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序論 

 

   

  卵巣卵胞の発達は、原始卵胞の構築から始まる（Fig. 0-1）。原始卵胞は、扁平な体

細胞（前顆粒膜細胞）が第一減数分裂前期で停止した状態の卵母細胞を取り囲むことで

形成される。原始卵胞は 1 次卵胞へと発達するが、この時、卵母細胞は成長を開始し、

顆粒膜細胞（granulosa cells）は立方状の形へ変化する。顆粒膜細胞が増殖し、2層以

上の顆粒膜細胞が卵母細胞を取り囲むと 2次卵胞（または前胞状卵胞）と呼ばれるよう

になる。2 次卵胞がさらに発達すると、顆粒膜細胞の間に空洞（卵胞腔）ができ始め、

その中を卵胞液と呼ばれる液が満たし、3次卵胞（または胞状卵胞）と呼ばれるように

なる。この時期の卵胞は卵胞腔ができ始めた初期胞状卵胞と、卵胞刺激ホルモン

（Follicle stimulating hormone, FSH）の影響を受け、さらに卵胞腔が大きくなった後

期胞状卵胞とに区別される。この胞状卵胞では卵胞腔の形成により、顆粒膜細胞は卵母

細胞を取り囲む卵丘細胞（cumulus cell）と卵胞壁を裏打ちする壁顆粒膜細胞（mural 

granulosa cell）とに区別されるようになる。なお、本研究では、卵丘細胞と壁顆粒膜

細胞を区別しない場合には顆粒膜細胞と表記する。その後、黄体形成ホルモン

（Luteinizing hormone, LH）の刺激を受けることで卵母細胞の減数分裂が再開し、受

精可能な卵母細胞が排卵される。 

  卵丘細胞と壁顆粒膜細胞は、胞状卵胞においてそれぞれ異なる機能を担っている。

卵丘細胞は主に卵母細胞の発達支持に特化した細胞であり、一方、壁顆粒膜細胞は主に

卵巣のもつ内分泌機能の一端を担う細胞である。例えば、卵丘細胞は、解糖やコレステ

ロール産生、さらにアミノ酸の取り込みなどに高い代謝活性を持ち、これらの代謝産物

（ピルビン酸やコレステロール、アミノ酸など）をギャップ結合と呼ばれる卵母細胞と

の接触面を介して卵母細胞に供給することで、卵母細胞の成長を支持している（Eppig et 
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al., 2005、Sugiura et al., 2005a、Su et al., 2008）。また、卵丘細胞は環状グアノシン 1リン

酸（cGMP）を卵母細胞へ供給し、卵母細胞の減数分裂の停止や再開などを制御してい

る（Norris et al., 2009、Zang et al., 2010、2011）。一方、壁顆粒膜細胞は、女性ホルモン

の一種であるエストロゲンを合成する酵素、アロマターゼ（CYP19A1）を発現し、莢

膜細胞で作られたアンドロゲンを基質として、エストロゲンを合成する働きをもつ

（Drummond, 2006）。排卵期には、卵丘細胞は卵母細胞とともに排卵されるが、この際、

多くの細胞外基質を分泌し、膨潤化して卵母細胞を保護する。この現象は「卵丘膨化」

と呼ばれ、排卵に必須の現象である（Chen et al., 1993）。一方、壁顆粒膜細胞は卵巣に

留まり、黄体細胞として妊娠の維持などに関与する。これらの卵丘細胞と壁顆粒膜細胞

の機能の違いはそれらの細胞での遺伝子発現の違いにも表れており、卵丘細胞では、代

謝や増殖に関連する遺伝子発現が壁顆粒膜細胞と比較して有意に高く、一方、壁顆粒膜

細胞ではステロイドホルモン生産に関連する遺伝子の発現が卵丘細胞と比較して有意

に高いことが知られる（Wigglesworth et al., 2015）。このように、卵丘細胞と壁顆粒膜細

胞は、それぞれ重要な機能を担っており、これらの細胞が適切に発達し機能することは、

卵巣が機能する上で非常に重要である。 

  これら顆粒膜細胞（卵丘細胞および壁顆粒膜細胞）の発達、機能制御には卵母細胞

が分泌する増殖因子（以下、卵分泌因子）が重要な役割を果たすことが知られている

（Eppig, 2001、Emori, 2014）。例えば、前述した卵丘細胞における高い代謝活性は、卵

母細胞が卵分泌因子を介して卵丘細胞における代謝関連遺伝子の発現を促進すること

で制御されている（Eppig et al., 2005、Sugiura et al., 2005a、Su et al., 2008）。さらに、卵

分泌因子は卵丘細胞の増殖を促進し（Vanderhyden et al., 1992、Lanuza et al., 1998）、アポ

トーシスを抑制する（Hussein et al., 2005）。卵分泌因子は壁顆粒膜細胞にも影響を持ち、

壁顆粒膜細胞でのステロイドホルモン産生を制御すること（Vanderhyden et al., 1995）、

壁顆粒膜細胞の黄体化を抑制することなどが知られている（El-Fouly et al., 1970）。また、
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2 次卵胞期の卵母細胞と、より未発達な原始卵胞期の体細胞を組み合わせた、卵母細胞

