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研究成果の概要（和文）：

松果体ホルモンのメラトニンは抗酸化作用を併せ持ち、卵胞内にも高濃度に存在している。卵

胞内でメラトニンが卵や顆粒膜細胞の保護作用を有しているかどうかを検討した。マウスの卵

を用いた培養実験、ヒト顆粒膜細胞を用いた培養実験において過酸化水素で誘導される細胞障

害をメラトニンは軽減した。また不妊症患者へメラトニンを投与すると受精率、妊娠率が向上

し卵の質の改善効果を認め、顆粒膜細胞の保護作用により黄体機能も改善した。

研究成果の概要（英文）：
Reactive oxygen species (ROS) are produced within the follicle especially during the ovulatory process. 
We examined whether melatonin acts as an anti-oxidant within follicles and protects oocytes and 
granulosa cells from oxidative stress. Melatonin, secreted by the pineal gland, is taken up into the 
follicular fluid from the blood. ROS produced within the follicles, especially during the ovulation 
process, were scavenged by melatonin, and reduced oxidative stress may be involved in oocyte 
maturation, embryo development and luteinaization of granulosa cells. Our clinical study demonstrated 
that melatonin treatment for infertile women increases intra-follicular melatonin concentrations, reduces 
intra-follicular oxidative damage and elevates fertilization and pregnancy rates. Melatonin treatment also 
improves progesterone production by corpus luteum in infertile women with luteal phase defect.
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１．研究開始当初の背景 
 松果体ホルモンであるメラトニンは、明暗
刺激で分泌が調節されている中枢神経系ホ
ルモンであり、夜間に多く分泌される日内リ
ズムをもつ。睡眠覚醒、体温、種々のホルモ
ン分泌といった生体内リズムの調節の他に、
脂質代謝、糖代謝、発癌抑制や免疫調節など
多様な作用も有する。メラトニンの作用は、
内分泌作用（receptor を介した作用）のみな
らず、活性酸素を消去する抗酸化作用
（receptor を介さない直接作用）を有するこ
とが証明され、酸化ストレスを抑制すること
で細胞を保護し、多様な生理機能や種々の疾
患の発症、老化や加齢といった現象への関与
も明らかとなり注目されている。 
 排卵現象は炎症類似の現象と捉えられて
いる。排卵過程においては卵胞内で多量の活
性酸素種が発生する。一方、その防御機構と
して、卵胞内には種々の抗酸化物質が存在し
酸化ストレスから卵や顆粒膜細胞を防御し
ている。しかし、このバランスが崩れれば、
卵や顆粒膜細胞は容易に酸化ストレスを受
け、これが卵の質の低下や顆粒膜細胞の黄体
化を障害し、受精障害や黄体機能不全など不
妊の原因となる可能性が指摘されている。 
 これまでに、卵巣においてもメラトニンが
日内変動を示すこと、排卵前の卵巣で高値を
示すことや、卵胞液中にメラトニンが高濃度
に存在し、卵胞の発育に比例して増加するこ
とを、ヒトおよび動物実験で明らかにした。
すなわち、卵胞内でメラトニンが酸化ストレ
スを抑制している可能性が考えられた。

