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研究成果の概要（和文）：近年、性ホルモンに加えて様々な成長因子やサイトカインによるネ
ットワークが生殖の調節に重要な働きをしていることが明らかにされてきた。本研究では、
新規生殖関連因子として神経栄養因子(neurotrophic factors)に着目し、それらのリガンド-
受容体システムによる女性生殖調節作用、特に初期卵胞発育、着床前期胚の発育および着床、
絨毛および胎盤の発育への作用に焦点を当て検討を行い、brain-derived neurotrophic 
factor(BDNF)/ tyrosine kinase receptor B (TrkB)シグナルが着床前期胚の発育および着床、
絨毛および胎盤の発育に重要な働きを持つことを明らかにした。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Recent studies revealed that, in addition to sex hormones, networks 
of diverse growth factors and cytokines have been shown to regulate reproductive functions. 
In this project, we focused on the roles of neurotrophic factors as novel regulators of 
female reproductive functions in early follicle growth, preimplantation embryo growth 
and implantation, and subsequent trophoblasts and placental growth. We demonstrated that 
BDNF/TrkB signaling had important roles in preimplantation embryo growth and implantation, 
and subsequent trophoblasts and placental growth. 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・産婦人科学・生殖医学 
キーワード：神経栄養因子、卵胞発育、胚発育、着床、絨毛発育 
 
１．研究開始当初の背景 
我々はこれまで生殖内分泌学の視点から、
生殖現象のうち卵成熟や受精後の着床前期
胚発育を調節する新規因子を見出してきた。
卵成熟は、下垂体前葉から分泌される

luteinizing hormone (LH)の急峻な増加（LH
サージ）によって誘導されることが知られ
ている。しかし、卵巣における LH 受容体は、
卵を取り巻く体細胞である顆粒膜細胞、莢
膜細胞に局在しており、卵自身には発現し



ていないため、卵成熟には、顆粒膜細胞、
莢膜細胞由来のパラクライン因子が関与し
ていると考えられる。このパラクライン因
子を網羅的に解明するため、ゴナドトロピ
ン投与後のマウス卵巣を経時的に採取して
DNA マイクロアレイに供し、LH サージ後に
急増する分泌タンパクのうち、受容体が卵
または卵丘細胞に存在するものを最終候補
として検討を進め、新規卵成熟因子を同定
してきた。 
 
 この新規卵成熟因子の中には、BDNF と
glial cell line-derived neurotrophic 
factor (GDNF)という2つの神経栄養因子が
含まれていた。BDNF と GDNF はマウスでは
LH サージにより顆粒膜細胞より産生され、
その受容体である TrkB と GDNF family 
receptor-alpha1(GFRA1)-ret 
protooncogene(Ret)を発現している卵に作
用し卵成熟を誘導する。BDNF と GDNF の卵
成熟作用は、我々の報告後または時を同じ
くして、他の動物種でも確認された。卵は
成熟後に排卵され、精子と受精する。受精
卵は卵割を続け着床前期胚となり、卵管・
子宮内腔を下降し、子宮内膜に着床する。
我々は、TrkB および GFRA1-Ret が着床前期
胚にも発現しており、BDNF と GDNF が卵管・
子宮から産生され、胚の発育促進、アポト
ーシス抑制作用を持つことを明らかにし
た)。 
 
 着床前期胚の最終発育段階である胚盤胞
では、TrkB および GFRA1-Ret は 2 種類の細
胞 系 譜 の う ち 、 栄 養 外 胚 葉
(TE:trophectoderm)に限局している。TE は
着床およびその後の絨毛・胎盤発育に関与
することから、BDNF と GDNF はこれらの生
殖現象にも重要な役割を果たす可能性が示
唆される。逆に、卵成熟以前の生殖現象を
考えた場合、TrkB および GFRA1-Ret は、マ
ウスおよびヒト卵巣における卵胞の初期発
育段階である原始卵胞から卵に発現が認め
られ、その後の卵胞発育により発現量が変
化する(未発表データ)。最近、GDNF がラッ
ト原始卵胞より産生され、オートクライン
作用により、原始卵胞から一次卵胞への発
育を促進させることが報告された。従って、
BDNF も初期卵胞発育に関与していること
が推測される。 

 
２．研究の目的 
これらの知見から、当初神経細胞に必須の
ホルモンとして同定された神経栄養因子が、
生殖領域においても重要な働きを持つこと
が期待され、BDNF、GDNF を含む神経栄養因
子の女性生殖現象への作用について動物モ
デルおよびヒト臨床検体を用いて検討し、

