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研究成果の概要（和文）：哺乳類卵巣に潜在する数十万の原始卵胞の１％以下が排卵に至り、残

りは選択的に閉鎖する。多くの内分泌研究が行われてきたが選択調節機構は未解明である。近

年、顆粒層細胞のアポトーシス、特に細胞死リガンド・受容体系と細胞内シグナル伝達が調節

の鍵であることが分かってきた。本研究は、これらを精査し、アポトーシス・シグナル阻害因

子（cFLIPと XIAP）が選択調節に支配的に関わり、卵子品質判定の指標として有用であること

を示した。 
   
研究成果の概要（英文）： Many primordial follicles are present in the mammalian ovary. 
Less than 1% develop and ovulate, and the remainders are eliminated via atresia. The 
endocrinological mechanisms involved in follicular development have been characterized, 
but the precise mechanisms involved in the regulation of follicule selection remain 
unknown. Recent studies suggest that apoptosis in granulosa cells plays a crucial role 
in follicular selection. Notably, death ligand and receptor system and intracellular 
signaling are the key mechanisms regulating granulosa cell apoptosis. In this study, the 
mechanisms of granulosa cell apoptosis regulated by death ligand and receptor system and 
signaling, and the roles of apoptosis inhibitory factors (cellular FLICE-like inhibitory 
protein: cFLIP and X-linked inhibitor of apoptosis protein: XIAP) were revealed. The 
inhibitors are useful to assess damaged and/or healthy oocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
 ２１世紀になってから哺乳類でも核移植技
術を用いた体細胞やＥＳ細胞由来のクローン
動物の作出、体外成熟・受精法の広領域での
実用化、卵細胞質内顕微授精法の開発など
様々な動物発生工学・生殖医療技術が編み出
されて実用化レベルの成果が蓄積されてきて
いるが、未だに成功率が低く、その理由のひ
とつとして用いられる卵子（厳密には卵母細
胞とよぶべきであるが、慣例に従って以下卵
子とよぶ）の「品質」が低いことが挙げられ
る。しかしながら卵子の品質を科学的に分子
レベルで評価しようとした研究は皆無である。 

ダウン症の発症頻度が母親の加齢にともな
って等比級数的に高まるように、様々な要因
で卵子の品質は損なわれ、それを監視する機
構が母体の加齢などによって甘くなる場合が
あることが経験的に知られている。このよう
な卵子の品質の低下は、胎児期に体細胞分裂
を終えて減数分裂を開始するにもかわらず、
途中のディプロテン期で分裂を停止してしま
って長い休眠期にはいってしまう哺乳類卵子
にとっては避けて通れない宿命である。上述
のように、近年様々な領域で広範に卵子が使
われるようになってきているので、卵子の品
質を的確に評価できる技術を開発することは
急務である。幸いなことに、申請者らは 10年
以上にわたって哺乳類の卵子が休眠後減数分
裂を再開して発育成熟する過程で 99.9%以上
をを選択的に死滅させてしまうことで不都合
な卵子を取り除く分子機構の解明研究を進め、
排卵に至る健常な卵胞と閉鎖されて消滅する
卵胞との判別の指標となる可能性が高い分子
を挙げることができるようになってきている。
本研究は、この申請者らが継続してきた卵胞
とそれに内包される卵子を選択して死滅させ
る分子制御機構を解明する研究の成果を活用
して、死滅すべき卵胞とそれに内包される卵
子（すなわち品質が务るもの）を判定して排
除し、残りの排卵に至る卵胞に内包される高
品質の卵子を動物発生工学や生殖医療に供す
る技術システムを開発しようとするもので、
学術的に独創的であり、かつ社会に貢献する
意義深いものである。 
 
２．研究の目的 
 1988 年、申請者らは哺乳類における細胞死
受容体を介する生理的な細胞死の分子制御に
ついて調べはじめ、1992 年からは哺乳類の卵
巣における卵胞とそれに内包される卵子の選
抜機構に焦点を絞って今日まで研究を継続し
てきた結果これまでに下記のことを明らかに
してきた。 

卵子の死滅は、卵胞の中で卵子を適切に発
育・成熟させる役割をになう保育担当卵胞で
ある卵胞上皮細胞（慣例に従って以下顆粒層
細胞とよぶ）がアポトーシスによって死滅す
るために卵胞が閉鎖して消滅してしまい、そ
の結果として卵子も死滅する。 

