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研究成果の概要（和文）：　哺乳類の卵巣では原始卵胞の卵母細胞（卵子）が胎児期に減数分裂が停止して休眠
している。性成熟後、一定数が発育・成熟を開始し、１％以下だけが排卵に至るが残りは選択的に死滅する。こ
れまで内分泌学的にこの選択機構を解明しようとする研究が行われてきたが、未解明である。
　本研究は、卵胞顆粒層細胞死（アポトーシス）を調節している細胞死リガンド・受容体系の細胞内シグナル伝
達系、特にシグナル阻害因子がこの選択に支配的に関わること、および卵母細胞の品質判定の指標としてシグナ
ル阻害因子の発現が有用であることなどを示した。

研究成果の概要（英文）：Less than 1% of several hundreds of thousand primordial follicles, which 
include primary oocytes, in livestock ovary leads to ovulation, and the rest to selectively 
disappear by atresia. Many endocrinologic studies have been performed to reveal the follicular 
selection, but the follicle selection mechanism has been unknown. We have shown that intracellular 
signaling pathway of cell death ligand-receptor system that regulates follicle granulosa cell 
apoptosis is the key to control the follicle selection. 
In the present project, the factors in this signaling pathway, especially cell death signaling 
inhibitors, were precisely examined. We indicated that the signal inhibitors are involved in 
dominant factor to control the follicle selection, and that they are useful as an indicator of 
oocyte quality estimation.

研究分野： 農学
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科学研究費助成事業 研究成果報告書 
１．研究開始当初の背景 
 ２０世紀の末から体細胞やＥＳ細胞を用い
た核移植によるクローン家畜の作出、卵母細
胞（卵子）の体外成熟と受精の広領域での実
用化、卵細胞質内顕微授精法の開発など様々
な生殖工学技術が編み出され、実用化研究の
成果が蓄積されてきた。これら新技術が普及
してきているが、成功率は未だに低く、その
理由のひとつとして供される卵母細胞の品質
が低いことが考えられる。しかしこれまで卵
母細胞の品質を科学的に分子レベルで評価し
ようとした研究は皆無である。 
ヒトではダウン症の発症頻度が母親の加齢

にともなって等比級数的に高まることが知ら
れている。このように、様々な要因で卵母細
胞の品質が損なわれるが、生体にはこれを監
視する機構が備わっている。しかし母体の加
齢などの要因によってこの監視機構が甘くな
ると考えられる。胎児期に体細胞分裂を終え
て減数分裂を開始するにもかわらず、途中の
ディプロテン期で分裂を停止してしまって長
い休眠期にはいってしまう哺乳類の卵母細胞
にとっては加齢にともなう品質の低下は避け
て通れない宿命である。生殖工学領域で卵母
細胞が使われるようになってきているのでそ
の品質を科学的に評価できるシステムを開発
することが急務である。２０年以上にわたっ
て、長い休眠後減数分裂を再開して発育・成
熟する過程で９９％以上の卵母細胞が選択的
に死滅することで低品質のものを取り除く機
構を解明する研究を進め、排卵に至る健常な
卵胞と閉鎖されて消滅する卵胞との判別の指
標となる可能性が高い分子を挙げることがで
きるようになってきた。このようなこれまで
の成果を活用して、死滅すべき卵胞とそれに
内包される卵母細胞（低品質卵母細胞）を判
定して排除し、残りの排卵に至る卵胞に内包
される卵母細胞（高品質卵母細胞）を生殖工
学などに供する技術システムを開発しようと
した本研究は、学術的に独創的であるだけで
なく社会に貢献する意義深いものである。 
 

２．研究の目的 
 家畜の卵巣における卵胞とそれに内包され
る卵母細胞の選抜機構に焦点を絞って１９９
２年から今日までは研究を継続してきた。そ
の結果下記のようなことが分かってきている。 
１）卵胞の中で卵母細胞を適切に発育・成熟
させる役割を担っている顆粒層細胞がアポト
ーシスによって死滅する結果、卵胞が閉鎖し
て消滅してしまい、卵母細胞も死滅する。 
２）卵胞の顆粒層細胞には複数の細胞死リガ
ンドと細胞死受容体が発現している。それら
のうちの Fas ligand（FasL）・Fas 系によって
アポトーシスが支配的に制御されている。 
３）顆粒層細胞内のアポトーシス・シグナル

