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研究成果の概要（和文）：卵巣内での酸化ストレス経路に転写因子Nrf2/Keap1経路およびp53/Mdm2経路が関与す
る知見をもとに、本研究では、これら経路に直接的に作用する低分子化合物が、卵巣老化により生じる病理学的
変化、および卵子数の減少に対しどのような影響を及ぼすかを、ヒト卵巣顆粒膜細胞の初代培養系に加えマウス
を用いた実験で明らかにした。Nrf2機能を亢進させるジメチルフマル酸DMFをマウスに投与し卵巣における病理
学的変化を観察したところ、DMF投与マウスは卵子が温存されていること、抗ミュラー管ホルモン値が対照群よ
り増加し、酸化ストレスマーカーであるの発現が対照群より増加していたことなどが示された。

研究成果の概要（英文）：Based on the findings that the transcription factor Nrf2/Keap1 and p53/Mdm2 
pathways are involved in the oxidative stress pathway in the ovary, low molecular weight compounds 
that act directly on these pathways are considered as a possible candidates for quenching ovarian 
aging in this study. The effects on the phenotypical changes and the decrease in the number of eggs 
were clarified by experiments using mice in addition to the primary culture system of human ovarian 
granulosa cells. After administration of dimethylfumarate, which enhances Nrf2 function,  
pathological changes in the ovaries were observed. DMF-administered mice showed that the number of 
eggs were preserved, the anti-Mullerian hormone level was higher than that of the control group, and
 oxidative stress markers were increased compared to the control group.

研究分野：産婦人科学

キーワード： 卵巣　酸化ストレス　老化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりラットを用いた実験系においてNrf2の病態生理を追求することが出来た。Nrf2機能を促進すること
が実際に生体においても抗酸化メカニズムを持つことが示せたことは、分子細胞生物学的理解を深める上で大き
い。今回得られた知見は、ヒトへの臨床応用をする上で大前提となるものであり、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りうる。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。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－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) 
に転写因子として結合し、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
に制御する一方、非酸化ストレス条件下において Nrf2 は、E2 ユビキチンリガーゼである 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抑制的制御を受けることで、
ストレス応答型の転写防御システムを形成していることが知られるようになった。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。また、今回の研究で我々
が注目していた Mdm2 は、ヒトのがんの約半数で異常があるといわれているゲノムの守護神 p53
の発現をユビキチン・プロテアソーム系により抑制的に制御するユビキチンリガーゼである。
p53 の機能は細胞周期停止、細胞死誘導、オートファジー誘導など細胞を防御的に制御するが、
Mdm2 はその p53 機能に拮抗することから、Mdm2 の機能異常は発がん的な側面を持つとされて
いる。われわれが以前おこなった研究では、酸化ストレスシグナルにより Mdm2 発現量が増加
することを見出しており、本研究においては Nrf2 と Mdm2 の機能制御と酸化ストレス制御の関
連を検討することを当初目的としていた。 
 産婦人科領域においては、近年、発がん、卵巣機能のみならず、妊娠高血圧症においても ROS
が関与することが指摘されており、普遍的な現象と捉えられる。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胎生期に
最大数となり、以降細胞死メカニズムにより数が減少し、残存している卵子も劣化のみが進行す
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ことが考えられている。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、健常な卵子を温存する目的においても重
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、卵巣顆粒膜細胞は卵子の正常な発育過程に必須であることから、卵巣顆粒膜細胞
における酸化ストレス経路を解析することで、卵子の保護に結び付けられないかどうかという
事象についてこれまで検討を重ねてきた。特にサーチュインファミリー分子について検討を重
ね、核内に局在する抗老化因子として知られる SIRT1 の卵巣における機能、ミトコンドリア局
在の SIRT3 の機能についてこれまでに報告してきた。顆粒膜細胞に存在する SIRT1 および 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、
SIRT1 および SIRT3 の活性化を特異的に司る臨床応用可能な低分子化合物は存在しない。先タ
ームの研究において、Nrf2 の卵巣および卵子の発育過程での機能解析を本申請者はおこない、
Nrf2 機能を高める低分子化合物・ジメチルフマル酸 DMF が臨床応用可能であるかどうかの基礎
的知見を得た。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。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、in vitro における Nrf2 の機能を、ヒト卵巣顆粒膜細胞を用いて解析していた。こ
のような背景のもと、本申請者は Nrf2 を賦活化する低分子化合物の生体での機能を解明し、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マウスモデル研究
を行った。また、Mdm2 の機能を調節する低分子化合物もあることから、こちらについてはヒト
卵巣顆粒膜細胞を用いて in vitro レベルでの実験をおこなった。 
 
