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研究成果の概要（和文）：卵胞顆粒膜細胞における卵胞刺激ホルモン受容体（FSHR）の発現を誘導する物質とし
て卵子由来のシグナル伝達物質Bone Morphogenetic Protein 15（BMP15）と新規神経ペプチドphoenixinの効果
と作用機序を解明した。BMP15は、smad経路とnon-smad経路を介してFSHRプロモーター領域のエピジェネティッ
クな修飾に寄与しFSHR発現を促進した。またphoenixinはFSHR発現を促進するだけでなく顆粒膜細胞増殖とステ
ロイド産生を促進することを示した。マウス組織培養にて卵胞発育と排卵を誘導することを示し、初めて
phoenixinの卵巣における働きを報告した。

研究成果の概要（英文）： Our study elucidated the effects of Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15) 
and the novel neuropeptide phoenixin which induces follicle stimulating hormone receptor (FSHR) 
expression in　human granulosa cells. BMP15 elevates FSHR expression in human granulosa cells by 
epigenetically modifying the promoter region of the FSHR gene through both Smad and non-Smad 
pathways. Phoenixin accelerates granulosa cell proliferation and increases steroid production as 
well as inducing FSHR expression. Murine ovarian tissue culture showed that phoenixin stimulates 
follicle growth and increases ovulation, thereby describing the role of phoenixin in the ovary.

研究分野：産婦人科
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　顆粒膜細胞がFSHRを適切に発現することは良質な卵を得るために必須である。卵胞顆粒膜細胞におけるFSHR発
現制御機構の解明は、妊孕性の高い良質な卵を多く獲得するための知見を与え、卵胞発育刺激に対するpoor 
responderへの補助療法開発に役立つ可能性がある。また近年、悪性腫瘍治療前の女性の卵巣凍結による妊孕性
温存が臨床応用されているが、癌治療後の自家移植時に、移植組織片に混じった癌細胞をも移植してしまうリス
クがある。これはヒト卵胞の完全体外培養系による成熟卵の獲得により解決されうるが、FSHR発現制御機構の解
明はこの点にも寄与すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
晩婚化により生殖医療の需要は増大したが、加齢等による卵巣の反応性低下はpoor responder
と呼ばれるゴナドトロピン製剤への反応不良者を生み、生殖医療の大きな課題となっている。卵
胞は初期のゴナドトロピン（黄体形成ホルモン:LH,卵胞刺激ホルモン:FSH）非依存性段階から、
卵胞を構成する顆粒膜細胞が FSH 受容体 (FSHR)を発現するようになることでゴナドトロピン依
存性発育を獲得し、成熟卵に至る。ゴナトロピンに正しく反応できない等の為に一排卵周期につ
き約 1000 個もの卵胞が閉鎖すると考えられている。このように、顆粒膜細胞における FSHR の発
現は卵の予後に大きく関与しており、卵胞顆粒膜細胞における FSHR 発現制御機構の解明は、妊
孕性の高い良質な卵を多く獲得するための知見を与え、poor responder への補助療法開発へと
役立つ可能性がある。また近年、悪性腫瘍治療前の女性の卵巣凍結による妊孕性温存が臨床応用
されているが、卵巣転移のリスクのある場合には凍結保存卵巣の自家移植が困難となる。この問
題はヒト卵胞の完全体外培養系による成熟卵の獲得により解決されうるが、FSHR 発現制御機構
の解明はこの点にも寄与すると期待される。 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、ヒト顆粒膜細胞における FSHR 発現制御機構の解明を、DNA メチル化・ヒス
トンアセチル化のエピジェネティックな修飾と、卵-顆粒膜細胞間のパラクライン因子によるシ
グナル伝達経路の相互作用から解明することを目的とした。また得られた知見を卵巣組織培養
に応用し、体外培養系での効率的な成熟卵の獲得に役立つかどうか検証した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）卵子由来のシグナル伝達物質 Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15)に着目した。不死
化ヒト非黄体化顆粒膜細胞株(HGrC1)を用いて、0-1000 ng/ml の trichostatin A (TSA)、0-500 
ng/ml の BMP15、10 μMの LDN193189（Alk2,3 アンタゴニスト）、10 μMの SB203580（p38 MAPK
阻害剤）を添加し 48 時間培養した。HGrC1 における FSHR 発現を qPCR 及び Western blot 法にて
測定し、ChIP analysis にて FSHR プロモーター領域のヒストン修飾と FSHR の転写因子である
USF1/2 の結合を調べた。また、BMP15 及びその阻害剤の添加によるヒストンアセチル化トランス
フェラーゼ(HAT)活性や、Smad 1/5/8 と p38 MAPK のリン酸化の変化を調べ、FSHR シグナル伝達
の下流にあるアロマターゼの発現やエストラジオール産生を評価した。 
 
（２）視床下部で新規に同定され生殖器系の制御に関与することが報告されているも、卵巣での
働きは解明されていなかった神経ニューロペプチド phoenixin にも注目した。まず phoenixin と
その受容体 GPR173 のヒト卵巣における発現を免疫染色で調べた。次に HGrC1 を用いて、0-100 
nM の phoenixin を添加し 12-24 h 培養した。細胞増殖を MTS assay で評価した。ステロイド合
成への影響を調査するため、アロマターゼの発現をqPCRで調べ、cAMP response element-binding 
protein (CREB)のリン酸化を western blot 法で検討し、細胞培養上清中のエストラジオール産
生を放射免疫測定にて測定した。また、FSHR・黄体形成ホルモン受容体(LHR)・アロマターゼ等
の顆粒膜細胞の分化に関与する遺伝子の発現を qPCR で評価した。GPR173 の siRNA を用いて、
phoenxin を阻害し phoenixin の作用阻害実験を行った。さらに 15 日間にわたってマウス卵巣組
織培養を行い、phoenixin を添加した際の卵胞面積・排卵数・排卵された卵の成熟度を評価して
卵胞発育への影響を調査した。 
 
