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要　旨

　われわれは，種々の細胞生物学的および分子生物学的
手法を用いて卵胞発育を司る因子の探索および機能解析
を行っている．その中で，ラット卵巣 cDNAライブラ
リーより，転写因子のモチーフである HMG-boxモチー
フを有する新規蛋白質（Granulosa cell HMG-box 
protein-1; GCX-1と命名）をコードする遺伝子を単離し，
この新規因子の発現様式および機能について解析を行っ
た．この遺伝子のmRNAは視床下部―下垂体―性腺系
に特異的な発現が認められ，特に卵巣において強く発現
していた．卵巣内においては未成熟卵胞の顆粒膜細胞に
おいて強い発現が認められた．細胞内では核に存在する
ことが明らかとなり，Mammalian GAL4 one-hybrid 
systemにより強力な転写活性化能を有していることが
示された．以上より，GCX-1は性腺系特異的な新規転
写活性化因子であることが明らかとなり，卵胞の発育分
化に重要な関りをもつことが示唆された．

はじめに

　卵胞発育は，胎生期における原始卵胞の形成に始まり，
ゴナドトロピン非依存性および依存性の発育を経て主席
卵胞が選択され，排卵，黄体形成に至る過程であり，そ
のメカニズムに関しては古くから数多くの研究が行われ
ている．特に，近年の分子生物学，細胞生物学の飛躍的
な進歩に伴って，これらの手法を用いて，これまで不明
であったさまざまな生理現象のメカニズムを細胞レベ
ル，遺伝子レベルで明らかにしようという試みが活発に
行われている．このような研究は，単に卵胞発育のメカ
ニズムを理解するということだけでなく，体外受精―胚
移植（IVF-ET）における効率的な排卵誘発法や，多嚢
胞性卵巣症候群（PCOS）をはじめとする排卵障害や黄

体機能不全などの病因解明および治療法の確立など，生
殖医療の現場における臨床応用へ向けても非常に重要で
あると考えられる．われわれはこれまで，卵巣内で発現
しているさまざまな遺伝子を単離し，その遺伝子産物の
機能解析を行うことで卵胞発育のメカニズムに迫ること
を目標として研究を行ってきている．その中で今回は，
視床下部―下垂体―性腺系に特異的に発現する新規転写
因子 GCX-1を単離し，詳細な解析を行ったのでその結
果を中心に報告する．

卵巣からの機能的遺伝子の単離

　ある組織で発現している遺伝子を単離する方法として
これまでに数多くの手法が考案され，さらに改良が重ね
られ，効率的な遺伝子のクローニング法が確立されてき
ている．その中でもわれわれが主に用いている方法が
PCRを利用したサブトラクションクローニング法［１］
と酵母 one-hybird法および two-hybrid法［2, 3］である．
サブトラクションクローニング法はある特定の組織に特
異的に発現している遺伝子群をクローニングする方法で
あり，ある組織で発現している遺伝子から，別の組織で
発現している遺伝子を差し引くことで，その特定の組織
にだけ発現している遺伝子を同定しようとするものであ
る．この方法は，同じ組織であっても，発育段階あるい
はホルモン等の刺激の有無による遺伝子発現の違いを見
い出すことも可能であるため，われわれはラットをモデ
ル動物として，ゴナドトロピン刺激によって卵巣内で発
現が誘導あるいは抑制される遺伝子群を網羅的に探索
し，卵胞発育メカニズムの解明への足がかりにすべく研
究を継続している．これまでに，サブトラクションクロ
ーニング法によって StARや SR-BIといったステロイ
ド合成に関与する因子群や Epiregulin, Amphiregulin等
の成長因子の遺伝子が，ラット卵巣においてゴナドトロ
ピン刺激によって早期に発現誘導される遺伝子群として
クローニングされている［4-6］．一方，酵母 one-
hybrid法および two-hybrid法は，ある特定の DNA配
列もしくは蛋白質と，cDNAライブラリー内のある特
定の遺伝子産物との相互作用を酵母内でのレポーターシ
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ステムを用いて検出し，ある特定の DNA配列もしくは
蛋白質に結合する蛋白質の遺伝子を同定する方法であ
り，これまでに Egr-1, USF-2といった転写調節に関わ
る因子をラット卵巣顆粒膜細胞の cDNAライブラリー
より単離し，機能解析を行ってきた［7, 8］．
　以上に紹介した方法では，当然のことながら既知遺伝
子のみならず未知遺伝子も数多く単離されてくる．われ
われは，サブトラクションクローニング法を用いてゴナ
ドトロピン誘導性新規転写抑制因子 GIOT-1をクローニ
ングし，その機能解析を行っているが，標的遺伝子等，
その生理機能に関しては不明な点が多い［9, 10］．そこ
で，卵巣内で GIOT-1と相互作用している蛋白質を同定
することで GIOT-1の機能解明への手がかりにしようと
考え，GIOT-1をおとり蛋白に用いた酵母 two-hybrid
法によるラット卵巣顆粒膜細胞 cDNAライブラリーの
探索を行った．その結果，いくつかの既知の転写制御蛋
白質とともに，新規転写因子様蛋白質の cDNAが単離
された．この新規遺伝子産物は，アミノ酸配列より，転
写因子の DNA 結合モチーフの１つである High 
Mobility Group (HMG)-boxモチーフを有していること
が示唆され，あとで述べるように視床下部―下垂体―性
腺系に特異的に発現していることから，卵胞発育をはじ
め生殖生理現象に深く関与している新規転写因子である
と考えられる．そこでわれわれは，新たにこの因子 
（Granulosa cell HMG-box protein-1; GCX-1と命名）に
ついて詳細に解析を行うこととした．

