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研究成果の概要（和文）：少子化の進行する現代日本において女性不妊は深刻な問題である。卵巣内の機能ユニットで
ある卵胞の発育・機能分化そして排卵までの生理現象のメカニズムの詳細が十分に解明されていないことも不妊の理由
の一つである。
　今回の研究では、この卵巣における卵母細胞と顆粒膜細胞が互いに細胞間コミュニケーションをとり、卵胞発育に影
響を与えていることが解明された。

研究成果の概要（英文）：Female infertility is an important problem with declining birthrate in Japan. 
Oocytes and granulosa cells communicate with estrogen to stimulate FSH action in rat ovary.

研究分野：内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 少子化の進行する現代日本において女性
不妊は深刻な問題である。なかでも原発性卵
巣機能不全は正常妊娠に必須の卵巣自体が
障害されて不妊となるため、排卵誘発は極め
て困難であり、人工授精や体外受精などの治
療法も難しく、現在のところ有益な治療法は
確立されていない。この卵巣機能不全の治療
が困難である最大の理由は卵巣内の機能ユ
ニットである卵胞の発育・機能分化そして排
卵までの生理現象のメカニズムの詳細が十
分に解明されていないことが挙げられる。 
 これまで我々は、卵巣に特に強い発現を認
め、卵胞発育を調節する新しい細胞増殖因子、
骨形成蛋白(Bone Morphogenetic Protein: 
BMP)に着目して研究を進めてきた。BMP-15
遺伝子変異は実際にヒトでの卵巣機能不全
を引き起こすことも報告されており（Am J 
Obstet Gynecol.198: 84e1, 2008）、黄体ホル
モン（LH）受容体や卵胞刺激ホルモン（FSH）
受容体、Estrogen受容体遺伝子なども卵巣機
能不全の原因遺伝子とされている（Arch 
Gynecol Obstet. 283: 635, 2011）。卵巣では
BMPは顆粒膜細胞に対してProgesterone抑
制因子として働くが、卵母細胞が存在するこ
とでステロイド産生能に違いがあることよ
り、卵母細胞と顆粒膜細胞の細胞間コミュニ
ケーションが存在することが明らかとなっ
た。卵母細胞の働きとしては、BMP-Smad
シグナルの増強、FSHによるMAPKの増強、
Estrogen と協調し、FSH 受容体シグナルの
活性化などが認められた。また、排卵に関与
するといわれている卵母細胞因子である線
維 芽 細 胞 増 殖 因 子 (Fibroblast Growth 
Factor: FGF)-8が BMP-Smadシグナル作用
を増強することにより、顆粒膜細胞でのステ
ロイド産生を調節することも明らかとなっ
た。このように卵母細胞由来の BMP-6/-15, 
GDF-9, FGF-8は卵胞における卵母細胞－顆
粒膜細胞間の機能的ネットワークを形成し
て卵胞発育を巧みに調節することが解明さ
れた。 
 
２．研究の目的 
 初年度の研究としては、顆粒膜細胞 kit 
ligand-卵母細胞 c-kit を通じて、卵母細胞－
顆粒膜細胞間ネットワークの相互機能的連
関について研究を進める。in vitro での卵胞
成熟における FSH / ER / BMP / FGF / kit 
ligand systemの相互作用の解析を行う。 
 卵巣での BMPの働きについては、自然発症
した不妊のヒツジで BMP-15 の遺伝子異常
が報告され、一方で多産のヒツジから BMP
受容体変異が報告された（Nature Genet 25: 
279, 2000）。そして 2004年には卵巣機能不
全ヒトで BMP-15 のプロ蛋白変異が発見さ
れ（J Biol Chem 278: 3713, 2004）、ヒトに
於ける不妊・卵巣機能異常における BMP 分
子の重要性が認識された。卵巣では、卵母細
胞・顆粒膜細胞・莢膜細胞の３つの卵胞構成

