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研究成果の概要（和文）：現在のところ、加齢などによりFSH刺激に低反応で十分な卵胞発育が得られない不妊
患者に対して、卵胞発育を促進させる有効な治療法はない。本研究では、顆粒膜細胞内でFSH刺激のダウンスト
リームで働くcGMPを分解するphosphodiesterase 5 (PDE5)を標的とし、PDE5の機能を一時的に抑制することで、
卵胞発育を誘導する新たな方法の開発を試みた。PDE5抑制剤のSildenafilおよびTadalafilはPDE5を抑制するこ
とでFSHへの反応性を増強させ、卵胞発育を促進することを明らかにした。また、PDE5抑制剤を用いた卵巣刺激
にて得られたマウス卵子の正常性を確認した。

研究成果の概要（英文）：Currently, there is no effective treatment for stimulation of follicle 
growth in infertility patients who show low-response to FSH stimulation due to aging etc. FSH 
stimulates follicle growth through production of cGMP as a down-stream factor and hosphodiesterase 5
 (PDE5) acts to metabolize cGMP to attenuate FSH signal. In this study, we attempt to develop a new 
method to induce follicle growth by suppression of PDE5 activity. Inhibitors of PDE5, Sildenafil and
 Tadalafil increased the response to FSH stimulation in ovarian granulosa cells by inhibiting PDE5 
activity, leading to stimulation of follicle growth. We also confirmed the normality of mouse eggs 
obtained from ovaries after ovarian stimulation using PDE5 inhibitors.

研究分野： 生殖医学
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１．研究開始当初の背景 
卵胞発育には卵胞刺激ホルモン(FSH)が必要
であり、FSH 受容体を発現している顆粒膜細
胞が FSH 刺激により増殖して卵胞が発育す
る。顆粒膜細胞の FSH 受容体は加齢により
発現が低下するため、高齢患者では FSH 刺
激に抵抗性を示し、卵胞発育不全を呈し不妊
となる。 
 これまで FSH は顆粒膜細胞の cAMP を増
加させることで細胞増殖に寄与していると
考えられていた。研究代表者らは最近、FSH
刺 激 に よ り C-type natriuretie peptide 
(CNP)が顆粒膜細胞で産生され、オートクラ
イン経路で顆粒膜細胞の NPRB 受容体に結
合し、cGMP を産生することで顆粒膜細胞が
増殖し、卵胞発育を促進することを初めて明
らかにした（Kawamura et al. Hum Reprod, 
2012, Sato, Kawamura et al. Mol 
Endocrinol, 2012）。顆粒膜細胞では PDE5
により一定レベルの cGMP が常に分解され
ているため、FSH 受容体の発現低下などによ
り FSH 刺激の効果が弱いと、PDE5 の作用
により cGMP が十分増加せず、卵胞発育不全
となる。従って、PDE5 の抑制は、cGMP の
細胞内蓄積を促し FSH の卵胞発育効果を増
強すると期待される。 
 
２．研究の目的 
 現在 FSH 刺激に低反応の高齢患者の卵胞
を発育させる有効な方法はなく、本邦では女
性の晩婚化により加齢を原因とする不妊患
者が急増しているため、新たな治療法の開発
が急務である。本研究では、PDE5 抑制剤を
用いて、FSH 刺激に低反応な患者の新規卵巣
刺激法の開発に取り組む。 
 
３．研究の方法 
1. PDE5 抑制剤による顆粒膜細胞増殖、２次

卵胞発育の証明 
 本研究では、マウス・ヒト顆粒膜細胞培養
系およびマウス２次卵胞培養系を用いて、
FSH 刺激下で PDE5 抑制剤が cGMP の蓄積を介
して顆粒膜細胞の増殖と卵胞発育の促進を
誘起するかを分子生物学的に明らかにする。 
A) PDE5 抑制剤による顆粒膜細胞増殖 
 ３週齢マウスに対して卵巣刺激を行い、２
次卵胞（胞状卵胞）より顆粒膜細胞を単離す
る。マウス顆粒膜細胞は初代培養系において
FSH 受容体の発現が低下するため、本研究の
モデルとして適している。PDE5 抑制剤は、臨
床試験を考慮して勃起不全の治療薬として
広く普及している Sildenafil を用いるが、
半減期など異なった特性を示す Vardenafil、
Tadalafil も試す。PDE5 抑制剤の存在下/非
存在下で細胞を培養した後、PDE5 抑制剤の細
胞増殖への効果を測定するため、FSH 添加後
48 時間培養し、細胞数を測定して対照群と比
較する。また、細胞のエストロゲン産生能を
ELISA にて測定し細胞機能についても評価す
る。 

