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【要旨】 

（目的）排卵期の黄体形成ホルモン（LH）サージは、顆粒膜細胞（GCs）において、遺伝子

発現や細胞機能の急激な変化を引き起こし、黄体化を誘導する。本研究では、黄体化過程

の GCs における遺伝子発現の経時的変化と、エピジェネティックな遺伝子発現制御機構に

着目し、ゲノムワイドに黄体化過程の遺伝子発現と細胞機能変化を明らかにすること、お

よび遺伝子発現制御や細胞機能変化とヒストン修飾 H3K4me3 変化の関連性を明らかにする

ことを目的とした。 

（方法）幼若雌マウスに eCG-hCG 注射による過排卵刺激を行い、hCG 投与前、投与後 4 時

間、12 時間の時点で GCs を回収し、RNA シークエンスと H3K4me3 抗体を用いた ChIP シーク

エンスを行った。 

（結果）RNA シークエンスにより、多数の発現変動遺伝子が同定され、遺伝子発現の時間的

変化に応じて 8 つのパターンに分類された。多くの遺伝子は、hCG 刺激後 4 時間で一過性

に発現上昇または低下していた。これらの遺伝子群に関連する細胞機能を Gene Ontology

解析で調べたところ、ステロイド産生、排卵、卵丘細胞複合体の膨化、血管新生、免疫、

活性酸素代謝、炎症反応、脂質代謝、オートファジーが同定された。さらに、DNA 修復と細

胞サイズの増大という 2 つの機能がこれまでに報告されていない細胞機能として同定され

た。ChIP シークエンスにより、黄体化過程ではゲノム全域にわたって H3K4me3 が急激に変

化し、遺伝子発現に関与することが示唆された。mRNA 発現データと H3K4me3 のデータを統

合解析したところ、H3K4me3 はステロイド産生、排卵、COC の拡大、血管新生、炎症反応、

免疫、活性酸素代謝、脂質・糖代謝、オートファジー、細胞サイズの調節などに関与する

ことが示唆された。 

（結論）LH サージ後の黄体化過程にある GCs において、遺伝子発現はゲノムワイドに変化

し、細胞機能が劇的に変化する。H3K4me3 の変化は、これらの急激な遺伝子発現制御に関与

し、種々の細胞機能を調節することで GCs の黄体化に寄与する可能性が示された。 
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【研究の背景と目的】 

 黄体化とは、黄体形成ホルモン（luteinizing hormone; LH）サージを契機に卵巣の顆粒

膜細胞（granulosa cells; GCs）が黄体細胞に分化する過程である。この過程で GCs は、

黄体形成と妊娠成立に不可欠なプロゲステロンの産生、卵胞破裂、卵子卵丘細胞複合体

（cumulus-oocyte complexes; COC）の膨化、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)。LH サージ後の GCs では、黄体化に必要な種々の細胞機能を獲得する

ために、多くの遺伝子発現が急激に変化する (6、7)。我々はこれまで、ラット GCs におい

て、血管新生に関与する血管内皮成長因子（Vegf）の発現が LH サージ後に徐々に増加する

こと (2)、プロゲステロン合成に関与する P450scc（Cyp11a1)の発現が LH サージ後急速に

増加すること (8)、ステロイド産生急性調節タンパク質（StAR）の発現が LH サージの 4 時

間後に一過性に増加すること (9)、エストロゲン合成に関与するアロマターゼ（Cyp19a1）

の発現は LH サージ後に急激に減少することなど (9)、遺伝子発現の経時的変化を報告して

きた。また、Cox-2 や Tnfaip6 など、排卵や COC 膨化を制御する遺伝子の発現も、LH サー

ジ後に急激に変化する (10)。これまでのマイクロアレイ解析によって、GCs の黄体化過程

において発現変化する遺伝子が多数同定されているが (6、7、11、12)、いずれも LH サー

ジ前後の 2 時点を比較した研究であり、経時的な遺伝子発現と細胞機能の変化を調べた報

告はない。また、このような黄体化過程の劇的な遺伝子発現の変化がどのように制御され

ているのかについては、いまだ十分には明らかになっていない。 

遺伝子発現調節機構の 1 つに、クロマチン構造変化によるエピジェネティックな機構が

関与しており、ヒストン修飾変化はそのうちの 1 つである。ヒストン H3 上の 4 番目のリジ

ンのトリメチル化（H3K4me3）は、クロマチン構造を弛緩させ転写因子が結合できるように

することで、迅速な転写反応を可能にする (13–18)。LH サージ後の GCs では、多くの遺伝

子の発現が急速に変化することから、H3K4me3 の状態も、ゲノム全域にわたって急速に変

化している可能性が考えられる。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 (2、8、9、19)。しかし、黄体化過程の GCs における
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ゲノム全域のエピジェネティックな変化を調べた報告はない。 

