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研究成果の概要（和文）：本研究課題の遂行により、以下の点を明らかにした。
(1) 正常動物とNF-H KOマウスの卵胞閉鎖時の様子・閉鎖率・排卵数・受精率・着床率などの比較において統計
学的に有意な差は見られず、NF-H分子の神経・卵における存在自体が生殖に大きな影響を及ぼす可能性は否定さ
れた。(2) IDPN投与により一過性の性腺に直接的な生殖毒性が雌雄ともに起こることを明らかにした。また、毒
性を示す濃度以下の低濃度IDPNが卵成熟において促進的に働く作用はほぼないことも明らかにした。(3) 神経変
性と関連するtauおよびFMR1の卵巣での発現とその局在の変化を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The findings are that 1) no statistical differences between wild-type and 
NF-H KO mice were found in reproductive parameters, indicating that NF-H expression itself scarcely 
influence on reproductive system, 2) IDPN showed a transient reproductive toxicity on gonads of both
 sexes directly and low dose IDPN does not promote oocyte maturation, and 3) neuronal proteins tau 
and FMR1 were expressed in specific types (including oocyte) of ovarian cells.

研究分野：生殖内分泌
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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 

生殖補助医療における問題点の実質的改善
が従来の進め方では難航していることから、
全く異なる視点からの基礎研究が必要であ
る。 
本研究課題を着想した当時行っていた研究
の中で、これまで神経特異的に発現するとさ
れてきたニューロフィラメント重鎖(NF-H)
が卵で特異的に発現し、神経変性時に見られ
るそのリン酸化が卵成熟および卵変性時に
も見られることを見出し、そのようすから卵
成熟・卵変性と神経変性との間に共通した事
象が存在するかもしれないという仮説を立
てた。 
そしてその立証のための研究を行うことに
よって、卵成熟および卵変性をより深く知る
ことができ、その基礎研究から得られた知見
を臨床応用することが可能となれば停滞す
る生殖補助医療の飛躍的な進歩につながり、
大きな社会貢献ができるのではないかと考
えた。 
 
 
２．研究の目的 

当初の目的として次の３点を設定した。 

(1) 卵変性および卵成熟における NF-Hリン
酸化の必要性とそのシグナリング経路を神
経変性研究によって得られた知見と比較し
つつ解明する。その遂行によって NF-Hの存
在自体およびNF-Hのリン酸化が生殖全体お
よび卵成熟・卵変性においてどんな意味を持
つのかを明確なものにする。特に NF-Hのリ
ン酸化が細胞の寿命と如何に関わるかを検
討した研究はなく、その詳細を明らかにする
ことは生殖分野のみならず細胞生物学的知
見としても重要なものとなる。 

(2) 神経細胞体において NF-Hの異常なリン
酸化と神経変性を引き起こすことが知られ
ている3,3'-iminodipropionitrile (IDPN)が雌
雄の性腺（特に卵巣さらには卵）および生殖
ホルモン軸の組織（視床下部・下垂体前葉・
性腺）に対する作用とその機序を解明する。
この研究の遂行により、これまで神経毒とし
てのみ知られていた IDPNの生殖における影
響（毒性のみならずポジティブな影響）につ
いて見出すことができ、その知見は単純形状
の化学分子（生体由来の複合物ではなく）の
添加によって生殖補助医療において重要な
卵成熟および卵変性を制御できる可能性を
持つことから、容易に臨床への応用が可能な
生殖補助医療において有効な手段となり得
る。 

(3) 神経変性・卵変性・卵成熟に３つの現象
に共通して存在するNF-H以外の分子につい

て、特に卵巣・卵に対する作用とその機序を
解明する。これまでに、神経特異的エノラー
ゼ（ENO2）が卵巣で発現し、神経とは異な
る発現制御機構を持つこと・NF-Hが卵特異
的に発現し、その成熟・変性時のリン酸化パ
ターンが神経変性時のそれと類似すること
（リン酸化制御機構の一部は神経変性時と
は異なることも含む）を明らかにしており、
これらの分子と同様に特に卵巣内で発現し
様々な翻訳後修飾を受けて卵変性・卵成熟な
どの卵巣における現象と関連する分子がま
だ多数存在するであろうことが示唆され、そ
の解析を進めることは卵巣機能ひいては生
殖全体をより明確に深く知る上で重要な研
究であると考える。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 正常および NF-H KOマウスの生殖軸に
関連する組織（脳・下垂体・性腺・甲状腺・
副腎など）を胎児期・思春期前・成体（性サ
イクルごと）など様々な状況下の動物から採
取し、形態学的に比較観察する。さらにその
組織中で起きていることを調べるべく、免疫
組織化学的および分子生物学的手法を用い
て特定分子の発現および局在について検討
する。血液サンプルも採取し、血中のホルモ
ン量についても測定する。特に雌個体につい
ては、卵胞閉鎖時のようす・閉鎖率・排卵数・
受精率・着床率などの比較も行う。さらに同
様な項目について、IDPN投与がどのような
影響を及ぼすか、NF-Hのリン酸化のようす
も並列して検討しながら比較解析していく。 

