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要旨	

昨今の晩婚化傾向に伴い、加齢による妊孕性低下を理由に不妊治療を受ける

カップルは増加の一途を辿っている。特に加齢による卵巣機能低下は深刻な不

妊原因であることから、抗酸化経路である Nrf2/Keap1 経路の活性化を通じて酸

化ストレスの影響を減少させることで、ヒト及びマウス卵巣の加齢現象を遅ら

せることができるという仮説のもと、Nrf2/Keap1 経路の卵巣における意義を検

討すると同時に、この経路を活性化させる試薬 Dimethylfumarate	 (DMF)を培養

ヒト顆粒膜細胞およびマウスに用いた。Nrf2/Keap1 経路は卵巣において抗酸化

遺伝子群を制御する作用があることが明らかになり、DMF は Nrf2 を活性化して

抗酸化物質の発現が上昇することで酸化ストレスを減少させ、マウスに経口投

与すると排卵数や貯蔵原始卵胞の増加につながり卵巣の加齢を遅らせる可能性

が示唆され、今後の臨床応用への基盤が作られた。	
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序文	

近年本邦において、女性の社会進出に伴い晩婚化が進行している。厚生労働省

の人口動態統計調査によると平均初婚年齢は上昇を続けており、2015 年で夫が

31.1 歳、妻が 29.4 歳となっており、30 年前（1985 年）と比較すると夫は 2.9

歳、妻は 3.9 歳上昇している。また、第 1子出生時の母親の平均年齢は 2015 年

においては 30.7 歳と、30年前（1985 年）と比較すると 4.0 歳上昇している（図

1-1）。その影響もあり、女性が一生の間に生む子供の数にあたる合計特殊出生率

は 2015 年で 1.46 と、30 年前に比べ 0.3 低下しており 1（図 1-2）、今後もさら

に晩婚化、少子化、出生年時齢の上昇は進行すると考えられる。これに伴い不妊

に悩むカップルは増加している。	

不妊とは、「生殖年齢の男女が妊娠を希望し、ある一定期間、避妊することな

く通常の性交を継続的に行っているにもかかわらず妊娠の成立をみない場合」

と定義され、本邦においては 2015 年にその期間が従来の 2 年から、1 年に短縮

され、その理由として妊娠を希望する女性の年齢が上昇するなかで早期に適切

な治療を受けることにつながることへの期待が挙げられる 2。本邦では、不妊を

心配したことがあるカップルは 3 組に 1 組、実際に不妊の検査や治療を受けた

ことがある、または現在受けているカップルは、5.5 組に 1 組 3といわれており、

その深刻な状況が伺える。	
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不妊の原因は女性因子、男性因子、原因不明に大別される 4(図 2)。女性は 35

歳を境に妊孕性が急激に低下することが知られているが 5-7(図 3)、その大きな

要因として酸化ストレスなどの蓄積による卵巣の加齢が挙げられる 8-11。自然妊

娠が難しいと医療機関を受診し、一般不妊治療と呼ばれるタイミング法や人工

授精を経て、高度不妊治療と呼ばれる体外受精・胚移植へと治療（図 4）は段階

を踏んで行われることが一般的である（図 5-1）。体外受精での出生は右肩上が

りに増加しており、本邦では出生児の約 20人に１人（5.1％）に当たる 5万 1001

人が体外受精で出生している（2015 年）（図 6）。しかし体外受精をしても出産に

成功した女性の割合は、30 歳で 21.5％、35 歳で 18.4％、40 歳で 9.1％、42 歳

では 4.5％と年々顕著に低下し 12、卵巣の加齢による影響は高度不妊治療をもっ

てしても克服しがたい。また、不妊治療は肉体的、精神的、経済的に負担が大き

く 13（図 5-2）、最近では不妊治療と仕事の両立の困難さから離職をせざるを得

ないなど 14,15、社会的にも大きな問題となっている。	

加齢に伴い、卵巣には排卵数の減少やステロイドホルモンのバランスの変化

などが生じる。卵巣の加齢変化の大きな原因となる酸化ストレスを減じること

で、卵巣の加齢を遅らせることが妊孕性の温存に有用であると考え、重要な抗酸

化経路 16である Nuclear	 factor-E2-related	 factor	 2	 (Nrf2)	 /	 Kelch-like	

ECH-associated	protein	1	(Keap1)-antioxidant	response	element	(ARE)17,18
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に着目した。定常状態において、転写因子 Nrf2 は Keap1 により細胞質に留めら

れ、核移行が阻害されることで遺伝子発現が抑制されている 19。細胞が酸化スト

レスにさらされると、Keap1 は酸化修飾され Nrf2 との結合が減弱し、Nrf2 は核

内へ移行する。核内へ移行した Nrf2 は遺伝子上流にある抗酸化応答配列 ARE に

結合し、下流遺伝子の発現を誘導する 18（図 7）。下流遺伝子には抗酸化酵素で

ある Catalase や superoxide	 dismutase	 1	 (SOD1)、DNA 修復酵素である 8-

oxoguanine	DNA-glycosylase	1（OGG１）、NAD(P)H	キノン還元酵素(NQO1)など

異物代謝酵素群が含まれる 20。Nrf2/Keap1 経路が適切に機能することで生体は

酸化ストレスから防御されており 16-20、発癌 21や糖尿病 22、神経疾患 23との関連

も近年わかってきた。Nrf2 活性化剤として経口薬である Dimethylfumarate	(DMF、

フマル酸ジメチル)が知られており（図 8）、1959 年から乾癬の治療薬として長

期に渡り使用されていたが 24,25、再発寛解型多発性硬化症（multiple	sclerosis;	

MS）の第一選択薬として 2013 年に米国食品医薬品局（Food	 and	 Drug	

Administration;	 FDA）から承認されて以降、世界 55か国（2017 年時点）で承

認され、数年で 30万人以上の患者に投与されており米国とヨーロッパでは第一

選択薬として使用されている 18,26,27。本邦においては 2016 年に承認、2017 年に

発売され、使用が広まっている 28。	

過剰な酸化ストレスは卵巣を加齢させることで不妊に繋がる一方で、適切な
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量の酸化ストレスは卵胞の発育や排卵に不可欠であると考えられており 29、酸化