 
４．研究成果 
（１）BMP15 に関する成果 
① BMP15 が HGrC1 での FSHR 発現に及ぼす影響： 
TSA と BMP15 添加により、HGrC1 に
おける FSHR 発現は濃度依存性に促進
された。TSA 添加時と同様に、BMP15 の
添加によって H3K9 のアセチル化が上
昇することがChIP analysisにて示さ
れた。また、BMP15 により FSHR プロモ
ーター領域への USF1/2 の結合は増加
し、FSHR タンパクの発現の増加を確認
した。FSHR タンパクの発現は、BMP15
と LDN193189 および SB203580 の共添
加によって減弱した。BMP15 受容体ブ
ロッカーとして働く LDN193189 を
BMP15 と共添加すると、FSHR タンパク
の発現はコントロールレベルまで抑
制された。SB203580 との共添でも同様

図 1：BMP15が Smad経路と non-Smad経路を介して FSHR

発現を亢進する機序 



の抑制が見られたが軽度の抑制にとどまった。 
 
② BMP15 が Smad 経路に及ぼす影響： 
BMP15 は Smad 1/5/8 のリン酸化を促進し、LDN193189 はこの効果を抑制したが SB203580 は変化
を及ぼさなかった。また、BMP15 は HAT 活性を有意に増強させ、LDN193189 はこの効果を抑制し
たが SB203580 は変化を及ぼさなかった。これらの結果より、BMP15 は Smad 1/5/8 のリン酸化を
介して HAT 活性を増強させ、FSHR が発現されやすいようなヒストン修飾をもたらしたと考えら
れた。 
 
③ BMP15 が non-Smad 経路に及ぼす影響： 
BMP15 は p38 MAPK のリン酸化を促進し、LDN193189 はこの効果を抑制したが SB203580 は抑制
しなかった。BMP15 は USF1 のリン酸化を促進したが、LDN193189 も SB203580 もこの効果を抑制
した。 
即ち、BMP15 は、smad 経路を介してヒストンアセチル化を促進し、non-smad 経路を介して FSHR
の転写因子である USF を活性化することにより FSHR 発現を促進した（図 1）。 
 
（２）Phoenixin に関する成果 
① ヒト卵巣における Phoenixin と GPR173 の発現： 
免疫染色法にてヒト卵巣における Phoenixin と GPR173 の発現の有無を確認した。Phoenixin
と GPR173 は原始卵胞では発現を認めなかったものの、一次卵胞以降の卵胞顆粒膜細胞で発現し
ており、卵胞発育とともに発現は増強した。 
 
② Phoenixin が顆粒膜細胞の増殖とステロイド合成に及ぼす影響： 
 Phoenixin は HGrC1 の増殖を時間と濃度依存性に促進した。また phoenixin は、顆粒膜細胞の
主要な機能であるステロイド合成に関連する遺伝子の発現を濃度依存性に促進した。Phoenxin
は HGrC1 において GPR173 とアロマターゼの発現を亢進し、アロマターゼ活性を制御すると報告
されている CREB のリン酸化を促進して、培養上清中のエストラジオール産生を増加させた。 
 
③ 卵胞発育関連遺伝子の発現に及ぼす影響： 
HGrC1 に Phoenixin を添加培養することにより、FSHR・LHR・kit ligand (KITL)等、卵胞発育
に関連する遺伝子の発現が上昇し、natriuretic peptide C (NPPC)の発現が抑制された。KITL
とは、原始卵胞から一次卵胞への成長を誘導し、一次卵胞以降の卵子を増大させる因子であり、
NPPC とは、卵の成熟を抑制する因子である。即ち、phoenixin 添加により卵胞発育を促進する遺
伝子群の発現が亢進したと考えられた。 
 
④ Phoenixin シグナル伝達における GPR173 の関与： 
受容体 GPR173 の siRNA を HGrC1 に添加培養したところ、phoenixin による FSHR・LHR・KIT 遺
伝子の発現促進作用と natriuretic peptide C (NPPC)の発現低下作用は抑制された。したがっ
て顆粒膜細胞において phoenixin の作用は GPR173 を介することが示された。 
 
⑤ マウス卵巣組織培養における phoenixin の卵胞発育促進効果： 
ヒト卵巣と同様にマウス卵巣
においても、卵胞の発育とともに
phoenixin と GPR173 の発現は増
強していた。Phoenixin 刺激によ
る卵胞発育を評価するため、タイ
ムラプス法を用いてマウス卵巣
組織培養を行った。培養開始 1週
間では、phoenixin 添加による違
いは見られなかった。しかし培養
9日目以降、phoenixin 100 nM を
添加培養した卵巣組織では有意
に卵胞発育の促進が見られた
（図 2）。また、phoenixin 100 nM
を添加した2日後より、培養上清中のエストラジオール産生は有意に増加した。さらにphoenixin
添加により排卵数も有意に増加し、排卵された卵が成熟卵である確率が有意に増加した。 
 すなわち、phoenixin とその受容体 GPR173 はヒト卵巣において顆粒膜細胞に主に発現され、
細胞増殖の亢進、ステロイド合成の誘導、及び卵胞発育を促進する作用する働きを持つことが示
された。 
 
 
 

図 2：Phoenixinが卵胞発育に及ぼす影響 
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