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研究成果の概要（和文）： 
１． 研究開始当初の背景：ヒト卵胞発育において顆粒膜細胞の正常な増殖が必要不可欠で

あるが解明されていない点も多い。 
２． 研究の目的：ヒト顆粒膜細胞の増殖制御機構の解明および新規排卵誘発法の開発 

３． 研究の方法：体外受精採卵時に得られた黄体化顆粒膜細胞を用いた解析 

４． 研究成果：黄体化ホルモンが insulin-like growth factor-1(IGF-1)依存性の顆粒膜
細胞増殖を抑制し、この過程において、Phosphatase and tensin homolog deleted on 
chromosome 10 (PTEN)が IGF-1刺激によるAktリン酸化および細胞増殖を抑制した。また、
多嚢胞性卵巣症候群との関連が指摘されるインスリンにおいても同様に PTEN 発現が誘導
され、PI3K-Akt 経路を抑制した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Granulosa cells proliferate and then undergo differentiation; an inverse relationship 
between these processes is observed during terminal follicular growth. But this 
proliferation/differentiation transition is not fully understood. We show that  PTEN was 
induced with hCG treatment in human luteinized granulosa cells. Pretreatment with hCG 
attenuated IGF-1-induced phosphorylation of AKT and cell proliferation. Furthermore, we 
assess the induction of PTEN expression with insulin treatment and effects of PTEN on 
IGF-I-induced granulosa cell proliferation as well as the correlation of PTEN levels with 
the concentration of insulin in follicular fluid in PCOS and non-PCOS patients. 
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１．研究開始当初の背景 

ヒトの配偶子形成すなわち卵胞発育におい
ては、顆粒膜細胞の正常な増殖が必要不可欠
であると言える。ゴナドトロピン依存性の卵
胞 発 育 段 階 に お い て は 、

follicle-stimulating hormone (FSH) と
insulin-like growth factor-1 (IGF-1)が顆
粒膜細胞の増殖に特に重要であり、増殖が正
常に営まれない場合には顆粒膜細胞はアポ
トーシスに陥り、その卵胞は発育途中で閉鎖
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に至る、また閉鎖にまで至らない卵胞も卵の
質の低下は免れ得ないと考えられる。顆粒膜
細胞の増殖・分化はヒトの生殖に深く関わっ
ているが、解明されていない点も多い。また
近年では、排卵誘発抵抗性を示すことが多い
多嚢胞性卵巣症候群 polycystic ovary 
syndrome(PCOS)の存在も問題となっている。
PCOS は高 LH 血症、卵胞発育障害を呈し、卵
の質が低下していることが知られている。そ
の病態については顆粒膜細胞の正常な増殖
能の障害やインスリン抵抗性との関連が示
唆されているが、未だ明らかになっていない。 

PTEN は 、

phosphatidyl-inositol-3,4,5-triphosphate

(PIP3)を phosphatidylinositol-3,4- 

diphosphate(PIP2)に脱リン酸化する。従って

Akt のリン酸化抑制作用を有し、細胞増殖に

抑制的に働く。PTEN は癌抑制遺伝子として、

様々な癌の発症・進展に関与することや、過

剰発現により癌細胞におけるcell cycleの抑

制やアポトーシスの誘導がおこることが知ら

れているが、正常細胞での機能に関する研究

は未だに尐ない。顆粒膜細胞における細胞増

殖能調節因子の詳細を明らかにすることは、

卵胞発育・卵成熟の機構解明につながり、ひ

いては卵の質の低下を改善するための新たな

治療法の開発の一助となる。 
 

２．研究の目的 

PTEN を誘導する因子として LH/hCG やインス
リンについての細胞増殖のメカニズム、およ
び黄体化周辺における顆粒膜細胞増殖のメ
カニズムについて検討する。 
 

３．研究の方法 

体外受精–胚移植周期での採卵時に得られた

卵胞液より培養黄体化顆粒膜細胞を分離培養

した。各卵胞ごとに卵胞液および培養黄体化

顆粒膜細胞を分離培養し保存した。また、培

養黄体化顆粒膜細胞それぞれについてタンパ

クおよびRNAを回収して保存し、PTENおよびア

ポトーシス関連因子の発現について卵胞ごと

の比較検討、得られた卵の質ごとの検討、受

精した卵胞と受精不成立卵胞での比較、また

妊娠例および非妊娠例との比較検討を、

realtime RT-PCRやウェスタンブロッティン

グ法で検討した。また、マイクロアレイを用

いて各種遺伝子発現についても比較検討を行

った。 

 
４．研究成果 
黄体化ホルモン添により、培養黄体化顆粒膜
細胞での PTEN mRNA およびタンパク発現は濃
度依存性、また時間依存性に増加した(図
1-A,B,C)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              図 1 

培養黄体化顆粒膜細胞での PTEN mRNA および
タンパク発現 

 

また、 hCG 前処置にて IGF-1 刺激による Akt
リン酸化は抑制されたが、ERK リン酸化は抑
制されなかった(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            図２ 

hCG 前処置による IGF-1 シグナル伝達経路の
変化 
 

 

さらにhCG添加し前培養した黄体化顆粒膜細
胞では、IGF-1 依存性の細胞増殖能が抑制さ
れた(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           図 3 

hCG 前処置した際の細胞増殖能の変化 
同様にインスリン刺激をした培養黄体化顆
粒膜細胞においても PTEN 発現は濃度／時間



 

 

依存性に増加し、IGF-1 刺激による Akt リン
酸化および細胞増殖を抑制することを確認
した（図 4）。 
さらに、インスリン抵抗性との関連が示唆さ
れる多嚢胞性卵巣症候群についての検討を
行った。多嚢胞性卵巣症候群患者群(n = 13)
では対照群(n = 37)と比較して顆粒膜細胞で
の PTEN mRNA 発現が増加し、卵胞液中インス
リン濃度と相関していた(図 5)。 
また、今後顆粒膜細胞についての詳細な機能
解析を進めていくために、国立がんセンター
清野透博士との共同研究により不死化ヒト
顆粒膜細胞樹立に成功した。ステロイドホル
モンレセプターの発現やステロイド産生能
を有し、新しい顆粒膜細胞株として学会報告
を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           図 4 

インスリン刺激による PTEN 発現変化と細胞
増殖能の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                図５ 

多嚢胞性卵巣症候群患者の培養黄体化顆粒
膜細胞における PTEN 発現および卵胞液中イ
ンスリン濃度 

 

また、採卵時に得られた卵胞液中のプロテオ
ーム解析を行い、1)同一症例においても妊娠
成立胚由来卵胞と非成立胚由来卵胞では検
出タンパク数が異なること、2)年齢や PCOS
の有無などの患者背景により検出タンパク
数に差を認めることを確認し報告している。 
 
引用： 
IGF1-induced AKT phosphorylation and cell 
proliferation are suppressed with the 
increase in PTEN during luteinization in 
human granulosa cells. 
Goto M, et al. 
Reproduction. 2009 May;137(5):835-42. 
(図 1、図 2、図 3) 
 
Insulin attenuates the insulin-like 
growth factor-I (IGF-I)-Akt pathway, not 
IGF-I-extracellularly regulated kinase 
pathway, in luteinized granulosa cells 
with an increase in PTEN. 
Iwase A, et al. 
J Clin Endocrinol Metab. 2009 
Jun;94(6):2184-91 (図 4、図 5) 
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