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研究成果の概要（和文）： 

 排卵期において，卵胞内の大部分を占める顆粒層細胞由来の分泌因子が卵丘細胞を刺激
する結果，卵丘細胞における様々な遺伝子が発現し，卵子成熟が誘導される．現在の体外
培養系は，卵丘細胞卵子複合体（COCs）のみを複数個培養することから，顆粒膜細胞由
来の卵丘細胞を標的とする卵子成熟促進因子を考慮していないものであったが，プロテア
ーゼであるTACE/ADAM17の働きにより顆粒膜細胞と卵丘細胞から分泌されるEGF-like 
factor が卵丘細胞の EGFR-ERK1/2 系を活性化すること，顆粒膜細胞および卵丘細胞から
分泌される PGE2 系により TACE/ADAM17-EGF-like factor 系が維持され，その結果持
続的に卵丘細胞の ERK1/2 系が活性化され，卵成熟が促進することを明らかにした．さら
に，FSH-PKC により活性化される c-Src が TACE/ADAM17 と結合することにより
EGF-like factor が効率的に顆粒膜細胞と卵丘細胞から分泌されることを明らかにした．さ
らに，EGF-like factor と TACE/ADAM17 発現，c-Src 活性を誘導する FSH を至適濃度添
加する培養系により卵成熟率の向上に成功した． 
 

研究成果の概要（英文）： 
  During ovulation phase, granulosa cells-derived secretion factors stimulate cumulus 
cells, which result in completion of oocyte maturation. Since current culture system of 
oocyte employs only cultivation of cumulus-oocyte complexes (COCs), rate of oocyte 
maturation is low compared with that of oocyte collected from in vivo due to lack or 
insufficient of granulosa cells-derived oocyte maturation factors. In this research, we 
showed that TACE/ADAM17 expressed in granulosa cells and cumulus cells cleaved 
EGF-like factors from granulosa cells and cumulus cells, which resulted in induction of 
oocyte maturation via EGFR-ERK1/2 pathway in cumulus cells during ovulation 
process. We also investigated that PGE2-PTGER2, 4 pathways enhanced expressions 
of TACE/ADAM17 and EGF-like factors, thereby sustained EGFR-ERK1/2 pathway in 
cumulus cells during oocyte maturation. Furthermore, c-Src phosphorylated by 
FSH-PKC stimuli induced association with TACE/ADAM17, which required for 
protease activity of TACE/ADAM17 in granulosa cells and cumulus cells. Finally, 
optimization of expression and activation pattern of TACE/ADAM17 in cumulus cells 
of COCs by PGE2 or FSH-c-Src improved maturation rate of oocyte during in vitro 
maturation of porcine COCs  
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１．研究開始当初の背景 

 食肉処理場由来のウシやブタ卵巣から卵
子を回収し，体外で受精可能な状態へと成熟
させることは，メスの優良形質の効率的利用
に重要である．しかし，これらの動物種にお
いて，既存の体外成熟培養法により作出した
卵子の胚盤胞期胚への発生能は低いことか
ら，体外成熟培養法の改善が必須であった． 

 体内では，FSH 刺激およびサージ状の LH

により，それぞれ卵胞発育と排卵が制御され
ている．FSH や LH に対する受容体は卵胞壁
を構成する顆粒膜細胞に多数存在すること
から，顆粒膜細胞から卵丘細胞を刺激する二
次因子の存在が示唆されている．本研究では，
顆粒膜細胞から分泌され卵丘細胞を刺激す
る新規経路の同定を目的として，研究を行っ
た． 

 

２．研究の目的 

 近年、米国あるいは申請者をはじめとする
いくつかの日本のグループにより DNA マイ
クロアレイが導入され，多彩な因子が卵子成
熟に関与することが次々と明らかとなって
きている．その中でも，顆粒層細胞あるいは
卵丘細胞において発現する EGF-like factor

である Amphiregulin（AREG）や Epiregulin

（EREG）は，卵丘細胞の EGF 受容体に結
合し，その結果卵子成熟を誘起することから，
卵子成熟を誘起させる重要な因子である．し
かし，一方で、EGF-like factor は、細胞膜貫
通型のタンパク質であり，分泌型へ変化する
ためにはプロテアーゼによる切断・修飾が必
須であることから，この修飾酵素の存在とそ
の重要性が示唆されていた．申請者は，プロ
テアーゼである TACE/ADAM17 が，卵子成
熟期の顆粒層細胞および卵丘細胞で LH の刺
激により発現することを見出し，その機能解
析を行った．その結果，TACE/ADAM17 阻
害剤あるいは siRNA でノックダウンすると，
EGF 受容体（EGFR）の下流シグナル系と卵

子成熟が完全に抑制されることを世界で初
めて明らかとし，EGF-like factor に加えて，
その切断プロテアーゼも卵子成熟のキーフ
ァクターであることを示した．この結果から，
顆粒膜細胞由来因子が卵丘細胞を刺激し，卵
成熟が誘導されることが明らかとなったこ
とから，卵丘細胞を標的として分泌される因
子による下流シグナル系の網羅的解析を行
い，卵子の成熟率を誘導する経路の同定とそ
れによる卵子の体外成熟培養法の確立を目
的として研究を行った． 
  
３．研究の方法 

 本研究では，LH の刺激により卵丘細胞で
活性化する新規経路を抗体アレイを用いて
網羅的に解析した．本研究の開始前において，
既に hCG 刺激後のマウスにおいて発現する
遺伝子の DNA マイクロアレイ解析を実施済
みであったことから，DNA マイクロアレイ
解析結果と抗体アレイ解析結果から機能性
を有する候補因子のスクリーニングを行っ
た． 

 培養系として，卵成熟促進を誘導する因子
の分泌を促進した分泌促進系（LH 添加区）
と分泌抑制区（LH+Galardin 添加区）を設
けて解析を行った． 

 

４．研究成果 
 本研究の結果，卵成熟を促進する因子とし
て EGF-like factor 以外に PGE2 があること
を明らかにした．さらに，FSH/LH 刺激によ
り EGF-like factor が分泌されるが，PGE2

もその受容体である PTGER2,4 系を介して
分泌されること，これらの両者はクロストー
クすることで卵成熟を誘起することを見出
した．すなわち，FSH/LH 刺激により卵丘細
胞のそれに対する受容体は，すぐに発現低下
するが，EGF 受容体-ERK1/2 系による発現
上昇する Ptgs2 と Ptger2,4 により，それぞ
れ PGE2 とその受容体が作られること，



PGE2-PTGER2,4 系により，卵丘細胞の
cAMP 産生量が増大し，この結果さらに
EGF-like factorとTACE/ADAM17の発現が
維持される結果，持続的に ERK1/2 が活性化
され，卵成熟が誘導することを明らかにした．
さらに，卵丘細胞で c-Src が特異的にリン酸
化することを抗体アレイ解析結果から見出
し，この c-Src の活性化は FSH-PKC 刺激に
よ り 誘 導 さ れ る こ と ， 発 現 し た
TACE/ADAM17 が c-Src と結合することに
より酵素活性が増加し，EGF-like factor が分
泌されることを明らかにした．また，ブタ
COC の体外培養系を用いて，FSH，EGF，
PGE2 の分泌時期と c-Src の活性化時期を至
適化した体外培養系を構築し，卵成熟率を向
上させることに成功した． 
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