ストレスのレベルを適切にマネージメントすることは有用であると考えられる。

そこで Nrf2/Keap1 経路の活性化が酸化ストレスを減弱させ、加齢による不妊を

遅らせることにつながるかを、ヒト卵巣顆粒膜細胞とマウス卵巣において検討

した。	
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方法	

1. ヒト黄体化顆粒膜細胞	

患者からの文書による同意と、東京大学研究倫理員会の承認（3594－(2)）の

もと、東京大学医学部附属病院と木場公園クリニックで体外受精患者 171 人（26

～46 歳）の採卵時に卵胞液を回収し、以前に当研究室で報告した方法を用いて

30,31ヒト黄体化顆粒膜細胞（granulosa	cell;	GC）を単離培養した。卵胞液を 1500	

m/s で 10 分間遠心分離した後、0.2	 %	 hyaluronidase を含んだ Phosphate	

buffered	saline	(PBS)で懸濁し、37	̊ C で 30 分間インキュベートした。懸濁液

を Ficoll-Paque 液（GE	Healthcare）に加え、700	G で 30 分間遠心分離し、中

間層を回収した。PBS で洗浄し、10％チャコール処理仔ウシ血清（FBS；Biowest）

と抗生剤（ペニシリン	100	U/ml、ストレプトマイシン	0.1	mg/ml、アンフォテ

リシン	250	ng/ml、Sigma	Aldrich）を含んだ DMEM/F-12（Invitrogen）に懸濁

し、2	x	105	cells/ml の濃度で 5%	CO2、37˚C の条件で培養した。すべての GCは

2-3 日間の培養ののちに薬剤刺激を行った。	

	

2. GC の薬剤刺激	

GC において酸化ストレスの主な原因物質である活性酸素種（reactive	oxygen	

species	 ,ROS）(図 9)や DMF が Nrf2 発現に及ぼす影響を検討するために、異な
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る濃度の過酸化水素（200	µM、400	µM、600	µM）または DMF（50	µM、100	µM）

をそれぞれ培養液に添加して 48 時間刺激した。培養細胞は定量的 RT−PCR 法ま

たは Western	blotting に供された。	

	

3. ヒト卵巣組織	

東京大学研究倫理委員会の承認（324）のもと、文書にて同意を得た患者の卵

巣組織切片を用いた。患者は 32～42 歳で正常な月経周期をもち、ホルモン剤や

GnRh アナログの投与はされておらず、子宮頸癌もしくは子宮内膜癌のために東

京大学医学部附属病院において手術が行われた際に摘出された、病理学的に正

常な卵巣組織を使用した。	

	

4. マウスと薬剤投与	

動物実験は全て東京大学医学系研究科動物実験委員会の承認（医 P-17-009）

のもと行った。飼育環境条件は 23	±	2	°C、湿度 50-60%、餌・水へはフリーア

クセスの環境で、12時間ごとの明暗条件とした。20週齢の BALB/c 雌マウス（日

本チャールズリバー）を 32週まで飼育し、DMF（Sigma	Aldrich）の卵巣への効

果を調べるために DMF 群と Control 群（各 15 匹）の 2群に分け、DMF 群には 0.1%

メチルセルロースに懸濁混和した 50㎎/kg の DMF を 0.1ml、Control 群には 0.1%
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メチルセルロースを 0.1ml、それぞれ 32 週から 48 週まで 16 週間連日経口投与

した（図 10）。先行実験 36から、32 週齢はヒトで 35 歳前後、48 週齢は 43 歳前

後を想定して実験を行った。その後、以下に示すように排卵誘発を行った。	

	

5. マウスの排卵誘発・採卵、卵巣、血清採取	

DMF または Control 薬剤最終投与の翌日に解剖し、採卵、両側卵巣摘出と心臓

採血を施行し実験に供した。妊馬血清由来性腺刺激ホルモン（Pregnant	 Mare	

Serum	Gonadotropin,	PMSG;	あすか製薬）及びヒト絨毛性ゴナドトロピン（human	

chorionic	gonadotropin,	hCG	;あすか製薬）を腹腔内に投与にして排卵誘発を

行った。PMSG 注射後 47-49 時間後に hCG を投与し、その 13-18 時間後に麻酔下

で解剖し、両側卵管と卵巣を切除して採取した。ミネラルオイルで覆われた 60	

µl のドロップをヒト卵管液（human	tubal	fluid	,	HTF;	Merck	Millipore）で

作成し、卵管膨大部を確認して実体顕微鏡下で卵子卵丘細胞複合体（Cumulus-

oocyte-complexes	,COCs）を 25 ゲージ注射針で採取した。右卵巣は採取後直ち

に中性緩衝ホルマリン液で固定、左卵巣は液体窒素を使用して-80 度保存した。	

	

6. マウス排卵数のカウント	

卵丘細胞を除去した卵子数のカウントと体外発生の観察を目的として、前述
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の COC を採取した際と同様の HTF を用い、体外受精を行った。頚椎脱臼した 3-

6 ヶ月齢の同系統のオスマウスの精巣上体から 25ゲージ注射針を用いて 200	µl	

ドロップの中に用手的に精液を採取し、1時間インキュベーター内で静置し、COC

を採取したドロップ内に 2	µl 程度注入し体外受精を行った。インキュベーター

内で 1時間培養し、正常卵子の合計数をカウントした。	

	

7. 卵巣組織免疫染色	

ヒト及びマウスの卵巣を 10	 %中性緩衝ホルマリンで固定し、エタノールで脱

水し、パラフィン包埋し、ヒトでは 4	µm、マウスでは 20	µm の切片を作成した。

卵巣切片を脱パラフィン後、Target	 retrieval	 solution を用いて抗原賦活化

し、Envision	+	Dual	Link	System/HRP	(DAB)	kit	(Dako)を用いて免疫染色を

行った。各卵巣の切片の半分を Hematoxilin-Eosin（HE）染色に用い、半分は下

記の抗体で染色した。1 次抗体として、ヒト抗-Nrf2 抗体	 (16396-1-AP,	

Proteintech	Group)	、ヒト抗-Keap1	抗体	(ab66620,	Abcam)	、マウス anti-

Nrf2 抗体（1:200,	 16396-1-AP,	 Proteintech	 Group)とマウス抗-	 Human	 8-

hydroxy-2'-desoxyguanosine	(8-OHdG)	抗体	(1:100,	N45.1,	JaICA)を用い、

4℃で一晩インキュベートした。Negative	control として Isotype-specific	IgG

を使用した。スライドは Mayer-Hematoxylin 液	(Wako	Chemical)	にて核対比染
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色した後に包埋した。	

	

8. マウス卵胞数の計測	

上述したマウス卵巣組織の HE染色連続標本を用い、光学顕微鏡を用いて各卵

巣あたりの卵胞数を計測した。卵胞は、原始卵胞（扁平で一層の顆粒膜細胞層を

もつ）、一次卵胞（単一な立方状の顆粒膜細胞層をもつ）、二次卵胞（二層以上の

顆粒膜細胞数をもつ）、成熟卵胞（卵胞腔をもつ）の 4 種類に分類し 32、Mishra

らのプロトコール 33,34を若干改変した。原始卵胞と一次卵胞では全ての、二次卵

胞では 3 枚おき、成熟卵胞では 5 枚おきに切片を観察し、重複のないように注

意をしながら卵胞数を計測した。	

	

9. TUNEL 染色	

マウス卵巣組織に対して、アポトーシスの過程で生じる断片化 DNA を in	situ	

cell	death	detection	peroxidase	(POD)	Kit	(Cat.	No.	11684817910,	Roche)	

を用いて TdT-mediated	dUTP	nick	end	labeling	(TUNEL)	染色法により検出し

た。卵巣切片を脱パラフィン後、20	μg/ml	の proteinase	K	solution	(Roche)

を用い 8分間室温でインキュベートし、PBS 洗浄後に内因性のペルオキシダーゼ

活性を抑制するために 15分間、3	%過酸化水素に浸透した。PBS 洗浄後に TUNEL	
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solution	(450	μL	label	solution,	50	μL	of	enzyme	solution)	(Cat.	No.	