と体細胞の発達ステージの異なる再構築卵胞では、卵胞の発達ステージは卵母細胞の発

達ステージと一致するようになる（Eppig et al., 2002）。これは、卵母細胞が卵丘細胞や

壁顆粒膜細胞の発達や機能を制御することで、卵胞の発達さえも制御していることを意

味している。 

  卵分泌因子としては、成長分化因子 9（Growth differentiation factor 9, GDF9）や、骨

形成因子（Bone morphogenetic factors, BMPs）に属する BMP15や BMP6など、トランス

フォーミング成長因子 β（Transforming growth factor β, TGFβ）スーパーファミリーに属

するタンパク質がよく知られている（Elvin et al., 2000）。Gdf9 のノックアウトマウスに

おいては、1次卵胞から 2次卵胞への顆粒膜細胞の分化が異常となり、それ以降の卵胞

発達が進まず不妊となる（Dong et al., 1996）。一方、Bmp15 のノックアウトマウスでは

不妊とはならないが、卵丘細胞を持たない胞状卵胞期の卵母細胞が見られるなど、卵胞

発達に異常をきたし、排卵数の減少による妊孕性の低下が確認されている（Yan et al., 

2001）。また、Bmp6 のノックアウトマウスにおいても、黄体形成ホルモンに対する顆粒

膜細胞の応答性の低下による排卵数の減少、および妊孕性の低下が報告されている

（Sugiura et al., 2010a）。また、Bmp15のホモノックアウトと、Gdf9 のヘテロノックアウ

トを合わせたマウス（Bmp15-/-Gdf9+/-）では、顆粒膜細胞の分化が正常に起こらず、不

妊となること（Yan et al., 2001）、合成タンパク質を用いた培養実験では、BMP15 と GDF9

を同時に培養液に添加することで、それぞれ単独で添加した場合に比べて、顆粒膜細胞

の増殖やステロイド産生に対する影響がより顕著にみられるようになることから

（McNatty et al., 2005a; McNatty et al., 2005b）、BMP15 と GDF9は相乗的に作用して顆粒

膜細胞の制御に関与していると考えられている。BMP15 や GDF9 はホモ 2 量体を形成

して機能すると考えられてきたが、最近、BMP15/GDF9 のヘテロ 2量体の存在が示唆さ

れており（Peng et al., 2013）、これが BMP15と GDF9の相乗的な効果のメカニズムとし
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て考えられる。しかしながら、卵母細胞が分泌するこれらの因子が実際にヘテロ 2量体

を形成して機能しているかどうかについては不明である。 

一般に、TGFβ スーパーファミリーに属するタンパク質のシグナル伝達は、2 種類

のセリン/スレオニンキナーゼ受容体、I 型および II 型受容体が必要であり、細胞内シ

グナル伝達は、SMADと呼ばれるタンパク質を介して行われる（Fig. 0-2）（Massaous and 

Hata. 1997）。SMAD は特異型（SMAD1, 2, 3, 5, 8）、共有型（SMAD4）、および抑制型

（SMAD6, 7）の三種類に分類される。リガンドの結合後、これら 2 種類の受容体はヘ

テロ 4量体を形成し、II型受容体が I型受容体をリン酸化して活性化する。活性化した

I型受容体は特異型 SMADをリン酸化し、リン酸化された特異型 SMADは、共有 SMAD

と結合して細胞質から核内へ移行し、転写活性因子として作用する。顆粒膜細胞におい

ては、BMP シグナルは SMAD1/5/8 によって伝達され、一方、GDF9 のシグナルは

SMAD2/3 によって伝達されることから、顆粒膜細胞での BMP および GDF9 シグナルの

影響はそれぞれSMAD1/5/8およびSMAD2/3のリン酸化状態により判断することができ

る。 

卵分泌因子以外にも、多くの卵胞内のホルモンや増殖因子が顆粒膜細胞の発達に関

与するが、中でもエストロゲンのシグナルは重要であると考えられる。エストロゲン受

容体には I型（estrogen receptor 1; ESR1、または ERα）と II型（ESR2 または ERβ）が

存在する（Couse et al., 1999b）。Esr1 は卵巣では主に莢膜細胞で発現し、そのノックア

ウトマウスでは、胞状卵胞期で発達が停止し、黄体形成に異常が見られ、不妊となる

（Lubahn et al., 1993、Couse et al., 1999b）。しかしながら、Esr1ノックアウトマウスに性

腺刺激ホルモンを処理することで排卵、黄体形成が起こることから（Rosenfeld et al., 

2000）、Esr1 ノックアウトマウスでみられる異常は、卵巣に直接起因せず、卵巣の制御

にかかわる内分泌異常に起因すると考えられている。一方、Esr2 は主に顆粒膜細胞で発

現し、そのノックアウトマウスは、卵丘膨化に異常がみられ、排卵数、黄体数の減少と
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ともに産仔数の減少が報告されている（Krege et al., 1998）。また、Esr2ノックアウトマ

