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研究成果の概要（和文）：卵巣内の細胞間連携において、エストロゲンが卵母細胞のERと顆粒膜細胞のGRKを介してFSH
受容体作用を持続させること、KL/c-kitループが卵母細胞BMPの影響下でエストロゲンを調節することがラット卵胞細
胞での実験から示された。卵胞機能の保持に関わるメラトニンとBMPの機能連関も明らかとなり、BMPによるプロゲステ
ロン産生制御に対してメラトニン作用が拮抗すること、循環血中のBMP-9もプロゲステロン合成を抑制することが示さ
れた。さらに、BMP-4はGnRH分泌制御に重要なキスペプチン作用を抑制してエストロゲンによるGnRH分泌へのフィード
バックに影響するという新たな中枢BMP作用も示された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, using rat primary cell culture, it was revealed that 
estrogen amplifies FSH receptor activity by modulating GRK system on granulosa cells via estrogen 
receptors on the oocytes. A functional loop of kit ligand and c-kit between granulosa cells and oocytes 
was also key for the regulation of estrogen productivity in the follicles. In addition, melatonin action 
in the ovary was uncovered to be involved in the enhancement of progesterone production regulated by 
BMPs. The circulating BMP-9 was also discovered as a new luteinizing inhibitor in this study. 
Furthermore, not only in the ovary, the BMP system was revealed to be involved in the regulation of 
kisspeptin action for GnRH regulation in the central reproductive system.

研究分野：内分泌内科学、生殖内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 
 少子化が進行する本邦では、将来の社会を
維持するうえで深刻な状況にある。その中に
おいて、女性不妊の原因として卵巣機能不全
(Premature Ovarian Failure: POF・Primary 
Ovarian Insufficiency: POI)による不妊は
原因が多岐にわたるため病因の特定に苦慮
し、傷害された卵母細胞は不可逆性であるた
めに根本治療はなく、姑息的なものに留まっ
ている。この解決のためには、卵胞の発育と
機能分化、そして排卵までの生理現象の詳細
の解明が重要といえる。 
 本研究では、卵胞発育の生理として卵母細
胞因子を中心に構成される細胞間コミュニ
ケーションに着目し、骨形成蛋白(Bone 
Morphogenetic Protein: BMP)とリンクして
発現・機能する卵母細胞因子 (Oocyte 
factors)について検討し、BMP ネットワーク
として機能する生殖内分泌調節メカニズム
の解明を目指した。卵胞に発現する BMP リガ
ンド（BMP-2,-4,-6,-7 and -15）は、共通し
て顆粒膜細胞でのゴナドトロピン(FSH)によ
るプロゲステロン産生を抑制する生理活性
をもち、卵胞期における FSH 刺激による未成
熟排卵の抑制・黄体化抑制作用に寄与するが、
同じくFSHによって誘導されるエストロゲン
産生・分泌能に対しては、リガンドによって
異なる作用を発揮する。これまでの研究結果
を基盤として、卵母細胞・顆粒膜細胞間の連
携の中で、BMP の autocrine-paracrine 作用
に関与する卵母細胞因子を決定し、生殖内分
泌系における意義を探索して臨床へ還元す
べく今回の研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 
 卵巣 BMPネットワークのもたらす卵胞機能
への多彩な生理活性・ステロイド合成調節
能・細胞増殖活性などについて、細胞間コミ
ュニケーターとしてのBMP作用およびその機
序の解明、そして卵胞発育異常における病態
解明へと繋がるBMPの臨床応用を目的として、
本研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
 初年度のテーマとしては、卵母細胞と BMP
を取り巻く、卵胞内における cell-to-cell 
communication の分子メカニズムの解明と、
これに寄与する新規卵母細胞因子の探索を
目指した研究を主体に行い、次年度以降の計
画としては、卵母細胞内の BMP 発現調節機構
の解明、そして BMP 活性を活かした卵胞機能
評価ツールへの応用をテーマとして研究を
進めた。 
 研究方法としては、１）ラット・マウス卵
巣顆粒膜細胞の成熟段階別初代培養系、２）
Viability の高い卵母細胞の単離培養と卵母
細胞・顆粒膜細胞の共培養システム、３）