本研究では、LH サージ後の黄体化過程にある GCs において、ゲノムワイドな遺伝子発現

変化を経時的に調べることで、黄体化過程の細胞機能変化を明らかにすることを目的とし

た。また、H3K4me3 の変化をゲノム全域にわたって調べることで、遺伝子発現制御や細胞機

能変化への H3K4me3 の関与を明らかにすることを目的とした。 

 

【方法】 

1. GCs の回収 

21-28 日齢の C57BL/6 雌マウス（Japan SLC、Hamamatsu、Japan）を用いて、equine 

chorionic gonadotropin（eCG）（Aska Animal Health、Japan）4 IU を腹腔内注射し、卵

胞発育を促した。その後、human chorionic gonadotropin（hCG）（Aska Animal Health）

5 IU を腹腔内注射し、排卵刺激を行った。hCG 投与前（0 時間）、投与後 4 および 12 時

間後に卵巣を回収した。卵胞を穿刺して GCs を分離した。細胞を遠心分離し、以下の実験

に供した。本研究は山口大学医学部の施設内動物実験倫理委員会の承認を得ている。 

 

2. RNA シークエンス 

RNeasy Mini Kit（QIAGEN、Chatsworth、CA、USA）を用いて、各時点（0 時間、4 時間、

12 時間）で 3 匹のマウスの GCs からそれぞれ total RNA を抽出した。LH サージ後の GCs

において変化する代表的な遺伝子（StAR、Cyp11a1、Cyp19a1）の messenger RNA（mRNA）の

発現量が、既報と同様の経時的変化を示すことを、reverse transcriptase–polymerase 

chain reaction（RT-PCR）で確認した (8、9)。各時点で 3 匹のマウスの total RNA を混

合した。RNA シークエンスは、以前に報告した方法で行った (20)。遺伝子発現量は

fragments per kilobase of exon unit per million mapped reads（FPKM）として算出し

た。FPKM 値に 1 を加えた後に、2 つの時点（0 時間 vs 4 時間、4 時間 vs 12 時間）で

FPKM 値が 1.5 倍または 0.67 倍以上上昇または低下した遺伝子を、発現変動遺伝子と定義

した。そして、FPKM 値の経時的変化に応じて、発現変動遺伝子を 8 パターンに分類した。 
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3. クロマチン免疫沈降法によるシークエンス 

RNA シークエンスに用いた GCs をクロマチン免疫沈降（Chromatin Immunoprecipitation; 

ChIP）シークエンスに供した。GCs に 1 %ホルムアルデヒドを添加し、37 ℃で 10 分間イ

ンキュベーションすることで細胞を架橋した。0.125 M グリシンを添加し反応を終了させ

た。ChIP シークエンスは、H3K4me3 抗体（東京工業大学、木村宏先生より供与）を用いて、

過去に報告した方法で行った (20–22)。ChIP シークエンスライブラリを作成し、GAIIx プ

ラットフォーム（Illumina、San Diego、CA、USA）でシークエンスを行った。クオリティ

チェックを満たしたリードを Bowtie プログラム (23)を用いて、マウスリファレンスゲノ

ム（mm10）にマッピングした。転写開始点(Transcription start site; TSS)から-10 kb、

転写終了点(Transcription termination site; TTS)から+10 kb の間のゲノム領域で、

H3K4me3シグナルを検索した。H3K4me3のピークコールにはModel-Based Analysis of ChIP-

Sequence（MACS) (24)を用い、検出されたピークは H3K4me3 修飾領域とみなした。H3K4me3

レベルが増加または減少した H3K4me3 領域を知るために、R パッケージ「ChIPpeakAnno」 

(25、26)を用いて、0 時間と 4 時間、および 4 時間と 12 時間の間の重複しないピークを

調べた。2 つの時点の間で新たに出現あるいは消失した H3K4me3 のピークを、H3K4me3 変化

領域と定義した。次に、H3K4me3 変化領域を持つ遺伝子を同定した。TSS の上流-10 kb か

ら TTS の上流+10 kb の間に H3K4me3 変化領域を持つ遺伝子を、H3K4me3 増加あるいは減少

遺伝子と定義した。また、3 つの時点の遺伝子発現と H3K4me3 が同様のパターンで変化し

た遺伝子を H3K4me3 関連遺伝子とした。H3K4me3 変化領域の分布を、過去の報告 (20、27、

28)に従って 3 つのグループ（近位プロモーター領域:TSS から 3 kb 以内、遠位上流プロモ

ーター領域:TSS から 3 kb 以上上流、遠位下流領域:TSS から 3 kb 以上下流）に分類した。

TSS 周辺における H3K4me3 のプロファイルは、各時点で「ngs.plot」により作成した (29)。 

 