ウスの卵胞では、アロマターゼ発現の低下によりエストロゲン産生量が減少すること

（Emmen et al., 2005）、卵胞閉鎖や早期に卵胞がなくなることが報告されている（Cheng 

et al., 2002）。これらの報告により、卵巣においては、エストロゲンの受容体としては

ESR2 が主に機能を果たすと考えられている。また、Esr1、2 のダブルノックアウトマ

ウスでは顆粒膜細胞の発達に異常が見られ、不妊となるが（Couse et al., 1999a、Dupont et 

al., 2000）、このダブルノックアウトマウスでは、加齢に伴って顆粒膜細胞がセルトリ様

細胞へと分化転換する。したがって、エストロゲンのシグナルは顆粒膜細胞の「雌性」

の維持にも重要であると考えられている。 

  このように、顆粒膜細胞の発達において、個々の役割については多くの研究が行わ

れてきた卵分泌因子とエストロゲンだが、近年、この 2つのシグナルがともに働くこと

の重要性が示唆された。Sugiura らは、前述の卵丘膨化をモデルとして、卵丘膨化能の

獲得と維持には卵分泌因子に加えてエストロゲンが必要であることを報告している

（Sugiura et al., 2010b）。また、卵母細胞の減数分裂制御には、グアニル酸環状酵素 NPR2

による卵丘細胞での cGMP 合成が必要であるが（Zhang et al., 2010）、卵丘細胞での Npr2

の発現には卵分泌因子とエストロゲンの両方が必要である（Zhang et al., 2011）。これら

の報告より、卵丘細胞の発達や機能制御に対する卵分泌因子とエストロゲンの協調的な

作用の重要性が示唆されるが、これまでのところ、卵丘細胞の発達や機能制御に対する

卵分泌因子とエストロゲンの影響に関する報告はこの 2報に限られており、卵分泌因子

とエストロゲンの協調作用が卵丘細胞の発達制御に与える影響についてより広範な解

析が必要とされている。また、卵分泌因子とエストロゲンはそれぞれ壁顆粒膜細胞の発

達に重要な役割を果たすことは前述のとおりであるが、両者の協調的な作用の壁顆粒膜

細胞の発達や機能制御における役割については解明されていない。 

そこで本研究では、卵分泌因子とエストロゲンのシグナルが顆粒膜細胞（卵丘細胞
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と壁顆粒膜細胞）の発達制御に与える影響を明らかとすることを目的とした。第 1章で

は、卵分泌因子とエストロゲンのシグナルの協調作用が卵丘細胞における遺伝子発現に

どのような影響を及ぼすのか、マイクロアレイを用いて網羅的な解析を行った。続く第

2 章で、これら 2者がどのように関わり合っているのか、メカニズムについての解析を

行った。さらに第 3章では、壁顆粒膜細胞に着目し、卵分泌因子とエストロゲンのシグ

ナルの協調作用が壁顆粒膜細胞の発達に与える影響について解析を行った。 
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Fig. 0-1 卵胞発達 

卵巣内の原始卵胞は、成長を開始した卵母細胞を立方状の体細胞が取り囲む 1次卵胞へと発達し、

2 次卵胞では 2層以上の体細胞（前胞状卵胞顆粒膜細胞）が卵母細胞を取り囲み、その外側を莢

膜細胞が覆う。さらに発達すると、顆粒膜細胞の間に卵胞液で満たされた空洞ができ、3次卵胞

（胞状卵胞）となる。胞状卵胞は初期胞状卵胞と、後期胞状卵胞とに区別される。また、顆粒膜

細胞は卵丘細胞と壁顆粒膜細胞とに区別される。 
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Fig. 0-2 TGFβスーパーファミリーのシグナル伝達 

TGFβスーパーファミリーのシグナルはセリン/スレオニンキナーゼ受容体 I型、II型から、SMAD

を介して伝わる。II 型受容体が I型受容体をリン酸化すると、特異型 SMAD がリン酸化される。

リン酸化された特異型 SMAD は共有型 SMAD と結合して核内で転写活性因子として作用する。 
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卵分泌因子とエストロゲンによって制御される 

卵丘細胞遺伝子発現の網羅的解析 
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緒言 

 