の伝達経路において、細胞死受容体は細胞死
リガンドと結合して活性化し、シグナル伝達
介在タンパク（ＦＡＤＤ）と結合する。これ
が下流にシグナルを伝達するカスパーゼ８前
駆体（procaspase-8）と結合し、これを活性
化する。健常に発育している卵胞においては
ＦＡＤＤやprocaspase-8がアポトーシス阻害
因子（ｃＦＬＩＰ）と結合してアポトーシス・
シグナルの伝達が停止している。ｃＦＬＩＰ
は、一次卵胞後期から発現が始まり、二次卵
胞以降では卵胞発育と平行して発現が高まる。
健常に発育してやがて排卵にいたる三次卵胞
の顆粒層細胞にはｃＦＬＩＰが高発現してい
る。 
４）閉鎖する卵胞の顆粒層細胞ではｃＦＬＩ
Ｐが発現しておらず、アポトーシス・シグナ
ルが下流に伝達されて、アポトーシスが実行
されて細胞は死滅する。 
これらの先行研究の成果をふまえて「卵胞

顆粒層細胞におけるアポトーシス・シグナル
阻害因子の発現を指標にすれば、卵胞とそれ
に内包されている卵母細胞の健常度を見極め
ることができる」という仮説をたてて研究す
遂行した。主要家畜であるブタと反芻家畜の
代表としてヤギを供し、これらの末梢血中の
性腺刺激ホルモン（ＦＳＨとＬＨ）と性ステ
ロイドホルモン（エストラジオールＥ２とプ
ロゲステロンＰ４）濃度および超音波画像診
断によって卵胞発育ステージを把握し、各ス
テージの卵胞から外科的に卵母細胞を取り出
して、受精能と初期胚の発生能および正常性、
ならびにこれらと顆粒層細胞におけるアポト
ーシス・シグナル阻害因子の発現との関連性
を精査し、仮説の適否を確認するとともに卵
母細胞品質評価システムを構築した。 
 
３．研究の方法 
１）「顆粒層細胞におけるアポトーシス・シ
グナル阻害因子の発現は卵母細胞の健常性
の指標となる」との仮説の確認：卵母細胞の
形態学的正常性、体外授精時の受精能、初期
胚の発生能とその形態学的正常性、卵胞液の
性状およびこれらと顆粒層細胞におけるア
ポトーシス・シグナル阻害因子の発現レベル
との関連性を調べた。 
休眠後に減数分裂を再開して発育・成熟す

る過程で９９％以上の卵母細胞を死滅させ
て、ごく一部の正常な卵母細胞を選抜する機
構が生来もっている評価システムを利用し
て卵母細胞品質を見極めるシステムを創出
することが本研究の骨子であるが、卵母細胞
を用いて品質を評価したのでは、評価後の卵
母細胞を繁殖工学などに供することができ
なくなるので、外科的に単離した個々の卵胞
毎に卵母細胞の健常性を顆粒層細胞の正常
性を介して評価するシステムを創出した。す



