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研究成果の概要（和文）：Nrf2とその調節因子Keap1が、酸化ストレス経路を介して卵巣のステロイド分泌の制
御および抗酸化作用を制御するメカニズムを初代培養ヒト卵巣顆粒膜細胞を用いて解明した。Nrf2をsiRNA法で
ノックダウンしても、卵巣ステロイド合成系には影響なかったが抗酸化作用が減弱することから、Nrf2は顆粒膜
細胞における酸化ストレス耐性機能を有することが示された。Nrf2の下流因子として抗酸化因子SOD1, Catalase
とDNA損傷応答因子であるOGG1を同定した。Nrf2のユビキチン・プロテアソーム系による分解を抑制するジメチ
ルフマル酸によりNrf2の抗酸化作用が強く維持されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Nuclear factor-E2-related factor 2 (Nrf2) and its regulator Kelch-like 
ECH-associated protein 1 (Keap1) are one of the most important defense mechanisms against oxidative 
stress (OS). Dimethylfumarates (DMF) is an activator of Nrf2, and we investigated the possibility of
 DMF as a therapeutic drug for OS in human granulosa cells (GCs). We aimed to determine whether DMF 
alleviates OS in GCs. The mRNA and protein levels of Nrf2 and antioxidants were upregulated by H2O2 
in human GCs, and DMF treatment showed similar results through activation of Nrf2. Knockdown of Nrf2
 decreased the mRNA and protein levels of antioxidants in human GCs. DMF treatment of GCs activated 
Nrf2 and reduced intracellular ROS generation.  
 Our results show that activation of Nrf2 by DMF might lead to alleviated OS in human GCs, and this 
will lead to better outcomes in infertility treatment.

研究分野： 産婦人科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 転写因子 NF-E2-related factor 2（Nrf2）は元
来βグロビンの発現制御をおこなう転写因
子として同定されたが、生体の酸化ストレス
をもたらす活性酸素種（ROS: reactive oxygen 
species）により活性化され、酸化ストレスの
制御を司る DNA 領域である antioxidant 
responsive element (ARE) に結合し、下流の酸
化ストレス応答因子である GSTA2、NQO1 な
どの発現を正に制御することが明らかとな
った。一方、非酸化ストレス条件下において
Nrf2 は、Keap1 によりユビキチン・プロテア
ソーム系依存性の分解を受けるという、スト
レス応答型の転写防御システムを形成して
いる。現在では Nrf2 が酸化ストレス防御機構
の中心的役割を担い、この防御機構が破綻す
ることにより易発癌性、酸化ストレスに対す
る感受性亢進、炎症および免疫系異常がもた
らされることが明らかとなっている。Nrf2 ノ
ックアウトマウスは血液学的異常もなく正
常に発育可能であるが、中枢性脱髄疾患であ
る多発性硬化症に類似した白質脳症を起こ
すことが報告された。 
 ヒト卵子の劣化は思春期以降加速度的に
進み、30 代後半に至ると生殖能力の低下が顕
著となる。卵子は再生産されず劣化のみが進
行するが、その要因の一つとして酸化ストレ
スの蓄積が重要である。産婦人科領域におい
ては、機能的黄体退縮や排卵現象に ROS が関
与する。正常な体内では ROS と ROS を消去
するスカベンジャーとの均衡が保たれてい
るものの、加齢によって酸化ストレス耐性機
構の破綻が生じると、ROS が蓄積することで
卵や顆粒膜細胞が酸化ストレスを受け、卵の
質の低下や顆粒膜細胞の黄体化障害などが
起き、不妊症の原因となると考えられている。
よって卵巣における酸化ストレス経路の解
明は重要な課題である。卵巣の過剰な老化促
進状態を呈する早発閉経は 40 歳未満で卵巣
機能が低下し無月経となった状態と定義さ
れる。早発閉経は 40 歳未満女性の 1%、30
歳未満女性の 0.1%に認められ、排卵する卵子
が存在しないため絶対的不妊になるが、老化
と酸化ストレスは密接に関連していること
から、早発閉経における酸化ストレスの意義
の解明も急務である。 
 
２．研究の目的 
 本申請者は卵巣顆粒膜細胞における酸化
ストレス経路において、ミトコンドリア局在
のサーチュインファミリーSIRT3 の関与をこ
れまでに報告してきた。卵巣顆粒膜細胞は卵
子の正常な発育過程に必須であり、顆粒膜細
胞に存在する SIRT3 は卵胞発育、黄体機能に
関連した遺伝子発現を正に制御する機能が
明らかとなった一方で、SIRT3 が核内の転写
メカニズムへ及ぼす作用については未解明
であり、Nrf2 の卵巣および卵子の発育過程で
の機能解析はいまだ存在しない。研究計画を

