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研究成果の概要（和文）：本研究では、卵母細胞の新たな発達制御メカニズムの解明を目指した。具体的には、卵母細
胞の発達には卵丘細胞が重要な役割を果たすことから、マイクロアレイ法による卵丘細胞遺伝子発現の網羅的解析を行
い、卵母細胞が分泌する増殖因子（卵由来シグナル）とエストロゲンとの相互作用が、卵丘細胞の分化・機能に与える
影響を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to understand the mechanism of oocyte development.  Using
 a microarray method, the effects of oocyte-derived paracrine factors and/or estrogen on the transcriptome
 of cumulus cells were examined.
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１．研究開始当初の背景 
 
哺乳類の卵母細胞の発達には、多くの増殖

因子やホルモンなどが関与しているが、これ
らの多くは卵母細胞ではなく、それを支持す
る卵丘細胞をターゲットとして卵母細胞の
発達を制御している。したがって卵母細胞の
発達メカニズムを理解するには、卵丘細胞の
発達や機能制御のメカニズムを解明する必
要がある。 
卵丘細胞の発達に重要なシグナルのひと

つとして、卵母細胞自身が分泌する増殖因子
（卵由来シグナル）が挙げられる。実際、卵
母細胞の分泌する増殖因子をコードする遺
伝子を欠損したマウスでは、卵丘細胞の分
化・機能異常によりメスの妊孕性が低下して
しまう。 
申請者のこれまでの研究により、卵由来因

子のひとつである骨形成タンパク質 15
（BMP15）の卵丘細胞機能制御における重要
性や、卵丘細胞の発達に重要な役割を持つエ
ストロゲンと卵由来シグナルが共に働くこ
とが卵丘細胞の発達に必須であることなど
が明らかとなっている。 
しかし、これらのシグナルがどのように相

互作用するのか、また、その相互作用の結果
として卵丘細胞の発達や機能制御にどのよ
うな影響を与えるのかについては理解され
ていない。 
 
２．研究の目的 
 
卵由来シグナルとエストロゲンとの相互

作用のメカニズム、およびその相互作用が卵
丘細胞の分化・機能に与える影響の解明を試
みた。 
 
３．研究の方法 
 
（1）Nrip1、Noggin の発現解析 
予備実験により、卵由来シグナルとエスト

ロゲンの相互作用に関与する可能性の考え
られたエストロゲン受容体結合因子NRIP1お
よび BMP 阻害因子 Noggin について、卵胞発
達過程での詳細な発現動態および発現制御
を、リアルタイム PCR およびウェスタンブロ
ット法で解析した。 
サンプルは、未発達な前胞状卵胞の顆粒膜

細胞（PG）、および発達した胞状卵胞の壁顆
粒膜細胞（MG）と卵丘細胞とした。また、こ
れらの遺伝発現に対する卵母細胞との共培
養の影響についてもリアルタイムPCRで解析
した。さらに、Noggin についてはエストロゲ
ン添加の影響を解析した。 
 
（2）Noggin の機能解析 
培養実験を行い、卵由来シグナルのうち特

に BMP シグナルに対する Noggin 合成タンパ
ク質の影響を解析した。 
具体的には、胞状卵胞より採取した MG を

卵母細胞と共培養し、Noggin 合成タンパク質
の添加が、卵丘細胞内での BMP シグナルに与
える影響を解析した。BMP シグナルの指標と
しては、その仲介因子 SMAD1/5/8 のリン酸化
状態をウェスタンブロットにより調べた。 
 
（3）網羅的遺伝子発現解析 
卵丘細胞遺伝子発現に対する卵由来シグ

ナルおよびエストロゲンの影響について、マ
イクロアレイ法を用いて網羅的遺伝子発現
解析を行った。 
卵丘細胞には、卵丘細胞卵母細胞複合体

（COC）からマイクロマニピュレーターを用
いて、高次構造を維持したまま卵母細胞を除
去した OOX 複合体を用いた。OOX 複合体を、
卵母細胞との共培養、およびエストロゲン添
加の有無で培養し遺伝子発現をマイクロア
レイ法で解析した。解析結果は、リアルタイ
ム PCR により結果の確認を行ったうえで、遺
伝子オントロジー解析、パスウェー解析を行
い、卵丘細胞内で起こる生物学的変化につい
て考察した。 
 
４．研究成果 
 
（1）Nrip1、Noggin の発現解析 
Nrip1 の発現は、卵胞発達に伴って MG で上

昇し、卵丘細胞においては低く維持されてい
た。一方、Noggin については卵胞発達に伴っ
て卵丘細胞で高い発現を示し、MG での発現は
低く維持されていた。 
卵丘細胞におけるこれらの遺伝子発現に