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。 
3-1 マウスにおける DMF 投与の検討 
32 週齢 BALB/c マウス各 15 匹に対し、DMF 投与群（50 mg/kg）にはヒトにおける DMF 投与量
を参考にした量で、またはコントロール群には溶解基材を 16 週間投与した。有害事象がないの
を確認しつつ投与期間が終了したマウスは、安楽死させた上で、卵巣を摘出し、採血をおこなっ
た。 



3-2 マウスにおける DMF 投与後の卵巣マクロ所見と調節卵巣刺激～体外受精による卵子数およ
び胚発生の検討 

加齢に伴い卵子数は減少することが知られている。そのため、摘出した卵巣の連続切片を作成し、
原始卵胞、一次卵胞、二次卵胞、発育卵胞の数を計測した。卵巣の連続切片は卵巣 1 個あたり 20
μm にて切片を作成して、5 枚ごとの切片を選択することにより 1 個（1 匹）の卵巣の総数と判
定した。体外受精・胚移植プログラムにおいて用いられる過排卵誘発を模したマウスの排卵誘発
刺激は、7.5IU の pregnant mare’s serum gonadotropin を投与し、47～49 時間後に human Chorionic 
Gonadotropin 7.5IU を投与して、卵管～卵管采に存在する卵子を得た。 
3～6 ヶ月齢のオスマウスの精巣上体から精子を回収し、6～7x105 sperm/ml の濃度で精子を調整
し、human tubal fluid 内で培養していた上記卵子と掛け合わせることで胚を得て、胚発生も検討
することができた。 
3-3 DMF 投与により制御される因子の分子的検討および組織学的検討 
採血をおこない、血清での Nrf2 と卵巣予備能の重要な指標として知られる抗ミューラー管ホル
モン AMH を ELISA 法にて測定した。得られた卵巣を用いて各種検討をすることとし Nrf2、
Keap1 に加え、NQO1、SOD1、Catalase 等の抗酸化酵素の発現レベルを定量的 RT-PCR 法および
ウェスタンブロット法にて調べた。テロメア長は細胞の老化レベルを見る上で重要な指標とな
るため、telomerase reverse transcriptase (TERT)の発現を定量的 RT-PCR 法で検討した。 
また、組織における酸化ストレス状態を検討するため、Nrf2 および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)の発現を免疫細胞染色法に
て評価した。卵巣組織の細胞死レベルを検討する目的で Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) 
dUTP Nick-end labeling (TUNEL)アッセイをおこなった 
3-4 ヒト卵巣顆粒膜細胞における Mdm2 の発現検討 
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。
Mdm2 を RNAi によりノックダウンした場合に、GC における抗酸化状態を検討する目的で、
Mdm2 分解標的である p53、Catalase、SOD1 などの mRNA の発現量変化を定量的 RT-PCR 法に
ておこなった。 
 
４．研究成果 
4-1 マウス卵巣における DMF 投与の影響の検討 
DMF 投与による有害事象は認めず、コントロールと比較しても体重減少などはみられなかった
（DMF group: 28.9 ± 0.43 g vs control group: 29.1 ± 0.43 g, p = 0.76）。 
HE 染色により、原始卵胞、一次卵胞、二次卵胞、発育卵胞の数を検討したところ、原始卵胞の
数においては DMF 投与により増加が認められたが、それ以降の卵胞については群間差がみられ
なかった（図 1）。 
 
図 1 コントロール群および DMF 群間での卵胞数の比較 

 
また、マウスの過排卵誘発刺激により得られた卵子の数は、DMF 群の方が有意に多かった。 
その一方で、胚発生状態については両群において有意な差は認めなかった（図 2）。 
 
図 2 コントロール群および DMF 群間での過排卵誘発により得られた卵子数の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 