11684817910,	 Roche)	 を用いて 60 分間室温で標識反応を行い、PBS 洗浄後に

converter-POD	 solution に 30 分間室温で浸透した。再度 PBS 洗浄後に 3,3-

diaminobenzidine	 (DAB)にて検出反応を行い、Mayer-Hematoxylin 液	 (Wako	

Chemical)	にて核対比染色した後に包埋した。	

	

10. RNA 抽出、RT 及び定量的 PCR	

ヒト GC は SuperPrep	Cell	Lysis	&	RT	Kit	for	qPCR	(TOYOBO)を用いて、

cDNA を得た。マウス卵巣からは ISOGEN(Nippon	 Gene)を用いて total	 RNA を抽

出した。1	µg の total	RNA を Rever	Tra	Ace	qPCR	RT	Master	Mix	with	genomic	

DNA	remover	(TOYOBO)を用いて RTし、cDNA を得た。得られた cDNA を用いて、

定量的 PCR を LightCycler	(Roche)により行った。glyceraldehyde-3-phosphate	

dehydrogenase	(GAPDH)を internal	standard として標準化し、ヒト Nrf2、ヒト

Catalase、ヒト SOD1、ヒト OGG1、マウス Nrf2、マウス Catalase、マウス SOD1、

マウス NQO1 の発現を評価した。プライマー配列を以下に示す。	

ヒト Nrf2	

Forward：5'-	ACGGTCCACAGCTCATCATG	-3'	

Reverse：5'-	ACTCTTTCCGTCGCTGACTG	-3'	
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ヒト Catalase	

Forward：5'-	TCGAGCACGGTAGGGACAGTTCAC	-3'	

Reverse：5'-	TCCGGGATCTTTTTAACGCCATTG	-3'	

ヒト SOD1	

Forward：5'-	CTGAAGGCCTGCATGGATTC	-3'	

Reverse：5'-	CCAAGTCTCCAACATGCCTCTC	-3'	

ヒト OGG1	

Forward：5'-	CTGCCTTCTGGACAATCTTT	-3'	

Reverse：5'-	TAGCCCGCCCTGTTCTTC	-3'	

ヒト GAPDH	

Forward：5'-	TGGACCTGACCTGCCGTCTA	-3'	

Reverse：5'-	CTGCTTCACCACCTTCTTGA	-3'	

マウス Nrf2	

Forward：5'-	GGTTGCCCACATTCCCAAAC	-3'	

Reverse：5'-	TCCTGCCAAACTTGCTCCAT	-3'	

マウス Catalase	

Forward：5'-	TTGACAGAGAGCGGATTCCT	-3'	

Reverse：5'-	AGCTGAGCCTGACTCTCCAG	-3'	
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マウス SOD1	

Forward：5'-	CGGATGAAGAGAGGCATGTT	-3'	

Reverse：5'-	CACCTTTGCCCAAGTCATCT	-3'	

マウス NQO1	

Forward：5'-	GCAGGATTTGCCTACACAATATGC	-3'	

Reverse：5'-	AGTGGTGATAGAAAGCAAGGTCTTC	-3'	

マウス TERT	

Forward：5'-	GGATTGCCACTGGCTCCG	-3'	

Reverse：5'-	TGCCTGACCTCCTCTTGTGAC	-3'	

マウス Telomere	

Forward：5'-	CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT	-3'	

Reverse：5'-	GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT	-3'	

マウス GAPDH	

Forward：5'-	TCCACCACCCTGTTGCTGTA	-3'	

Reverse：5'-	ACCACAGTCCATGCCATCAC	-3'	

	

PCR の条件は、denaturing	98˚C,	10 秒、annealing	60˚C,	10 秒、extension	68˚C,	

30 秒とし、40サイクルとした。全ての PCR は melting	curve を確認した。	
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11. short-interference	RNA（siRNA）による内在性 Nrf2 のノックダウン	

GC の内在性 Nrf2 を Nrf2 特異的 siRNA（Genbank	BC	011558.1,	Invitrogen）

を用いてノックダウンした。	

Sense 側配列は各々以下の通りである。	

Nrf2	siRNA	#1		

		5’-	CCAACCAGUUGACAGUGAACUCAUU	-3’	

		5’-	AAUGAGUUCACUGUCAACUGGUUGG	-3’	

Nrf2	siRNA	#2	

		5’-	CAAACUGACAGAAGUUGACAAUUAU	-3’	

		5’-	AUAAUUGUCAACUUCUGUCAGUUUG	-3’	

Nrf2	siRNA	#3	

		5’-	CAAUGAAGCUCAACUUGCAUUAAUU	-3’	

		5’-	AAUUAAUGCAAGUUGAGCUUCAUUG	-3’	

	

コントロール siRNA には Stealth	RNAi	negative	control（Invitrogen）を用い

た。GCへのトランスフェクションは Lipofectamine	RNAimax（Lifetechnologies）

を用いてマニュアルに記載された方法で行った。siRNA の最終濃度はすべて 40	

nMとなるように調整した。トランスフェクション後、48時間培養を継続した後、
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回収した。内在性 Nrf2 のノックダウンは 3種類の siRNA を用いて行い、同様の

実験を 3回反復した。Nrf2 がノックダウンされていることは定量的 RT−PCR 法お

よび Western	blotting にて確認した。	

	

