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研究成果の概要（和文）： 
１．研究開始当初の背景：卵胞内の微小環境は卵胞発育に影響するため、良好胚のマーカ
ーとなりうる可能性がある  
２．研究の目的：プロテオーム解析を用いた良好胚獲得のための基礎的検討および新規排
卵誘発方法の開発 
３．研究の方法：体外受精採卵時に得られた卵胞液を用いた解析 
４．研究成果：受精卵由来および非受精卵由来の卵胞液において、細胞発育やシグナル伝
達、代謝に関与するタンパクの検出数に差を認めた。これらは今後、卵胞発育や卵成熟に
関わる因子や良好胚成立のマーカーとなる因子の同定につながる可能性がある。  
 
研究成果の概要（英文）： 

Non-invasive biomarkers for evaluating oocyte quality might be helpful to improve 

success rates of assisted reproduction technology. To identify specific biomarkers 

of the good quality oocytes and bioactive peptides/proteins possibly involved in 

folliculogenesis.  We collected 24 follicular fluids (FFs) from 12 patients who 

undergone IVF-ET at Nagoya University Hospital. Proteomic analyses were performed 

by LC/MS. Among all quantitatively-detected proteins, 476proteins were present in 

both FFs derived from oocytes of resulting in pregnancy and from degenerated oocytes. 

18 proteins were present only in FFs derived from oocytes resulting in pregnancy and 

9 proteins were present only in FFs derived from degenerated oocytes. The proteomic 

analysis using FFs revealed that FFs contain many proteins. Analysis of these 

peptides/proteins might be helpful to identify biomarkers implicated in 

folliculogenesis and oocyte quality. 
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１． 研究開始当初の背景 

生殖医学が発展した現在でも卵の質の
低下による妊孕性の低下は解決されて
いない問題である。良好胚獲得は不妊
治療成績向上のための最重要課題であ
るが、卵の質に影響を及ぼす具体的因
子は解明されておらず、卵の質の低下
に対して有効性が確立された治療は少
ない。卵胞発育過程の初期段階におい
て、顆粒膜細胞層の内側に卵胞腔が形
成され、卵胞液が貯留する。また、卵
胞を構成する卵・顆粒膜細胞・莢膜細
胞の間には paracrine, autoarine, 
endocrine を介した双方向性のシグナ
ル伝達が存在し、卵胞の正常な発育に
は不可欠である。良好卵の獲得には莢
膜細胞および顆粒膜細胞からのステロ
イドホルモン分泌や顆粒膜細胞増殖も
必要不可欠だが、詳細は未だに明らか
になっていない。卵胞液は卵胞発育・
卵成熟に影響を与える微小環境のひと
つであり、卵胞液の性状や内容物の解
析が、卵胞発育に関与する因子や良好
卵のバイオマーカーの同定につながる
可能性がある。 

 
２． 研究の目的 

卵胞液のプロテオーム解析にて、卵胞
発育に関与する因子を明らかにし、卵
成熟機構の解明および、良好卵のバイ
オマーカーの同定につながる因子を同
定する。また、非黄体化顆粒膜細胞株
を用いた検討にて、卵胞発育や卵成熟
機構に関与する因子を探索する。 

 
３． 研究の方法 

【ヒト卵胞液のプロテオーム解析】 
当院倫理委員会の承認およびインフォ
ームド・コンセントを得た上で、体外
受精-胚移植を施行した症例に対して
採卵時に卵胞液を採取しした。12 症例
24 卵胞液（同一症例から受精卵由来卵
胞液と未成熟卵もしくは変性卵由来卵
胞液を 1 検体ずつ採取）を用い、ハイ
ブリットフーリエ変換型質量分析計を
用いた LC/MS により卵胞液のプロテオ
ーム解析を行った。同一症例において
受精の有無や胚グレード、妊娠成立胚
であるかどうかなどの因子について比
較検討した。また年齢、卵巣の反応性、
多嚢胞性卵巣症候群/PCOS の有無など
との関連を解析した。 
 
【非黄体化顆粒膜細胞株の機能解析】 
我々がすでに不死化遺伝子導入により
樹立した、ステロイド産生能を有する

不死化ヒト顆粒膜細胞株を用いて、こ
の細胞株の性質を解析し、FSH や卵細
胞由来の卵発育制御因子と考えられて
いる GDF-9 を添加した際の遺伝子発現
を microarrar、定量的 RT-PCR を用い
て解析した。 
 
【ラット PCOS モデルの作成と解析】 
8週齢WKY/NcrlCrlj雌ラットを抗プロ
ゲステロン剤である RU486 単独投与群、
インスリン単独投与群、RU486+インス
リン投与群、コントロール群に分けて
浸透圧ポンプを利用した持続皮下投与
による薬剤投与を行い、PCOS モデルを
作成した。さらにそれぞれの群を短期
間投与群、長期間投与群に分類し、卵
巣重量や発育卵胞数、血中ホルモン値
（FSH, LH, エストラジオール, テス
トステロン, プロゲステロン）などを
比較検討した。 

