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研究成果の概要（和文）：卵胞発育には卵胞刺激ホルモン(FSH)が必要だが、FSH受容体発現が低下不妊患者にお
いてはFSH刺激による卵胞発育誘起に抵抗性を示す。我々はCNP(natriuretie peptide type C)が、FSHの下流で
顆粒膜細胞内cGMP増加を介して卵胞発育を促進することを見出した。そこで本研究では、FSH抵抗性患者の卵巣
刺激に対するCNPの臨床応用を目標として、CNPの下流シグナルを探索・同定し、CNPによる卵胞発育促進作用の
分子基盤を解明すること、さらにFSH抵抗性患者モデルとして加齢マウスにおけるCNPの卵胞発育促進効果を明ら
かにし、得られた卵子の質を評価した。

研究成果の概要（英文）：Follicle growth is necessary follicle stimulate hormone. However FSH low 
responder or aging woman patients resist follicle growth by FSH stimulation. We found CNP induce 
follicle development acting through cGMP increasing under FSH. In this study, we identified 
candidate of CNP downstream and clarified molecular mechanism of follicle development. Furthermore, 
we evaluated oocyte quality of aging model mice.  

研究分野：生殖医学

キーワード： 卵胞発育　aging
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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 
女性は加齢に伴い妊孕性が低下する。本邦
では女性の晩婚化が急速に進んでおり、その
ため加齢を原因とする不妊患者が急増して
いる。現在多くの不妊治療において、卵胞発
育を誘起するための卵巣刺激は、主に
FSH/hMG 製剤を用いて行われている。しかし
ながら高齢婦人ではFSH受容体発現が低下し
ているために、FSH/hMG 製剤を用いた卵巣刺
激に対して低応答となり卵胞発育に障害を
きたすと考えられている。また poor 
responder とよばれ、FSH 受容体の異常など
加齢以外の原因により、FSH に対し抵抗性を
示す不妊患者も同様に卵胞発育不全を引き
起こす。これらの患者においては、FSH 刺激
以外の卵胞発育誘起法の開発が臨床成績の
向上のため求められている。 
C 型ナトリウム利尿ペプチド(natriuretie 
peptide type C、CNP)は 22 アミノ酸残基か
らなるナトリウム利尿ペプチドファミリー
の一つであり、特異的受容体である NPRB に
結合して生物学的作用を示す。他のナトリウ
ム利尿ペプチドファミリーと異なり、直接的
ナトリウム利尿作用を示さないことが特徴
である。申請者らは、FSH 刺激により CNP が
顆粒膜細胞で産生され、NPRB を発現する顆粒
膜細胞にオートクライン経路により作用し、
cGMP を産生することで卵胞発育を促進する
ことを明らかにした(Sato et. al. Mol 
Endocrinol 2012: 図１)。CNP は FSH 刺激に
より卵巣顆粒膜細胞における発現が増加し、
FSH と相加効果を示すことから、FSH の下流
で卵胞発育を促進するシグナルの1つと考え
られる。我々はさらに、マウスへの CNP 単独
投与により、二次卵胞の発育が促進され、排
卵卵子が増加することを示した(Sato et. al. 
Mol Endocrinol 2012)。これらの事から高齢
婦人患者の卵胞発育促進剤としてCNPが機能
するかもしれない。CNP は高齢婦人患者のよ
うな FSH 抵抗性患者において、FSH とは独立
して卵胞発育を誘起できる可能性が考えら
れる。そこで、本研究では FSH 受容体の発現
が低下している加齢動物モデルを用いて、
CNP による卵胞発育誘起の分子基盤を明らか
にしながら、その発育促進効果を FSH と比較
しながら明らかにし、CNP 刺激により得られ
た卵子の正常性を検証することを目的とす
る。 
 
２．研究の目的 
 FSH 抵抗性患者の卵巣刺激への CNP の臨床
応用を最終目標として、加齢動物モデルを用
いて CNP の卵胞発育促進効果について、本研
究期間内に以下のことを明らかにする。 
①DNA マイクロアレイを用いて CNP の下流シ
グナルを探索し、cGMP に関与するハブ遺伝子
を網羅的に同定する。さらに同定した候補因
子の細胞内機能について解析し、CNP の卵胞
発育促進作用の分子基盤について明らかす
る。 