本章では、卵分泌因子とエストロゲンが卵丘細胞の発達制御に与える影響を明らか

とすることを目的とし、マイクロアレイ解析を用いて、卵丘細胞において両者によって

制御される遺伝子発現を、遺伝子オントロジー解析を用いて網羅的に解析した。さらに、

卵丘細胞の発達には、卵母細胞とのギャップ結合などの細胞接触を介したコミュニケー

ションの重要性も知られることから、その点についても解析することとした。 

  また、一般に、シグナルの相互作用は制御される遺伝子の種類に影響を及ぼすだけ

でなく、それぞれの発現量、すなわち、シグナルの強度にも影響を及ぼすと考えられる。

そこで、遺伝子オントロジー解析に加えて、卵分泌因子とエストロゲンが互いのシグナ

ルの強度に及ぼす影響を解析することにした。 

遺伝子オントロジー解析、およびシグナル強度の解析で用いた手法は材料と方法で、

また、具体的な実験デザインは結果の冒頭で述べる。 
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材料と方法 

 

  本マイクロアレイ解析は、John J. Eppig博士（ジャクソン研究所、アメリカ合衆国）

との共同研究として実施し、解析に用いたサンプルの準備およびマイクロアレイの実施

はジャクソン研究所で行われた。リアルタイム PCR によるマイクロアレイ結果の確認

実験、および遺伝子オントロジー解析、シグナル強度の解析は私自身で行った。 

 

マウス 

マウスは 3 週齢の B6SJLF1（C57BL/6×SJL1）マウスを本研究室で自家繁殖したも

の、またはジャクソン研究所で飼育されているものを用いた。室温 22-25℃、湿度 40-60％、

明期 12時間、暗期 12時間の条件、および、固形飼料と水を自由に与えて飼育し、実験

に供した。なお、実験は全て東京大学またはジャクソン研究所の動物実験実施マニュア

ルに則り行った。 

 

培地 

培地にはMEMα（Life Technology, Inc.）に、炭酸水素ナトリウム（和光純薬工業）

を 2.2 mg/ml、ペニシリン Gカリウム（明治製菓）を 75 μg/ml、硫酸ストレプトマイシ

ン（明治製菓）を 50 μg/ml、牛血清アルブミン（BSA）（Sigma-Aldrich Co.）を 3 mg/ml 加

えたものを基本培地として用いた。さらに、卵母細胞添加実験を行う際には、卵母細胞

を卵核胞期で停止させておくために、基本培地にホスフォジエステラーゼ阻害剤である 

milrinone（Sigma-Aldrich Co.）を 10 μM の濃度で添加した。 
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卵丘細胞の単離 

3週齢のマウスに、妊馬血清性性腺刺激ホルモン（pregnant mare serum gonadotropin : 

PMSG）（あすか製薬）を 5 IU 腹腔内注射して卵胞発達を促進した。その 44-48 時間後

に頸椎脱臼により安楽死させた後、開腹して卵巣を取り出した。取り出した卵巣を 2.5 

ml の基本培地の入った 35 mm dish の中に入れ、26ゲージの注射針を用いて、卵巣を

小片に切り裂いて、胞状卵胞より卵丘-卵母細胞複合体をマイクロピペットを用いて回

収した。回収した細胞は、数回洗浄してから実験に用いた。共培養に用いた卵母細胞は

回収した卵丘-卵母細胞複合体よりピペッティングで卵丘細胞を取り除いて得た。 

 

Oocytectomy（OOX）法による卵丘-卵母細胞複合体からの卵母細胞の除去 

卵丘細胞は、その立体的な高次構造が破壊されるとその細胞特性を失ってしまうこ

とが経験的に知られている。そこで、卵丘細胞の特性を維持したままで卵母細胞を除去

するために、マイクロマニピュレーターを用いて OOX 法（Buccione et al., 1990）によ

り、卵丘-卵母細胞複合体 から卵母細胞を除去した（Fig. 1-1）。まず、卵丘-卵母細胞複

合体 をホールディングピペットで吸引固定し（Fig. 1-1A）、インジェクションピペット

で透明帯に小さな穴をあけた（Fig. 1-1B）。透明帯に穴をあけた卵丘-卵母細胞複合体 を

ホールディングピペットで強く吸引することにより、卵丘細胞の高次構造を保ったまま

卵母細胞の細胞質をホールディングピペット内へ吸引除去した（Fig. 1-1CD）。 

 

培養 

培養には前述の基本培地を用いた。本研究で用いるエストロゲンとしては、最も強い生

理活性を持つとされる 17β-Estradiol（E2）を 10-7 M の濃度で用いた。この濃度は、ラッ

トの卵胞液に含まれる E2 濃度の報告から、生体の卵胞内に含まれると予測される E2

濃度に近い値である（Goff et al., 1979）。また、マウス卵丘-卵母細胞複合体の培養にお
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いて、十分に E2 の影響が観察できる濃度である（Sugiura et al., 2010b）。17β-Estradiol

（E2）（Sigma-Aldrich Co.）は、基本培地に 10-7 M の濃度で添加して用いた。また、卵

丘細胞と卵母細胞との共培養を行う実験では、1 μl の培地につき 2個の卵母細胞を加え

て培養した。培養は、96 ウェルプレート（IWAKI）を用い、37℃、CO2 5％、O2 5%、

湿度 100％ に保たれたインキュベーター内で行った。 

 