Chemiluminescent, Enzyme immunoassay, 
Radioimmunoassay によるステロイド測定と
GnRH・LH/FSH 測定、４）[methyl-3H]Thymidine
あるいは BrdU 取り込みを用いた細胞増殖ア
ッセイ、５）定量リアルタイムPCRによるmRNA
レベルの決定、６）Western blot による顆粒
膜細胞内シグナル伝達系の検討、７）
Luciferase assay による転写解析、８）蛋白
二次元電気泳動・MS/MS 解析などを用いた。 
 
４．研究成果 
 
 初年度の研究では、卵母細胞と BMP を取り
巻く、卵胞内の cell-to-cell communication
の分子メカニズムへのアプローチによって、
卵胞 BMP システムが、卵胞の正常な発育・ス
テロイド合成を調節する細胞間コミュニケ
ーターとして機能することが明確となった。 
 卵胞ステロイド産生は、FSH と卵巣局所因
子との相互作用により調節されている。我々
はこれまで、卵胞 BMP を中心とする卵母細胞
→顆粒膜細胞間のコミュニケーションが卵
胞ステロイド合成調節の鍵となることを報
告した。本研究では、顆粒膜細胞→卵母細胞
の連携に着目し、ラット顆粒膜細胞を用いて
エストロゲン産生調節について検討し、まず
卵胞成長の初期に重要な分子機構である顆
粒膜細胞kit ligand (KL)/卵母細胞c-kitが、
FSH によるエストロゲン産生を制御すること
を明らかにした。卵母細胞因子 BMP-15 は、
顆粒膜細胞の KL 発現を介して顆粒膜細胞の
増殖を促し、GDF-9 は顆粒膜細胞の KL 発現を
減少するが、特に卵母細胞 c-kit の活性化を
介して卵母細胞因子BMP-6,GDF-9,FGF-8の発
現が誘導されること、GDF-9/BMP-15 が FGF-8
による E2 抑制作用を増強することが新たに
示された。 
 また、卵母細胞とエストロゲン両者の存在
下で、顆粒膜細胞の FSH 受容体シグナルの増
幅メカニズムにも着目して研究を進めたと
ころ、卵母細胞とエストロゲンの共存下では
顆粒膜細胞のFSH受容体の脱感作機構である
GPCR kinases(GRK)・βarrestin システムの
機能が抑制されることが明らかとなった。さ
らに、エストロゲンは卵母細胞の存在下にお
いて、FSH 受容体シグナルの脱感作分子のう
ち GRK-2,-6 の発現を抑制することが示され
た。よって、この GRK/arrestin ファミリー
分子が、FSH 受容体シグナルの増幅因子とし
て機能していると考え、卵巣顆粒膜細胞に発
現する GRK-2,-5,-6 および βarrestin-1,2
の機能がFSH受容体活性の変化に関与する可
能性に着目して検討を進めた。GRK-siRNA お
よび Dominant negative-GRK を用いた FSH 受
容体シグナルの変化とBMP作用との関連を探
索することによって、卵母細胞・顆粒膜細胞
間の連携によるFSH受容体シグナルおよびア
ロマターゼの発現・活性亢進の機序に、FSH
受容体脱感作因子 GRK の downregulation が
関与することが新たに明らかとなった。つま