臨床応用の可能性を探ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 神経栄養因子によるゴナドトロピン非
依存性の初期卵胞発育 
 生後 5、10 日目のマウス卵巣を採取し、
その卵巣に存在する原始卵胞、一次卵胞、
二次卵胞における神経栄養因子のリガン
ド・受容体の発現を免疫染色にて検討する。
市販の抗体が利用できない場合はポリクロ
ーナル抗体を作製する。卵は非特異的に染
色されることがしばしば認められるため、
抗原による吸着試験を行う。それでも不明
瞭な場合は、in situ hybridization を用
いる。 
 
 リガンド・受容体の発現様式から初期卵
胞発育への作用が期待できる神経栄養因子
については、生後 5 日目のマウス卵巣の組
織培養下で培養液に添加して培養する。培
養終了後に固定し切片を作製して、卵巣に
含まれる卵胞の種類と数を組織学的に評価
定量する。また、受容体の特異的抑制剤、
リガンド・受容体の中和抗体が存在するも
のは、同様のアッセイにおいて、その初期
卵胞発育抑制効果について検討する。神経
栄養因子の顆粒膜細胞への作用を調べるた
め、培養終了後の検体で PCNA 染色、TUNEL
アッセイを行い、神経栄養因子の顆粒膜細
胞増殖、アポトーシスへの影響について検
討する。神経栄養因子により発育促進を行
った初期卵胞から正常成熟卵が得られるか
どうかについて、培養後の卵巣を卵巣除去
マウスに移植し、ゴナドトロピン処理後に
卵巣を摘出し、卵胞より卵を採取して体外
受精を行い、胚移植後に生仔が得られるか
を調べる。 
 
 当科の婦人科良性疾患手術の際に、性周
期のある患者より摘出された卵巣を1 mm大
に細切した卵巣断片を用いて、神経栄養因
子の発現解析を行い、可能性のある因子に
関してマウスと同様に培養し、卵胞測定を
行う。初期卵胞は卵巣表面の皮質に多く存
在するので、その部分より卵巣断片を作製
する。特異的抑制剤、中和抗体を用いた発
育抑制実験、PCNA 染色、TUNEL アッセイも
同様に行う。 
 
 これまで、初期卵胞発育に関与する因子
として GDF-9、kit ligand が同定されてい
るが、これらの因子と神経栄養因子を組み
合わせて、ヒト卵巣断片において最も効率
的な初期卵胞発育が得られる組み合わせを
探す。この際、全ての組み合わせを試すの
ではなく、全て加えた上で 1 種類づつ因子
を除いていくことで、最短の時間で結果が



得られるよう工夫する。最良の培養条件が
決定されたら、既報により凍結解凍後のヒ
ト卵巣断片を培養後、卵巣除去免疫抑制マ
ウス(SCID マウス)に移植し、ゴナドトロピ
ン処理後に卵巣を摘出し、卵胞より卵を採
取して対照群より多くの成熟卵が得られる
かを検討する。得られた卵は、G バンド法
により染色体異常の有無、DNA マイクロア
レイにより遺伝子発現異常の有無を検討す
る。倫理的な観点から、胚発生能について
は、化学的処理により卵を単為発生させ、
卵割率、胚盤胞到達率を比較検討する。 

 
(2) 神経栄養因子による着床前期胚の発育
および着床 
 妊娠マウスより各発育段階の着床前期胚
を採取し、同時期の卵管・子宮も採取する。
これらの検体における神経栄養因子のリガ
ンド・受容体の発現を免疫染色にて検討す
る。胚盤胞では、内細胞塊(ICM:inner cell 
mass)と栄養外胚葉(TE)での染色の違いに
留意する。さらに、それぞれの発現量を
real-time RT-PCR にて定量する。卵管・子
宮での神経栄養因子産生は ELISA にて定量
する。 
 
 リガンド・受容体の発現様式から着床前
期胚発育への作用が期待できる神経栄養因
子については、妊娠マウス卵管より採取し
た 2 細胞期胚の培養液に添加して培養する。
培養後の胚盤胞到達率を測定し、TUNEL ア
ッセイにより胚盤胞のアポトーシス発生へ
の影響を調べる。さらに、diffrential 
staining法により胚盤胞の細胞増殖への作
用および着床への作用について検討する。
また、受容体の特異的抑制剤、リガンド・
受容体の中和抗体が存在するものは、同様
のアッセイにおいて、その抑制効果につい
て検討する。着床前期胚は初期卵胞と異な
り、antisense や RNAi により遺伝子発現抑
制を行うことができる。従って、特異的抑
制剤、中和抗体がないものは、これらの手
法を用いて抑制効果を調べる。さらに、胚
盤胞を特異的抑制剤や中和抗体と同時に偽
妊娠マウスの子宮内に移植し、着床胚数、
着床部位の組織学的検討を行い、神経栄養
因子 in vivo での役割について検討する。
特異的抑制剤、中和抗体がないものは、一
方の子宮に発現抑制胚盤胞を移植し、コン
トロール胚を対側の子宮に移植し同様の解
析を行う。 
 