進める上で、本申請者はヒト卵子および卵巣
顆粒膜細胞において Nrf2 の発現を認めるこ
とを、免疫組織化学染色にて確認していた。
このような背景のもと、本申請者は Nrf2 のヒ
ト卵巣顆粒膜細胞での機能を解明し、Nrf2 を
利用した新しい卵巣老化の診断方法や治療
への臨床応用に展開するための基礎研究を
行った。本研究は、転写因子 Nrf2 およびその
調節因子 Keap1 が、酸化ストレス経路を介し
てヒト卵巣顆粒膜細胞のステロイド分泌の
制御および増殖をどのように調節している
かを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は以下の手法に分類して検討をおこ
なった。 
1. Nrf2 およびその調節因子 Keap1 の卵巣

における発現の検討 
 卵巣の組織切片を用いて、原始卵胞や一次
卵胞、前胞状卵胞、胞状卵胞、黄体における
Nrf2 および Keap1 の発現、その局在を検討す
る。卵巣は子宮頸癌または子宮体癌で卵巣を
摘出された患者の標本を用いることで、年齢
に応じた発現の変化も検討した。 
2. Nrf2 によるヒト顆粒膜細胞での性ステ

ロイド合成調節機構の解明 
 体外受精・胚移植プログラムにおいて得ら
れるヒト黄体化顆粒膜細胞（GC）を初代培養
した。Nrf2 を RNAi によりノックダウンした
場合に、GC におけるエストロゲンおよびプ
ロゲステロンの生合成量の変化を検討する
ため、両者の生合成に関連する酵素の発現を
検討した。これで Nrf2 の標的となるステロイ
ド合成酵素を同定しようと試みた。 
 Nrf2 の標的となるステロイド合成酵素の検
索には、ステロイド産生遺伝子群（アロマタ
ーゼ、StAR、3-βHSD、LH 受容体、P450scc
など）の mRNA の発現量変化を定量的 PCR
法にておこなった。 
 
3. Nrf2 発現に制御される因子の同定と細

胞内における Nrf2 発現レベルと酸化ス
トレスレベルとの相関 

 GC に過酸化水素を添加し、Nrf2、Keap1
の発現レベル、NQO1、SOD1、Catalase 等の
抗酸化酵素や、ミトコンドリア内および核内
DNA の酸化損傷を速やかに修復する酵素
OGG1 (8-oxoguanine glycosylase 1）発現レベル
を定量的 RT-PCR 法で調べた。また、細胞内
活性酸素レベルを検討するため、蛍光細胞染
色色素（DCF-DA）を培養細胞に添加し、内
在性 Nrf2 をノックダウンした細胞とコント
ロールとで比較した。酸化ストレスを受けた
DNA の指標となる 8-OH-dG (8-hydroxy-2’
-deoxyguanosine： DNA を構成する塩基の一
つ deoxyguanosine の 8 位が ヒドロキシル化
された構造を持つ DNA 酸化損傷マーカー)の
発現を蛍光免疫細胞染色法にて評価した。 
 



4. Nrf2 のユビキチン・プロテアソーム系
による分解を抑制するジメチルフマル
酸の臨床応用へ向けた基礎的実験 

 Nrf2 経路を選択的に活性化させる内服治
療薬・ジメチルフマル酸 BG-12（以下 DMF）
が、多発性硬化症の治療として 2017 年より
臨床応用されるようになった。DMF を卵巣顆
粒膜細胞に付加し、評価することで、卵巣に
対する作用を検討した。 
 
４．研究成果 
1. Nrf2 およびその調節因子 Keap1 の卵巣

における発現の検討 
 当院において子宮頸癌または子宮体癌で
卵巣を摘出された患者の卵巣の組織切片を
用いて、原始卵胞や一次卵胞、前胞状卵胞、
胞状卵胞、黄体における Nrf2 および Keap1
の発現、その局在を検討したが、両者は卵巣
顆粒膜細胞、莢膜細胞において発現しており、
卵胞の発育状態において大きな変化を示さ
ないことが判明した。卵巣は年齢に応じた発
現の変化に関しても一定の傾向はないこと
が判明した。 
2. Nrf2 によるヒト顆粒膜細胞での性ステ