トータル RNA 抽出、cDNA合成 

トータル RNAの抽出には RNeasy Micro Kit（Qiagen）を用い、卵丘細胞 よりトー

タル RNA を抽出した。RNeasy Micro Kit では、1％ β-メルカプトエタノール含有 RLT 

Buffer 75 μl に細胞を入れ、さらに、70％エタノールを加えた。その後、細胞抽出液全

量を RNeasy MinElute Spin カラムに移し、以降はプロトコルに従って、DNase 処理およ

び洗浄を行った。RNAの溶出には 14 μl の RNease free water を用いた。 

得られたトータル RNAより、QuantiTect Reverse Transcription Kit（Qiagen）を用い

て cDNA合成を行った。QuantiTect Reverse Transription Kit では RNeasy Micro Kit により

精製した RNAに DNA wipeout buffer を加え、42℃で 2分置いた後、Quantiscript  Reverse 

Transcriptase と Quantiscript RT Buffer、RT Primer Mix を加え 42℃で 30 分間、95℃で 3

分間反応させ cDNAを得た。 

 

リアルタイム PCR 

リアルタイム PCRには、QuantiTect SYBR Green PCR Kit（Qiagen）と、リアルタイ

ム PCR機器 StepOnePlus Real-time PCR system（Applied Biosystems）を用いた。内部標

準としてハウスキーピング遺伝子である ribosomal protein L19（Rpl19）を用い、遺伝子

発現は Rpl19 の発現量を基準とした ΔΔCt 法（Livak and Schmittgen, 2001）により、標

準とするサンプルの発現量に対する比で表した。非特異的なシグナルを検出することを
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避けるために、リアルタイム PCR 解析終了後に dissociation-curve analyses を行い、さ

らに PCR 産物をアガロースゲル電気泳動にかけ、予想されたサイズのバンドが 1本だ

け検出されることを確認した。なお、本章で用いたプライマーは Table 1-1に示した。 

 

マイクロアレイ解析 

マイクロアレイ実験は、John J. Eppig博士との共同研究として、ジャクソン研究所

のマイクロアレイサービスで行われた。以下に、方法について簡潔に示す。 

トータルRNAの精製にはRNeasy Micro Kit（Qiagen）を上記と同様の方法で用いた。

トータルRNAの質と収率はQuan-iT RiboGreen Reagent （Invitorogen）と共にBioanalyzer 

2100 とRNA 6000 Pico LabChip assay（Agilent Technologies, Palo Alto, CA）をプロトコル

に従って用いた。実験に必要量のcRNAを得るため、回収したトータルRNA（10 ng）よ

りtwo-Cycle Eukaryotic Target Labeling Assayパッケージ（Affymetrix）を用いてcDNAの合

成およびin vitro転写を行い、cRNAを増幅させた。15 μgのビオチン標識したcRNAを

Affymetriｘ GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Arrays に45℃で16時間ハイブリダイゼー

ションした。その後、Fluidics Station 450 instrument（Afymetrix）にを用いプロトコルに

従って染色・洗浄を行った。GeneChip 3000 laser confocal slide scanner （Affymetrix）を

用いてアレイ画像を得、Gene Chip Operating Software version 1.2 （GCOS, Affymetrix)を

用いて数値化した。各プローブセットの数値化データは、Expression Console （Version 1.1）

ソフトウェア（Affymetrix）を用いて解析した。マイクロアレイには、すべての実験群

について独立した3つのサンプルを用いた。 

得られたマイクロアレイ解析結果は、東京大学でデータ解析を行った。各比較にお

いて、統計処理により Q 値が 0.05 以下（Q value<0.05）、遺伝子発現が 1.5 倍以上の変

化（Fold Change>1.5）を示した遺伝子について、比較した 2つの実験区で発現差がある

と定義した。 
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各比較において発現差があると定義された遺伝子セットについて、VLAD 