 当科の体外受精胚移植プログラムで得ら
れた余剰胚、婦人科良性疾患手術の際に摘
出された正常子宮、付属器から得られた子
宮内膜、卵管、を用いてマウスと同様の発
現解析を行う。可能性のある因子に関して

マウスと同様のアッセイを行う。ヒトでは
倫理的に胚移植による in vivo の実験は不
可能なので、摘出子宮から正常子宮内膜を
採取し、子宮内膜細胞の分離培養を行う。
余剰胚より得た胚盤胞を導入し、神経栄養
因子の添加で胚盤胞の子宮内膜上皮細胞へ
の接着能、胚盤胞由来トロホブラストの増
殖・浸潤能、などを検討する。特異的抑制
剤、中和抗体、antisense、RNAi による着
床抑制効果も調べる。 
 
(3) 神経栄養因子による絨毛および胎盤の
発育 
 マウス胎盤および胎盤より単離した絨毛
細胞における神経栄養因子のリガンド・受
容体の発現を免疫染色にて検討する。さら
に、それぞれの発現量を real-time RT-PCR、
ELISA にて定量する。 
 
 リガンド・受容体の発現様式から絨毛細
胞への作用が期待できる神経栄養因子につ
いては、マウス胎盤より単離した絨毛細胞
の培養液に添加し培養する。培養後にWST-1
アッセイ、活性化 caspase-3 定量により、
細胞増殖、アポトーシス発生への作用を検
討する。また、受容体の特異的抑制剤、リ
ガンド・受容体の中和抗体が存在するもの
は、同様のアッセイにおいて、その抑制効
果について検討する。神経栄養因子の in 
vivoにおける胎盤発育への作用を検討する
ため、妊娠マウスに特異的抑制剤、中和抗
体を注射し、胎盤・胎児重量、TUNEL アッ
セイによる胎盤アポトーシス発生、PCNA 染
色による細胞増殖能、の変化について調べ
る。 
 
 ヒトでは妊娠中絶による妊娠初期の絨毛、
分娩後の胎盤以外は入手が困難であり、分
娩後の胎盤は神経栄養因子の絨毛細胞への
作用について検討するには不適切と考えら
れることから、妊娠中絶検体からの絨毛を
用いて実験を行う。マウスと同様の発現解
析を行い、可能性のある因子に関して、絨
毛組織培養の培養液に添加し培養する。培
養後の絨毛細胞の分化増殖、遊走、浸潤を
PCNA 染色、組織学的検討により評価する。
特異的抑制剤、中和抗体、antisense、RNAi
による抑制効果も調べる。さらに、ヒト初
期絨毛を SCID マウスに移植して子宮外妊
娠モデルマウスを作製する。この際、最も
適した移植部位、生着に必要な時間を検討
しておく。絨毛細胞の生着後に特異的抑制
剤、中和抗体を投与して、絨毛細胞の発育
抑制効果があるかどうかを検討する。同時
に、特異的抑制剤、中和抗体の全身作用を
調べ、子宮外妊娠治療の薬剤としての安全
性を確認する。 