卵巣予備能の指標である AMH は DMF 群の方が有意に高いため、この組織学的所見と合致する
ものと考えられた（図 3）。 
 



図 3 コントロール群および DMF 群間での血清 Nrf2 および AMH 値の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4-2 コントロール群および DMF 群間での抗酸化因子発現の比較検討 
本内容については、得られた卵巣を用いて、定量的 RT-PCR 法およびウェスタンブロット法によ
り各遺伝子の発現レベルを比較検討した。DMF の生体投与は Nrf2 の発現量を減弱させた。それ
に合致するように、Catalase, SOD1, NQO1 など、代表的な抗酸化因子は発現レベルが mRNA レ
ベルにおいても、タンパク質レベルにおいても上昇していることが明らかとなった（図 4）。 
 
図 4 コントロール群および DMF 群間での Nrf2, Catalase, SOD1, NQO1 の発現比較（A:定量的
RT-PCR B: ウェスタンブロット法） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、細胞のテロメア長を規定する因子である TERT の発現を検討したところ、DMF 群におい
てその発現が亢進していることが明らかとなり、DMF 投与は卵巣において抗老化的に作用する
ことが明らかとなった（図 5）。 
 
図 5 コントロール群および DMF 群間での TERT の発現比較（A:定量的 RT-PCR B: ウェスタ
ンブロット法） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



4-3 組織における DMF の抗老化作用の検討 
これまでの結果から、DMF は生体においても抗酸化作用をもち、卵巣においてもその作用があ
ることが明らかとなった。組織においていかなる影響が現れているのかを検討する目的で、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）
の発現を免疫組織化学染色法により検討した。以前の検討により卵巣顆粒膜細胞においては 8-
OH-dG は Nrf2 と同様の挙動をするため、Nrf2 は GC の酸化ストレスによる DNA 損傷に関与す
ることが示されていたが、それと合致するように、DMF 投与を受けた卵巣においては Nrf2 のみ
ならず 8-OH-dG の発現が減少していたため、DMF は組織の酸化ストレスレベルを減少させるこ
とが推察された（図 6）。 
 
図 6 マウス卵巣におけるコントロール群および DMF 群間での Nrf2, 8-OH-dG の発現比較 

さらに、卵巣組織における
細胞死レベルを検討する目
的で TUNEL アッセイをお
こなったところ、DMF 投与
により卵巣組織における
TUNEL陽性細胞が減少して
いることが示された（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 マウス卵巣におけるコントロール群および DMF 群間での TUNEL アッセイ比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4-4 ヒト卵巣顆粒膜細胞における Mdm2 発現と酸化ストレスレベルの検討 
ヒト卵巣顆粒膜細胞の初代培養系を用いて Mdm2 と Mdm2 により制御される p53 の発現レベル
が酸化ストレスレベルにどのような影響を与えるのかを、培養細胞に代表的酸化ストレスであ
る過酸化水素を付加することで検討したところ、用量依存的に Mdm2, p53 が上昇することが見
いだされた。既知の通り Catalase,NQO1, SOD1 などの発現レベルは上昇した。本検討では Mdm2
の発現レベルに影響を与える低分子化合物と用いた検討をおこなう予定であったが、p53 の発現
状態とも一貫した結果が得られなかったため、この時点で検討を終えている。 
 
本研究によりマウスを用いた実験系において、Nrf2 の病態生理を追求するだけでなく、実際に
Nrf2 の活性を高める低分子化合物を用いると、卵巣全体の酸化ストレスレベルを調節出来るだ
けでなく、組織レベルにおいて、抗酸化メカニズムがあることを示すことが出来た。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は、既に以前の研究において明らかとしているが、実際に生体において
も抗酸化メカニズムを持つことが示せたことは、分子細胞生物学的理解を深める上で大きい。
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り、これらの結果を併せて考えると、DMF が卵巣組織
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は、DMF が卵巣機能温存剤としてサプ
リのように使用されうる可能性が示された。DMF のような低分子試薬を使用することが卵巣顆
粒膜細胞の酸化ストレス軽減だけでなく、卵子の個数やその微小環境に好影響を与え、卵子の酸
化ストレス軽減に直結することが推察された。今回得られた知見は、ヒトへの臨床応用をする上
で長足の進歩となるものであり、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、実際の臨床試験を通じ
て提案することが今後の検討課題であろう。 
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