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研究成果の概要：GRP78 は小胞体において蛋白が高次構造を獲得するのに関与している分子シ

ャペロンである。LH レセプター(LHR)を恒常的に発現している細胞に GRP78 を発現させると LHR

と GRP78 が結合し、更に GRP78 発現量依存的に LHR 発現が増加することを確認した。ヒト、ラ

ットとも hCG 添加に伴い GRP78 promoter 活性の上昇がみられ、また hCG にエストロゲンを加え

ることで若干ではあるが更なる promoter 活性上昇がみられた。LH/hCG により GRP78 promoter

活性が変化し、LHR 発現調節に GRP78 が関与することを強く示唆する結果が得られた。 
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１．研究開始当初の背景 
体外受精胚移植法ならびに顕微授精などの
生殖補助医療技術の臨床応用が、不妊症治療
に大いに貢献しているが、これらの技術を駆
使しても、妊娠率の向上は十分でない。更な
る妊娠率の向上のためには、生理的な受精の
メカニズムの解明とその理論をもとにした
生殖医療の技術進歩が必要である。受精と胚
発生能力を保持する配偶子形成においては、
雌雄の性腺における支持細胞と配偶子の相
互作用が重要であり、相互作用を担う因子の

解析も進んでいる。 
未成熟卵子を体外成熟培養して得られた MII
期卵子の受精や発生能力は排卵卵子に比べ
劣っている。これは、核成熟の進行に伴い細
胞質内に獲得されるはずの受精と胚発生に
必要な機能が不十分であることを示してい
る。さらに、体外成熟で得られた成熟卵の卵
丘細胞の膨化は排卵卵子に比べ顕著に小さ
い。すなわち、体外培養卵子の低い受精と発
生能力の一因として、成熟過程における卵丘
細胞と卵子のコミュニケーションの不足な



３．研究の方法 ど、卵丘細胞膨化が関与している可能性が考
えられている。このように、体外受精を用い
た不妊治療において、卵細胞質の成熟が受精
と胚発生に必要であると認識されているの
で、卵胞発育過程における卵細胞と体細胞の
相互作用のメカニズムを解明し、受精後の発
生能力の改善により、不妊症治療の向上が望
める可能性がある。 

(1)LHR の発現と GRP78 の関係 
 先ず in vitro の実験系で、GRP78 が rLHR
の発現に関しヒトと同じように rLHR の発現
を促進するかどうか検討を行う。293 cell を
用いてmycのエピトープタグを付加したrLHR
を恒常的に発現する stable cell line を確
立する。その cell line に容量依存的に GRP78
が発現するように、発現ベクターに組み込ま
れたラット GRP78cDNAをトランスフェクショ
ンする。トランスフェクションしてしかるべ
き後細胞からライセートを作成し、ウエスタ
ンブロットを行って GRP78 の発現と rLHR の
発現量との関係を調べる。続いて PMSG と hCG
を幼弱の雌ラットに注射して擬月経周期を
作成し、その周期内での rLHR と GRP78 の発
現パターンをノーザンブロットを用いて検
討を行う。以前の実験結果から（Mol Cell 
Endocrinol 1991 82;259-263）、hCG 注射直後
に生じる rLHR の down-regulation が生じる
時期（図１）と、黄体が退縮する黄体末期に
特に注意深く観察したいと考えている。さら
に in situ hybridization を行い、ラット卵
巣内での局在つまり顆粒膜細胞、夾膜細胞、
間質、卵丘、卵胞壁のどの部位にどの時期に
強く GRP78 が発現するのか、確認する。 

 
２．研究の目的 
排卵直前の卵胞の構造を考えると、顆粒膜細
胞には卵に接する卵丘細胞と卵胞壁の顆粒
膜細胞とがあり、それぞれ機能が異なる。こ
れは卵丘細胞には卵からの影響が強くあり、
LH レセプターの発現が乏しいと報告されて
いる。つまり、LH の作用は卵胞壁の顆粒膜細
胞に作用し、そこから分泌される因子が、
卵・卵丘細胞複合体に作用し、排卵、卵成熟
の過程に進むと考えられる。 
ゴナドトロピンの作用が顆粒膜細胞を通し
て卵子にまで至るので、卵胞発育の各ステー
ジで異なった局所因子による制御があり、
FSH、LH によってそのステージに依存して分
泌される因子を同定することが大切である。
特に体外受精の臨床の場で多く使用される
のは、排卵誘起を体内で起こすことを目的と
して hCGを投与された後の卵と卵丘細胞複合
体と顆粒膜細胞が採取されている。この状態
を理解して、LH の作用メカニズムを検討する。 