なわち、体外授精させた初期胚発生の正常性
と顆粒層細胞におけるアポトーシス・シグナ
ル阻害因子の発現レベルを比較検討した。併
せて卵胞腔を満たす卵胞液の性状も調べ、ア
ポトーシス・シグナル阻害因子の発現レベル
が卵母細胞品質を見極める指標として適切
であることを下記のように調べた。 
Ａ１．卵胞の調製：ＥＬＩＳＡ法で測定した
末梢血中性腺刺激ホルモンと性ステロイド
ホルモン濃度と超音波画像診断とによって
性周期と卵胞の発育ステージを把握し、卵胞
期卵巣から外科的に卵胞を切り出し、卵胞液
を吸引回収した後実体顕微鏡下に切開して
卵母細胞、顆粒層細胞、卵丘細胞を単離して
回収した。 
Ａ２．卵母細胞と初期胚の形態学的正常性の
評価：外科的に単離した卵胞毎に回収した卵
母細胞の形態学的正常性を判定後、体外成熟
処理して正常に卵核胞崩壊、極体放出が起こ
るか否か調べた。正常卵母細胞に体外受精し
て受精能を評価し、続いて初期胚を培養して
発生の形態学的正常性（胚盤胞まで発生して
ハッチングするか否か）を判定した。正常に
ハッチングできた胚の一部では仮親の子宮
に胚移植した場合に着床できるか否か検討
した。 
Ａ３．顆粒層細胞におけるアポトーシス・シ
グナル阻害因子の発現の評価：卵胞毎に回収
した顆粒層細胞と卵丘細胞をホモジネート
後アポトーシス・シグナル阻害因子（ｃＦＬ
ＩＰ、ＸＩＡＰ、囮受容体３および可溶性受
容体）のｍＲＮＡの発現を定量的ＰＣＲ法に
て、タンパクの発現を Western blot 法にて
測定した。 
Ａ４．顆粒層細胞における性腺刺激ホルモン
受容体などの発現：卵胞の発育・成熟に深く
関わる性腺刺激ホルモン受容体、アクチビン、
インヒビン、フォリスタチンおよび血管新生
因子とその受容体などのｍＲＮＡとタンパ
クの発現をＡ３と同様に定量的に調べた。 
Ａ５．卵胞液中ホルモンなどの測定：卵胞発
育ステージの確定診断のために、卵胞毎に卵
胞液中Ｐ４とＥ２濃度を測定し、Ｐ４/Ｅ２
比が１５以上の場合を閉鎖と診断した。卵胞
液中アクチビン、インヒビン、フォリスタチ
ン、血管新生因子をイムノアッセイ法にて測
定した。 
２）卵母細胞品質判定システムの開発：顆粒
層細胞におけるアポトーシス・シグナル阻害
因子の発現を指標にして卵母細胞の品質を
評価できることが１）の成果からわかったの
で、実用できる簡便判定システムの開発を進
めた。体細胞核移植などに卵母細胞を使おう
とする場合、高い細胞毒性をもつＲＮＡ分解
酵素阻害剤と共存させることはできない。阻
害剤が存在しない場合、ｍＲＮＡはＲＮＡ分
解酵素によって容易に分解されるので、ｃＦ

ＬＩＰなどのアポトーシス・シグナル阻害因
子のｍＲＮＡを検出するシステムは高感度
であが非現実的であるので Western blot 法
を改良して免疫化学的にタンパクを定量す
る手法の開発を進めた。濾紙クロマトグラフ
ィー法の原理を応用して、細長く整形して中
央部をめがね橋のように丸く盛り上げたニ
トロセルロース製濾紙の一方から顆粒層細
胞ホモジネートの遠心分離上清を添加し、他
方からルシフェラーゼ標識抗アポトーシ
ス・シグナル阻害因子抗体を添加し、毛細管
現象を利用して両者を中央部で反応させた
後、暗黒下にルシフェラーゼ活性による発光
反応を定量的に検出するシステムの開発を
進めた。 
３）アポトーシス・シグナル阻害因子の発現
調節因子探索とその分子制御機構の解明：下
記のように研究を進めた。 
Ｂ１．アポトーシス・シグナル阻害因子ｃＦ
ＬＩＰの発現調節因子の探索：健常卵胞の顆
粒層細胞に高発現しているｃＦＬＩＰが急
速に消滅して卵胞閉鎖が誘導されることを
明らかとしたが、調節機構は未解明であるの
で、カナダ・サスカチュワン大学ロドリゲス
教授らが確立したＪＣ４１０細胞（ブタ顆粒
層細胞が形質転換することなく不死化した
細胞で、様々な生理学的特性を保持してい
る）を用いて up-regulate あるいは down- 
regulate する因子の探索を進めた。成長/生
存因子としてはたらくサイトカイン（ＴＮＦ
α、ＩＬ１β、ＩＬ６など）、性腺刺激ホル
モン、ステロイドホルモンおよびアクチビン、
インヒビン、フォリスタチン、増殖因子（上
皮細胞増殖因子、インスリン様増殖因子、血
小板由来増殖因子、線維芽細胞増殖因子、ト
ランスフォーミング増殖因子β型など）、プ
ロスタグランディン類、血管新生因子類、一
酸化窒素などを添加して細胞を培養し、アポ
トーシス阻害因子のｍＲＮＡの増減を指標
として候補物質を探索した結果、ブタ、ヤギ
などの完全性周期家畜ではＴＮＦαが顆粒
層細胞に対して増殖/生存因子として働いて
いることが分かった。不完全性周期である齧
歯類と異なり、完全性周家畜では細胞増殖シ
グナルを伝達するＴＮＦの受容体２のみが
発現していることも分かった。培養細胞を用
いた実験で、ＴＮＦαはＩＬ６の発現を
up-regulate し、その結果ｃＦＬＩＰの発現
が up-regulate されることが分かったので、
ＴＮＦαの発現を制御している上流のマス
ター因子の同定を目指した探索を継続して
いる。 
Ｂ２．アポトーシス・シグナル阻害因子ｃＦ
ＬＩＰの発現調節機構：ｃＦＬＩＰ遺伝子の
５’側の転写開始コドンから上流にむかっ
て順次核酸配列を読み進め、転写制御ドメイ
ンの解析を進めた結果、ＦＯＸＯ３ａなどの