卵胞の顆粒層細胞には複数の細胞死リガン
ド‐細胞死受容体が発現しており、顆粒層細
胞のアポトーシスは主に Fas ligand（FasL）
-Fas 系システムによって支配的に制御されて
いる。健常に発育している卵胞の顆粒層細胞
においては、アポトーシスシグナルの細胞内
伝達経路は、細胞死リガンドと結合して活性
化した細胞死受容体に細胞内で結合するシグ
ナル伝達介在タンパク（FADD）と FADDと結合
することで活性化して下流にシグナルを伝達
する開始タンパク分解酵素（procaspase-8）
を介して伝わっていく。これは FADD や
procaspase-8と結合する因子（cFLIP）によっ
て阻害され、これによって顆粒層細胞はアポ
トーシスを免れているアポトーシス・シグナ
ル阻害因子 cFLIP は１次卵胞後期（未熟な卵
子を一層の顆粒層細胞が取り囲んでいる）か
ら発現が始まり、２次卵胞（顆粒層細胞が盛
んに細胞分裂を繰り返して重層化する）以降
は卵胞発育と平行して高まる。健常に発育し
てやがて排卵にいたるであろう３次卵胞（卵
胞腔が形成されている）の顆粒層細胞には豊
富に発現している。しかし閉鎖卵胞の顆粒層
細胞には発現していない。これらの成果をふ
まえて、申請者らは「卵胞顆粒層細胞におけ
るアポトーシス・シグナル阻害因子の発現を
指標にすれば卵胞とそれに内包されている卵
子の健常度を見極めることができる」という
仮説をたてた。本研究では、研究代表者が在
籍する東京大学農学生命科学研究科附属牧場
で飼育しているブタとシバヤギ（反芻家畜の
モデル）の性周期を性腺刺激ホルモン（ＦＳ
ＨとＬＨ）や性ステロイドホルモン（エスト
ラジオールとプロゲステロン）などの末梢血
ホルモン濃度測定と卵巣の超音波画像診断
（精密に卵胞の発育ステージを判断）によっ
て正確に把握し、各々の卵巣から外科的に卵
胞を個別に切り出し、そこから取り出した卵
子の受精能と初期胚の発生正常性および顆粒
層細胞におけるアポトーシス・シグナル阻害
因子の発現との関連性を精査し、仮説の適否
を実証レベルで確認する。 
 
３．研究の方法 

（１）「顆粒層細胞におけるアポトーシス・
シグナル阻害因子の発現を指標にすれば卵
子の健常度を見極めることができる」との仮



 

 

説の確認のために、以下のような方法で研究
を進めた。卵子の正常性、体外授精後の初期
胚の発生の正常性、卵胞液の性状およびこれ
らと顆粒層細胞におけるアポトーシス・シグ
ナル阻害因子の発現レベルとの関連性の精
査：休眠後に減数分裂を再開して発育・成熟
する過程で何らかの不具合をもつ 99.9%以上
の卵子を死滅させて、正常な卵子を選抜する
機構が存在する。この生来もっている評価シ
ステムを利用して卵子の「品質」を見極める
システムを創出することが本研究の骨子で
あるが、卵子そのものを用いてその品質を直
接評価したのでは、品質評価を終えたものを
動物発生工学や生殖医療に供することがで
きない。そこで外科的に単離した個々の卵胞
別に、ひとつひとつの卵子の正常性とそれを
体外授精させた初期胚の発生の正常性およ
び顆粒層細胞におけるアポトーシス・シグナ
ル阻害因子の発現レベルならびに卵胞腔を
満たす卵胞液の性状を調べて、これが卵子の
「品質」を見極める優れた指標であることを
下記のように実証するために、（Ａ１・卵胞
の調製）末梢血中の性腺刺激ホルモン（ＦＳ
ＨとＬＨ）と性ステロイドホルモン（エスト
ラジオールとプロゲステロン）の濃度測定と
卵巣の超音波３次元画像診断を繰り返すこ
とによって、性周期と個々の卵胞の発育ステ
ージを精密に把握したブタを供して卵胞期
の卵巣から外科的に卵胞を個別に切り出し、
実体顕微鏡下に卵胞液を吸引回収した後切
開して卵子、顆粒層細胞、卵丘細胞を単離し
た。（Ａ２・卵子と初期胚の正常性の評価）
回収した卵子の形態学的正常性を判定した
後、体外成熟して正常に卵核胞崩壊、極体放
出が起こるか否か、起こる場合には体外受精
を施して受精能を評価し、続いて得られた初
期胚を培養器内で培養して発生の正常性、特
に胚盤胞まで正常に発生が進み、ハッチング
できるか否か判定した。次いで正常に胞状胚
まで発生してハッチングできたものが実際
に仮親の子宮に胚移植して着床できるか否
か着床能とその後の発生が正常に進行する
のか否かを実証的に評価した。（Ａ３・顆粒
層細胞におけるアポトーシス・シグナル阻害
因子の発現）顆粒層細胞と卵丘細胞（顆粒層
細胞の一部が直接卵子を取り囲んでおり、特
に卵丘細胞とよぶ）をホモジネートしてアポ
ト ー シ ス・ シ グナ ル阻 害 因子 で ある
cFLIP-long form（cFLIP-l）と short form
（cFLIP-s）のmRNAの発現を定量的real-time 
PCR法にて、タンパク発現を Western blot法
にて測定した。加えて一部の卵子についても
同様にして cFLIP-l と cFLIP-s mRNA の発現
を調べた。なお予備的に cFLIP-l mRNA の発
現を調べたところ顆粒層細胞と卵丘細胞に
おける発現量には有意な差異が認められず、
卵子においては消滅の直前まで一定レベル