4. ChIP-Quantitative Polymerase Chain Reaction 

ChIP シークエンスに使用した GCs とは異なる GCs を用いて、ChIP-Quantitative 

Polymerase Chain Reaction（qPCR）実験を行った。ChIP-qPCR は、H3K4me3 の抗体（木村



7 

 

宏先生より供与） (22)を用いて、過去に報告された方法で行った (2、8、9)。ChIP-qPCR

用のプライマーは、ChIP シークエンスで同定された H3K4me3 変化領域内に設計した。各標

的配列の H3K4me3 の相対的定量には Real-time PCR を用い、IP DNA の INPUT DNA に対する

比率を算出した。 

 

5. Real-time Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 

RNeasy Mini Kit（QIAGEN)を用いて、GCs から Total RNA を単離した。逆転写反応およ

び Real-time RT-PCR は過去の報告と同じ方法で行った (30–32)。内部コントロールとして

Gapdh を用いた。 

 

6. バイオインフォマティクス 

DAVID Bioinformatics Resources v.6.8（https://david.ncifcrf.gov/）を用いて、発

現変動遺伝子が関与する Gene Ontology（GO）term を調べた (33)。P<0.01 を有意判定の

カットオフとした。検出された GO term は reduce and visualize gene ontology（REVIGO)

を用いて集約した (34)。 

 

7. 統計処理 

3 群間の検討は、まず一元配置分散分析を行い、その後 Tukey-Kramer 検定を行った。2

群間の検討には、Mann-Whitney U 検定を用いた（図 4B、D）。カイ二乗検定を用いて、6 

パターンの間で H3K4me3 関連遺伝子の割合に有意差があるかどうかを判定した（図 4）。

カイ二乗検定の後の事後検定として残差解析を行い、どのグループに有意差があるか特定

した。P<0.05 を有意差ありとした。 

 

【結果】 

1. GCs の黄体化過程における遺伝子発現の経時的変化 

ゲノムワイドな遺伝子発現の経時的変化を調べるために、hCG 投与前（0 時間）、投与後
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4 時間、12 時間の 3 つの時点で GCs の RNA シークエンスを行った。0 時間から 4 時間の

間に、3519 遺伝子の発現が上昇し、3450 遺伝子が低下した。4 時間から 12 時間は、3224 

遺伝子が発現上昇し、3153 遺伝子が低下した。そして、これらの発現変動遺伝子を、mRNA

発現の経時的変化に応じて、8 つのパターンに分類した（図 1）。パターン 1 と 2 は、0 時

間から 4 時間の間に 1.5 倍以上に発現上昇または 0.67 倍未満に低下し、12 時間までそ

の発現レベルを維持した遺伝子である。パターン 3 と 4 は、4 時間後に一時的に 1.5 倍以

上の発現上昇または 0.67 倍未満に低下した遺伝子である。パターン 5 と 6 は、0 時間か

ら 4 時間まで変化せず、4 時間から 12 時間にかけて 1.5 倍以上に発現上昇または 0.67 

倍未満に低下した遺伝子である。パターン 7 と 8 は、12 時間まで 1.5 倍以上に発現上昇

または 0.67 倍未満に低下しつづけた遺伝子である。一過性の発現上昇・低下の遺伝子（パ

ターン 3、4）の数が多いのに対し、発現上昇・低下しつづける遺伝子（パターン 7、8）は

少なかった。 

 

図 1. 発現変動遺伝子の経時的変化に応じた分類 遺伝子発現の経時的変化に応じて、発現上昇または

低下した遺伝子を 8つのパターンに分類した。パターン 1と 2は、0 時間から 4 時間の間に 1.5 倍以

上に発現上昇または 0.67 倍未満に低下し、12 時間までその発現レベルを維持した遺伝子である。パタ

ーン 3 と 4 は、4 時間後に一時的に 1.5 倍以上の発現上昇または 0.67 倍未満に低下した遺伝子であ

る。パターン 5と 6は、0 時間から 4 時間まで変化せず、4 時間から 12 時間にかけて 1.5 倍以上に発

現上昇または 0.67 倍未満に低下した遺伝子である。パターン 7と 8は、12 時間まで 1.5 倍以上に発

現上昇または 0.67 倍未満に低下しつづけた遺伝子である。各パターンに属する遺伝子の数を示した。 
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2. GCs の黄体化過程における細胞機能の経時的変化 