細胞の成長・分化が密接に関わっている。
我々の研究から、BMP-2/-4/-6/-7は顆粒膜細
胞の Progesterone の合成を抑制することに
より、正常な卵胞発育の維持に寄与すること
（ Endocrinology 148: 337, 
2007;Endocrinology 150: 1921, 2009）が明
らかとなった。また、卵母細胞因子 BMP-15
は顆粒膜細胞における FSH 受容体の発現調
節（J. Biol. Chem. 276:11387, 2001）をする
ことにより、卵母細胞自身が卵胞形成にも関
与していることを報告した。さらに、BMP
分子とともに、新規卵母細胞因子 FGF-8 が
Estrogen抑制因子として、顆粒膜細胞での卵
胞ステロイド分泌調節に寄与することを明
らかにした（Mol. Cell. Endocrinol. 325: 118, 
2010）。このように我々は、BMPは卵胞にお
ける卵母細胞－顆粒膜細胞間の機能的ネッ
トワークを形成し卵胞発育を巧みに調節し
ていることを解明している。 
一方で、顆粒膜細胞因子 kit-ligandが卵母細
胞を介して顆粒膜細胞自身を調節している
ことも報告しており、ラット卵巣顆粒膜細胞
を用いて、卵母細胞－顆粒膜細胞間ネットワ
ークの相互機能的連関のメカニズムについ
て研究を進める。 
 
３．研究の方法 
 今回の研究では、顆粒膜細胞 kit ligand-
卵母細胞 c-kit を通じて、「卵母細胞－顆粒
膜細胞間マイクロシグナルネットワークに
よる内分泌調節機構」について研究を進める。 
in vitro での卵胞成熟における FSH / ER / 
BMP / FGF / kit ligand system の相互作用
の解析を行う。 
(1)初年度は「顆粒膜細胞分泌 kit ligand→
卵母細胞受容体 c-kit を介した」卵胞成長の
メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る ： Somatic 
cell-to-oocyte communicationへのアプロー
チを検討する。 
はじめに、卵胞細胞における女性ホルモン分
泌能について、これまでに我々が確立したラ
ット顆粒膜細胞と卵母細胞の共培養による
初代培養系を用いて、Estrogen の存在下で
kit ligand が BMP/FGF システムに及ぼす影響
について検討する。①kit ligand 存在下にお
ける BMP/FGF 構成分子および BMP/FGF シグナ
ルの変化、FSH シグナルの変化を FSH 受容体
のセカンドメッセンジャーである cAMP 合成
能および最終ステロイド産物である
Estrogen・Progesterone 産生能、ステロイド
合成酵素である Aromatase および StAR mRNA
の変化で検討する。②また、Estrogen・
Progesterone 産生に関与する ERKおよび p38
を蛋白レベルで評価する。次に③c-kit 抗体
を用いて kit ligand 受容体である c-kit シ
グナルをブロックすることにより、内因性お
よび外因性の kit ligand の作用が BMP/FGF
システムに及ぼす影響について検討する。④
BMP/FGF 構成分子および BMP/FGF シグナルの
変化、FSH シグナルの変化を Estrogen・



Progesterone 産生 / cAMP 合成 / mRNA / 蛋
白レベルで評価する。 
(2)次年度は、「卵胞成長に強く関与する FSH
受容体を調節するメカニズム」を解明する：
oocyte-somatic communicationによるアプロ
ーチを検討する。 
卵胞内の autocrine だけでなく、下垂体から
の paracrine である FSH 刺激を踏まえ、FSH
受容体（FSH-R）の調節機構について検討し、
薬物治療による卵胞内の細胞間コミュニケ
ーションの内分泌機構の変化に迫る。FSH-R
は G-protein coupled receptor (GPCR)であ
り、GPCR kinase (GRK) による GPCR 脱感作
が主な調節機構となっている。BMP-15 には
FSH-R 発現抑制作用も報告されており、卵母
細胞－顆粒膜細胞間ネットワーク間での
FSH-R への影響を検討する。まず、①in vitro
での卵巣顆粒膜細胞でのGRKの存在について、
RT-PCR を用い確認する。さらに②内因性 GRK
の働きを探るため si-RNA を転写導入し、細
胞内シグナル伝達やステロイド産生能力に
ついて検討する。次に、③卵母細胞と
estrogenによる顆粒膜細胞FSH-Rシグナルの
増幅メカニズムを解明する。とくに、我々の
pilot study により、卵母細胞と estrogen の
共存下では、顆粒膜細胞の FSH-R 脱感作機構
である GRK/arrestin が負に制御されること
が認められFSH-Rシグナルの増幅に寄与して
いる可能性がある。よって、卵巣顆粒膜細胞
に発現する GRK/arrestin ファミリーに着目
して検討し、FSH-R 機能の変化と内因性 BMP
分子発現の関連を探索する。Estrogen 作用に
ついては、Genomic/ Non-genomic 作用かを明
らかにしつつ、BMP システムの役割と生理的
意義について GRK 活性変化と BMP リガンド・
受容体シグナルの変調について検討する。 
 