２．研究の目的 

 卵胞内におけるメラトニンの抗酸化作用

に注目し、排卵過程にある卵胞内で酸化スト

レスが卵や顆粒膜細胞の質の低下に関与す

るかどうかを検討するとともに、メラトニン

が酸化ストレスを抑制し、卵や顆粒膜細胞の

保護に働き、卵の成熟過程や顆粒膜の黄体化

に関与するかどうかを検討した。また、メラ

トニン投与が、卵の質の向上や黄体機能の改

善につながるかどうかを検討した。 

３．研究の方法 

 卵についての解析 

(1)卵胞内環境とメラトニン 

 体外受精胚移植を施行した56症例56周期に

おいて、採卵時に卵胞液を採取した。卵胞の

大きさによって、小卵胞（10-12mm）、中卵胞

（15-16mm）、大卵胞（≧18mm）に分類し、卵

胞液中の抗酸化酵素であるCu,Zn-superoxide 

dismutase (Cu,Zn-SOD)、グルタチオン、また

DNA 損 傷 マ ー カ ー と し て

8-hydroxy-2-deoxyguanosine(8-OHdG) を

ELISA法にて、メラトニン濃度をRIA法にて測

定した。 

(2)マウス卵を用いた検討 

①３週齢雌 ICR マウスに pregnant mare 

serum gonadotropin (PMSG) 10 IU を投与し、

48時間後に卵巣を摘出し、denuded oocyte を

分離採取した。酸化ストレスとして、H2O2 を

培養液中に添加して卵培養を行った。卵の成

熟過程では第一減数分裂が再開し、第一極体

の放出がみられるため、12時間培養後の卵の

第一極体放出の割合を観察した。 

②H2O2 と同時にメラトニンを添加し卵培養

を行い、12時間後における第一極体放出の割

合を観察した。 

③活性酸素と反応し蛍光発色する色素

dichlorofluorescein (DCF-DA)を添加して卵

培養を行い、蛍光顕微鏡にて卵細胞内の発色

を観察した。 

(3)メラトニン投与と卵胞内の酸化ストレス 

メラトニンの投与により、卵胞内の酸化スト

レスが低下するかどうかを検討した。体外受

精胚移植患者に採卵前周期の月経５日目よ

り採卵日の前日まで連日メラトニン錠（3 mg/

日、22：00 服用）を内服していただき、卵胞

液中のメラトニン、DNA 損傷マーカーとして

8-OHdG 、 脂 質 損 傷 マ ー カ ー と し て

Hexanoyl-lysine adduct(HEL)濃度を測定し

た。 

(4)メラトニン投与の臨床成績 

メラトニンの投与によって酸化ストレスを

抑制すれば卵の質が改善され、妊娠率の向上

に繋がるかどうかを検討した。前回の体外受

精胚移植が不成功に終わり、受精率が 50%未

満であった 115 症例を対象とし、56症例に対

して、採卵前周期の月経５日目より採卵日の

前日まで連日メラトニン錠（3 mg/日）を内

服していただき体外受精を施行し、受精率、

妊娠率について前回の体外受精周期と比較

しメラトニンの効果を検討した。また、対照

として 59 症例に対し、メラトニン投与を行

わずに次回の体外受精胚移植を施行した。 

 黄体化顆粒膜細胞についての解析 

(1)卵胞内メラトニンと性ステロイド、酸化

ストレスの関係 

体外受精胚移植を施行した86症例 86周期に



おいて、採卵時に採取した成熟卵胞の卵胞液

中の性ステロイド濃度（プロゲステロン、テ

ストステロン、エストラジオール）、メラト

ニン濃度を RIA 法にて、酸化ストレスマーカ

ーとして 8-OHdG 濃度を ELISA 法にて測定し、

メラトニンと性ステロイドホルモンや酸化

ストレスの関係を検討した。 

(2)ヒト顆粒膜細胞を用いた検討 

顆粒膜細胞に対する酸化ストレスやメラト

ニンの作用を検討するため、採卵時に採取し

た黄体化顆粒膜細胞をメラトニン単独、H2O2

単独、H2O2 とメラトニンを同時添加し、12

時間の培養を行い、培養液中のプロゲステロ

ン 濃度を RIA 法にて測定した。 

(3)黄体機能の改善にメラトニン投与が有効

かどうかを検討した。黄体機能不全症例で、

黄体血流異常を認めない25例を２群に分け、

無治療のコントロールとメラトニン投与群