12. Western	blotting	

ヒト GC とマウス卵巣組織を phosphatase	 inhibitor	 (Nacalai	 Tesque)と

protease	inhibitor	(Roche)を含んだ lysis	buffer	(Cell	Signaling)で溶解

し、バイオラプター（コスモ・バイオ株式会社）を用いて 10	秒破砕、20秒冷却

を10回反復して細胞溶解液を調整し遠心処理を行った。細胞溶解液の上清を10%	

SDS-PAGE で泳動し、トランスブロット®	Turbo™	転写システムを用いてブロッテ

ィングし、ブロッティング後メンブレンを、10%スキムミルク入り TBS-T（10	mM	

Tris-HCl,	pH	7.5,	150	mM	NaCl,	0.05%	Tween	20）で 1時間ブロッキングし

た。一次抗体（抗-Nrf2	(1:100;	16396-1-AP,	Proteintech	Group)、抗-Keap1	

(1:1000;	ab66620,	Abcam	Ltd.)、抗-Catalase	(1:200;	ab16731,	Abcam	Ltd.)	、

抗-SOD1	(1:1000;	ab13499,	Abcam	Ltd.)	、抗-OGG1	(1:1000;	ab135940,	Abcam	

Ltd.)	 、抗-NQO1	 (1:1000;	 SC-32793,	 Santa	 Cruz,	 Texas,	 USA)、と	抗-	

telomerase	reverse	transcriptase	(TERT)	(1:100;	LS-B9932,	LSBio)）入り

TBS-T に 4℃でオーバーナイト、二次抗体（anti-rabbit	IgG,	7074S,	1:3000;	
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anti-mouse	IgG,	7076S;	1:3000,	Cell	Signaling）入り TBS-T に室温で 1時間

浸透した。メンブレンは各段階で 3 回ずつ TBS-T で洗浄した。二次抗体に結合

している horseraddish	peroxidase は	ECL	advance（GE	healthcare）のマニュ

アルに従い化学発光され、ImageQuant	LAS	4000（GE	healthcare）で検出した。

各タンパクの発現量はβ-actin	 (1:2000;	 A2228,	 Sigma	 Aldrich)を loading	

control とし、Image	J	software	(http://rsb.info.nih.gov/ij/)を用いて計算

した。3回実験を行い代表的なブロットを提示し、定量の結果を示した。	

	

	

13. 細胞蛍光免疫染色法	

GC は 4-well	ガラス Millicell	EZ	slides（Merck	Millipore）の上で、DMEM	

（10%	FBS）で培養した。100	µM の DMF、400	µM の過酸化水素、または培養液の

みで刺激をした後に PBS	+	4%	Paraformaldehyde で固定し、PBS	+	0.2%	Triton	

X-100 で浸透化し、PBS	+	6%	bovine	serum	albumin を用いて blocking をおこ

なった後、抗-Nrf2 抗体（1:100;	16396-1-AP,	Proteintech	Group）、抗-8-OHdG

抗体（1:100;	1b48508,	Abcam）で反応させた。一次抗体を洗浄後、蛍光標識二

次抗体として Alexa	 fluor	 488	 donkey	 anti-rabbit	 IgG	（1:100;	 A-21206,	

Invitrogen ） と Alexa	 fluor	 558	 goat	 anti-mouse	 IgG （ 1:100;	 A-
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11004,Invitrogen）、核染色として 300	nM の 4’,6-Diamidino-2-Phenylindole,	

Dihydrochloride	(DAPI;	D1306,	Thermofisher)を用いた。DAPI を洗浄後、共焦

点顕微鏡（Carl-Zeiss）を用いて細胞を観察した。	

	

14. ELISA 法	

マウスは解剖時に心臓採血を施行し、1000G で 15 分間遠心分離して上清を回

収した。得られた血清は蒸留水で 10 倍希釈し、enzyme-linked	 immunosorbent	

assay	(ELISA)	法にて抗ミュラー管ホルモン（anti-mullerian	hormone；AMH）

と Nrf2 の濃度を測定した。AMH 測定には Mouse	AMH	ELISA	kit	(CSB-E13156m,	

CUSABIO	Life	science)	、Nrf2 測定には Mouse	Nrf2	ELISA	kit	(CSB-E16188m,	

CUSABIO	Life	Science)を用い、Epoch	Multi-Volume	Spectrophotometer	(Bio	

Tek)を用いて、450	nm 吸光度を測定した。	

	

15. ヒト GC 細胞内 ROS の計測	

ヒト GCの細胞内ROSを fluoroprobe	carboxymethyl-H2-dichlorofluorescein	

diacetate	 (CM-H2DCFDA;	 Invitrogen)染色を用いて計測した。GCは 100	 µM の

DMF、400	µM の過酸化水素、100	µM の DMF	+	400	µM の過酸化水素、または培養

液のみで刺激をした後に、10	µM の CM-H2DCFDA を含んだ PBS に 37	̊ C で 20 分間
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インキュベートし、10	µM の	Hoechst	33342	(Thermofisher)で 5分間対比染色

を行い、ただちに共焦点顕微鏡（Carl-Zeiss）で観察した。蛍光強度は LSM700	

ZEN を用いて計測した。		

	

16. 統計学的解析	

統計学的解析は JMP	Pro	11	software(SAS	Institute	Inc.)を用いて行った。

データは最低限 3 回の実験結果の平均値及び標準誤差値で記載し、2 群比較は

Student	t	test で、多重比較は Tukey-Kramer	HSD	test にて解析を行い、P	<0.05

を有意とした。	

	

	

	

	

	 	



23 
 

結果	

＜ヒト＞	

1. ヒト卵巣における Nrf2 及び Keap1 タンパクの発現	

免疫組織化学染色法を用いてヒト卵巣における Nrf2 及び Keap1 タンパクの発

現を検討した。様々な発育段階の卵胞を抗-Nrf2 抗体と抗⁻Keap1 抗体で染色し

た（図 11-1,2）。その結果、各発育段階の卵胞において顆粒膜細胞の細胞質を中

心に Nrf2 と Keap1 タンパクの発現が確認された。	

	

2. 酸化ストレス刺激はヒト顆粒膜細胞において Nrf2 及び抗酸化物質の発現を

上昇させる	

GC において酸化ストレスが Nrf2 及び抗酸化物質の発現に及ぼす影響を検討

するために、培養 GC 細胞に酸化ストレス刺激を与えた。過酸化水素（200	 µM、

400	µM、600	µM）をそれぞれ培養液に添加して 48時間刺激した。どの条件下で

も培養細胞に細胞死は観察されなかった。培養細胞は定量的 RT−PCR 法または

Western	blotting に供された。その結果、定量的 RT−PCR 法において過酸化水素

刺激は濃度依存性に Nrf2、Catalase、SOD1、OGG1 の mRNA 発現を上昇させ、600	

µM の過酸化水素刺激では有意な上昇がみられた。SOD1 と OGG1 では 400	µM の過

酸化水素刺激でも有意な上昇がみられた。Western	 blotting による解析でも濃
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度依存性に Nrf2,Catalase、SOD1、OGG1 のタンパク発現量を上昇させ、Keap1 は

タンパク発現量の低下が観察された（図 12）。		

	

3. 内因性 Nrf2 のノックダウンはヒト顆粒膜細胞での抗酸化物質の発現を低下

させる	

siRNA を用いてヒト GC の内因性 Nrf2 をノックダウンした。その後、定量的

RT−PCR 法または Western	 blotting により Nrf2、及び抗酸化物質の発現量を検

討した。内因性 Nrf2 のノックダウンにより、Catalase、SOD1、OGG1 の mRNA 発

現量は有意に減少することが観察された。また、Western	 blotting による解析

でも内因性 Nrf2 のノックダウンは Catalase、SOD1、OGG1 のタンパク発現を低

下させ、Keap1 タンパクは発現が上昇した（図 13）。	

	