が発現していた。（Ａ４・顆粒層細胞におけ
る性腺刺激ホルモン受容体等の発現）卵胞の
発育と成熟に深く関わる性腺刺激ホルモン
（ＦＳＨ、ＬＨ）の受容体およびアクチビン、
インヒビン、フォリスタチン、血管新生因子
とこれらの受容体などの mRNA とタンパクの
発現を上述と同様にして定量的に調べた。
（Ａ５・卵胞液中のホルモン等の測定）併せ
て卵胞発育に関与する卵胞液中のプロゲス
テロン（P4）とエストラジオール（E2）を測
定し、P4/E2比が 15以上の場合を閉鎖と判定
するっした。卵胞駅中アクチビン、インヒビ
ン、フォリスタチン、血管新生因子などの含
有量をイムノアッセイ法にて測定した。 
（２）顆粒層細胞・卵丘細胞におけるアポト
ーシス・シグナル阻害因子の発現を指標にし
て卵子の品質を見極めようとするとき、簡便
かつ高感度に検出するできる判定システム
を開発しなくては実用性のない技術で終わ
ってしまうので簡便かつ高感度な判定シス
テムの開発を進めた。卵子を核移植などに使
おうとする場合高い細胞毒性をもつ RNA分解
酵素阻害剤と共存させることはできず、阻害
剤が存在しない場合 mRNA は RNA 分解酵素に
よって容易に分解されるので、cFLIP mRNAを
検出するシステムは非現実的であるので
Western blot法を改良して免疫化学的にタン
パクを定量する手法を開発しなくてはなら
ない。そこで、濾紙クロマトグラフィー法の
原理を応用して、細長く整形して中央部をめ
がね橋のように丸く盛り上げたニトロセル
ロース製濾紙の一方から顆粒層細胞のホモ
ジネートを遠心分離した上清を添加し、他方
からルシフェラーゼ標識した抗 cFLIP-l抗体
を添加して毛細管現象を利用して両者を中
央部で反応させた後、暗黒下にルシフェラー
ゼ活性による発光反応を定量的に検出する
システムの開発を進めた。 
（３）cFLIP 発現の調節因子探索とその分子
制御機構の解明研究を進めた。（Ｂ１・アポ
トーシス・シグナル阻害因子 cFLIPの発現を
調節している因子の探索）健常に発育してい
る卵胞の顆粒層細胞に高発現している
cFLIP-l が急速に消滅して卵胞閉鎖が誘導さ
れるのだが、この消滅を調節している機構は
未だに未解明である。 cFLIP-l mRNA を
up-regulate あるいは down-regulate する因
子の探索の最初のステップは、カナダ・サス
カチュワン大学のロドリゲス教授が確立し、
彼から分与された JC-410 細胞（ブタ顆粒層
細胞が不死化したものであるが、形質転換は
しておらず、様々な顆粒層細胞の特性を保持
している）を用い、この細胞と卵胞に対して
成長因子・生存因子としてはたらくサイトカ
イン（TNFα、IL1β、IL6など）、性腺刺激ホ
ルモン、ステロイドホルモンおよびアクチビ
ン、インヒビン、フォリスタチン、増殖因子



 

 

