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研究成果の概要（和文）：卵胞発育、成熟過程には局所因子が重要な役割を果たすことが知られているが、その機序に
ついては未解明な点が多い。近年、小胞体ストレスが広く細胞の恒常性維持に関わることが明らかとなり、卵胞発育、
成熟とも関わるのではないかと仮説を立てた。本研究において、マウス卵巣を用いて小胞体ストレス応答遺伝子として
代表的な、spliced XBP1(sXBP1)とHSPA5が卵胞の発育過程に応じて顆粒膜細胞に発現していることを示した。さらに、
ヒト卵丘細胞を用い、sXBP1発現が成熟卵子周囲卵丘細胞において亢進していることを示した。卵胞発育、成熟過程に
おいて、小胞体ストレス応答が惹起され役割を担うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Follicular growth and maturation are known to be regulated by intra-ovarian factor
s, although the mechanisms are still to be known. Recently, unfolded protain response (UPR) has been known
 to have essential roles in keeping homeostasis. In the present study, to test whether UPR in granulosa ce
lls (GC) and cumulus cells (CC) is involved in the process of follicular growth and maturation, we examine
d the presence of UPR in GC during follicular growth and the association between UPR expression in CC and 
oocyte maturity. UPR-related genes, spliced form of X-box binding protein -1 (XBP1(S)) and heat shock 70kD
a protein 5 (HSPA5), were expressed in mice GC of growing follicels, and their expression is stage-depende
nt. In addition, the expression levels of XBP1(S) mRNA in CC enclosing human mature oocytes were 2-fold hi
gher than those in CC enclosing immature ooytes. These findings suggest that UPR is activated in GC during
 follicular growth, playing roles in follicular growth and maturation.
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１．研究開始当初の背景 