GCX-1の発現解析

　図１には GCX-1のドメイン構造を模式的に示した．
全長473アミノ酸よりなり，N末端と C末端のちょうど
中ほどに HMG-boxモチーフをひとつ有している．
HMG-boxモチーフは，酵母から植物，昆虫，哺乳類に
いたるまで真核生物に広く分布している DNA結合モチ
ーフである．図２のように３本のα -へリックス構造を

もったポリペプチド鎖が L字型に配置されており，こ
の L字型の先端が DNA鎖の二重らせんにはまりこむこ
とで DNA鎖と結合し，さらに DNA鎖を折り曲げるこ
とで転写調節に関っていることが知られている［11］．
これまで，数多くの HMG-box蛋白質が同定され，その
中には，精巣の発生に深く関与している SRYや Sox9な
ど，生殖生理現象に深く関っている蛋白質もある［12］．
さらに最近では，ある HMG-box蛋白質がステロイドホ
ルモン受容体と相互作用し，その転写調節能に関ってい
るとの報告［13］もあることから，卵巣内で発現してい
る GCX-1も同様に，卵胞発育をはじめなんらかの生殖
生理現象に関っているのではないかと考えられた．また，
GCX-1は HMG-boxモチーフの他にも，核局在シグナ
ル（NLS）やセリン，リジン，プロリンといった特定の
アミノ酸に富む領域も有しており，典型的な転写制御因
子様の蛋白質であると推定された．
　発現解析においては，まず，GCX-1遺伝子発現の組
織分布を調べたところ，図３のように視床下部，下垂体，
精巣，子宮および卵巣にのみその発現が確認された．こ
のような組織分布を示す転写因子としては，先述の
GIOT-1や，ステロイド合成に深く関っている Ad4BP/
SF-1や Dax-1等があげられるが，いずれも，副腎にも
その発現が認められており，厳密に生殖系でのみ働いて
いる転写因子であるとはいえない．しかしながら，

図２　精巣決定因子SRYの HMG-box モチーフの立体構造

図１　GCX-1のドメイン構造の模式図
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GCX-1は副腎での発現が認められず，生殖機能に特化
して機能している転写因子である可能性が強く示唆され
た．続いて，in situハイブリダイゼーションによる卵
巣内における発現パターンの解析を行ったところ，図４
のように，未成熟卵胞の顆粒膜細胞中に強く発現してい
ることが分かった．この発現は，卵胞発育に伴って顕著
に減少していき，黄体化細胞においてはごくわずかに発
現しているのみであることが明らかになった．以上のこ
とから，GCX-1は卵胞発育，特に，初期のゴナドトロ
ピン非依存性発育に重要な役割を果たしている可能性が
考えられた．しかしながら，初代培養のラット卵巣顆粒
膜細胞を用いたゴナドトロピン刺激試験においては，
GCX-1 mRNAは FSH, hCG刺激によって発現量が変化
せず，ゴナドトロピン刺激による直接の発現調節は受け
ていないことが示唆された．単離した顆粒膜細胞中では
ゴナドトロピン刺激による発現調節を受けていないの
に，生体内では卵胞発育のステージが進むにつれて発現
量が低下するという事実より，GCX-1の発現調節には，
ゴナドトロピン刺激が直接関っているというよりもむし
ろ，卵母細胞や莢膜細胞との相互作用，あるいは，オー
トクライン的，パラクライン的に発現調節に関わる因子
の存在が重要なのではないかと思われた．続いて，
GCX-1は細胞内において核に局在することが緑色蛍光

