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研究成果の概要（和文）：卵由来卵胞発育誘導因子であるGrowth differentiation factor-9刺激にて、ヒト顆粒膜細
胞においてコレステロール合成系酵素群が増加することを確認した。体外受精採卵時に得られたヒト黄体化顆粒膜細胞
において、上記酵素群の発現を定量的RT-PCRで解析し、妊娠群vs.非妊娠群で一部の酵素に有意な発現量の違いがみら
れた。 
脂質メディエーターであるShingosine-1-phosphateは、顆粒膜細胞において細胞増殖シグナルであるPI3K-Akt経路の活
性化および細胞増殖促進効果を有し、H2O2添加により誘導される顆粒膜細胞のアポトーシスを抑制することを見出した
。

研究成果の概要（英文）：An oocyte-derived growth factor, growth differentiation factor-9 upregulated the 
cholesterol-synthetic enzymes in human granulosa cells. We found the significant differences in the 
expression of the cholesterol-synthetic enzymes between luteinized granulosa cells derived from pregnant 
and non-pregnant follicles.
A lysophospholipid mediator, shingosine-1-phosphate (S1P) activated the PI3K-Akt pathway and stimulated 
proliferation of human granulosa cells. In addition, S1P inhibited H2O2-induced apoptosis of granulosa 
cells.

研究分野： 産婦人科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
体外受精などの生殖補助医療は我が国でも
広く普及している。しかしながら、20 代でも
総治療周期あたりの妊娠率は約 25%に過ぎ
ず、35 歳以降、漸減している。すなわち不妊
症診療の成績向上には、35 歳以上の患者に対
する治療成績の向上が課題となる。治療成績
に影響を及ぼす因子として、最も問題なのは
加齢による卵の質的低下であると考えられ
ている。また抗がん剤などの薬剤による卵巣
機能低下は良く知られているが、不妊症の原
因となる子宮内膜症や多嚢胞性卵巣症候群
においても不良胚の割合が増加することが
知られている。すなわち加齢を筆頭に薬剤、
内分泌的要因、卵胞周囲の環境（炎症、サイ
トカイン、酸化ストレスなど）が、卵の質に
影響を及ぼすと考えられている。不妊症診療
の成績向上のためには、これらの要因から卵
を保護し良好卵を得ることが必須であると
言える。 
卵胞発育の過程で起きるイベントが、受精可
能な成熟卵の質に影響を与えていると推測
される。ヒトの場合、卵胞発育は卵胞構成要
素（卵、顆粒膜細胞、莢膜細胞）の形態的・
機能的変化が関与している。その具体例とし
て、顆粒膜細胞の増殖と多層化、莢膜細胞層
と基底膜の出現、卵胞腔の出現などが挙げら
れる。特に顆粒膜細胞の増殖は、本細胞がエ
ストロゲン産生細胞であること、顆粒膜細胞
のアポトーシスが卵胞閉鎖と関連している
こと、顆粒膜細胞由来因子が paracrine 的に
卵成熟に影響を及ぼすことを考慮すると、卵
胞発育の重要な要素であると言える。我々は
これまで、顆粒膜細胞の増殖制御機構に注目
し研究を行い、増殖およびステロイド産生に
phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt 
pathway と extracellular signal-regulated 
kinase (ERK)1/2 pathwayの細胞内シグナル
が関与していること、PI3K/Akt pathway に
抑制的に働く phosphatase and tensin 
homolog deleted on chromosome 10 (PTEN)
が、顆粒膜細胞の増殖制御を修飾しているこ
と、顆粒膜細胞内 PTEN 発現が妊娠群 vs. 非
妊娠群で差があることを報告してきた  
卵胞構成要素によって局所的に産生される
物質が、paracrine 的に相互的かつ双方向性
に影響を及ぼすことが卵胞発育にとって重
要 で あ る と い う 概 念 (bi-directional 
communication)が提唱され、それを支持する
データが蓄積されつつある。その代表である
Growth differentiation factor-9 (GDF-9)は、
卵特異的に発現し顆粒膜細胞に作用し、ノッ
クアウトマウスでは顆粒膜細胞の多層化が
みとめられず卵胞発育が停止することが知
られているが、その作用機序の詳細は不明で
ある。我々は、我々の樹立した不死化細胞株
を用い GDF-9 刺激による網羅的遺伝子解析
を行った結果、一連のコレステロール合成系
酵素、および sphingosine kinase (sphk)の発
現増加を認めた。コレステロール合成経路の