＜顆粒膜細胞、、卵丘細胞は卵子と相互作用

することにより、卵子の成熟過程において重

要な役割を果たす（卵丘細胞とは卵子周囲の

顆粒膜細胞を指す）＞ 

卵巣においては、一層の顆粒膜細胞により卵

子が内包された原始卵胞がプールとして存

在し、原子卵胞の顆粒膜細胞が増殖して一次

卵胞を形成することから成熟過程が始まる。

この初期過程は FSH 非依存性であるが、その

後 FSH受容体が発現することにより FSHの厳

密な調節により一次卵胞から排卵直前のグ

ラーフ卵胞へと成熟する。この過程において

局所の炎症反応、低酸素状態、酸化ストレス

等は種々の役割を果たすことが報告されて

いる。これらの刺激は後述する小胞体ストレ

スと密接に関連していると考えられる。一方、

卵胞の構造からみると、卵子周囲の卵丘細胞

は卵胞成熟において重要な働きをする。卵子

周囲の顆粒膜細胞である卵丘細胞は高い増

殖能を有し、FSH 受容体ならびにアンドロゲ

ン受容体などを有し、傍分泌作用、およびギ

ャップジャンクションを介した直接作用に

より卵子と相互作用し、その成熟過程を制御

するとされている。よって、卵丘細胞の情報

を得ることは、卵胞成熟全般と卵子の状態を

推測することにも有用である。 

＜生体でのダイナミックな変化に広く小胞

体ストレスが関与する＞ 

タンパク質が正常に機能するためには、小胞

体において、分泌されたタンパク質が正常に

折りたたまれること、異常な折りたたみ構造

となってしまったタンパク質が除去、分解さ

れることが必須である。感染、炎症、虚血、

酸化ストレス、低酸素、タンパク質合成亢進

などの、生理的、病理的環境下では異常な折

りたたみ構造のタンパク質が小胞体内に蓄

積する。この状態を小胞体ストレスと呼ぶ。

これに対して細胞では小胞体ストレス応答

という細胞内情報伝達経路が活性化される。

小胞体ストレス応答は主として以下の3つの

反応からなる。①新たなタンパクの産生を阻

止するために mRNA からの翻訳の開始を阻害

する。②分子シャペロン（タンパク質の構造

形成を援助するタンパク質）を産生して異常

な折りたたみを減少させる。③小胞体関連分

解（ERAD: ER associated degradation）因

子群を産生して異常な折りたたみ構造のた

んぱく質を分解処理する。小胞体ストレス応

答における分子シャペロンの代表として HSP 

(heat shock protein)70 ファミリーに属する

Heat shock 70kDa protein 5 (HSPA5)がある。

また、ERAD 因子群の転写誘導には活性型

X-box-binding protein 1 (XBP1)が必須であ

る。XBP1 の産生は巧妙に制御されており、

XBP-1mRNA が ス プ ラ イ ス さ れ て 

splicedXBP-1mRNA と な り 、 こ の

splicedXBP-1mRNA から XBP1 が産生される。

以上のように、小胞体ストレス応答はタンパ

ク質が正常に機能するために生体に備わっ

ている機構である。 

２．研究の目的 

背景の項で述べた知見に基づき、我々は以下

の仮説を立てた。 

仮説：性周期に応じて、厳密な調節下にダイ

ナミックな変化を周期的に遂げている卵巣

において、顆粒膜細胞、卵丘細胞に生じる小

胞体ストレスは、卵子との相互作用を介して、

卵胞発育に重要な役割を果たすのではない

か。 

卵巣では、炎症、低酸素、細胞増殖など、恒

常性を乱す刺激が局所で周期的に起きてい

ることにより小胞体ストレスが惹起されて

いるのではないかと考えた。そして、顆粒膜

細胞、卵丘細胞で惹起された小胞体ストレス

応答シグナルは、卵子との相互作用を介して

卵胞発育、成熟に関わるのではないかと考え

たのである。この仮説を明らかとするため、

本研究において、以下を目的とした。 

（１）卵巣における小胞体ストレス応答の発



現の時間的、空間的局在を明らかにする。 

マウス卵巣において小胞体ストレス応答遺

伝子 mRNA の発現の局在を同定する。また、

卵胞成熟過程のいずれの時期に小胞体スト

レス応答遺伝子が発現するのか、発現パター

ンを検討する。 

（２）小胞体ストレス応答の意義を明らかに

するため、ヒト卵丘細胞における小胞体スト

レス応答遺伝子の発現量と卵子の質との関

係を明らかにする。 

３．研究の方法 

（１））マウス卵巣における小胞体ストレス

応答遺伝子の発現の解析 

マウス卵巣を用いて小胞体ストレス応答遺

伝子発現の解析をした。小胞体ストレスマー

カーとして、小胞体ストレス応答遺伝子とし

て代表的な、spliced XBP1(sXBP1)と HSPA5

につき解析を進めた。sXBP1 は小胞体関連分

解因子群の転写誘導に必須の転写因子であ

り、HSPA5 は代表的な分子シャペロン（タン

パク質の構造形成を援助するタンパク質）で

ある。23 日齢の未熟 C57BL6/J 雌マウスに

pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) 5

単位を腹腔内注射を 3日連続して行ない、そ

の48時間後に卵巣を回収し切片を作成した。

In situ hybridization 法により mRNA 発現を

検討するために、マウス sXBP1, HSPA5 配列

より PCR 法を用いて約 150 塩基長の cDNA 断

片を作成し、T/A クローニング、転写により、

ジゴキシゲニンラベルしたantisense, sense 

RNA プローブを作成した。これを用い、sXBP1, 

HSPA5mRNA の発現を検討した。 

（２）ヒト卵丘細胞における小胞体ストレス

応答遺伝子発現と内包する卵子の質の関連

の検討 

体外受精患者のうち、顕微授精を施行する患

者においては、採卵後個々の卵子周囲の卵丘

細胞をヒアルロニダーゼを用いて除去し、顕

微授精に供する。この際に得られる卵丘細胞

を卵胞毎に分けて回収し、sXBP1, HSPA5mRNA

の発現を定量的 PCR 法にて解析した。また

各々の卵胞の内包していた卵子の成熟度、受

精成立の有無を記録し、小胞体ストレス応答

遺伝子発現量との関連を検討した。卵子の成

熟度に関しては、Metaphase II (MII)卵で受

精が成立したものを成熟卵子、それ以外（MII

卵であったが受精不成立、MI 卵、Germinal 

Vesicle (GV)卵）を未熟卵子と定義した。 

４．研究成果 

（１）マウス卵巣における小胞体ストレス応

答遺伝子の発現の解析 

マウス卵巣において、sXBP1, HSPA5mRNA の発

現を顆粒膜細胞に認めた。その発現は卵胞の

成熟期に応じており、一次卵胞、初期二次卵

胞には認めず、後期二次卵胞、胞状卵胞、排

卵期卵胞の卵丘細胞に認めた。この結果より

小胞体ストレスが卵胞の成熟過程において

役割を担うことが示唆された。 

（２）ヒト卵丘細胞における小胞体ストレス

応答遺伝子発現と内包する卵子の質の関連

の検討 

sXBP1mRNA 発現は、成熟卵子周囲卵丘細胞に

おいて、未熟卵子周囲のものに比し約 2倍増

加していた。HSPA5 に関しては有意差を認め

なかった。 

 

卵巣は性周期に応じて、厳密な調節下にダイ

ナミックな変化を周期的に遂げている、特有

の臓器である。小胞体ストレスがその調節に

関わっているという概念は、卵巣の生理、病

理に新たな視座を提供するものであり、今後

のさらなる研究によりこの機序を明らかに

することにより、現行の不妊治療にて良好胚

を得ることができない患者に対して、卵巣に

おける小胞体ストレスを調節することによ

り卵子の質の改善を図る新たな治療法の開

発につながることが期待される。 
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