②加齢マウスにおけるCNPによる卵胞発育誘
起について、FSH と比較しながら決定する。
さらに卵胞発育促進作用が認められた場合、
得られた卵子の質について体外授精・胚移植
を用いて評価する。 
 正常卵胞においてCNPは顆粒膜細胞で産生
され、その受容体である NPRB が発現する顆
粒膜細胞に作用する。NPRB受容体はGuanylyl 
cyclase domain を有し、cGMP を産生する。
一方、cGMP はマウス卵胞発育を促進すること
から、申請者らは CNP は cGMP 産生介して卵
胞発育を促進すると考え、卵胞培養及び卵巣
体外培養においてCNPが卵胞発育促進効果を
持つこと明らかにした。さらに若年マウスに
おいてCNPの単独投与が二次卵胞発育を促進
し、排卵卵子が増加することを確認した。
(Sato et. al. Mol Endocrinol,2012)。この
ように申請者らは、CNP を用いた卵胞発育誘
起について先駆的研究を行い十分な成果を
得ており、当該領域の研究において世界をリ
ードしている。これらの研究成果は、国内外
の学術集会において高く評価され、学術奨励
賞を受賞している（第 11 回生殖バイオロジ
ー東京シンポジウム 2012, International 
Ovarian Confference 2013）。 
 本研究により、CNP による卵胞発育の分子基
盤が明らかとなり、卵胞発育不全の病因・病
態解明に向けた新しい視点からの解析が可
能と期待される。また、動物実験で得られた
成果をヒト卵巣検体で確認することで、poor 
responder や加齢不妊患者といった FSH 抵抗
性患者に対するCNPを用いた卵巣刺激法の開
発につながると考えられる。現在の不妊治療
において、加齢による妊孕性の低下の克服は
解決すべき重要課題である。本研究は FSH に
よる卵巣反応性が低下した加齢症例におい
て、卵巣刺激を可能にする新たなアプローチ
によりこの問題の解決に貢献するFSH不応性
の poor responder や、より重症な ovarian 
resistant syndorme の患者では、FSH 刺激に
よる卵胞発育誘起は困難であるが、CNP によ
る卵巣刺激が有効であれば、その問題点の解
決策となりうる。 
 すでに研究申請者らは、若年マウスと比較
して加齢マウスにおける顆粒膜細胞の NPRB
受容体の発現が、FSH 受容体（FSHR）ほど減
少しないことを予備実験において確認して
おり（図２）、本研究計画の実効性は非常に
高いと期待している。また、入手困難な加齢
マウスに関しても、独自のルートにより研究
に必要な十分な数を準備できるようにして
いる。 
 
３．研究の方法 
【CNP による卵胞発育促進作用の分子基盤の
解明】 
CNPはcGMPを介して卵胞発育を促進すると考
えられるが、その下流シグナルは同定できて
おらず、CNP がどのような作用により卵胞発
育を誘起するのか不明である。本研究では、



CNPにより誘導されるcGMPの下流シグナルを
DNA マイクロアレイを用いての網羅的に同定
し、候補因子について卵胞構成細胞における
細胞内機能を解析する。 
1）マイクロアレイを用いた cGMP 下流シグナ
ルの網羅的解析 
cGMP の細胞内シグナルの探索を行うために、
マイクロアレイを用いてCNP投与群と非投与
群ににおける遺伝子発現の変化について網
羅的解析を行う（外部委託）。得られたデー
タは定量的 real-time RT-PCR により検証し、
CNP 処理により発現が上昇した因子を候補因
子とする。その中で細胞内シグナルの中心と
なるハブ遺伝子を cGMP 下流シグナルの候補
因子として同定する。 
2）CNP の下流シグナル候補因子の細胞内機能
解析 
各候補因子について、卵胞発育の主体となる
顆粒膜細胞における細胞内機能を解明する
ために、マウス卵胞より単離した顆粒膜細胞
およびヒト不死化顆粒膜細胞を用いての以
下の項目について明らかにする。 
・細胞増殖効果：卵胞発育には顆粒膜細胞の
増殖が必要であるため、候補因子の細胞増殖
効果について培養顆粒膜細胞のセルカウン
トおよび MTT アッセイを用いて解析を行う。 
・アポトーシス抑制効果： cGMP を介した卵
胞発育にはアポトーシス抑制効果による顆
粒膜細胞の生存性向上の関与が報告されて
いる。そこで、培養顆粒膜細胞のカスパーゼ
3/7 活性を定量する。 
・ホルモン産生測定：培養顆粒膜細胞のエス
トロゲン(E2)産生を ELISA法を用いて測定す
る。 
各試験区のコントロールには、候補因子の特
異的アゴニストやアンタゴニスト、siRNA、
抑制剤などを用いる。 
 