（上皮細胞増殖因子、インスリン様増殖因子、
血小板由来増殖因子、線維芽細胞増殖因子、
トランスフォーミング増殖因子β型など）、
プロスタグランディン類、血管新生因子類、
一酸化窒素（不安定なので産生基質）などを
添加して培養し、これらのなかからの候補物
質の絞込を進めた。なおブタやウシなどの完
全性周期動物の卵胞顆粒層細胞では TNFαが
増殖・生存因子として働いていること、これ
がアポトーシス・シグナルを伝達することが
できずに細胞増殖シグナルを伝達する TNF２
型受容体のみが発現していることに起因す
ること、しかし齧歯類ではアポトーシス・シ
グナルも伝達できる TNF１型受容体が発現し
ていること、培養細胞を用いた実験では TNF
αが cFLIP の発現を up-regulate すること、
そして TNFαの発現は interleukin-6（IL6）
によって up-regulate されていること
（IL6-TNFα軸）等を見出したので、これら
の知見を道しるべにしてアポトーシス・シグ
ナル阻害因子 cFLIPの発現を支配的に制御し
ているマスター因子の同定を目指した。（Ｂ
２・アポトーシス・シグナル阻害因子 cFLIP
の発現調節機構の解析）cFLIP-l と cFLIP-s
がスプライシングバリアントであることを
確認したが、スプライシング過程がどのよう
に巧みな調節を受けて２種のバリアントが
産生されているのか不明であるので、ブタゲ
ノムの cFLIP遺伝子の 5’-側の転写開始コド
ンから上流にむかって順次核酸配列を読み
進め、転写制御ドメインの解析を進め、予備
的に FOXO3a などの転写因子が転写制御して
いると思われる成績を得た。次いで上記
IL6-TNFα軸がアポトーシス・シグナル阻害
因子 cFLIP の転写を up-regulate する場合、
あるいは未探索な因子が down-regulateする
場合にどのような転写制御因子およびその
複合体が働いているのか解明を進めた。これ
によって cFLIPの発現を直接的に制御してい
る分子機構が明らかとなると考えている。 
（４）アポトーシス・シグナル阻害因子 cFLIP
の発現を人為的に調節することで卵子の救
命が可能か否かを確認することで、阻害因子
の生理作用の確認を以下のように行った。こ
の成果は、卵子の品質を評価するマーカーと
して役立つのみならず、cFLIP の発現を人為
的に up-regulate することで食肉処理場で
日々廃棄されている卵巣内の卵子（潜在的卵
巣内卵子）の救命に役立つと考えられる。（Ｃ
１・卵巣組織細片の凍結保存）：食肉処理場
で採取した家畜卵巣のうちで１次卵胞を豊
富に含む皮質部を細切してガラス化凍結し
た。（Ｃ２・異種移植と遺伝子導入）この凍
結保存した卵巣組織を融解後、雄性重症複合
免疫不全（SCID）マウス腎漿膜下に異種移植
し、このマウスの血管内に cFLIP-l遺伝子を
アデノウイルス由来遺伝子導入ベクターの

β-actin enhancerと CMV promoterの下流に
cFLIP-l遺伝子とEGFP遺伝子を組み込んだも
のを投与することで in vivo遺伝子導入を行
い、cFLIP-l を強制発現させた。この処置の
後２週間バイオハザードベンチ内でマウス
を飼育して異種移植した家畜卵巣における
卵胞の発育を調べた。なお２週間培養するこ
とで卵胞腔をもつ３次卵胞にまで発育する
ことは確認したので、実験期間を２週間とし
た。（Ｃ３・卵子の体外成熟と体外受精）こ
のようにして２週間培養した後、腎臓から卵
巣組織を回収して卵胞発育ステージ（卵胞腔
をもたない２次卵胞と腔をもつ３次卵胞）を
判定した。引き続いて３次卵胞から卵子を取
り出して体外成熟培養に供した。卵核胞崩壊、
第一極体の放出を指標として成熟した卵子
に体外受精を施した。このようにして卵子の
発生能と受精能を評価した（Ｃ４・初期胚の
体外培養）受精した初期胚を体外で培養して
２細胞、８細胞、桑実胚、胚盤胞までの発生
と各ステージの胚の形態異常の判別および
ハッチング能の有無を確認することで、発生
能が正常か否か評価した。 
（５）cFLIP 以外の阻害因子の探索とその卵
子の品質評価のための有用性の見極めを以
下のように進めた。細胞死受容体を介するア
ポトーシス・シグナルの伝達システムを解明
しようとするこれまでの研究の過程で cFLIP
以外に卵子の品質評価に役立つ可能性のあ
る分子が見出されてきた。卵胞の顆粒層細胞
には細胞死リガンドと結合する細胞外ドメ
インが共通であるが細胞内にシグナルを伝
達する細胞内ドメインが欠落している囮受
容体は、健常卵胞の顆粒層細胞には豊富に発
現しているが、閉鎖過程の卵胞では発現して
いなかった。発現パターンは cFLIPと極めて
類似していた。顆粒層細胞においては細胞死
受容体を介したアポトーシス・シグナルは
caspase-8 と Bid を介して一度ミトコンドリ
アに伝えられてから下流へと伝達されるが、
この過程でゲートキーパー（p53）が伝達阻
害因子として働いている可能性が高いこと
が分かった。これらを含む cFLIP以外の阻害
因子を探索して、卵子の「品質」を評価する
マーカーとして適しているか否か調べた。 
 