転写因子によって転写が制御されているこ
とが分かってきているので、ＴＮＦα・ＩＬ
６軸がアポトーシス・シグナル阻害因子の転
写を up-あるいは down- regulate する場合に、
どのような転写制御因子およびその複合体
が働いているのか解明を進め、アポトーシ
ス・シグナル阻害因子の発現を直接的に制御
している分子機構を明らかにしていくこと
が望まれる。 
この探索研究の過程で growth hormone 

secretagogue 受容体の内因性リガンドとし
て我が国で１９９９年に発見されたグレリ
ンとその受容体が顆粒層細胞で発現して、ア
ポトーシス・シグナル阻害因子の発現調節を
担っていることが見いだされた。これについ
ては論文として取り纏められるだけの知見
を得るための実験を重ねる。 
４）他のアポトーシス阻害因子の探索とその
卵母細胞の品質評価における有用性の評
価：これまでの細胞死リガンド・受容体系を
介するアポトーシス・シグナルの伝達システ
ムを解明しようとする研究の過程でｃＦＬ
ＩＰ以外にもＸＩＡＰ、囮受容体３、可溶性
受容体などのいくつかの卵母細胞品質の評
価に役立つ可能性のある因子が見出されて
きている。卵胞顆粒層細胞には細胞死リガン
ドと結合する細胞外ドメインが共通である
が、細胞内にシグナルを伝達する細胞内ドメ
インが欠落している囮受容体３が発現して
いることを見出した。この囮受容体３は、健
常卵胞の顆粒層細胞には豊富に発現してい
るが、閉鎖する卵胞の顆粒層細胞では発現し
ておらず、その発現パターンはｃＦＬＩＰの
場合と類似していた。顆粒層細胞においては
細胞死受容体を介したアポトーシス・シグナ
ルはcaspase-8とＢｉｄを介して一度ミトコ
ンドリアに伝えられてから下流へと伝達さ
れる（Ⅱ型アポトーシス伝達経路）が、この
過程でゲートキーパー（ｐ５３）が伝達阻害
因子として働いている可能性が高いことが
推察された。これら阻害因子と各々の調節因
子を精査して、卵母細胞品質を評価する最適
マーカーを探索する。 
 
４．研究の成果 
胎児期に増殖し、その後減数分裂を開始し、

第一減数分裂前期ディプロテン期で分裂を停
止した卵母細胞が、顆粒層細胞（卵胞上皮細胞
）に包まれた原始卵胞の状態で休眠している。
性成熟後、性周期毎に一定数が発育しはじめる
。卵胞内では顆粒層細胞が卵母細胞を保育し、
やがて排卵に至るが、この過程で９９％以上が
閉鎖する。重要な家畜のブタと反芻家畜のヤギ
は齧歯類とは異なって完全性周期動物である。
家畜を用いて卵胞閉鎖過程を形態学的に精査
し、極初期に誘起される顆粒層細胞におけるア