中間代謝産物である FF-MAS は卵の減数分
裂の再開に関連していること、生体膜構成要
素スフィンゴ脂質の代謝産物であり、sphk
により産生される S1P は、他の細胞で増殖促
進やアポトーシス抑制作用が報告されてい
ることを考えると大変興味深い結果である。 
 
２．研究の目的 
脂質メディエーターである S1P, FF-MAS の
卵胞内誘導因子と卵胞発育制御メカニズム
を解明するとともに、最終的には卵胞単位、
個体単位での卵胞保護・卵質改善における有
用性が期待できるかどうかを検証する。また、
採卵時に保存された個別の卵胞液検体を用
い S1Pやコレステロール, FF-MASの濃度が、
妊娠成立予測に有用なマーカーと成りうる
かどうかも検証する。 
(1) 顆粒膜細胞由来 S1P の作用解析 
マイクロアレイで得られたデータを検証す
るために、ヒト不死化非黄体化顆粒膜細胞株
を用い、定量的 RT-PCR にて sphk の増加を
確認する。GDF-9 の他、卵胞構成要素の
bi-directional communication に関与してい
る TGF-β superfamily (bone morphogenetic 
proteins; BMPs, anti-Mullerian hormone; 
AMH)、および卵胞発育の主たる促進因子で
ある FSH, IGF-1 刺激下での発現変化を検証
し、S1P 産生誘導因子を同定する。S1P の作
用を検証するため不死化細胞株を用いた in 
vitro での増殖促進作用、抗アポトーシス作用 
を解析する。この際、S1P 受容体サブタイプ
の発現解析を合わせて行い、サブタイプ特異
的な S1P 誘導体を用いて同様の実験を行い
S1P の作用経路をレセプター、シグナルとも
に同定する。卵胞培養レベルでは、酸化スト
レス、抗がん剤添加時の、個体レベルでは疾
患モデル動物を用い、S1P や sphk 誘導因子
として同定された物質が卵胞保護作用を有
するかどうか検討する。 
(2) 顆粒膜細胞内コレステロール合成系と

FF-MAS の作用解析 
卵にはコレステロール合成系が存在せず、顆
粒膜細胞で産生されたコレステロールが輸
送されると考えられている。受精後の卵割開
始部位の細胞膜にはコレステロールの豊富
な部位があり卵割に関与していると考えら
れている。S1P の場合と同様に、各種刺激下
で顆粒膜細胞株でのコレステロール合成系
酵素の発現を確認する。 
 
３． 研究の方法 
(1) 各種刺激によるヒト不死化非黄体化顆粒

膜細胞における sphk 発現と S1P 分泌、
コレステロール合成系酵素発現とコレス
テロール、FF-MAS 産生の検証 

予備実験のマイクロアレイで確認されてい
る GDF-9 に加え、卵胞発育に重要な TGF-β 
superfamily  (BMP-4,-5,-6,-7,-15, AMH), 
FSH, IGF-1,-2 刺激下での sphk の発現を
SYBR Green を用いた定量的 RT-PCR, 



Western blotting (WB)にて確認する。細胞内
および培養上清中の S1P 濃度については、キ
ットを用いて測定する。一連のコレステロー
ル合成系酵素 (HMGCS, HMGCR, SQLE, 
LSS, CYP51, SC4MOL)についても同様の方
法で発現解析を行う。顆粒膜細胞中のコレス
テロールについては、filipin III 用いたキッ
トにより細胞内蓄積の増加を検証する。
FF-MAS については液体クロマトグラフィ
ーによる測定系を確立する。 
(2) S1PおよびS1Pレセプターサブタイプ別

作動薬による顆粒膜細胞増殖促進、アポ
トーシス抑制作用とその細胞内シグナル
の解析 

顆粒膜細胞で産生される S1P は、autocrine
で顆粒膜細胞自身に作用している可能性が
ある。実験(1)での各種刺激下、あるいは S1P
そのものの添加により、顆粒膜細胞増殖能の
変化を BrdU アッセイにて、アポトーシス抑
制を TUNEL 法、アポトーシスの指標である
caspase を WB で評価する。S1P 受容体は 5
種類のサブタイプがあり、顆粒膜細胞での発
現は予備実験で確認をしている。サブタイプ
特異的アゴニスト、アンタゴニストを用い
S1P の作用経路を検証する。顆粒膜細胞増
殖・生存に重要なシグナルである PI3K/Akt 
pathway, ERK1/2 pathway の関与について
も、それぞれの経路の阻害薬を適宜使用し、
活性型であるリン酸化を指標にWBで検出す
る。 
(3) 酸化ストレスや抗がん剤からのS1Pによ

