアッセイを用いて解析した。FDX1 および
FDXRの転写調節機構についてはヒト卵巣顆
粒膜由来 KGN細胞およびラット初代培養卵巣
顆粒膜細胞を用いて解析した。GSTA3 の転写
調節機構については KGN細胞を用いて解析し
た。 
  
(2) 卵巣における SF-1新規標的遺伝子（FDX1、
FDXR および GSTA3）の機能解析 
卵巣における SF-1 新規標的遺伝子（FDX1、
FDXRおよび GSTA3）のステロイドホルモン合
成における機能を検討した。アデノウィルス
による過剰発現系または遺伝子ノックダウ
ンを用いてヒト卵巣顆粒膜由来 KGN細胞にお
けるステロイドホルモン量の変化について
検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 卵巣顆粒膜細胞における FDX1 の転写制
御機構および機能の解析 

FDX1 は、NADPH からの電子を FDXR と協調
してミトコンドリア型 P450 酵素へ伝達する
鉄硫黄タンパク質である。ラット初代培養卵
巣顆粒膜細胞を FSH 刺激すると、その遺伝子
発現が急速に上昇することから、FDX1の転写
には、SF-1以下外の転写因子も関与すること
が推定された。FDX1 の転写調節機構について
は、KGN 細胞を用いて解析した。レポーター
アッセイの結果、FDX1 プロモーター上に存在
する SF-1 結合部位および cAMP response 
element を同定した。FSHまたは 8Br-cAMPに
よ る FDX1 の 転 写 活 性 化 は 、 dominant 
negative-CREB および PKA インヒビターによ
り阻害された（図 1）。これらの結果より、FDX1
の転写活性化には SF-1および cAMP/PKA/CREB
経路が関与することが明らかとなった。KGN

細胞を用いてステロイドホルモン産生にお
ける FDX1 の機能を検討したところ、FDX1 遺
伝子ノックダウンにおいて、プロゲステロン
産生量の変化を認めた。 

図 1. PKA インヒビターH89 による FDX1 遺伝
子転写活性の抑制 
 
(2) 卵巣顆粒膜細胞における FDXR の転写制
御機構の解析 
続いて、FDX1還元酵素である FDXRの転写

制御機構について解析した。ChIP アッセイ、
レポーターアッセイおよびゲルシフトアッ
セイの結果より、FDXR のイントロン 2に存在
する SF-1結合領域が転写活性化に重要であ
ることを明らかにした（図 2）。KGN細胞にお
ける内在性 SF-1をノックダウンすることで、
FDXRの発現量は減少した。一方、アデノウィ
ルスを用いた SF-1 過剰発現により KGN細胞
の FDXRの発現量は上昇した。これらの結果
より、卵巣顆粒膜細胞において FDXRはイン
トロン 2 に存在する enhancer を介すること
で、SF-1により転写活性化されることが明ら
かとなった。 

図 2.KGN細胞用いたレポーターアッセイによ
る enhancer の同定 
 
(3) 卵巣顆粒膜細胞における GSTA3の転写制
御機構および機能 
KGN細胞においてアデノウィルスにより

SF-1を過剰発現させたところ、GSTA3の遺伝
子発現は上昇した。ChIP アッセイ、レポータ
ーアッセイおよびゲルシフトアッセイの結
果より、ヒト GSTA3の転写活性には、GSTA3
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プロモーターに存在する SF-1 結合部位が重
要となることが明らかとなった。GSTA3 の組
み換えタンパク質を作製し酵素活性を測定
したところ、Δ5-androstene-3,17-dione を
Δ5-androstenedione に変換するΔ5-Δ4 イ
ソメラーゼ活性が強く認められた（図 3）。続
いて、GSTA3 を過剰発現するアデノウィルス
を KGN細胞に感染させたところ、量依存的な
イソメラーゼ活性の上昇が認められた。 

図 3.GSTA組み換えタンパク質のイソメラー
ゼ活性の測定 
 

以上の結果より、卵巣顆粒膜細胞において
FDX1、FDXR および GSTA3 は共に、SF-1 によ
り転写制御されることで、卵巣ステロイドホ
ルモン合成において必須の因子となること
が明らかとなった。 
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