4. Nrf2 活性化剤 DMF によるヒト顆粒膜細胞刺激は抗酸化物質の発現を上昇さ

せる	

Nrf2 活性化剤である DMF がヒト GC において抗酸化物質の発現に与える影響

を検討するために、培養 GCに DMF（50	 µM、100	 µM）を添加し、定量的 RT−PCR

法または Western	 blotting により Nrf2、及び抗酸化物質の発現量を検討した。

その結果、100	 µM の DMF 刺激は Nrf2、Catalase、SOD1、OGG1 の mRNA 発現量を
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有意に上昇させ、Nrf2、Catalase、SOD1、OGG1 のタンパク発現量も増加した。

DMF 刺激により Keap1 タンパクの発現は低下した（図 14）。	

	

5. ヒト顆粒膜細胞における Nrf2 の活性化は 8-OHdG 産生と ROS 産生を低下さ

せる	

8-OHdG は DNA を構成する塩基の一つ deoxyguanosine	(dG)の 8位が	ヒドロキ

シル化された構造を持つ、DNA 酸化損傷マーカーである。dG は４種類の DNA 塩

基のうち最も活性酸素による酸化を受けやすいため、dG の主要酸化生成物であ

る 8-OHdG は活性酸素による生体への影響を鋭敏に反映し、現在最も広く用いら

れている酸化ストレスマーカーの一つである 35。ヒト顆粒膜細胞をそれぞれ 100	

µM の DMF（図 15	E～H）または 400	µM の過酸化水素（図 15	I～L）で刺激し、抗

-Nrf2 抗体または抗-8-OHdG 抗体で反応させ、蛍光免疫染色法で検討を行った。

その結果、DMF 刺激を与えた GC は Nrf2 の蛍光強度が上昇し（図 15	F）、8-OHdG

の蛍光強度は低下し（図 15	E）、過酸化水素刺激を与えた GCは 8-OHdG の蛍光強

度が上昇した（図 15	I）。このことから、DMF は Nrf2 を活性化し、酸化ストレス

の軽減に寄与することが示唆された。また GC 内 ROS を CM-H2DCFDA 染色を用い

て計測した。無蛍光の CM-H2DCFDA プローブ	は ROS により素早く酸化されるこ

とで、強く蛍光発色し、	2’,	7’-Dichlorodihydrofluorescein	(DCF)に変化す
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るため（図 16）、その蛍光強度を定量することにより細胞内の ROS 産生量を計測

できる。GCは 100	µM の DMF（E～H）、400	µM の過酸化水素（G～I）、100	µM の

DMF	+	400	µM の過酸化水素（J～L）、または培養液のみ（A～C）で刺激をし、CM-

H2DCFDA を含んだ PBS で蛍光染色し細胞内の ROS 産生を定量した（図 17-1,2）。

DMF による刺激は Control に比べ ROS 産生を 1/3 程度に有意に減少させ、反対に

過酸化水素刺激は ROS 産生を増加させた。また、過酸化水素刺激により ROS 産

生の増加は DMF を同時に添加することで、その産生量は減少することが示され

た。	

	

＜マウス＞	

6. マウスへの DMF 投与は排卵数と貯蔵原始卵胞数を増加させた	

マウス DMF 群または Control 群への試薬の投与で死亡、体重減少、脱毛とい

った副作用は観察されず、48 週齢での体重にも有意差は見られなかった(DMF	

群:	28.9	±	0.43g	vs	Control	群:	29.1	±	0.43g,	p	=	0.76)。controlled	

ovarian	stimulation	(COS)により得られる排卵数は経時的に減少することが知

られており、12か月齢での排卵数は2-3か月齢でのわずか20％程度であった36。

マウスへの DMF 投与は図 18 に示すように、DMF 群(5.1	 ±	 0.3	 oocytes	 per	

mouse)に対して Control 群	(0.8	±	0.3	oocyte	per	mouse)と有意な排卵数の
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増加が見られた。	

また、卵巣組織の HE染色で DMF 群と Control 群の原始卵胞、一次卵胞、二次卵

胞、胞状卵胞の数をそれぞれ計測した（図 19）。一次卵胞（DMF 群:	108.2	±	38.7	

vs	Control 群:	75.2	±14.3,	p	=	0.12）、二次卵胞(DMF 群:	23.5	±	10.0	vs	

Control 群:	21.6	±	5.9,	p	=	0.72)、胞状卵胞(DMF 群:	7.5	±	3.7	vs	Control

群:	 8.0	±1.5	 ,	 p	 =	 0.81)では有意差は見られなかったが、原始卵胞では約

60	%	多くの卵胞が DMF 群で観察された	(DMF 群:	395.0	±	15.8	vs	Control

群:	251.2	±	17.3	,	p	=	0.0002)。	

	

7. DMF 投与で血清中 Nrf2 と AMH 濃度は上昇した	

マウスへの DMF 投与により血清中の Nrf2 と AMH の濃度は上昇を認めた。血中

AMH は卵巣に存在する前胞状卵胞と小胞状卵胞の数を反映するといわれており、	

妊孕性を示す卵巣予備能の評価として有用である 37 と考えられているため不妊

治療のスクリーニング検査としても行われることが一般的になっている。図 20

に示したように、DMF 投与により Nrf2	(コントロール群:	6.79	±	0.12	ng/ml	

vs	DMF 群:	8.21	±	0.11	ng/ml,	p	<	0.0001)、AMH	(コントロール群:	13.93	

±	0.44	ng/ml	vs	DMF 群:	18.63	±	0.38	ng/ml	,	p	<	0.0001)と有意な上昇が

みられた。	
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8. DMF 投与により Nrf2 は活性化し、抗酸化物質の産生は上昇した	

マウス卵巣における DMF 投与の影響を検討するため、Nrf2 およびその標的遺

伝子である NQO1、抗酸化物質である Catalase と SOD1 の mRNA とタンパク発現量

を測定した。mRNA 発現量は	Nrf2	(DMF 群で 1.50 倍)、	Catalase	(DMF 群で 1.91

倍)、	SOD1	(DMF 群で 1.42 倍)、	NQO1	(DMF 群で 1.84 倍)とそれぞれ有意に上

昇し、Western	blotting によるタンパクの発現量も Nrf2、Catalase、SOD1、NQO1

ともに上昇がみられた。Keap1 のタンパク発現は反対に低下した（図 21）。	

	