 
４． 研究成果 

【ヒト卵胞液のプロテオーム解析】 
対象患者の年齢は、34.5 ± 4.3 歳
（mean ± SD, 29 ~ 45 歳）であった。
検出したタンパク総数は 503、検出し
たペプチド総数は 1658 であった。検出
したタンパクを生体内作用で分類する
と、developmental process, signal 
transduction, localization, 
metabolic process に関与するものが
それぞれ 2, 4, 9, 52 種類存在した。
その他は作用不明であった。 
図 1. 同定された総タンパクの生体内

作用別の内訳 
 
検出ペプチドに関しては、受精卵由来
卵胞液のみ、未成熟卵もしくは変性卵
由来卵胞液のみ、両者共通で検出され
たペプチドがそれぞれ、349, 211, 1098
であった。検出タンパク質（総数 503）
に関しては同様に、18, 9, 476 であっ
た。受精卵由来卵胞液のみに検出され
た タ ン パ ク 質 と し て 、
Fibronectin-binding protein A (Fbp), 
Acetate kinase, lens 



gamma-s-crystallin-human 
(fragments), Mitochondrial enolase 
superfamily member 1, 
phosphoprotein phosphatase, 
5-methylcytosine-specific 
restriction endonuclease などが同定
された。 

 
  表 1. 受精卵由来卵胞液のみで検出さ
れたタンパクの内訳 

 
 

 
  表 2. 非受精卵由来卵胞液のみで検出
されたタンパクの内訳 
 
また、PCOS 症例（n=4）と非 PCOS 症例(n=20) 
で検出タンパクを比較し、検出タンパク数
はそれぞれ 39.2±16.9、82.5±36.3 と差を
認めたが、検出タンパクの生体内作用など
に一定の傾向は認めなかった。その他の患
者背景についても一定の傾向は認めなかっ
た。 
 
【非黄体化顆粒膜細胞株の機能解析】 
樹立した細胞株 HGrC1 は、フォルスコリン
刺激で培養上清中のエストラジール・プロ
ゲステロン産生が増加した。初期卵胞発育
に関する因子の発現を定量的 RT-PCR で確
認したところ、BMP-2,-5, -6, AMH, BMP レ
セプターの発現を認めた。また、BMP-4, -15
添加により Smad-1,-5,-8 のリン酸化を認
めた。さらにはアクチビン刺激によって
FSH レセプターが誘導された。これらの結
果より、HGrC1 は正常顆粒膜細胞のゴナド

トロピン非依存性から依存性の獲得を再現
できる細胞株であると考えられた。 
  
 
 
図2. HGrC1培養上清中のステロイドホルモ
ン産生 

 
 
図 3. 定量的 PCR による各因子の発現およ
び BMP 刺激による smad リン酸化の変化 
 

 
図 4. アクチビン刺激による FSH レセプタ
ーの発現変化 
 
 
次にHGrC1にGDF-9添加をすることにより、
顆粒膜細胞間gap junctionを主に構成する
CX43 とコレステロール合成経路にある酵
素である HMGCS, HMGCR, FDFT1, SQLE, LSS, 
CYP51 などの mRNA 発現上昇を認めた。 
これらは FSH 添加によりさらに発現量は増
加し、CX43, HMGCS, CYP51 では相加効果を
認めた。CYP51 は卵細胞の減数分裂を再開
させることで知られている FF-MAS を合成
する酵素であり、CYP51 発現に GDF-9 と FSH
が相加効果を示したことは、卵胞と卵発育
における両者の相互関係を示唆していると
考えられる。 
 



【ラット PCOS モデルの作成と解析】 
RU486 単独投与群、インスリン単独投与群、
RU486+インスリン投与群、コントロール群
の各群において体重変化には有意差はなか
った。RU486 投与群では短期間投与で血中
エストラジオール値、テストステロン値が
増加した。インスリン単独投与群では血中
ホルモン値に変化を認めなかったが、
RU486+インスリン投与群では RU486 単独投
与群と比較して血中エストラジオール値が
増加する傾向を認めた。 
インスリンは RU486 による視床下部−下垂
体−卵巣系への影響を修飾している可能性
は示唆された。 
 
今後これらの研究結果をさらに比較解析す
ることにより、卵の質、加齢による変化な
どに関係するマーカーが同定できる可能性
がある。 
 
引用： 

Establishment of a human nonluteinized 

granulosa cell line that transitions 

from the gonadotropin-independent to the 

gonadotropin-dependent status. 

Bayasula et.al. 
Endocrinology. 2012 Jun;153(6):2851-60. 
 (図 2、図 3、図 4) 
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