黄体化過程における細胞機能の経時的変化を調べるために、各パターンの遺伝子群に対

して Gene ontology（GO）解析を行った。パターン 1 から 6 では多数の GO term が同定さ

れたが（パターン 1： 715 個、パターン 2: 192 個、パターン 3: 1336 個、パターン 4: 

279 個、パターン 5: 138 個、パターン 6: 340 個）、パターン 7 と 8 はそれぞれ 10 個、

22 個と非常に少ない数であった。そのため、パターン 7 と 8 はその後の解析から除外し

た。数多くの GO term から類似した term をまとめ、それぞれのパターンの機能的特徴を捉

えるために、GO 解析の結果を REVIGO 解析で集約し、各パターンにおける代表的な GO term

を抽出した（表 1）。その term をさらに細胞機能ごとに分類した。パターン 3 では特に多

くの GO term が抽出され、その中には、ステロイド合成、排卵、COC 膨化、血管新生、炎症

反応、免疫、活性酸素（Reactive oxygen species; ROS）代謝など、これまでに報告され

ている、黄体化に必須な細胞機能が含まれていた (2–4、6、35、36)。パターン 1 には、血

管新生、炎症反応、免疫、ROS 代謝といった細胞機能が含まれていた。パターン 2、3、4、

5 は脂質代謝に関与していた。パターン 5 は糖代謝にも関与していた。また、パターン 3、

4、6 はオートファジーと関連していた。 

これらの黄体化に関連する既知の細胞機能に加えて、これまでに報告されたことのない

機能も検出された。その一つはパターン 3 に見られた DNA 修復、もう 1 つがパターン 1 に

見られた細胞の大きさを調節する機能であった。 

RNA シークエンス実験により得られた結果の再現性を検証するために、6 つの遺伝子群の

代表として 15 個の遺伝子を選んだ。これらの遺伝子の mRNA 発現を Real-time RT-PCR で

調べたところ、RNA シークエンスで明らかになった経時的変化と同様の結果が得られた（図

2）。これらの結果から、GCs では hCG 刺激後に多くの遺伝子の発現が急速に変化し、黄体

化に伴う種々の細胞機能の変化を調節していることがわかった。 
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表 1．各遺伝子発現パターンにおける代表的な Gene Ontology term と関連する細胞機能 
 ステロイド

産生 
排卵 COC 膨化 血管新生 炎症反応 免疫 ROS 代謝 脂質代謝 糖代謝 DNA 修復 オートファジー 細胞サイズの

調節 

P
at

te
rn

 1
 

   
blood vessel 

morphogenesis  
 

(Vegfa、Ets1、Col4a2、
Fgf1、Hspb1、Thbs1、
Pdgfb、Lrg1、Nrp1、

Adamts1) 

inflammatory 
response 

 
(Ptgs1、Il17rc、Cxcl12、

Ednra、Saa3、Tgm2、
B4galt1、Ccl17、Csf1、

Fabp4) 

regulation of 
immune system 

process 
 

(A2m、Edn1、Cfh、
Slc9b2、Spon2、

Sox9、Bcl6、
Pglyrp1、C5ar1、 

Dnaja3) 

reactive oxygen 
species 

metabolic 
process  

 
(Sod1、Cflar、
Ptk2b、Acp5、

Ager、Eif5a、Ncf1、
Ncf2、Thbs1、

Trp53) 

    
growth 

 
(Cdc42、Ddx39b、

Prdm4、Ptk2b、
Smarca4、Ccr5、
Cxcl12、Nppa、
Nrp1、Kdm2b) 

P
at

te
rn

 2
 

       
fatty acid 
oxidation  

 
(Adipor1、Acat1、
Acaa2、Acad8、

Acds、Dgat2、Etfa、
Pex13、Plin5、Ecl3) 

    