蛋白（GFP）との融合蛋白質を用いた実験で明らかとな
り，さらに，この局在には，アミノ酸配列より推定され
た NLS領域が必須であることが分かった．また，ウエ
スタンブロット法によりラット卵巣顆粒膜細胞抽出液の

図４　In situ ハイブリダイゼーションによる卵巣内の各発育段階にお
けるGCX-1 mRNAの発現解析

　　　左から，8日齢，21日齢，8週齢ラット卵巣．未成熟な卵胞で
は非常に強い発現が認められるが卵胞の発育とともに発現量は
低下し，黄体（CL）ではごくわずかに発現しているのみである．
Scale bar=0.2 mm

図６　GCX-1の転写活性化能
　　　GAL4 DBD-GCX-1融合蛋白発現ベクターの用量依存的に転写

活性化能の顕著な増大を確認した．E1b/Luc は GAL4結合配
列を持たないレポーターである．

図５　Mammalian GAL4 one-hybrid システム
　　　GAL4 DNA 結合ドメイン（DBD）と融合させた目的の蛋白質

をレポーター上に強制配置させることで転写制御能を調べる．

図３　GCX-1 mRNAの組織分布
　　　視床下部，下垂体，精巣，子宮，卵巣においてのみ発現しており，特に卵巣において強い発現が認め

られる．
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核画分から GCX-1蛋白質が検出されたことと合わせ，
GCX-1は実際にラット卵巣顆粒膜細胞中で転写調節に
関っている可能性が示唆された．

GCX-1の転写調節能解析

　続いて，培養細胞を用いて GCX-1の転写制御能の解
析を行った．GCX-1は新規の遺伝子産物であり，HMG-
boxモチーフを有していることから DNA結合性ではあ
ると考えられるが，実際の標的配列などはまだ明らかで
はない．そこで，その転写調節能を調べるため，
Mammalian GAL4 one-hybrid システム［14］を用いた
解析を行った．Mammalian GAL4 one-hybridシステム
とは，図５に示すように，酵母の転写因子 GAL4の結合
配列を上流に配置したレポーター遺伝子と，DNA結合
能の分からない蛋白質を GAL4の DNA結合ドメイン
(DBD)と融合させた蛋白質の発現ベクターとを同時に
哺乳類細胞に導入し，転写制御能を調べたい蛋白質を強
制的にレポーター上に配置させることでその転写制御能
を解析する方法である．GCX-1と GAL4 DBDとの融合
蛋白質発現ベクターを構築してヒト肝癌由来 HepG2細
胞にレポーターとともに導入し，転写制御能の検討を行
った．その結果，発現ベクターの用量依存的な転写活性
化能の増大を確認した．発現ベクターの用量がごく少量
でも十分な転写活性化能がみられたことから，GCX-1
は非常に強力な転写活性化因子であることが示唆され
た．続いて，GCX-1蛋白質中における転写活性化能に
必須のドメイン検索を，さまざまな長さに欠損させた
GCX-1蛋白質と GAL4 DBDとの融合蛋白質を用いて同
様の系で行った．その結果，N末端側25～63アミノ酸領
域が転写活性化に必須の最小領域であることが分かっ
た．さらに，変異導入により，転写活性化に関る重要な
アミノ酸残基の同定を試みたが，さまざまな変異体を作
製した結果，どれも一様に転写活性化能が低下していた
ことから，この領域全体の構造が転写活性化には重要で
あると考えられた．この25～63アミノ酸領域は，明確な
二次構造をもたないと予測され，既知の転写活性化モチ
ーフとも相同性を示さないことから，新たな転写活性化
ドメインとしても興味深い．

おわりに

　以上，本研究では，卵胞発育に関与する遺伝子群の検
索の過程において，ラット卵巣顆粒膜細胞 cDNAライ
ブラリーより，新規の HMG-box 転写活性化因子

GCX-1遺伝子をクローニングし，その詳細な解析を行
ってきた．GCX-1 mRNAは視床下部―下垂体―性腺系
において特異的に発現しており，特に卵巣内において未
成熟卵胞の顆粒膜細胞において強く発現していた．副腎
や胎盤での発現は認められなかったことと合わせて考え
ると，GCX-1蛋白質は，卵巣内ではゴナドトロピン依
存性の卵胞発育やステロイド産生よりも，むしろ初期の
ゴナドトロピン非依存性発育に関与していると思われ
る．ゴナドトロピン非依存性の卵胞発育には，卵巣局所
で産生される局所因子の関わりが重要視されており［15，
16］，GCX-1はこれらの因子の発現調節に関っているか
もしれない．今後さらなる解析を行って，GCX-1の生
理作用についても明らかにし，これまでの成果と合わせ，
複雑な卵胞発育のメカニズム解明へとつなげていきたい
と考えている．
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