9. DMF 投与は卵巣組織での酸化ストレスを軽減した	

DMF 投与が卵巣組織に及ぼす影響を検討するために、免疫染色で DNA 酸化損傷

マーカーである 8-OHdG 量を検討した。DMF 投与により 8-OHdG は発現が減少した

（図 22-1）。またアポトーシスの過程で生じる断片化 DNA を測定する TUNEL 染色

では、DMF 投与により TUNEL 陽性細胞は減少した（図 22-2）。	

	

10. Telomere と TERT 活性は DMF 投与で上昇した	

DMF 投与の影響を検討するため、Telomere と TERT の mRNA 発現量を測定した。

Telomere	(DMF 群で 2.15 倍)、TERT	(DMF 群で 1.90 倍)	ともに mRNA は有意に発

現が上昇し、TERT のタンパク発現量も上昇を認めた（図 23）。		
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考察	

女性不妊の原因として酸化ストレスの影響は大きいと広く考えられており、

代表的な抗酸化経路であるNrf2/Keap1経路の活性化がヒト及びマウス卵巣にお

いて酸化ストレスを軽減するかを検討した。Nrf2 を活性化することで知られる

DMF は、50 年以上乾癬の治療薬として長期投与され安全性が高いことが知られ

ており、今回の検討でも重要な副作用は観察されなかった。	

DMF の投与量に関しては以下のように検討して決定した。DMF の動物実験に関

しては既報 27,38-40 及び、多発性硬化症に対する経口 DMF 薬である Tecfidera®の

投与量を参考にした。Tecfidera®の最大投与量は 480 ㎎/日、およそ 10mg/kg/日

であり、発売前動物臨床実験 41において、マウスへの 50、100	 mg/kg/日の経口

投与は副作用がみられなかったのに対して 250	 mg/kg/日の投与では胃粘膜障害

に起因する体重減少の副作用がみられたため、50	mg/kg/日を経口投与し、体重

減少を含む副作用は観察されなかった。ヒト GC への DMF 刺激も同等量を用い、

明らかな細胞死は観察されなかった。	

Nrf2/Keap1 経路はその同定以降、生体を酸化ストレスから防御する「よい面」

が注目されてきた 42。しかし、Nrf2 の活性化は卵巣癌を含む癌の抗がん剤への

抵抗性を増す可能性が示唆され 43、その「わるい面」にも注目が集まった 44-47。

癌細胞における Nrf2 活性化の正確なメカニズムはまだ不明であるが 16、Keap1
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の変異による Nrf2 蓄積が活性化の原因と考えられる 44,48。そのため、正常な細

胞に対して Nrf2 活性化剤である DMF を投与しても、Keap1 への阻害作用は一時

的であるため 44,48癌化などのリスクは少なく、DMF による Nrf2/Keap1 経路の活

性化は細胞保護的に働く可能性が高いと現在は考えられている 49。乾癬の患者で

癌の発生が増加するというデータはなく 25、今後は多発性硬化症患者を長期に観

察することでさらなる知見が得られると考える。ただし、多発性硬化症に対して

DMF の正確な作用機序は明らかではなく、その解明も待たれる。	

卵巣において妊孕性を規定するのは原始卵胞の数と考えられている 50。ヒトを

含め大多数の哺乳類において卵巣生殖細胞は胎生期のみに増殖する。ヒトの場

合、胎生期には約 600～700 万個存在する原始卵胞は出生時には約 30 万個に減

少し、それ以降も減少していくが増加することはない 51-53。それゆえ加齢に伴い

減少する原始卵胞の数を温存することは、卵巣の加齢を遅らせることにつなが

る 54。マウスへの DMF の経口投与はコントロール群に比して 60％も多くの原始

卵胞数の貯蔵を示した（図 19）。また COS による排卵数（DMF 群(5.1	 ±	 0.3	

oocytes	per	mouse)、Control 群	(0.8	±	0.3	oocyte	per	mouse)）も有意に多

く（図 18）、今後さらなる検討は必要だが、DMF が加齢マウスの妊孕性を温存す

る可能性が示唆された。哺乳類でも種により、卵胞の貯蔵パターンは異なるが、

マウスとヒトではそのパターンの近似性が示されている 55。血中 AMH 値は原始卵
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胞から発育する前胞状卵胞数を反映すると考えられており、その値は卵巣内に

貯蔵される卵、つまり卵巣予備能を反映する 56,57。ヒトにおいて正確な原始卵胞

数をモニターすることは困難であるため、卵巣予備能として AMH 値を測定する

ことが一般的である。今回マウスにおいてDMF投与は原始卵胞の貯蔵とともに、

AMH 値の有意な上昇を示していた（図 20）。最近、患者からの文書による同意と、

東京大学研究倫理員会の承認（3594－(4)）のもと、多発性硬化症の治療で

Tecfidera®を経口投与されている東京大学医学部附属病院の生殖年齢にある女

性患者の卵巣機能を追跡しており、今後は卵巣予備能の指標として血中のAMHや

Nrf2 の値を測定する予定である。	

Telomere とは真核生物の染色体の末端部分にみられる TTAGGG の塩基配列の

反復構造である。Telomere は細胞分裂や酸化ストレスにより生じる ROS の影響

で少しずつ短縮し、体細胞は 50 回程度の細胞分裂で細胞死に至る 58,59。生殖細

胞ではテロメラーゼという酵素の活性が高く、Telomere が伸長することが知ら

れている 60。Telomere 長は加齢とともに短縮し、ヒトやマウスの生殖能力との

関連性は複数の報告がある 61-63。生殖細胞の Telomere は特に ROS の影響を受け

やすく 64、その短縮は生殖細胞の質の低下をもたらし不妊につながる 65。テロメ

ラーゼはテロメア配列の鋳型となる RNA である TERC	 (Telomerase	 RNA	

Component)と逆転写酵素 TERT、その他の制御サブユニットからなる複合体であ
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り、その活性は TERT 活性に依存する 66。Telomere 長や TERT 活性と、Nrf2 の関

連は未だ不明な点が多いが、Telomere 欠損マウスでは Nrf2 の発現抑制と老化が

みられた 67。今回、マウスへの DMF 投与で TERT の mRNA およびタンパク発現は増

加しており、DMF による Nrf2 活性化との関連が示唆される。しかし Telomere 長

の測定は技術的な問題から未実施のため、今後の検討が必要である。	
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結論	