４．研究成果 

哺乳類卵巣では胎児期に第一減数分裂前期

のディプロテン期で停止した卵母細胞が顆粒

層細胞に包まれた原始卵胞の状態で休眠して

おり、性周期毎に一定数が発育する。卵胞内で

は顆粒層細胞が卵母細胞を保育し排卵に至る

が、99%以上が閉鎖する。重要な家畜であり完

全性周期動物であるブタおよび反芻家畜のモ

デルとしてヤギを用いて卵胞閉鎖過程を形態

学的に精査し、極初期に誘起される顆粒層細胞



 

 

のアポトーシスが閉鎖の調節に深く係わって

いることを示し、この分子制御機構の解明を進

めた。二次卵胞以降の顆粒層細胞にはtumor 

necrosis factor（TNF）familyに属するリガン

ド（TNFα、TRAIL、FasL）とTNF受容体（TNFR

）familyに属する受容体［TNFR-II、TRAIL受容

体（DR4、DR5、囮受容体１）、FasL受容体（Fas

、囮受容体３、可溶性Fas）、リガンド不明受容

体 （ PFG-5 ）］ が 発 現 し て い る こ と 、

TNFα/TNFR-II系は細胞増殖の亢進を担ってい

ることを明らかにした。これら細胞死リガンド

と受容体は、閉鎖卵胞のみならず発育している

健常卵胞（顆粒層細胞は増殖中）の顆粒層細胞

でも発現していたので、細胞死阻害因子が存在

すると考え、その探索を行った結果、顆粒層細

胞はミトコンドリアを介してシグナルが伝わ

るII型アポトーシス細胞であることが分かる

とともに２種類の細胞内阻害因子の存在が判

明した。 

（１）リガンドと結合した活性化受容体とア

ダプタータンパク（FADDやTRADD）が互いの

death domainを介して結合すると、アダプター

タンパクのdeath effector domainを介してカ

スパーゼ８前駆体（カスパーゼは特異性の高い

蛋白分解酵素で、下流の蛋白を分解してシグナ

ルを伝達する）が結合し、前駆体が分解されて

活性化する。免疫系等の多くの細胞では活性化

カスパーゼ８が下流のカスパーゼ３前駆体を

直接分解するが、顆粒層細胞ではカスパーゼ８

がミトコンドリア外膜の透過性を調節するBid

を活性化してミトコンドリアからチトクロー

ムＣを放出させ、このチトクロームＣがApaf-1

およびカスパーゼ９前駆体と結合して

apoptosomeを形成し、ここでカスパーゼ９が活

性化されてカスパーゼ３前駆体を分解する。活

性化したカスパーゼ３がcaspase activated 

DNAse（CAD）を活性化させ、活性化CADが核内

に移行して遺伝子DNAを分断することでアポト

ーシスが実行されることを明らかにした。 

（２）健常卵胞顆粒層細胞ではFADDと結合して

カスパーゼ８前駆体との結合を阻害する

cellular FLICE-like inhibitory protein（

cFLIP）およびとカスパーゼ９とカスパーゼ３

前駆体間のシグナル伝達を妨げるX-linked 

inhibitor of apoptosis protein（XIAP）が発

現しており、これらがアポトーシスを阻止して

いることを示した。顆粒層細胞由来細胞で阻害

因子を過剰発現させた場合、受容体依存性アポ

トーシスが阻害され、逆にRNA silencing法で

発現を停止させると細胞は死滅した。阻害因子

は、TNFαとinterleukin-6によって亢進するこ

とが分かった。加えて、リガンド・受容体結合

を阻害する囮受容体が発現して細胞死を防い

でいることも分かった。阻害因子は卵母細胞の

品質を評価する指標として有用であることも

分かってきた。 
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