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研究成果の概要（和文）：　FSH結合抑制因子候補の絞り込みを行ったが、得られた研究成果は次の通りである。（１
）ハンギングドロップ法による卵母細胞―卵丘細胞複合体の単培養系を確立し、さらにFSH結合抑制因子を含む化合物
のスクリーニングに効果的であることを明らかにした。（２）focal adhesion kinase(FAK)に焦点を当てて解析した。
マウスでの先行研究を行い、卵子・卵丘複合体（COC）におけるFAKの発現と卵成熟におけるFAKのTyr397部位における 
リン酸化の役割を解析するとともにFAKのTyr397部位におけるリン酸化抑制は受精・初期発生を促進させることを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：　The results obtained in this study are as follows. (1) Candidates of 
genes/proteins as the FSH binding inhibitor has been identified and some of them had the activity for 
GVBD Inhibition. (2) Hanging drop method for culturing individual oocyte-cumulus complex was established 
for screening the chemical including the inhibiutor for follicular development and oocyte maturation. 
Then, it was shown that the method is useful for our purpose. (3) The physiological role of FAK was 
analyzed, and it was shown that phosphorylation of FAK is important for oocytes to obtain the 
fertilizability and developmental ability through the expression the Has2. (4) It was shown that Pin1 has 
a crucial role for oocyte maturation and early embryogenesis in mice.

研究分野： 家畜繁殖学、畜産学
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１．研究開始当初の背景 
(1)卵胞発育の後半は FSH によって調節され
ているが、どのようにして一部の卵胞のみ
が FSH に反応して発育を継続し、排卵に至
るか、すなわち FSH の選択的作用（一部の
卵胞のみに作用し、大多数への影響は弱い）
について明解な答えはなかった。 

 
(2)選抜されて発育を進める卵胞・卵母細胞
で発現するどのような因子が卵胞の選択的
発育に関与するかについては不明であった。 

 
２．研究の目的 
(1) FSH の卵胞への選択的作用に係わる FSH
結合抑制因子を分離同定し、機能の異なる
FSH 結合抑制因子を同定する。 

 
(2) 選抜され発育を進める卵子・卵丘複合体
で発現する遺伝子の網羅的解析を行い、卵
胞発育に違いをもたらす可能性のある遺伝
子・因子を同定する。その中から FAK を取
り上げ、その発現調節カスケードを明らか
にする。 

 
(3) 卵胞の微少な遺伝子発現の違いを反映
する培養系を開発する。 

 
３．研究の方法 
(1) ウシとブタの卵胞液を出発にしてFSH結
合抑制因子を分離する。 

 
(2) 卵子・卵丘複合体で発現する遺伝子の網
羅的解析の先行研究をマウスで行う。その
中から卵胞発育に違いをもたらす可能性の
高い遺伝子を文献検索により同定し、解析
する因子を絞る。 

 
(3) 発育を進める卵子・卵丘複合体で発現す
る遺伝子の中から FAK を選抜し、卵丘細胞
における、その発現カスケードを明らかに
する。 

 
(4) また卵子において発現する Pin１に焦点
を当て、卵成熟における役割を明らかにす
る。 

 
(5) 卵子・卵丘複合体での遺伝子発現の微少
な違いの解析が可能な培養系を開発する。
そして、卵子・卵丘複合体の微少な遺伝子
発現の同定を可能とする。 

 
４．研究成果 
(1) 卵胞内顆粒膜細胞で発現するものの中
から卵胞退行開始に伴って発現するものを
選抜した。その中の少数の因子が卵胞発
育・卵成熟制御因子として機能することを
明らかにした。 

 
(2) polylactosamine によって修飾された糖
鎖 CD44 を発現するマクロファージが卵胞

退行に係わることを明らかにした。FSH に
より退行卵胞の消失促進を認めているが、
FSH 結 合 抑 制 因 子 の 発 現 と
polylactosamine によって修飾された糖鎖
CD44 の機能の相関を明らかにする必要があ
る。 

 
(3) ウシとブタのFSH結合抑制因子のそれぞ
れの標的細胞への結合活性について既報の
データを再度解析した。その結果、ウシよ
りもブタ由来の因子の FSH 結合抑制活性が
高かった。１個排卵する動物（ウシ）と多
数個排卵する動物（ブタ）の違いによると
も推察された。相違の由来を明らかにしよ
うとしたが、研究期間内に明確にはできな
かった。 

 
図．卵子・卵丘複合体の卵丘膨化及び Has2 遺

伝子発現に及ぼす FAK インヒビターの影響 
 
 
(4) 卵胞液からのFSH結合抑制因子の分離同
定に加え、生き残り、発育を続ける卵胞内
の卵子・卵子複合体で発現する遺伝子の網
羅的解析を行い、その中の一つである focal 
adhesion kinase(FAK)に焦点を当てて解析
した。マウスでの先行研究を行い、卵子・
卵丘複合体（COC）における FAK の発現と卵
成熟における FAK の Tyr397 部位における 
リン酸化の役割を解析した。卵成熟におい
て FAK の Tyr397 部位における リン酸化を
抑制し、その後の受精・初期発生を観察し
た。Try397 部位のリン酸化 FAK は卵子と卵
丘で発現することをウエスタンブロティイ
ングで明らかにした。免疫組織化学では卵
子と卵丘の細胞質に観察された。Try397 部
位のリン酸化 FAK は相互の接着部位に蓄積
した。Try397 部位のリン酸化 FAK の発現の
程度は in vivo では卵丘膨化前に比べ低下
した。FAK インヒビター（Tyr397 のリン酸
化を特異的に阻害）の添加は FSH 無添加培



地における卵成熟及び卵丘膨化を促進した
（図）。ヒアルロン酸合成酵素２（Has2）の
mRNA の発現（卵丘膨化の指標）が誘導され
るが RTPCR により明らかになった。FAK イ
ンヒビターの処理は胚盤胞への発生率を上
昇させた。これらの事実は FAK が卵成熟に
おいて Tyr397 のリン酸化を通したヒアル
ロン酸合成酵素 Has2 の発現が COC の成熟、
特に発生能力の獲得に関与していることを
示している。 

 
(5) 退行せず、生き残り、発育を進めた卵胞
内の卵子は減数分裂を再開始し、成熟する。
成熟は FSH が順調に作用した結果として誘
起される重要な卵巣内現象である。これま
でに明らかにした卵成熟メカニズムに基づ
き、その上流因子の解析を進め、プロリン
異性化酵素 Pin1 が卵子の成熟（減数分裂再
開始）と初期胚の発生に重要な役割を果た
していることを明らかにした。 
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