P
at

te
rn

 3
 

steroid 
metabolic 
process 

 
(StAR、Il1b、

Hsd3b7、
Hsd17b12、

Cyp51、Sc5d、
Lepr、Scap、
Fdx1、Fabp6) 

ovulation cycle 
 

（Pgr、Runx1、
Egfr、Ereg、Has1、

Has2、Egr1、
Bmpr1b、Ptger4、

Pla2g4a) 

hyaluronan 
metabolic 
process  

 
(Cd44、Ptger4、

Has1、Has2、Il1b、
Nfkb1、Hgf、Cltc、

Fgf2、Tgfb1) 

cardiovascular system 
development  

 
(Ptgs2、Tgfbr1、Foxc1、
Cited1、Epc1、S1PR1、
Ctgf、Thy、Cd36、Egfl7) 

inflammatory 
response  

 
(Ptgs2、Tgfb1、Cd44、
Il1b、Adam8、Tnfaip6、
Nfe2l2. Cx3xl1、Spp1、

Bmp2) 

regulation of 
immune system 

process  
 

(Cblb、Arf6、
Cd14、Fcgr3、
Foxc1、Foxf1、
Il1b、Il6、Il33、

Prdm1) 

reactive oxygen 
species 

metabolic 
process  

 
(Jak2、Klf2、Klf4、

Mpv17、Ndufs1、
Por、Ctgf、

Cdkn1a、Gls2、
Gadd45a) 

lipid metabolic 
process  

 
(Srebf2、StAR、

Dhcr7、App、Scap、
Ch25h、Hmgcr、

Hmgcs1、Por、Apoe) 

 
signal transduction 
in response to DNA 

damage  
 

(Grb2、Kdm1a、
Twist1、Cdkn1a、
Gadd45a、Hipk2、

Pttg1ip、Mdm2、Kat5、
Mapk14) 

regulation of 
autophagy  

 
(Srebf2、Xbp1、

Dcn、Hmox1、Hk2、
Lrrk2、Nod1、Flcn、

Zc3h12a、Kdr) 

 

P
at

te
rn

 4
 

       
lipid metabolic 

process  
 

(Fbxw7、Apoc3、
Nr1h4、Sirt1、

Slc27a1、Bscl2、
Acacb、Rab7、
Hadh、Erlin1) 

  
autophagy  

 
(Fbxw7、Sirt1、

Slc37a4、Gata4、
Pink1、Tigar、Lzts1、

Poldip2、Dap、
Vps13c) 

 

P
at

te
rn

 5
 

       
lipid metabolic 

process  
 

(Pex2、Apoa1、
Nr1h3、Tcf7l2、
Idh1、Pla2g6、

Stk11、Slc45a3、
Agt、Sorbs1) 

single-organism 
carbohydrate 

metabolic process 
 

(Aldoa、Entpd5、
Eno1、Eno3、Eno4、
Myc、Ogdh、Pgam、

P2rx7、Tcf7l2) 

   

P
at

te
rn

 6
 

          
autophagy  

 
(Dram2、Atg4d、
Csnk2a2、Cldn7、

Eva1a、Hif1a、
Prkaa1、Sqstm1、

Sirt2、Snca) 

 

細胞機能（最上段）に関連する代表的な GO term と、各 term に含まれる遺伝子のうち 10 個を示す。 
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図 2. Real-time RT-PCR による RNA シークエンスデータの検証 6 パターンを代表する 15 個の遺伝子

を選び、Real-time RT-PCR で mRNA レベルを定量した。 内部コントロールの遺伝子として Gapdhを用い

て補正し、0 時間のサンプルとの比を計算した。値は mean ± SE（n=3)、a, P<0.05 vs. 0 h; b, P< 

0.05 vs. 4 h.   

 

3. 黄体化過程の GCs における H3K4me3 修飾のゲノムワイドな変化 

RNA シークエンスにより、黄体化過程の GCs では、遺伝子発現が急激に変化しているこ

とが明らかになった。遺伝子発現の急激な変化は、H3K4me3 修飾によるクロマチン構造変

化によって制御されている (18)。そこで、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 シークエンスを用いて調べた。0 時間から 4 時間
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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 3A）。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

3A）。 

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 3B）。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 hCG 刺激後 4 時間で最も高くなることがわかった。 

 
図 3．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。  
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4. 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 4A 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 4A 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 4B 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 4B 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（図

4C および 4D）。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。 
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図 4. 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）。箱ひげ図は、FPKM 値の fold change の各グループの分布を示す。箱

の実線は四分位範囲（25 ％～75 ％）を示し、その間の線が中央値となる。箱の外側に伸びたヒゲは、

四分位値の上下から 1.5 倍の四分位間範囲内にある最低値と最高値のデータに対応する。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。C、4 時間から 12 時間までに発現上昇した遺伝子の解析結果。D、4 時間から 12 時間までに発

現低下した遺伝子の解析結果。  
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5. 黄体化過程の GCs 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 5 のパターン 1 に示すように、hCG 投与後 4 時間で mRNA 発現

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、GO-REVIGO 解析を行った。発現上昇または低下遺伝子に関連する細