(2) 視床下部・下垂体前葉・性腺の生殖軸全
体における IDPNの毒性スペクトルの詳細を
知るべく、IDPN投与後に数点のタイムポイ
ントを設けて各組織をサンプリング・各々に
ついて組織学的・生化学的・分子生物学的実
験を行う。また、下垂体および性腺から分泌
される血中ホルモン量の変化・差異について
も測定する。またこれまでに、雌ラットにお
いて、投与後１週間前後をピークとしその後
改善する卵巣毒性を見出しているが、単回投
与から１ヶ月以上の長期における毒性につ
いての検討は為されていない。IDPNの単回
投与により、神経毒性は永続的に見られるた
め、一過性と思われる生殖毒性も何らかの形
で長期的に存在する可能性があり、観察期間
をさらに広げることでこの点についても検
討していく。 

(3) これまで神経特異的に発現するとされて
きた分子の中で特に神経変性との関連が知
られている分子について、成体・発生中・過
排卵処理した動物の卵巣での発現と局在を
免疫組織学的手法および分子生物学的手法



を用いて明らかにし、可能であればそれらの
発現を誘導する分子群についても検索を進
める。具体的にはアルツハイマー病・パーキ
ンソン病やニューロパチーなどを始めとす
る脳・抹消神経疾患と関連の深い分子群につ
いて卵巣での発現と局在を調べていく。 
 
 
４．研究成果 

本研究課題の遂行により、以下の点を明らか
にした。 

(1) NF-H KO マウスの性腺の形態学的観
察・血中ホルモン量・生殖行動の観察・卵胞
閉鎖時のようす・閉鎖率・排卵数・受精率・
着床率などの正常動物と比較において、統計
学的に有意な差は見られなかった。このこと
から、NF-Hが存在しなくても生殖全体のよ
うすは正常動物同様であり、NF-H分子の神
経や卵における存在自体が生殖に大きな影
響を及ぼす可能性は否定された。 

また、NF-H KO動物への IDPN投与は、永
続的な神経毒性を示すだけでなく正常動物
で見られた場合と同様に一過性の生殖毒性
を示したことから、特に性腺に対する毒性は
必ずしもNF-Hとそのリン酸化を介して起き
ているのではなく、他の経路を通じて起きて
いる可能性がある。 

一方で、NF-H の神経での異常なリン酸化や
変性卵・成熟卵におけるリン酸化がそれらの
細胞の寿命に関わるのかについては、書類手
続き上の問題から NF-H KO動物の購入が遅
れさらに繁殖が思うように進まなかったこ
とから研究期間中に明確な結果が得られて
おらず、現在もその是非を検討している状態
である。 

(2) 雌雄正常動物への IDPN投与により、永
続的な神経毒性および一過性の性腺毒性が
雌雄ともに見られること・性腺ホルモン軸の
組織の中でも視床下部および下垂体前葉へ
の IDPN投与の影響は少ないかほとんどなく、
性腺に直接的に働きかけて毒性を示すこと
を卵胞の体外培養を行うことによって明ら
かにしその成果を論文発表した。 

さらに、IDPNの長期投与が生殖に与える影
響についても年単位での検討を行っており、
一度は回復する生殖機能も IDPN投与動物で
は無投与群と比べて速やかに低下する兆候
を示す結果が得られている。現在もその詳細
全体を明らかにすべく、組織学的および分子
生物学的解析を続けている。 

また、生殖毒性を示す濃度以下の低濃度
IDPNが卵成熟において促進的に働く作用は
ないかほとんど見られないことも明らかに
したが、想定した濃度以下で促進的に働く可

能性も残されているため、現在もその解明の
ための実験を継続している。その成果は学会
発表し、論文作成中である。 

さらに、生殖全体に対する IDPNの広範な毒
性を知るべく、IDPN投与が動物の生殖行動
に与える影響についても研究を進め、雌の場
合は特に育児行動に・雄の場合は特に交尾行
動に影響を与えるという結果を得ており、神
経毒性と複合的に作用する生殖毒性につい
ても新たな知見を見出だせる可能性がある
データを得た。その成果は学会発表し、現在
論文作成中である。 

(3) NF-H 以外の神経特異的に発現するとさ
れてきた分子の中で、神経変性を伴うアルツ
ハイマー病および精神遅滞との関連が高い
分子microtubule associated protein 1 (tau) 
/ fragile X mental retardation 1 (FMR1)に
ついて卵巣での発現とその局在の変化を明
らかにした。 

FMR1は卵および顆粒膜細胞・莢膜細胞など
の細胞質に発現し、特に卵での発現が卵胞の
成長に伴って減衰することが分かった。さら
に乳児期の発生中の卵巣において、卵原細胞
から原始卵胞への転換期に FMR1 タンパク
質が発現し始めることを見出し、その成果を
論文発表した。 

tau は卵および分裂中のその他の細胞に特異
的に発現し、その発現パターンも細胞増殖
（分裂）時に大きく変動するだけでなく特に
卵での発現がNF-Hのリン酸化パターンと同
調する部分も大きく、卵変性および卵成熟に
深く関与している可能性があるため、現在も
その詳細な解析を進めており、本年学会発
表・論文投稿予定である。 
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