４．研究成果 
(1)神経栄養因子によるゴナドトロピン非依
存性の初期卵胞発育制御。 
 生後 5、10 日目のマウス卵巣を用いて、神
経栄養因子のリガンド・受容体の発現を検討
し、その発現様式から初期卵胞発育への作用
が期待できる神経栄養因子として、BDNF, 
neurotrophin-4/5 (NT-4/5), nerve growth 
factor (NGF), GDNF が候補として考えられた。
生後 5日目のマウス卵巣の組織培養下で、そ
れらの候補を培養液に添加して培養して卵
巣に含まれる卵胞を評価定量した。候補因子
の受容体またはリガンドの抑制剤を用い、そ
の初期卵胞発育抑制効果について検討した。
さらに、候補因子の顆粒膜細胞への作用を調
べるため、培養終了後の検体で細胞増殖、ア
ポトーシスへの作用についても検討した。候
補因子により発育促進を行った初期卵胞か
ら正常成熟卵が得られるかどうかについて、
培養後の卵巣を卵巣除去マウスに移植し、ゴ
ナドトロピン処理後に卵巣を摘出し、卵胞よ
り卵を採取して体外受精を行い、胚移植後に
生仔が得られるかを調べた。これらの結果、
候補因子はそれぞれ異なった作用を示しな
がら、初期卵胞発育に関与していることが明
らかとなった。詳細は今後論文にまとめ公表
する予定である。ヒトに関する研究では、上
記候補因子のリガンド・受容体の発現検討を
行い、ヒト初期卵胞にも発現していることが
確認された。しかし、検体の入手困難さのた
め、既報の因子とこれらの候補因子を組み合
わせた、ヒト卵巣断片培養実験は十分に行え
ていない。今後も引き続き、研究を継続する
予定である。 
 
(2, 3) 神経栄養因子による着床前期胚の
発育および着床と絨毛/胎盤の発育の制御 

 
 妊娠マウスより採取した着床前期胚およ
び子宮における神経栄養因子のリガンド・受
容体の発現の検討から、BDNF とその受容体で
ある TrkB が胚盤胞の栄養外胚葉(TE)に発現
しており、さらに子宮にも発現していること
が mRNAおよびタンパクレベルで確認された。 
BDNF/TrkBシグナルはPI3K経路を介して胚盤
胞 の outgrowth の 促 進 、 matrix 
metalloproteinase 活性を増加させ着床を促
進させる作用を有していた。BDNF/TrkB は TE
が分化して発生する胎盤 trophoblastにも発
現が認められたことから、このシグナルが着
床後の胎盤および胎児発育にも重要である
ことが考えられた。実際、BDNF/TrkB シグナ
ルは trophoblast の増殖を促進し、アポトー
シスを抑制した。In vivo では BDNF/TrkB シ
グナル抑制により胎盤発育が抑制され、その
結果胎児発育も抑制された。従って、
BDNF/TrkB シグナルは着床とその後の胎盤・

胎児発育に重要であることが明らかとなっ
た。我々は、更に trophoblast が悪性化した
絨毛癌細胞においても BDNF/TrkBシグナルが
癌細胞の増殖促進・アポトーシス抑制作用を
持つことを in vitro および in vivo の実験
により見出し、このシグナルの抑制が絨毛癌
の新たな分子標的治療となる可能性を報告
した。 
 我々は更に BDNF-TrkBシグナルがヒト絨毛
細胞の発育に重要な働きをもつことを明ら
かにした。正常妊娠および異所性妊娠絨毛に
おいて、BDNF は syncytiotrophoblasts およ
び extravillous trophoblasts (EVTs)に発現
しており、TrkB 受容体は cytotrophoblasts
および EVTs に発現していた。絨毛組織培養
において内因性 BDNF-TrkB シグナルを Trk 抑
制剤である K252a および TrkB 細胞外ドメイ
ン を 用 い て 抑 制 し た と こ ろ 、
cytotrophoblast の分化および EVT のマーカ
ーである HLA-G の減少を伴う EVT の
outgorwth の抑制が認められた。組織学的解
析ならびに糖代謝の測定結果から、これらの
抑 制 剤 は cytotrophoblast の 増 殖 能 と
cellular viabilityを減少させることが明ら
かになった。さらに、TUNEL アッセイおよび
caspase-3/7 ア ッ セ イ の 結 果 、 内 因 性
BDNF-TrkB シ グ ナ ル の 抑 制 に よ り
cytotrophoblast のアポトーシスが増加した。
ヒト絨毛組織を SCID マウスの腎被膜下に移
植し異所性妊娠モデルマウスを作製し、
K252a を投与したところ、cytotrophoblast
の分化・増殖抑制、異所性妊娠マーカーの
hCG-beta レベルの減少、アポトーシスの増加
が認められ、移植した絨毛組織の発育が抑制
された。本研究成果から、BDNF-TrkB シグナ
ルはヒト cytotrophoblast の分化、増殖、生
存に重要な働きをもち、その抑制は異所性妊
娠の新たな薬物療法の開発につながること
が示された。 
 
 本研究期間には BDNF/TrkBを中心とした神
経栄養因子の機能解析を行った。今後、これ
ら一連の研究により確立した手法を用いて
他の神経栄養因子に関しても検討を進め、神
経栄養因子の女性生殖領域における相互的
な役割を包括的に調べ、臨床応用を目指した
研究を行って行く予定である 
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