ヒト顆粒膜細胞において、Nrf2 活性化剤 DMF による刺激は Nrf2 及び抗酸化物

質の発現を上昇させ、8-OHdG と ROS 産生を低下させた。またマウスへの DMF 経

口投与は排卵数と貯蔵原始卵胞数を有意に増加させ、卵巣組織での酸化ストレ

スの軽減がみられた。以上より、DMF による Nrf2/Keap1 経路の活性化は抗酸化

物質の発現が上昇することにより酸化ストレスを減少させ、卵巣の加齢を遅ら

せる可能性が示された。	
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おわりに	

今後も女性のライフスタイルの変化に伴い先進国での晩婚化は進み、将来的

に体外受精などの高度不妊治療を受けるカップルは増加すると考えられる。

Nrf2/Keap1 経路の活性化を通じて卵巣の加齢を遅らせることができれば、高齢

を理由に不妊治療を受けるカップルは減少する可能性があり、これは当事者だ

けではなく社会経済的にも大きい利点がある。今後は、DMF を投与されている女

性患者の卵巣機能の追跡を通じた、さらなる検討を予定している。	
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略語	

DMF,	Dimethylfumarate	

Nrf2,	Nuclear	factor-E2-related	factor	2	

Keap1,	Kelch-like	ECH-associated	protein	1	

ARE,	antioxidant	response	element	

SOD1,	superoxide	dismutase	1	

MS,	multiple	sclerosis	

FDA,	Food	and	Drug	Administration	

GC,	granulosa	cell	

PBS,	Phosphate	buffered	saline	

ROS,	reactive	oxygen	species	

PMSG,	Pregnant	Mare	Serum	Gonadotropin	

hCG,	human	chorionic	gonadotropin	

HTF,	human	tubal	fluid	

COCs,	cumulus-oocyte	complexes	

HE,	hematoxylin	and	eosin	

8-OHdG,	Human	8-hydroxy-2'-desoxyguanosine	

POD,	peroxidase	
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TUNEL,	 Terminal	 deoxynucleotidyl	 transferase	 (TdT)	 dUTP	 Nick-End	

Labeling	

DAB,	3,3-diaminobenzidine	

GAPDH,	glyceraldehyde-3-phosphate	dehydrogenase	

OGG1,	8-oxoguanine	DNA-glycosylase	1	

NQO1,	NAD(P)H	quinone	dehydrogenase	1	

siRNA,	short-interference	RNA	

TERT,	telomerase	reverse	transcriptase	

DAPI,	4’,6-Diamidino-2-Phenylindole,	Dihydrochloride		

ELISA,	enzyme-linked	immunosorbent	assay	

AMH,	anti-mullerian	hormone	

dG,	deoxyguanosine		

COS,	controlled	ovarian	stimulation	

TERC,	Telomerase	RNA	Component	
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図	

	

図	1-1	本邦における平均初婚年齢と平均出生時年齢の推移	

	

図	1-2	本邦における出生数と合計特殊出生率の推移	
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厚生労働省「人口動態統計」2017 年度版より	

http://www8.cao.go.jp/shoushi/shoushika/whitepaper/measures/w-

2017/29webhonpen/html/b1_s1-1-2.html	

女性の初回進出に伴い、初婚年齢並びに出生時年齢は年々上昇している。それに

伴い合計特殊出生率は低下を示している。	
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女性因子	

	 	 	 	 	 	 		

男性因子	

	 	 	 	 	

図	2	不妊の原因（日本産科婦人科学会ホームページより引用）	

女性因子、男性因子、原因不明に大別される。	
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図	3	女性の年齢による妊孕力の変化（自然妊娠）	

妊孕率は、女性 1,000 人あたりの出生数（17～20 世紀のアメリカ、ヨーロッパ、

イランなど 10 ヶ所のデータ：Henry,	 L.	 (1961).	 Some	 data	 on	 natural	

fertility.	Eugenics	Quarterly,	8(2),	81-91.）を元に、20～24 歳を 100％と

して計算した。年齢の増加に伴い（特に 35歳以降）妊孕率の低下が認められる。

データは平均±標準偏差で示した。	
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＜人工授精＞	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 ＜体外受精（採卵＆胚移植）＞	

	

	

図	4	人工授精と体外受精の概要（http://www.ivf.co.jp/より引用）	

人工授精は洗浄精子をカテーテルで直接子宮内に注入する。体外受精は卵巣に

育った卵胞を穿刺針で体外から穿刺回収し、採取した精子と受精させて培養し

た胚を子宮内に胚移植する。いずれの手順も卵胞を育てるために服薬や注射に

よる排卵誘発を行うことが多い。	
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図	5-1	不妊治療の流れ（日本産科婦人科学会ホームページより引用）	

	

	
図	5-2	不妊治療における月経周期ごとの通院日数の目安（厚生労働省ホームペ

ージより引用）	

不妊検査の結果で原因を大別し治療を進める。一般不妊治療と呼ばれるタイミ

ング法、人工授精を経て、高度不妊治療と呼ばれる体外受精と段階を踏んでステ

ップアップしていくことが一般的である。これに伴い、服薬や注射の増加、通院

日数の増加、侵襲の高い治療となっていくため、患者にとって負担が大きくなっ

ていく。	
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図	6	体外受精での出生児数と全出生児に占める割合（日本産科婦人科学会ホー

ムページを改変）	

体外受精での出生は年々増加しており、2015 年には約 20人に 1人にあたる 5.1%

が体外受精で出生している。	
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図	7	Nrf2/Keap1 経路の概要	

定常状態において、転写因子 Nrf2 は Keap1 により細胞質に留められ、核移行が

阻害されることで遺伝子発現が抑制されている。細胞が酸化ストレスにさらさ

れると、Keap1 は酸化修飾され Nrf2 との結合が減弱し、Nrf2 は核内へ移行する。

核内へ移行した Nrf2 は遺伝子上流にある抗酸化応答配列 ARE に結合し、下流遺

伝子の発現を誘導する。下流遺伝子には抗酸化酵素である Catalase や

superoxide	dismutase	1	(SOD1)、解毒代謝酵素などが含まれる。	
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図	 8	 Nrf2 活性化剤 Dimethylfumarate（DMF)の分子構造と、多発性硬化症に対

する経口 DMF 薬である Tecfidera®カプセル(Biogen 社ホームページより引用)	

DMF は乾癬の治療薬として 50 年以上使用されていた。多発性硬化症(MS)治療薬

として 2013 年～米国などで臨床応用開始。本邦では 2017 年 2 月より販売開始

(Tecfidera®)。	

DMF	が Keap1 と結合することにより Nrf2 の核内移行が亢進し、OS	が減弱する。	
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図	9	酸化ストレスは ROS と抗酸化物質の均衡が崩れると発生する	

(Squier	TC,	Bigelow	DJ.	Protein	oxidation	and	age-dependent	

alterations	in	calcium	homeostasis.	Front	Biosci.	2000	May	1;5:D504-

26.より引用)	 	
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図	10	マウスと薬剤投与	

20 週齢の BALB/c 雌マウスを 32 週まで飼育し、DMF 群と Control 群（各 15 匹）

の 2群に分け、DMF 群には 0.1%メチルセルロースに懸濁混和した 50㎎/kg の DMF

を 0.1ml、Control 群には 0.1%メチルセルロースを 0.1ml、それぞれ 32 週から

48週まで 16週間連日経口投与した。	
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図	11-1	ヒト卵巣における Nrf2 タンパクの発現	