ロイド合成調節機構の解明 
 本内容については GC を培養し研究に用い
た。GC において内在性に発現する Nrf2 を
RNAi 法を用いてノックダウンすることで、
Nrf2 の発現量を減弱させた。この条件下で
GC におけるエストロゲンおよびプロゲステ
ロンの生合成量の変化を検討する目的で、ス
テロイド産生遺伝子群（アロマターゼ、StAR、
3-βHSD、LH 受容体、P450scc など）の mRNA
の発現量変化を定量的 PCR 法にておこなっ
たところ、StAR 遺伝子は Nrf2 発現量と比例
することが判明したが、アロマターゼ、3-β
HSD、LH 受容体、P450scc などは Nrf2 発現
量と相関せず、エストロゲン、プロゲステロ
ン量を ELISA 法にて測定するも、Nrf2 発現
とも相関しないため、Nrf2 は卵巣の黄体化に
は影響を及ぼさないことが明らかとなった。 
 
3. Nrf2 発現に制御される因子の同定と細

胞内における Nrf2 発現レベルと酸化ス
トレスレベルとの相関 

 GC に過酸化水素を添加し、Nrf2 の発現レ
ベル、SOD1、Catalase、OGG1 等の抗酸化酵
素発現レベルを定量的 RT-PCR 法で調べたと
ころ、予想されていた通り Nrf2 発現が上昇す
ることと、その他の酵素も発現が上昇するこ
とが示された。反対に Keap1 の発現量は減少
していた。SOD1、Catalase と OGG1 の発現は
過酸化水素投与で上昇するだけでなく、Nrf2
発現の増減と一致することが明らかとなっ
たことから、Nrf2 はこれら酵素の制御因子で
ある可能性が示され、卵巣顆粒膜細胞の酸化
ストレス制御において重要であることが分
かった。また、DNA の酸化ストレスダメージ
に伴い発現が上昇する遺伝子 8-Oxoguanine 
DNA glycosylase（8-OH-dG）の発現も Nrf2 と

同様の挙動をすることから、Nrf2 は GC の酸
化ストレスによる DNA 損傷に関与すること
が示された。細胞内活性酸素レベルを検討す
るため、蛍光細胞染色色素（DCF-DA）を培
養細胞に添加し、内在性 Nrf2 をノックダウン
した細胞とコントロールとで比較すると、
Nrf2 発現レベルと一致することが明らかと
なった。これらの結果を併せて、Nrf2 が細胞
の酸化ストレスレベルに関与すること、Nrf2
発現レベルを変化させることで細胞内酸化
ストレスレベルを変えうることが示され、
Nrf2 は GC の酸化ストレスを予防するための
標的遺伝子となり得る可能性が示された。 
 
4. Nrf2 のユビキチン・プロテアソーム系

による分解を抑制するジメチルフマル
酸の臨床応用へ向けた基礎的実験 

Nrf2 経路を選択的に活性化させる内服治療
薬ジメチルフマル酸 DMF が、多発性硬化症
の治療として 2017 年より臨床応用されるよ
うになった。この試薬の卵巣に対する作用を
検討する基盤として、GC を用いて DMF が酸
化ストレス環境を改善出来るかどうか検討
した。SOD1、Catalase、OGG1 等の抗酸化酵
素発現レベルを定量的 RT-PCR 法で調べたと
ころ、予想されていた通り DMF 投与により
内在性 Nrf2 発現が上昇することと、その他の
酵素も発現が上昇することが示された。反対
に Keap1 の発現量は減少していた。よって
DMF を細胞に投与することが卵巣顆粒膜細
胞の酸化ストレス制御において重要である
ことが分かった。また、8-OH-dG 発現、蛍光
細胞染色色素（DCF-DA）を DMF 投与後に検
討したところ、DMF は酸化ストレスレベルを
低減することと一致することが明らかとな
った。これらの結果を併せて、DMF が細胞の
酸化ストレスレベルを減弱させるように関
与することが示され、DMF は GC の酸化スト
レスを予防するための治療薬となり得る可
能性が示された。 
  
本研究によりヒト検体を用いた実験およ

び培養細胞系を用いた実験の両面から Nrf2
の病態生理を追求することが出来た。Nrf2 お
よび Keap1 といったタンパク群が、顆粒膜細
胞の酸化ストレスメカニズムをいかに修飾
しているのか、という事象についての分子細
胞生物学的理解を深めることが可能になっ
た。酸化ストレスが蓄積する異常状態におい
てそれを改善するための試薬を使用するこ
とが GC の酸化ストレス軽減、ひいてはその
微小環境に影響を受ける卵子の酸化ストレ
ス軽減に直結することが推察される。今回得
られた知見を元に、ヒトへの臨床応用を前提
として DMF が酸化ストレス蓄積を改善する
ための一つの治療選択肢となることを今後
追求したい。そうすることによって、DMF
が近年の晩婚化の影響で初婚年齢、初回出産
年齢が遅れる傾向にある日本人女性におけ
る新たな治療選択肢となり得ることを提案



することが本課題に課せられた今後の検討
課題であろう。 
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