さらに in vivo における【 加齢マウスに
おけるCNPの卵巣発育促進効果と卵子機能評
価】について検証する。 
研究代表者らは、予備実験において、加齢マ
ウスにおける顆粒膜細胞の NPRB 受容体発現
が比較的保たれていることを確認している。
そこで、加齢マウスに CNP を投与し卵胞発育
誘起を試みる。さらに CNP 投与により得られ
た卵子について、その機能評価を行う。 
１）加齢マウスにおける CNP の卵胞発育促進
効果 
加齢マウス(46-50 週齢)に対して、CNP およ
び FSH を腹腔内に投与し、hCG 投与により排
卵を誘導した後に卵管内に排卵された卵子
数とその成熟度を測定する。性成熟したマウ
スの卵巣刺激は、性周期を考慮して行う必要
があるため、膣スメア法を用いて性周期を確
認した上で投与を行う。加齢マウスの性周期
は、若年マウスが 4日間であるのに対し、平
均 6.8 日間かかる。先行研究で行った若年マ
ウスの CNP 投与プロトコールでは、4 日間の
CNP 投与期間が必要であった。そこで、加齢

マウスの性周期を考慮して発情期（Estrus）
の翌日からCNP投与を開始して次の発情前期
（Proestrus）に hCG を注射して排卵誘起を
行う。得られた排卵卵子については、ヒアル
ロニダーゼ処理を行い卵丘細胞を除去して
卵子の核成熟を評価する。また、CNP を投与
したマウスにおいて体重測定、各臓器の組織
学的検査、行動異常の有無について調べ、副
作用の発生を検索する。 
2） CNP 投与による卵子の機能評価 
将来的な臨床応用を目標に、CNP 投与によっ
て得られた卵子が、生理的な FSH 刺激で得ら
れた卵子と質的に異なるかどうかについて
評価を行う。DNA マイクロアレイによる遺伝
子発現の網羅的比較解析の他、得られた卵子
を用いて体外受精を行い、受精率、胚盤胞到
達率を比較する。また、卵子のエピジェネテ
ィックな異常を検証するため、インプリント
遺伝子のメチル化解析を行う。さらに胚移植
後に得られた産仔数及び出生仔の異常の有
無を調べて卵子の質の評価を行う 
 
４．研究成果 
まず、【CNP による卵胞発育促進作用の分子
基盤の解明】においてわれわれは cGMP の細
胞内シグナルの探索を行うために、マイクロ
アレイを用いてCNP投与群と非投与群ににお
ける遺伝子発現の変化について網羅的解析
を行った。得られたデータからコントロール
群と比較して±２以上の遺伝子発現変化が
あったものを抽出した。さらにそのなかから
リガンド-受容体の反応を示すものを選別し
候補因子として同定した。 
得られた候補遺伝子の卵胞発育の主体とな
る顆粒膜細胞における細胞内機能を解明す
るために、マウス卵胞より単離した顆粒膜細
胞およびヒト不死化顆粒膜細胞を用いて細
胞増殖効果、アポトーシス抑制効果、ホルモ
ン産生について検証を行った。その結果得ら
れた候補遺伝子が細胞増殖能を持つことを
明らかにした。しかしながらアポトーシス抑
制効果はなかった。ホルモン産生能の評価と
して E2 を測定したところ、E２産生が増加す
ることが明らかになった。 
 また CNPの卵胞発育促進効果について調べ
たところ、加齢マウスにおける卵胞発育が促
進されることが明らかになった。 
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