 FSH 受容体を低発現しているヒト顆粒膜細
胞株を用いて、同様の実験を行い PDE5 抑制
剤による cGMP蓄積効果、細胞増殖促進効果、
エストロゲン産生効果を測定する。 
B) PDE5 抑制剤による卵胞発育促進 
 10 日齢マウス卵巣より酵素処理後に機械
的に２次卵胞を単離する。単離した卵胞を
FSH および PDE5 抑制剤の存在下/非存在下で
4 日間培養した後、経時的に卵胞径を測定す
る。一部の卵胞は固定し増殖期にある細胞の
マーカーである Ki-67の免疫染色を行い細胞
増殖能の違いを調べる。 
 10 日齢マウス卵巣および患者の同意と倫
理委員会の承認のもとに得られたヒト卵巣
断片を cell culture insert 上に静置し、組
織が薄く培養液で覆われる程度の液量で培
養する卵巣組織培養法(Li and Kawamura et 
al. 2010, Kawamura et al. PNAS 2013)の下、
FSHおよびPDE5抑制剤を用いて4日間培養す
る。培養後に固定して卵巣重量を測定し、さ
らに組織学的に卵胞分布を計測して PDE5 抑
制剤の卵胞発育を促進効果の有無を調べる。 
 
2. PDE5 抑制剤を用いた卵巣刺激法のプロ

トコールの確立 
 加齢マウスをモデル動物として、卵巣刺激
のために有効な PDE5 抑制剤の薬物投与量と
投与経路を決定する。臨床応用の際のヒトへ
の投与経路としては、経口投与、経腟投与、
経静脈注射が想定されるが、動物実験では経
静脈注射と同等の効果が期待できる簡便な
腹腔内投与を先行して行い、侵襲度の低い経
口投与によりプロトコールを至適化する。 
A) FSH 刺激に低反応な加齢マウスに対する
PDE5 抑制剤による卵巣刺激法の確立 
 加齢マウスとして 45-55週齢マウスを用い
て、顆粒膜細胞の FSH 受容体の発現と FSH 刺
激による排卵数を調べ、FSH 刺激に低反応な
高齢患者モデルとして適切な週齢を選択す
る。 
 適切な週齢の加齢マウスに対して PDE5 抑
制剤を投与し、PDE5 の活性を十分に抑制する。
その後、FSH と PDE5 抑制剤を同時に投与して
卵胞の発育を促進して hCG により排卵させ、
排卵数が最大となる様な至適条件を決定す
る。また、臨床試験において PDE5 抑制剤に
よる PDE5 の活性抑制効果をモニター可能と
するため、血中 cGMP 濃度を測定し、排卵数
との相関を調べる。 
B) PDE5 抑制剤を用いた卵巣刺激にて得られ
たマウス卵子の正常性の検証 
 PDE 抑制剤を用いた卵巣刺激によって得ら
れた卵子の受精能および発生能の正常性を
調べるため、体外受精を行い受精率と胚盤胞
到達率を測定する。さらに胚移植を行って、
妊娠異常の有無、出生した子および胎盤の異
常の有無を形態学的、組織学的に調べる。得
られた子は交配して次世代まで飼育し、行動
異常の有無、妊孕性について調べ、副作用の
発生を検索する。 