（http://proto.infomatics.jax.org/prototypes/vlad/)を用いて、遺伝子オントロジー解析を行っ

た。VLADを用いることで通常の遺伝子オントロジー解析に加えて、複数の遺伝子セッ

トに関係した遺伝子オントロジーの関連性を視覚化することができる。以下では、2種

類の遺伝子セット（遺伝子セット a と b）の解析結果を模式的に示した Fig. 1-2 を用い

て、VLADによる遺伝子オントロジー解析結果の解釈の仕方を解説する。 

まず、それぞれの四角が一つ一つの遺伝子オントロジー（GO）を表しており、各

遺伝子オントロジーの関係性はそれぞれ異なる色の矢印で表されている。それぞれの矢

印の意味は Fig. 1-2Bに示した。また、Fig. 1-2Aでは遺伝子セット a の解析結果を緑、

もう一方の遺伝子セット bの解析結果を赤で示している。この時、それぞれの四角（遺

伝子オントロジー、GO）中の緑と赤色の割合は、それぞれの遺伝子オントロジーに対

して各遺伝子セットから関連付けられた遺伝子の統計的な比率を示している。例えば、

遺伝子オントロジーA（GO: A）について見てみると、緑と赤の割合がほぼ同じである

ことから、遺伝子セット a と bは同じ比率でこの遺伝子オントロジーに関連付けられた

遺伝子が存在することを示している。遺伝子オントロジーB（GO: B）は緑色の割合が

多いことから、遺伝子セット a の遺伝子は、遺伝子セット bのものと比べてより顕著（有

意）にこの GO: Bに関連付けられた遺伝子が存在する。一方、GO: Cでは、遺伝子セッ

ト bに関連付けられた遺伝子が顕著に存在することを示している。このように、VLAD

を用いた遺伝子オントロジー解析では、2種類以上の遺伝子セットを用いた遺伝子オン

トロジー解析結果を視覚的に比較することができる。 

  上記、遺伝子オントロジー解析に加えて、シグナル強度に着目した解析も行った。

解析方法としては、卵分泌因子、または E2 によって有意な発現制御を受ける遺伝子に

ついて、横軸に卵分泌因子、またはエストロゲン単独によって発現制御を受ける遺伝子

発現量の比（Fold change）を、縦軸に卵分泌因子と E2によって発現制御を受ける遺伝
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子発現量比をとり、プロットし、近似直線の傾きを評価した。さらに、Bmp15 欠損マウ

ス卵丘細胞でのマイクロアレイ解析より（Su et al., 2008）、卵母細胞が分泌する BMP15

については、その下流で制御されると考えられる遺伝子が既に報告されていることから、

BMP15 の下流遺伝子発現に着目した解析も行った。 

 

統計処理 

リアルタイム PCR による遺伝子発現の確認にはすべて 3 回以上、独立した実験を

おこなった。統計処理にはマイクロソフト Excelを使い、t 検定を用いた。危険率 p<0.05

以下をもって有意差があるとした。 
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結果 

 

実験デザイン 

まず、マイクロアレイ解析の概要を説明する。今回、解析に用いたサンプルは以下

の 6種類の条件で培養した卵丘細胞サンプルである（Fig. 1-3A）。 

実験区①： 卵丘-卵母細胞複合体の状態で培養 

実験区②： 卵丘-卵母細胞複合体を E2 添加培地で培養 

実験区③： 卵丘細胞のみを培養 

実験区④： 卵丘細胞を卵母細胞と共培養 

実験区⑤： 卵丘細胞を E2添加培地で培養 

実験区⑥： 卵丘細胞を卵母細胞とともに E2添加培地で培養   

  これらの卵丘細胞サンプルを用たマイクロアレイ解析結果について、次の 7種類の

比較解析を行った（Fig. 1-3B）。 

比較 1：卵丘細胞（実験区③）vs 卵丘細胞＋卵母細胞（実験区④） 

比較 2：卵丘細胞（実験区③）vs 卵丘細胞＋E2（実験区⑤） 

比較 3：卵丘細胞＋E2（実験区⑤）vs 卵丘細胞＋卵母細胞＋E2（実験区⑥） 

比較 4：卵丘細胞＋卵母細胞（実験区④）vs 卵丘細胞＋卵母細胞＋E2（実験区⑥） 

比較 5：卵丘細胞（実験区③）vs 卵丘細胞＋卵母細胞＋E2（実験区⑥） 

比較 6：卵丘-卵母細胞複合体（実験区①）vs 卵丘細胞＋卵母細胞（実験区④） 

比較 7：卵丘-卵母細胞複合体＋E2（実験区②）vs 卵丘細胞＋卵母細胞＋E2（実

験区⑥） 

比較 1、2ではそれぞれ卵分泌因子、または E2単独が卵丘細胞での遺伝子発現に与

える影響を解析することができる。比較 3-5は、卵分泌因子とエストロゲンのシグナル

相互作用に着目しており、比較 3では E2存在下での卵丘細胞遺伝子発現に対する卵分
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泌因子の影響、比較 4では卵分泌因子存在下での卵丘細胞遺伝子発現に対する E2 の影

響、比較 5 では卵丘細胞遺伝子発現に対する卵分泌因子と E2 混合の影響を解析するこ

とができる。また、比較 6、7 では卵丘細胞と卵母細胞のギャップ結合などの接触の有

無が卵丘細胞遺伝子発現に与える影響を解析できる。 

 