胞機能（表 1）のうち、H3K4me3 関連遺伝子のものと共通する細胞機能を表 2 に示す。H3K4me3

関連遺伝子は、mRNA 発現変化の解析により同定された細胞機能の大部分に関与していた。 

ChIP シークエンス実験により得られた結果の再現性を確認するために、mRNA レベルを確

認した 6 つの遺伝子（Bcl6、Wapl、StAR、Sema7a、Bmf、Cbll1）のプロモーター領域の H3K4me3

レベルを ChIP-qPCR で調べた。これらの遺伝子の H3K4me3 レベルは、ChIP シークエンスに

よって観察された同様の変化パターンを示した（図 6）。 
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図 5. 各経時的パターンにおける H3K4me3 関連遺伝子の同定 各経時的パターンにおける H3K4me3 関連

遺伝子の概略とその数を示す。2 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。mRNA 発現のパターンと H3K4me3 の増加・減少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。パターン 1：mRNA 発現が 4 時間で上昇し、12 時間まで維持さ

れた 1274 遺伝子のうち、H3K4me3 変化が一致した遺伝子は 240 個である。パターン 2：mRNA 発現が 4 

時間で低下し、12 時間まで維持された 1483 遺伝子のうち、H3K4me3 変化が一致した遺伝子は 348 個で

ある。パターン 3：mRNA 発現が 4 時間で一時的に上昇した 2282 遺伝子のうち、H3K4me3 変化が一致し

た遺伝子は 758 個である。パターン 4：mRNA 発現が 4 時間で一時的に低下した 2006 遺伝子のうち、

H3K4me3 変化が一致した遺伝子は 220 個である。パターン 5：mRNA 発現が 12 時間で上昇した 1246 遺

伝子のうち、H3K4me3 変化が一致した遺伝子は 231 遺伝子である。パターン 6：mRNA 発現が 12 時間で

低下した 856 遺伝子のうち、H3K4me3 変化が一致した遺伝子は 203 遺伝子である。*P＜0.05 vs other 

patterns.   
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表 2. 各パターンの H3K4me3 関連遺伝子が関与する代表的な Gene Ontology term と細胞機能 
 ステロイド 

産生 
排卵 COC 膨化 血管新生 炎症反応 免疫 ROS 代謝 脂質代謝 糖代謝 

DNA 

修復 
オート 

ファジー 
細胞サイズ 

の調節 
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rn

 1
 

   
venous blood 

vessel 

morphogenesis 

 

regulation of 

immune 

system 

process 

cellular 

response 
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oxygen 
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    growth 
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       lipid 

localization 
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hormone 

metabolic 

process 
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process 

 inflammatory 
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biosynthetic 
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lipid 
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  autophagy  
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 5
 

       
lipid 

metabolic 

process 

cellular 

carbohydrate 

metabolic 

process 

   

P
at
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rn

 6
 

            

細胞機能（最上段）に関連する代表的な GO term を示す。 

 

 
図 6. ChIP-qPCR による ChIP シークエンスデータの検証 H3K4me3 に関連する 6 遺伝子（Bcl6、Wapl、

StAR、Sema7a、Bmf、Cbll1）を選択し、H3K4me3 レベルを ChIP-qPCR で定量した。ChIP-qPCR のプライマ

ーは、ChIP シークエンスで同定された H3K4me3 変化領域内に設計した。INPUT DNA に対する IPDNA の比

を算出し、0 時間のサンプルとの比を計算した。値は mean ± SE（n=3) 、a, P<0.05 vs. 0 h.   
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【考察】 