る保護作用の検証 
加齢に伴う卵の質の低下の原因は明らかで
はないが、酸化ストレスの関与が示唆されて
いる。また抗がん剤による卵巣機能の低下は
良く知られた事実であるが、近年、若年者の
化学療法後の予後が改善しており、卵巣機能
温存の必要性が高まっている。培養ヒト顆粒
膜細胞並びにマウス卵胞および卵-卵丘複合
体を用い、H2O2 添加による酸化ストレス、
抗がん剤添加時の sphk 発現を実験(1)と同様
に、顆粒膜細胞のアポトーシスを実験(2)と同
様に検証するとともに、S1P 添加により、 
アポトーシスや卵胞発育抑制が回復可能か
どうかを検証する。 
(4) 体外受精採卵時に得られた個別卵胞ごと

の、顆粒膜細胞中 sphk 発現, コレステロ
ール合成系酵素発現、卵胞液中の S1P 濃
度、コレステロール濃度の卵質や治療成
績との相関の解析 

卵の質が、受精後の胚の質や妊娠成立に強く
影響していると推測されるため、卵の質に影
響を及ぼす因子は、良好卵であることに加え、
その後の良好な胚発育、妊娠成立の予測因子
（マーカー）となる可能性がある。良好卵マ
ーカーの探索は、移植胚の選択に重要な意味
を持つ。我々は、個別の卵胞から選られた顆
粒膜細胞の RNA および卵胞液を保存してお
り、それぞれ、その卵胞由来卵の受精の有無、
受精後の胚のグレード、移植後の妊娠成立の

有無のデータと関連づけられている。これら
の保存検体を用い、定量的 RT-PCR にて顆粒
膜細胞中の sphk, コレステロール合成系酵
素の発現を、卵胞液中の S1P 濃度、コレステ
ロール濃度、FF-MAS 濃度を測定し、妊娠予
後との相関を解析し、これら物質のマーカー
としての有用性を検証する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト不死化非黄体化顆粒膜細胞に、
GDF-9 を添加し、マイクロアレイでコレステ
ロール合成系にかかわる酵素群(HMGCS, 
SQLE, LSS, CYP51)の増加をみとめた。定量
的 RT-PCR でも、GDF-9 添加時に上記酵素
群の発現増加をみとめた（図 1）。 

図 1. コレステロール合成に関わる酵素群。
網掛けの酵素が GDF-9 刺激においてヒト顆
粒膜細胞株で増加した。 
 
同じく卵胞発育にかかわるホルモンである
FSH の同時添加により、上記コレステロール
合成酵素発現が、GDF-9 添加時と比べ相乗的
に増加することを見出した。一方、細胞内へ
のコレステロールおよび FF-MAS の蓄積に
ついては、GDF-9, FSH 添加で増加を認めな
かったが、これは測定系の感度の問題と考え
られた。さらに体外受精採卵時に得られたヒ
ト黄体化顆粒膜細胞の初代培養細胞におい
て、上記酵素群の発現を定量的 RT-PCR で解
析し、妊娠群 vs.非妊娠群で一部の酵素に有
意な発現量の違いがみられた。これらのデー
タはヒトの卵胞発育においてコレステロー
ル合成系が関与していることを示すととも
に、良好卵の選別マーカーになり得ることを
示唆するものである。 
(2) S1P をヒト不死化非黄体化顆粒膜細胞お
よび体外受精採卵時に得られた黄体化顆粒
膜細胞に添加した実験では、細胞増殖シグナ
ルである PI3K-Akt 経路の活性化および
BrdU アッセイによる細胞増殖促進効果を確
認した。H2O2 添加により顆粒膜細胞のアポ
トーシスを誘導した系において、S1P はアポ



トーシスを抑制することを TUNEL 法（図 2）
および caspase-3 のアッセイにより見出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. H2O2 で誘導されたアポトーシスは
S1P の添加で抑制される。LY294002(LY)で
この効果が打ち消されることから、S1P の作
用が PI3K-Akt 経路を介することがわかる。 
 
S1P レセプターサブタイプ別の阻害剤およ
び PI3K 阻害剤、ERK1/2 経路阻害剤の添加
により、S1P のアポトーシス抑制効果発現に
必要なレセプターサブタイプ(S1P1 と S1P3)
と細胞内情報伝達系(PI3K/Akt 経路)を同定
した。これらのデータは S1P が、加齢や卵巣
毒性物質からの卵巣保護剤として使用でき
る可能性を示唆するものである。さらに体外
受精採卵時に得られた卵胞液中の S1P 濃度
を測定し、妊娠群 vs.非妊娠群で比較した。
妊娠群で高い傾向をみとめたが、有意差はみ
とめられなかった。 
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