	

	

	

	

図	11-2	ヒト卵巣における Keap1 タンパクの発現	

	

組織免疫染色法を用いてヒト卵巣における Nrf2 及び Keap1 タンパクの発現を検

討した。様々な発育段階の卵胞を抗-Nrf2 抗体と抗⁻Keap1 抗体で染色した。	

✔は黄体、★は白体を図示	
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	 	 	 	 	 	 	 定量的 RT-PCR 法	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Western	blotting	

	

	

	 	 	 	 	 Western	blotting 定量	

図	12	酸化ストレス刺激はヒト顆粒膜細胞においてNrf2及び抗酸化物質の発現

を上昇させる	

培養 GC細胞に過酸化水素を添加して酸化ストレス刺激を与え、定量的 RT−PCR 法

または Western	blotting に供した。	

定量的 RT−PCR 法、Western	blotting ともに	n=3、*	p	<	0.05	vs	control	

Western	Blotting の各タンパクの発現量はβ-actin を loading	control とし

て補正した。	
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	 	 	 	 	 	 	 定量的 RT-PCR 法	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Western	blotting	

	

	 	 	 	 Western	blotting 定量	

	

図	13	内因性 Nrf2のノックダウンはヒト顆粒膜細胞での抗酸化物質の発現を低

下させる	

SiRNA を用いてヒト培養 GC の内因性 Nrf2 をノックダウンし、定量的 RT−PCR 法

または Western	blotting により Nrf2、及び抗酸化物質の発現量を検討した。	

定量的 RT−PCR 法、Western	blotting ともに	n=3、*	p	<	0.05	vs	control	

Western	Blotting の各タンパクの発現量はβ-actin を loading	control とし

て補正した。	
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	 	 	 	 	 	 定量的 RT-PCR 法	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Western	blotting	

	

	

	 	 	 	 	 Western	blotting 定量	

	

図	14	Nrf2 活性化剤 DMF によるヒト顆粒膜細胞刺激は抗酸化物質の発現を上昇

させる	

ヒト培養 GCに DMF（50	µM、100	µM）を添加し、定量的 RT−PCR 法または Western	

blotting により Nrf2、及び抗酸化物質の発現量を検討した。	

定量的 RT−PCR 法、Western	blotting ともに	n=3、*	p	<	0.05	vs	control	

Western	Blotting の各タンパクの発現量はβ-actin を loading	control とし

て補正した。	
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図	15	ヒト顆粒膜細胞における Nrf2 の活性化は 8-OHdG 産生を低下させる	

ヒト培養 GCをそれぞれ 100	µM の DMF（図	 E～H）または 400	µM の過酸化水素

（図	 I～L）で刺激し、抗-Nrf2 抗体または抗-8-OHdG 抗体で反応させ、蛍光免

疫染色法で検討を行った。	
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図	16	細胞内 ROS の測定	

無蛍光の CM-H2DCFDA プローブ	は ROS により素早く酸化されることで、強く蛍

光発色し、	2’,	7’-Dichlorodihydrofluorescein	(DCF)に変化するため、その

蛍光強度を定量することにより細胞内の ROS 産生量を計測できる。	

	 	



62 
 

	

	

図	17-1	ヒト顆粒膜細胞における Nrf2 の活性化は ROS 産生を低下させる	

GC 内 ROS を CM-H2DCFDA 染色を用いて計測した。GC は 100	 µM の DMF（E～H）、

400	µM の過酸化水素（G～I）、100	µM の DMF	+	400	µM の過酸化水素（J～L）、

または培養液のみ（A～C）で刺激をし、CM-H2DCFDA を含んだ PBS で蛍光染色し

た。	
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図	17-2	ヒト顆粒膜細胞における Nrf2 の活性化は ROS 産生を低下させる	

ヒト GC の細胞内 ROS を CM-H2DCFDA 染色を用いて計測した。GC は刺激をした後

に、10	 µM の CM-H2DCFDA を含んだ PBS に 37	 ˚C で 20 分間インキュベートし、

Hoechst	 33342 対比染色を行い、ただちに共焦点顕微鏡で観察し、蛍光強度は

LSM700	ZEN を用いて計測した。	

各群 n=150、*	p	<	0.05	vs	control	
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図	18	マウスへの DMF 投与は排卵数を増加させた	

マウスの腹腔内に PMSG 及び hCG を投与して排卵誘発を行い、両側卵管と卵巣を

切除して採取し、卵管膨大部を確認して実体顕微鏡下で卵子卵丘細胞複合体を

採取して排卵数を確認した。	

各群 n=15、*	p	<	0.05	vs	control	
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図	19	マウスへの DMF 投与は貯蔵原始卵胞数を増加させた	

マウス卵巣組織の HE染色で DMF 群と Control 群の原始卵胞、一次卵胞、二次卵

胞、胞状卵胞の数を光学顕微鏡下でそれぞれ計測した。	

各群 n=15、*	p	<	0.05	vs	control	
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図	20	DMF 投与で血清中 Nrf2 と AMH 濃度は上昇した	

マウスの解剖時に心臓採血を施行し、ELISA 法にて AMH と Nrf2 の濃度を測定し

た。	

各群 n=15、*	p	<	0.05	vs	control	
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定量的 RT-PCR 法	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Western	blotting	

	

	 	 	 	 	 Western	blotting 定量	

図	21	DMF 投与により Nrf2 は活性化し、抗酸化物質の産生は上昇した	

DMF 投与の影響を検討するため、Nrf2 およびその標的遺伝子である NQO1、抗酸

化物質である Catalase と SOD1 の mRNA とタンパク発現量を測定した。	

RT-PCR 法	n=15、Western	blotting	n=3、*	p	<	0.05	vs	control	

Western	Blotting の各タンパクの発現量はβ-actin を loading	control とし

て補正した。	
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図	22-1	DMF 投与は卵巣組織での酸化ストレスを軽減した	

DMF 投与がマウス卵巣組織に及ぼす影響を検討するために、免疫染色で 8-OHdG

のタンパク発現量を検討した。	

	

	

	

	

	

	

	 	



69 
 

	

	

図	22-2	DMF 投与は卵巣組織での TUNEL 陽性細胞を軽減した（TUNEL 染色）	

マウス卵巣組織に対して、アポトーシスの過程で生じる断片化 DNA を TUNEL 染

色法により検出した。	
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定量的 RT-PCR 法	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 Western	blotting	

	

図	23	Telomere と TERT 発現量は DMF 投与で上昇した	

マウス卵巣において、Telomere と TERT の mRNA 発現量、および TERT のタンパク

発現量を測定した。	

各群 n=15、*	p	<	0.05	vs	control	

	

	

	