４．研究成果 
 (1)「顆粒膜細胞分泌 kit ligand→卵母細
胞受容体 c-kit を介した」卵胞成長のメカニ
ズムを解明する：Somatic cell-to-oocyte 
communication へのアプローチ 
 
卵胞細胞における女性ホルモン分泌能につ
いて、これまで我々が確立したラット顆粒膜
細胞と卵母細胞の共培養による初代培養系
を用いて、Estrogen の存在下で kit ligand
が BMP/FGF システムに及ぼす影響について、
検討した。①kit ligand の存在下におけるラ
ット顆粒膜細胞内のステロイド合成を検討
したところ、KL-c-kit シグナルは FSH による
エストロゲン(E2)産生を抑制したが、プロゲ
ステロン(P4)産生には影響を与えなかった。
このことより、KL-c-kit シグナルの E2 抑制
作用は、cAMP を介さない経路が関与すると示
唆された。次に②c-kit 抗体を用いて kit 
ligand受容体であるc-kitシグナルをブロッ
クすることにより、内因性および外因性の
kit ligand の作用が BMP/FGF システムに及ぼ
す影響について検討した。KL-c-kit シグナル

は卵巣に関与するBMPシステムのうち、BMP-6、
GDF-9 および FGF-8 の発現を増強した。この
うち、卵母細胞因子 FGF-8 は FSH による E2
産生を抑制した。つまり、KL-c-kit シグナル
は卵母再病院し FGF-8 を介し、Aromatase の
産生を抑制することで E2 産生に寄与するこ
とが解明された。 

 
(2)「卵胞成長に強く関与する FSH 受容体を
調節するメカニズム」を解明する：
oocyte-somatic communicationによるアプロ
ーチ 
 
卵胞内の autocrine だけでなく、下垂体から
の paracrine である FSH 刺激を踏まえ、FSH
受容体（FSH-R）の調節機構について検討し、
卵胞内の細胞間コミュニケーションの内分
泌機構の変化に迫った。FSH-R は G-protein 
coupled receptor (GPCR)であり、GPCR kinase 
(GRK) による GPCR 脱感作が主な調節機構と
なっている。BMP-15 には FSH-R 発現抑制作用
も報告されており、卵母細胞－顆粒膜細胞間
ネットワーク間でのFSH-Rへの影響を検討し
た。まず、①in vitro での卵巣顆粒膜細胞で
の GRK の存在について、RT-PCR を用い確認し
た。さらに②ラット顆粒膜細胞においてエス
トロゲン（E2）と卵母細胞存在下では、FSH
による cAMP 産生増加と同様にアロマターゼ
やFSH受容体の発現も増強したが、adenylate 
cyclase 刺激因子の forskolin ではこの FSH
の効果と同様の効果を呈さなかった。つまり、
adenylate cyclase より上流で卵母細胞因子
が顆粒膜細胞に影響を与えていることが示
唆された。そこで、③内因性 GRK の働きを探
るため si-RNA を転写導入し、細胞内シグナ
ル伝達やステロイド産生能力について検討
した。GRK6 の発現を抑制するとラット顆粒膜
細胞におけるFSHによるアロマターゼの発現
が増加した。このことより、内因性の GRK6
は FSHによるアロマターゼの発現を抑制して
いることが示唆された。ラット卵巣では、
Estrogen は卵母細胞の ER 下流にある何らか
の卵母細胞因子を介して、 顆粒膜細胞の GRK
発現を抑制し、FSHR の脱感作機転を抑制し、
FSHR シグナルを増強・維持する可能性が示唆
された。 
 
 



これらの報告は随時、日本内分泌学会や米国
内分泌学会で報告している。今後は in vitro
だけでなく、in vivo の研究も進めていく予
定である。 
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