リアルタイム PCRによるマイクロアレイ解析結果の確認 

今回のマイクロアレイの解析結果が正しいことをリアルタイム PCR を用いて確認

した。Fig. 1-3 に示した各比較において、本研究で定めた基準（Q value<0.05、Fold 

change>1.5）で発現差があると定義された遺伝子を、それぞれの比較結果から選び、リ

アルタイム PCRで発現を確認した。また、比較 6、および比較 7では発現差のある遺伝

子がなかった（Fig. 1-3）。今回リアルタイム PCRで発現を確認したのは Ccnd2、Inhbb、

Rgs13、Sgpp2、Pdgfb、Ptk2 の 6 遺伝子である。これらの遺伝子について卵丘細胞にお

ける mRNA 発現をリアルタイム PCR で解析し、マイクロアレイの結果と比較した

（Fig.1-4）。その結果、リアルタイム PCRの結果とマイクロアレイ結果はほぼ一致して

おり、今回のマイクロアレイ結果は十分に信頼できるものだと考えられる。 

 

卵丘細胞遺伝子発現に対する卵母細胞と卵丘細胞の接触の影響 

   卵母細胞と卵丘細胞間のギャップ結合などの接触を介したシグナル伝達が卵丘細

胞遺伝子発現に与える影響を明らかとするために、次の 2種類の比較を行った（Fig. 1-3B

参照）。一つ目は、卵丘-卵母細胞複合体の状態で培養した卵丘細胞（実験区①、接触あ

り）と、OOX による卵母細胞の除去後、卵母細胞と共培養した卵丘細胞（実験区④、

接触なし）の比較（比較 6）であり、2 つ目は、エストロゲン存在下で同様の比較を行

ったもので、卵丘-卵母細胞複合体を E2 添加培地で培養した区（実験区②、接触あり）

と、卵丘細胞を E2 添加培地で卵母細胞と共培養した区（実験区⑥、接触なし）の比較
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である（比較 7）。 

興味深いことに、卵丘細胞と卵母細胞間の接触で有意に発現が変化する遺伝子は一

つも確認されなかった（Fig. 1-3B）。すなわち、少なくとも本培養条件下では、卵母細

胞と卵丘細胞の接触の有無は、卵丘細胞での遺伝子発現に顕著な影響を持たないことが

明らかとなった。 

   

卵丘細胞遺伝子発現に対する卵分泌因子の影響 

  卵丘細胞における遺伝子発現に対する卵分泌因子の影響を解析するために、卵丘

細胞を単独培養した区（実験区③）と、卵丘細胞と卵母細胞を共培養した区（実験区④）

における卵丘細胞遺伝子発現を比較した（比較 1）。その結果、卵丘細胞と卵母細胞の

共培養により 2523 の遺伝子が有意な発現促進を受け、一方、1769の遺伝子が有意な発

現抑制を受けていた（Fig. 1-3B）。 

  次に、これらの卵丘細胞において卵分泌因子によって有意に促進、または抑制を受

ける遺伝子について、VLADを用いて遺伝子オントロジー解析を行った（Fig. 1-5）。Fig. 

1-5Aでは、卵丘細胞において卵分泌因子によって発現が促進される遺伝子セットを緑、

卵分泌因子によって発現が抑制される遺伝子セットを赤で示してある（Fig. 1-5 A）。卵

分泌因子によって発現が促進される遺伝子セットが有意に関連付けられた遺伝子オン

トロジー（以下「促進される遺伝子オントロジー」と表現する）のうち、Q値が最も小

さかったものは「cellular metabolic process（GO: 0044237）」で、卵分泌因子によって発

現が抑制される遺伝子セットが有意に関連付けられた遺伝子オントロジー（以下「抑制

される遺伝子オントロジー」と表現する）のうち、Q値が最も小さかったものは「positive 

regulation of biological process（GO: 0048518）」であった（データ未掲載）。これらの上位

にみられる遺伝子オントロジーに関連付けられる遺伝子は 3000 を超えており、それぞ

れの遺伝子オントロジーの示す意味合いが大きく、特異的に卵丘細胞内のどのような現
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象を制御しているのか理解することが難しい。そこで、より特異的な現象に絞るために、

各オントロジーに関連付けられている遺伝子が 500以下のオントロジーに着目した。Fig. 

1-5Bに、Q値の小さい上位 10の遺伝子オントロジーのリストを示した。卵分泌因子が、

卵丘細胞において、有意に促進する遺伝子オントロジーには「Cell phase（GO: 0022403」、

「Cell cycle process（GO: 0022403）」、「M phase（GO: 0000279）」など、細胞増殖に関連

するものが多く見られ、実際、卵丘細胞の細胞増殖に必須だとされる Cycline D2（Ccnd2）

遺伝子発現は、リアルタイム PCR を用いた発現確認においても卵分泌因子によって約

30 倍と有意に促進されていた（Fig. 1-4）。一方、卵分泌因子によって卵丘細胞において

抑制される遺伝子オントロジーは（Fig. 1-5C）、「positive regulation of program cell death

（GO: 0043068）」、「positive regulation of apoptotic process（GO: 0043065）」、「positive 

regulation of cell death（GO: 0010942）」など、アポトーシスに関連したものが多く見ら

れた。これらは卵母細胞が卵丘細胞の細胞増殖を促進し、アポトーシスを抑制するとい

う過去の報告（Hussein et al., 2005）と一致しており、本研究で用いたマイクロアレイの

信頼性を裏付ける結果である。 

   