 
(2)GRP78 の発現調節の検討 

LH の作用については、FSH によって発育した
卵胞の排卵に主に作用すると考えられてき
たが、下垂体除去ラットにリコンビナント
FSH を投与することで排卵が起きるという報
告以来、LH の特異的な作用に議論があった。
しかし、ノックアウト（KO）マウスが実験に
用いられるようになり、LH レセプターKO ラ
ットでは排卵しないことが示されて、LHの排
卵における中心的作用が見直されている
（Mol. Endocrinol. 2005, 19(10) :2591- 
2602）。我々はヒト LH レセプターcDNA をクロ
ーニングした際に、短いタイプ（LH-RS）の
mRNA の存在を報告し、最近この蛋白発現が本
来のレセプター蛋白の細胞内輸送に負の影
響を与えることを示してきた。つまり、短い
レセプターが細胞内で一定の割合で FSH-Rま
たは正常 LH-R と 2 量体を作り、細胞表面へ
の発現を抑制することを示した（Mol. 
Endocrinol. 2004, 18(6):1461-70, Mol. 
Endocrinol. 2005, 19(8):2099-111）。この
LH-RS は、スプライシングの相違が原因で
exon9 が欠失し、更に、生理的な状態の卵胞
から黄体に連続的に発現が確認されている。 
LH-RS の存在により、正常の LH-R の蛋白の細
胞表面への移動が障害されるので、採取され
た顆粒膜細胞の LH-RS の発現量を測定し、受
精能との関連を検討する。 
 

(1)の検討により in vivo の卵巣において、
GRP78のrLHRの発現に対する関与が確認され
たら、次の段階として in vitro の実験系、
つまりラット顆粒膜細胞初代培養細胞を用
いて検討を行いたい。培養開始直後には、こ
の顆粒膜細胞には LHR は発現していないが、
FSH を培養メデューム中に添加することによ
り LHR を誘導することができる。さらにエス
トロゲンは FSH の存在下で LHR の発現誘導を
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図 1.ラット LHR mRNA のダウンレギュレー

ション 

幼若雌ラットに PMSG-hCG(hCG を注射した

時間を 0とする)投与後、LHR mRNA の発現

レベルをノーザンブロットで検討した。

HR 



増強することが知られているので、GRP78 の
発現に対して FSHとエストロゲンの影響を調
べる。LHR の発現誘導に関しては、アクチビ
ン、TGF-β、IGF-I などの物質も知られてい
るが、FSH とエストロゲンを基本的な検討項
目とした。 
 
４．研究成果 
卵巣の局所因子としてインヒビン、アクチビ
ンなど TGF-βスーパーファミリーの作用す
ることが示されているが、これらの卵子胚成
熟に対する検討のため、ベーターグリカンの
卵管上皮での発現の調節について研究を行
った。卵管上皮の局在は、免疫染色で行い、
in situ でも確認を行った。また、発現量に
関しては、mRNA 量を RT-PCR とノーザンブロ
ットで定量し、その発現量は性周期変動する
ことを見いだした。mRNA 量のピークが排卵後
に一致するため、排卵時に卵管内に進入する
卵に対してベーターグリカンが何らかの影
響を及ぼすことが考えられた。TGF-βスーパ
ーファミリーのレセプターmRNA を性周期で
同時に測定したが、有意に変化を認めるもの
はなく、結合するインヒビンまたはインヒビ
ンに拮抗するアクチビンの卵に対する影響
を修飾するものとして卵管上皮の膜状に発
現することが考えられた。 
 

GRP78 は小胞体において蛋白が高次構造を獲
得するのに関与している分子シャペロンで
ある。我々は、LH レセプター(LHR)を恒常的
に発現している細胞(LHR cell)に GRP78 を発
現させるとLHRとGRP78が結合し、更にGRP78
発現量依存的に LHR発現が増加することを確
認した。ヒト及びラット genomic DNA library
を template として、GRP78 promoter 領域と
考 え ら れ る GRP78 遺 伝 子 上 流 領 域 を
luciferase reporter vector に組み込んだ
plasmid を作成した。これを LHR cell に
transfect し、ホルモンを添加した上で

promoter 活性を測定した。ヒト、ラットとも
hCG添加に伴い GRP78 promoter 活性の上昇が
みられ、また hCG にエストロゲンを加えるこ
とで若干ではあるが更なる promoter 活性上
昇がみられた。LHR発現量変化をもたらす hCG
により GRP78 promoter 活性が変化すること
で、LHR 発現調節に GRP78 が関与することを
強く示唆する結果が得られた。 
体外受精プログラムで得られた顆粒膜細胞
より mRNA を抽出して GRP78 の発現量を検討
すると、35 歳以上の方がそれ未満の年齢の女
性の卵巣における発現が有意に低いことが
判明した。 
このことは、年齢の卵の質の低下において、
GRP78 の発現低下と関連する可能性があり、
今後の検討が必要である。 
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