 本研究では、hCG 刺激から排卵までの黄体化過程における GCs の細胞機能の経時的変化

を、RNA シークエンスによるゲノムワイドなアプローチで明らかにした。GCs は黄体化過程

において、DNA 修復や細胞サイズの調節など、新たに同定された機能を含む、様々な細胞機

能を獲得することが明らかになった。これらの細胞機能の多くは、遺伝子発現の急激な変

化によって制御されていると考えられ、その遺伝子発現制御に H3K4me3 が関与している可

能性が示された。 

1. 黄体化過程の GCs におけるゲノムワイドな遺伝子発現の経時的変化 

本研究は、黄体化過程の GCs の遺伝子発現を、hCG 投与後から排卵までの間の 3 時点で

経時的に解析した初めての研究である。3 時点での経時的な解析により、黄体化過程にお

ける遺伝子発現が、ゲノムワイドに急激に変化していることを明らかにした。また、遺伝

子発現の経時的変化は 8 パターンに分類することができ、黄体化過程では、遺伝子の発現

が一方向に変化するのではなく、それぞれ適切なタイミングで適切な遺伝子が発現してい

ることがわかった。排卵期には、LH サージにより cAMP を介して EGF-like factor

（amphiregulin、epiregulin）が発現し、ERK パスウェイを活性化させる (6)。LH サージ

は、ERK パスウェイの活性化を速やかに誘導するが、その活性は一時的である (38–40)。こ

のことが、一時的に発現上昇あるいは低下した遺伝子（パターン 3、4）の数が他に比べて

多かった理由と考えられる。実際、ERK パスウェイによって制御されることが報告されて

いる遺伝子は、パターン 3（Ctgf、StAR、Cox-2、Tnfaip6）やパターン 4（Inhbb）に含ま

れていた (6、41)。また、GCs の黄体化に必要な機能としてよく知られているものは、主に

パターン 3 の一時的に発現上昇する遺伝子と関連していた。このことは、黄体化過程に必

要な機能の制御に ERK パスウェイが関与しているためと考えられる (2、6、7、42–44)。 

排卵過程では、卵胞内のマクロファージ、好中球、血管内皮細胞から大量の ROS が産生

される (45、46)。ROS は、排卵や卵子の成熟に不可欠な役割を果たしている (47、48)。し

かし、過剰な ROS は卵胞内の卵子や GCs を傷害するため (49)、ROS のレベルは細胞機能を

制御できる最小限の量に保たれなければならない。実際、GCs は ROS レベルを調節する抗
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酸化システムを有する (50)。LH サージの 4 時間後に卵胞内で ROS が増加し始めることを

考慮すると (51)、hCG 投与後 4 時間から ROS 代謝に関わる遺伝子が活性化されることは

妥当である（パターン 1 および 3）。つまり、黄体化過程において、GCs は過剰な ROS に反

応し、除去するシステムを獲得すると考えられる。 

LH サージは GCs の脂質代謝を変化させることが報告されている (52、53)。プロゲステ

ロンはコレステロールから生成されるため、脂質代謝がステロイド産生と同様の時間経過

で変化することは妥当である（パターン 3）。脂質代謝に関連する GO term は、hCG 投与 4 

時間後の発現低下遺伝子にも含まれていたが（パターン 2、4）、Adipor1 や Fbxw7 など、

脂質代謝を抑制する遺伝子も含まれていた (54、55)。総じて GCs では hCG 投与 4 時間後

に脂質代謝が活性化され、ステロイド産生に寄与していると考えられる。 

グルコース代謝は 12 時間で mRNA 発現上昇する遺伝子（パターン 5）と関連しており、

Aldoa、Eno1、Pgam1 などの解糖系酵素をコードする遺伝子が含まれていた (56–58)。卵子

成熟には ATP が必要であり (59)、卵丘細胞は高い解糖系活性を示し、卵母細胞に直接 ATP

を供給する (60)。従って、GCs における hCG 投与 12 時間後の糖代謝の活性化は、ATP を

供給することで卵子成熟に寄与していると考えられる。 

4 時間で一過性に発現上昇あるいは低下した遺伝子は、オートファジーに関与していた

（パターン 3、4）。オートファジーは、細胞の恒常性を維持するためにタンパク質や細胞

小器官をリサイクルする異化過程であり、飢餓などのストレス条件下で活性化されるが、

細胞の分化や代謝、アポトーシスなどの生理的プロセスも制御する (61)。オートファジー

はアポトーシスを誘導することにより、卵胞閉鎖や黄体退縮に関与している (62、63)。さ

らに、最近になって、オートファジーが黄体化の制御に関係していることが報告された 

(64)。オートファジーは、細胞にコレステロールを供給することで脂質代謝にも関与して

いることから、オートファジーが黄体細胞でのプロゲステロン合成に関連していることが

示唆されている。実際、オートファジー制御遺伝子 Becn1 を GCs 特異的にノックアウトす

ると、妊娠中のマウスの黄体における脂質滴形成が減少し、妊娠初期のプロゲステロン産

生が障害される (65)。パターン 4 には Fbxw7 などのオートファジーを抑制する遺伝子が含
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まれていたことから (66)、hCG 刺激はオートファジー関連遺伝子の一過性の発現変化を介