４．研究成果 
1. PDE5 抑制剤による顆粒膜細胞増殖、２次

卵胞発育の証明 
A) PDE5 抑制剤による顆粒膜細胞増殖 
３週齢マウス由来の胞状卵胞より単離した
顆粒膜細胞を、Sildenafil にて１時間の前処
理培養し、48時間培養したところ、対照群に
比較し有意な cGMP 増加と細胞数の増加がみ
られた。さらに、Sildenafil 前処理群では、
各ウエルあたりのエストロゲン値も増加し
ていたが、細胞あたりのエストロゲン値は増
加しなかった。これは細胞増殖によりエスト
ロゲンの原料となるアンドロゲンが不足す
るためと考えられ、培養液中にアンドロゲン
を添加することで、細胞あたりのエストロゲ
ン産生能が増加することが明らかになった。 
 さらにヒト顆粒膜細胞培養系を用いて同
様の試験を行い、細胞増殖作用を確認した。
エストロゲン産生能については、培養液中に
アンドロゲンを添加する系において細胞あ
たりのエストロゲン産生能が増加した。 
B) PDE5 抑制剤による卵胞発育促進 
 10 日齢マウス卵巣より単離した２次卵胞
を FSHおよび Sildenafil の存在下/非存在下
で 4日間培養したところ、後、卵胞径が対照
群に比較し有意に増大した。卵胞の免疫染色
では、Sildenafil 前処理群の顆粒膜細胞で
Ki-67 が強発現していた。10 日齢マウス卵巣
を FSH および Sildenafil を用いて 4 日間培
養し、培養後に固定して卵巣重量を測定した
ところ、卵巣重量が増加していた。 
 
2. PDE5 抑制剤を用いた卵巣刺激法のプロト

コールの確立 
A) FSH 刺激に低反応な加齢マウスに対する
PDE5 抑制剤による卵巣刺激法の確立 
 顆粒膜細胞の FSH 受容体の発現と FSH刺激
による排卵数を調べ、FSH 刺激に低反応な高
齢患者モデルとして 48-50 週齢を決定した。
この加齢マウスに対して Sildenafil を投与
し、その後、FSH と Sildenafil を同時に投与
して hCG により排卵させ、排卵数が最大とな
る様な至適条件を決定した。Sildenafil を用
いた卵巣刺激によって得られた卵子の受精
能および発生能の正常性を調べるため、体外
受精を行い受精率と胚盤胞到達率を測定し
たところ、Sildenafil 非使用群と比較して差
を認めなかった。 
B) PDE5 抑制剤を用いた卵巣刺激にて得られ
たマウス卵子の正常性の検証 
 Sildenafil 投与マウスから得られた卵子
の正常性を検証するため、体外受精胚移植を
施行したところ、非投与群と比較して卵子成
熟率、受精能、胚盤胞到達率、着床率、生児
獲得率の全てにおいて差を認めなかった。さ
らに、得られた児および胎盤について形態学
的、組織学的に解析したところ、特に異常を
認めなかった。得られた児を交配して次世代
まで飼育をしながら行動異常の有無、妊孕性
について解析を行ったが、特に異常を認めな

かった。 
 これまで、PDF5 抑制剤である Sildenafil
に加えて Tadalafil が、in vitro および ex 
vivo 試験において、卵胞発育を促進すること
を見いだした。その効果は Tadalafil の方が
Sildenafil よりも優れていた。また、46-50
週齢の高齢マウスに対し、Sildenafil および
Tadalafil を投与したところ、血中 cGMP の上
昇とエストロゲン値の上昇を認め、排卵数が
増加した。この in vivo 試験においても、
Tadalafilの方がSildenafilよりもより排卵
数を増やす効果を認めた。Tadalafil を投 
与マウスから得られた卵子の正常性を検証
するため、体外受精胚移植を行ったところ、
非投与群と比較して、成績に差を認めなかっ
た。さらに、Tadalafil 投与群から得られた
児および胎盤にも異常は認めなかった。また、
SildenafilおよびTadalafil投与マウスかた
得られた卵子の遺伝子発現を非投与群と比
較したが、特に差違を認めなかった。ヒト顆
粒膜細胞、卵巣組織の培養系において、
SildenafilおよびTadalafilの効果を検証し
たが、細胞培養では有効性が認められた 
が、組織培養では有意な卵胞発育は得られず、
さらなる解析が必要と考えられた。 
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