り、顆粒膜細胞で産生されたエストロゲンは
卵母細胞のエストロゲン受容体(ER)の作用
を介して顆粒膜細胞のGRK発現を減弱し、FSH
受容体の脱感作を抑制していることが示さ
れた。これらの結果より、KL/c-kit および
GRK 作動系が、BMP-15/GDF-9 に加えて FGF-8
などの卵母細胞因子の影響下で、卵胞エスト
ロゲンレベルの調節に寄与するという新た
な細胞間コミュニケーションの存在が示唆
された。 
 次年度以降の研究では、この継続研究とし
て卵母細胞とエストロゲンによる顆粒膜細
胞のFSH受容体シグナル増幅メカニズムへア
プローチする中で、卵胞機能の保持に寄与す
るメラトニンとBMPとの機能連関が明らかと
なり、BMP-6 に代表される FSH によるプロゲ
ステロン産生・分泌制御に対して、メラトニ
ン受容体であるMT1シグナルが拮抗すること
が新たに示された。臨床的な側面から、多嚢
胞性卵巣症候群(PCOS)の卵胞において BMP-6
の発現増加が認められたという複数の報告
を考慮すると、BMP シグナルと MT1 シグナル
の拮抗作用は健常なステロイド合成調節に
おいて一つの鍵となる可能性が示唆された。 
 次に、血中に比較的高濃度に存在する BMP
分子に着目して、その内分泌作用について検
討した。特に循環血中の BMP-9 に着目し、ラ
ット顆粒膜初代培養細胞を用いてステロイ
ド産生に対する影響と卵母細胞機能との関
連を検討した。結果として、BMP-9 は FSH に
より誘導された顆粒膜細胞でのエストロゲ
ン産生能には影響を与えないが、プロゲステ
ロン合成を抑制すること、またこの作用が卵
母細胞の有無により影響を受けないことが
明らかとなった。BMP-9 は、FSH による cAMP
合成を濃度反応性に抑制し、FSH により誘導
されるステロイド合成酵素(StAR・P450scc・
3βHSD)や FSH 受容体の mRNA レベルを抑制す
ること、Western blot での検討では、BMP-9
が顆粒膜細胞の細胞内シグナル伝達として
Smad1/5/8 のリン酸化を促することが示され
た。さらに、Dominant-negative BMP 受容体
および BMP の I 型受容体(ALK)阻害薬を用い
た検討から、顆粒膜細胞における BMP-9 の機
能性受容体は ALK-1/BMPRII complex である
ことが明らかとなった。興味深いことに、
BMP-9 は顆粒膜細胞にも発現が認められ、卵
胞に局在する他の BMP分子と同様に FSHによ
り誘導されるプロゲステロン合成を抑制す
る黄体化抑制因子として機能する可能性が
示唆された。 
 他方、BMP は視床下部・下垂体における
GnRH-LH/FSH 分泌制御にも直接関与するため、
視床下部GnRHニューロン(GT1-7)細胞を用い
て、BMP の影響を GnRH-LH/FSH 分泌軸におい
て検討した。その結果として、BMP-4 は GnRH
分泌制御に重要なキスペプチンの作用を抑
制しながら、エストロゲンによる GnRH 分泌
のフィードバックにも寄与するという新た
な調節系の存在が示された。また、概日リズ

ムの形成に寄与するホルモンや時計遺伝子
に着目して種々の下垂体ホルモン分泌との
関連を検討したところ、POMC と時計遺伝子
Per2 の発現において相関を認め、PRL と
Bmal1・Clock の発現レベルに正の相関を認め
た。つまり、コルチコトロープでの ACTH 産
生には Per2 が関与し、メラトニンや BMP-4
は Per2 と POMC の発現を共に抑制した。一方
で、ラクトトロープでの PRL 産生には Clock
との関連が強いが、Clock の発現はメラトニ
ンやBMP-4の影響を受けにくいことが示され
た。このように、メラトニンや BMP-4 が時計
遺伝子の発現レベルに影響を与えることで、
日内変動を持つ ACTH や PRL などの下垂体ホ
ルモン分泌調節にも二次的に作用する可能
性が示された。 
 現在、卵母細胞転写因子に着目した BMP-15
の発現調節機序の解明や、卵母細胞より分泌
される BMP蛋白(BMP-15 および BMP-6,GDF-9)
を卵母細胞機能の診断ツールとして応用す
るための研究を遂行中である。また、これま
でに報告されたヒト卵巣機能不全(POF)に特
徴的認められる BMP-15/GDF-9 プロ蛋白変異
の臨床的・生理的意義についても検討を進め
ている。 
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