でプロゲステロン値を測定した。 

４．研究成果 

 卵についての解析 

(1)卵胞内環境とメラトニン 

卵胞液中のCu,Zn-SOD、グルタチオン濃度は、

ともに卵胞発育に伴った変化は認めらなかっ

たが、メラトニンは卵胞発育に伴い卵胞内の

濃度が上昇した。さらに成熟卵胞において酸

化DNAマーカーの8-OHdGとの相関をみると、

Cu,Zn-SOD、グルタチオンとも有意な相関は認

めなかったが、メラトニンと8-OHdGには、有

意な負の相関を認めた。すなわち、メラトニ

ンが卵胞内で酸化ストレスを抑制している可

能性が考えられた。 

(2)マウス卵を用いた検討 

① H2O2 を添加しなかったコントロールでは、

第一極体を放出した卵は 92.9%であったのに

対し、H2O2 添加では 200μM 以上の濃度で第

一極体の放出が抑制された（図１）。

② H2O2 で抑制された第一極体の放出は、メ

ラトニンにより有意に改善した（図１）。す

なわち、酸化ストレスにより卵の成熟が障害

され、これをメラトニンは防御することが明

らかとなった。 

③ H2O2添加して培養した卵にDCF-DA処理を

行うと、活性酸素と反応し緑色に蛍光発色す

るが、H2O2 非添加群の卵では発色を認めなか

った。H2O2 添加での発色強度は、メラトニン

を同時添加すると有意に抑制された（図２）。

したがって、メラトニンは卵細胞内において

も抗酸化作用を発揮していると考えられた。

(3)メラトニン投与と卵胞内の酸化ストレス 

メラトニン投与により卵胞液中のメラトニ

ン濃度はメラトニン非投与周期に比較し有

意に増加した。メラトニン非投与周期とメラ

トニン投与周期における卵胞液中の 8-OHdG

濃度と HEL濃度から、メラトニン投与は、卵

胞液中のメラトニン濃度を上げ、酸化ストレ

スを抑制することが明らかとなった。 

(4)メラトニン投与の臨床成績 

前回の体外受精周期の受精率は約 20％であ

ったが、メラトニン投与周期では受精率は約

50％と有意に改善した。また 56 周期中 11 周

期（19.6%）に妊娠が成立した。一方、前回

の体外受精で受精率が不良であったがメラ

トニン投与を行わなかった 59 症例では、受

精率は改善を認めず、妊娠成立も 59周期中 6

周期（10.2%）であった。すなわち、メラト

ニン投与により卵の質と受精率の改善を認

め、妊娠率の向上に繋がった。 

 黄体化顆粒膜細胞についての解析 

(1)卵胞内メラトニンと性ステロイド、酸化

ストレスの関係 

成熟卵胞液中の性ステロイド濃度とメラト

ニン濃度との関係では、テストステロン、エ

ストラジオールとは相関を認めなかったが、

プロゲステロンとメラトニンには有意の正

の相関を認めたことから、卵胞内でメラトニ

ンがプロゲステロン産生に関与している可

能性が考えられた。また、メラトニン濃度と

8-OHdG 濃度との間、 progesterone 濃度と

8-OHdG 濃度との間には負の相関を認めた。し



たがって、排卵前に卵胞内で上昇するメラト

ニンは顆粒膜細胞の酸化ストレスを抑制し、

プロゲステロン産生に貢献している可能性

が考えられた。 

(2)ヒト顆粒膜細胞を用いた検討 

メラトニン単独添加では、プロゲステロン産

生に明らかな変化を認めなかったが、H2O2 添

加では、濃度依存性にプロゲステロン産生の

抑制を認めた（図３）。H2O2 とメラトニンの

同時添加培養では、H2O2 により抑制されたプ

ロゲステロン産生は、メラトニン添加により

有意に改善を認めた（図３）。同様の実験を

10 症例に行い、9例において同様の傾向を認

めた。酸化ストレスにより顆粒膜細胞の黄体

化が抑制されるが、これをメラトニンは防御

することが明らかとなった。

(3)メラトニン投与でプロゲステロンは有意

に上昇し、無治療群では11例中2例とほとんど

改善がみられなかったが、メラトニン投与で

は14例中9例 (64.3％) で黄体機能不全から

改善を認め、メラトニン投与は黄体機能を改

善することが示された。 
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