して、オートファジーを活性化すると考えられる。また、ステロイド産生や脂質代謝がオ

ートファジーと同じパターンに含まれることを考えると、オートファジーはコレステロー

ル代謝を調節することでステロイド産生に寄与している可能性がある。実際、パターン 3

および 4 のオートファジーに関連する遺伝子（Srebf2 および Fbxw7）は、脂質代謝に関与

している (55、66–68)。さらに、前述の ERK パスウェイがオートファジーを活性化するこ

とも報告されている (69)。以上より、黄体化過程の GCs では hCG 投与 4 時間後にオート

ファジーが活性化され、ステロイド産生に寄与している可能性がある。さらに、オートフ

ァジーは 12 時間で発現低下する遺伝子（パターン 6）とも関連しており、その中には Dram2

などのアポトーシスに関与する遺伝子も含まれていた (70、71)。従って、排卵直前のオー

トファジーの抑制は、GCs のアポトーシスを抑制し、黄体形成のための細胞生存に寄与し

ていると考えられる。 

興味深いことに、これまで黄体化過程の GCs では報告されたことのなかった細胞機能が

活性化されていることが本研究により示唆された。1 つは、パターン 3 にある DNA 修復で

ある。排卵期の酸化ストレスは、GCs の DNA 損傷の原因となる (72)。排卵期に生じた DNA

損傷に反応して、DNA 修復に関わる遺伝子が活性化されることは妥当である。実際、パター

ン 3 には、ROS で損傷した DNA を修復する遺伝子 Grb2 が含まれていた(73)。つまり、黄体

化過程において GCs は DNA 修復機構を獲得すると考えられる。 

もう 1 つの新しい機能は、細胞の大きさの調節である。GCs のサイズは黄体化過程で増

大するが (74)、そのメカニズムは明らかになっていない。パターン 1 に含まれる Cdc42

は、細胞の増大を制御するのに重要な mTOR（mechanistic target of rapamycin）パスウェ

イを活性化する (75)。実際、黄体化過程の GC では mTOR シグナルが活性化されるといわれ

ている (76)。これらの結果から、hCG 刺激によって mTOR 経路を介して細胞サイズの増大

に関わるパスウェイが活性化され、排卵まで維持されると考えられる。 
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2. 黄体化に伴うヒストン修飾のゲノムワイドな変化 

我々は、StAR、Cyp11a1、Cyp19a1、Vegf の制御にヒストン修飾とクロマチン構造変化が

関与することを報告している (2、8、9)。本研究は、黄体化過程の GCs における H3K4me3

がゲノム全域にわたって変化していることを初めて明らかにした。hCG 投与 0 時間から 4 

時間にかけては、H3K4me3 が増加した領域の方が減少した領域よりも多かったが、4 時間

から 12 時間では H3K4me3 減少領域の方が多かった。また、TSS 周囲の H3K4me3 レベルは 4 

時間で最も高くなった。H3K4me3 が転写活性化指標であることを考慮すると、今回の結果

は hCG 投与後 4 時間の転写活性が最も高いということを示唆している。このことは、hCG

投与 4 時間後に多くの遺伝子が一過性に発現上昇したことと一致する結果である。また、

我々は、ラット GCs の StAR プロモーター領域において、ERK 阻害剤が hCG 刺激による

H3K4me3 の増加を抑制することを報告した (19)。よって、ERK パスウェイの一時的な活性

化が、ゲノムワイドな H3K4me3 レベルの一時的な増加に関与している可能性があると考え

られた。 

また、ゲノムワイドの mRNA 発現データと H3K4me3 データを統合することで、H3K4me3 の

変化が遺伝子発現の急激な変化とどのように関連しているのかを調べた。発現変化した遺

伝子のうち、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、mRNA

発現の変化量が大きかった（図 4）。このことは、H3K4me3 の変化が GCs における遺伝子発

現の急激な変化を制御している可能性を示唆している。さらに、パターン 3 の H3K4me3 関

連遺伝子が最も多かったことから、特に H3K4me3 の一過性の増加が、遺伝子発現の一過性

上昇に寄与していることが示唆された。 

GO 解析の結果、H3K4me3 関連遺伝子は、黄体化過程において既知の細胞機能（ステロイ

ド産生、排卵、COC 膨化、血管新生、炎症反応、免疫、ROS 代謝、脂質・糖代謝、オートフ

ァジー）や新たな細胞機能（細胞サイズの調節）に関与していることがわかった。つまり、

hCG 刺激によるゲノムワイドな H3K4me3 の変化は、急激な遺伝子発現変化と細胞機能の変

化を制御し、GCs の黄体化に寄与していると考えられる。 

図 7 に本研究結果により得られた黄体化過程における細胞機能変化のまとめを示す。本
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研究は、マウス GCs の黄体化過程における遺伝子発現と H3K4me3 の変化を、ゲノムワイド

かつ経時的に解析し報告した初めての研究である。H3K4me3 の劇的な変化は、LH サージ後

のゲノムワイドな遺伝子発現の急激な変化と関連しており、GCs の黄体化に必要な機能的

変化に寄与することが明らかになった。 

 

 

図7. 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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