対する卵由来シグナルの影響を調べたとこ
ろ、Nrip1 の発現は卵母細胞によって抑制、
一方 Noggin は促進されることが明らかとな
った。したがって、生体内で MG と卵丘細胞
にみられるこれら遺伝子の発現差は、卵母細
胞による抑制・促進制御によると考えられる。 
さらに、卵丘細胞における Noggin の発現

は、生体内で低く抑えられており、生体外に
取り出すことにより上昇した。この時、培地
にエストロゲンを添加することによって
Noggin の発現上昇は抑制された。すなわち、
生体内では何らかの因子によって Noggin の
発現は抑制されており、その因子の一つとし
てエストロゲンが示唆される。 
これらの結果は、卵由来シグナルおよびエ

ストロゲンは互いのシグナルを阻害し得る
因子の発現を抑制することで互いのシグナ
ルを増強し合っている可能性を示唆してい
る。 
 

（2）Noggin の機能解析 
次に、実際に Noggin が卵由来シグナルの

うち、特に卵由来の BMP15 のシグナルを抑制
できるのかについて解析を行った。 
BMP タンパク質の細胞内シグナルは仲介タ

ンパク質であるSMAD1/5/8のリン酸化によっ
て伝えられる。そこで、SMAD1/5/8 のリン酸
化状態をBMPシグナルの活性化指標としてウ



ェスタンブロット法で解析した。その結果、
MGを単独培養した際にはSMAD1/5/8のリン酸
化は検出されなかったが、卵母細胞と共培養
すると MG で SMAD1/5/8 のリン酸化を促進さ
れた。しかし、卵母細胞と MG の共培養系に
Noggin を添加することで、このリン酸化の度
合に低下が見られた。一方、卵母細胞と共培
養しない MG に Noggin を添加培養しても、
SMAD1/5/8 のリン酸化に影響は見られなかっ
た。 
さらに、この Noggin による卵由来 BMP シ

グナルの抑制がBMP15特異的であるかどうか
を検討するために、人工合成したヒト BMP15
タンパク質を、MG 培養系に添加し、Noggin
の影響を解析したヒトタンパク質を用いた
理由は、一般的にマウス BMP15 は合成が難し
くさらに活性を失いやすいため、入手が困難
であるためである。その結果、ヒト BMP15 合
成タンパク質は MG における SMAD1/5/8 のリ
ン酸化を促進し、一方Nogginの添加により、
このリン酸化は顕著ではないが抑制される
傾向が見られた。 
これらの結果は、Noggin が卵母細胞由来の

BMP シグナルを抑制し得る可能性を示唆して
いるが、それが BMP15 シグナル特異的である
かどうかについては、マウス BMP15 合成タン
パク質の作成などにより今後更なる検討の
必要がある。また、生体内ではエストロゲン
により Noggin の発現は抑制されていること
から、この抑制の生理的意義を解明する目的
で、現在、顆粒膜細胞特異的に Noggin を過
剰発現するマウスを作成している。 
 

（3）網羅的遺伝子発現解析 
卵由来シグナルとエストロゲが卵丘細胞

での遺伝子発現に与える影響について、マイ
クロアレイによる網羅的解析を行った。 
解析には、卵母細胞と共培養またはエスト

ロゲン添加培地で培養した OOX 複合体、卵母
細胞とエストロゲン共に培養したOOX複合体、
単体で培養した OOX 複合体を用いた。また、
マイクロアレイ結果の内、一部の遺伝子につ
いては、リアルタイム PCR 法で結果の確認を
行った。 
マイクロアレイ解析の結果、エストロゲン

が存在しない時、卵由来シグナル単体では、
卵丘細胞内で細胞増殖関連の遺伝子オント
ロジーに関係した遺伝子発現が有意に促進
され、一方アポトーシスに関連したものは有
意な抑制を受けた。興味深いことに、エスト
ロゲンの存在下においても、卵母細胞は同様
に、細胞増殖の促進とアポトーシスの抑制を
した。 
卵母細胞が存在しない時には、エストロゲ

ンは細胞増殖の促進に関連した遺伝子の発
現を有意に促進した。一方、卵母細胞が存在
する際には、エストロゲンは卵丘細胞内で多
くの細胞内外のシグナル伝達に関与するタ
ンパク質をコードする遺伝子の発現を促進
した。 

これらの結果は、エストロゲンは卵由来シ
グナルに対して顕著な影響を示さないもの
の、卵由来シグナルはエストロゲンシグナル
に大きな影響を持ち、卵由来シグナルの影響
の結果、エストロゲンは卵胞発達に重要とさ
れるシグナル伝達に関与する遺伝子発現を
促進するようになることを示唆している。 
現在は、この卵由来シグナルによるエスト

ロゲンシグナル制御メカニズムの解明を目
指し、卵由来シグナルによって発現制御を受
けるエストロゲンシグナル制御タンパク質
の探索を行っている。 
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