ポトーシスが閉鎖の調節に支配的に係わって
いることを見出し、これを調節している分子制
御機構の解明を進めた。減数分裂を再開した二
次卵胞以降の顆粒層細胞にはＴＮＦファミリ
ーに属するリガンド（ＴＮＦα、ＴＲＡＩＬ、
ＦａｓＬなど）とその受容体ファミリーに属す
る受容体［ＴＮＦ受容体２、ＴＲＡＩＬ受容体
（ＤＲ４、ＤＲ５、囮受容体１）、ＦａｓＬ受
容体（Ｆａｓ、囮受容体３、可溶性受容体）、
リガンド不明受容体（ＰＦＧ－５）］などが発
現していること、ＴＮＦ受容体２は細胞増殖亢
進を担っていることなどを明らかにした。細胞
死リガンドと受容体は、閉鎖卵胞の顆粒層細胞
のみならず、健常卵胞の増殖中の顆粒層細胞で
も発現していたことから、アポトーシス・シグ
ナル伝達を細胞死阻害因子が阻害することで
顆粒層細胞は死滅から逃れられていると考え
られた。さらに顆粒層細胞のアポトーシス・シ
グナルは、ミトコンドリアを介して伝わる（Ⅱ
型アポトーシス伝達経路）ことが分かった。す
なわち、リガンドと結合して活性化した受容体
とシグナル伝達介在タンパク（ＦＡＤＤやＴＲ
ＡＤＤ）とが結合すると、シグナル伝達介在タ
ンパクのdeath effector domainを介してカス
パーゼ８前駆体が結合し、前駆体が分解されて
活性化する。免疫系等の多くの細胞では活性化
カスパーゼ８は、下流のカスパーゼ３前駆体を
直接分解する（Ⅰ型アポトーシス伝達経路）が
顆粒層細胞ではカスパーゼ８は一端ミトコン
ドリア外膜の透過性を調節するＢｉｄを分解
して活性化し、これによってミトコンドリアか
らチトクロームＣが放出させる。チトクローム
ＣはApaf-1とカスパーゼ９前駆体と結合して
apoptosomeを形成し、カスパーゼ９を活性化す
る。これがカスパーゼ３前駆体を分解して活性
化し、これがcaspase activated DNAse（ＣＡ
Ｄ）を活性化させる。この活性化ＣＡＤは、核
内に移行して遺伝子ＤＮＡを分断することで
アポトーシスが実行されることを明らかにし
た。健常卵胞の顆粒層細胞では、ＦＡＤＤと結
合してカスパーゼ８前駆体との結合を阻害す
るｃＦＬＩＰおよびとカスパーゼ９とカスパ
ーゼ３前駆体間のシグナル伝達を妨げるＸＩ
ＡＰなどが発現しており、これらがアポトーシ
スの進行を阻止していることが分かった。また
顆粒層細胞由来の培養細胞で阻害因子を過剰
発現させた場合には受容体依存性アポトーシ
スが阻害されること、逆にRNA silencing法で
発現を停止させると、すみやかに細胞は死滅す
ることが確認できた。これら阻害因子の発現は
ＴＮＦαとＩＬ６によって亢進することやリ
ガンド・受容体結合を阻害する囮受容体や可用
性受容体が発現して、細胞外でも細胞死を防い



でいることも分かった。何重にも配置されて顆
粒層細胞の死滅を防いでいる阻害因子は、卵母
細胞の品質を評価する指標として有用である
ことも分かってきた。今後は阻害因子を指標と
して高品質と低品質の卵子の体外成熟・受精能
、初期胚の体外培養・発生能および初期胚発生
の正常性を調べて卵子の品質評価システムの
有用性を確認するとともに阻害因子発現を調
節している分子機構の解明を深めて、より高感
度な判定システムの開発につなげる。 
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