卵丘細胞遺伝子発現に対するエストロゲンの影響 

  卵丘細胞における遺伝子発現に対するエストロゲンの影響を解析するために、卵

丘細胞の単独培養区（実験区③）と、卵丘細胞を E2添加培地で培養した区（実験区⑤）

における卵丘細胞遺伝子発現を比較した（比較 2）。その結果、955 の遺伝子が E2添加

培地で卵丘細胞を培養することにより有意に発現促進を受けていた。一方、590の遺伝

子が有意に発現抑制を受けていた（Fig. 1-3B）。 

  次に、これらの卵丘細胞において E2 によって有意に促進、または抑制を受ける遺

伝子について、VLADを用いた遺伝子オントロジー解析を行った（Fig. 1-6）。この図で

は E2 によって促進を受ける遺伝子セットを緑、抑制を受ける遺伝子セットを赤で示し
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てある（Fig. 1-6A）。E2 によって Q値が最も小さかった促進される遺伝子オントロジー

は「metabolic process（GO: 0008152）」、一方、Q値が最も小さかった抑制される遺伝子

オントロジーは「localization（GO: 0051179）」であった（データ未掲載）。上記の卵分泌

因子の影響の解析と同様に、より特異的な現象を理解するために、関連付けられる遺伝

子が 500以下の遺伝子オントロジーに着目した（Fig. 1-6BC）。卵丘細胞において E2に

よって促進される遺伝子オントロジーは「mitotic cell cycle（GO: 0000278）」、「M phase of 

mitotic cell cycle（GO: 00000087）」、「cell cycle process（GO: 0022402）」であり、いずれ

も細胞増殖に関連する遺伝子オントロジーであった。一方、抑制される遺伝子オントロ

ジーは「cell adhesion（GO: 0007155）」、「biological adhesion（GO: 0022610）」、「cell migration

（GO: 0016477）」であった。これらから、エストロゲンのシグナルは卵丘細胞の細胞接

着や移動を抑制していると考えられる。 

   

卵丘細胞遺伝子発現に対する卵分泌因子とエストロゲンが互いのシグナルへ与える影

響 

  次に、卵分泌因子とエストロゲンのシグナルが関わり合って制御する卵丘細胞遺伝

子発現について解析を行った。卵分泌因子とエストロゲンのシグナルの一方の存在が、

もう一方のシグナルの卵丘細胞での遺伝子発現制御に与える影響を解析した。すなわち、

卵分泌因子によって制御される遺伝子発現が、エストロゲンの有無によってどのように

変化するか、または、エストロゲンによって制御される遺伝子発現が、卵分泌因子の有

無によってどのように変化するかを解析した。 

 

（1）卵分泌因子に対するエストロゲンの影響 

 （1-1）生物現象に与える影響 

  卵分泌因子によって制御される遺伝子発現に対するエストロゲンの影響を解析す
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るために、卵丘細胞での遺伝子発現に対する卵分泌因子の影響を E2 が存在しない場合

（比較 1）と、E2が存在する場合（比較 3）で比較した（Fig. 1-7）。 

E2 非存在下では、卵分泌因子が卵丘細胞で 2523 の遺伝子の発現を有意に促進し、

一方、1769 の遺伝子の発現を有意に抑制したと先に述べたが（Fig. 1-3B）、E2存在下で

は、卵母細胞は 1619 の遺伝子発現を促進し、1239の遺伝子発現を抑制した（Fig. 1-3B）。

この時、E2 存在下で卵分泌因子によって促進、または抑制を受ける遺伝子のそれぞれ

75％（1232/1619）と 65％（818/1239）が卵分泌因子単独で制御を受ける遺伝子と一致

していた（Fig.1-7AB）。 

次に、卵分泌因子によって制御される卵丘細胞遺伝子について、E2 が存在する場

合としない場合で、遺伝子オントロジー解析結果を VLAD を用いて視覚的に比較した

（Fig. 1-7CD）。その結果、卵分泌因子によって促進される遺伝子オントロジーについて

見てみると（Fig.1-7C）、E2 が存在しない場合（比較 1、オレンジ）と、E2 が存在する

場合（比較 3、緑）で、各遺伝子オントロジーにおいて、それぞれの色の占める比率は

ほぼ同等であった。同様に、卵分泌因子によって抑制される遺伝子オントロジー

（Fig.1-7D）についても、E2が存在しない場合（比較 1、ピンク）と、E2 が存在する場

合（比較 3、赤）でそれぞれの色の占める比率はほぼ同等であった。このことは、卵分

泌因子によって制御される卵丘細胞の生物現象（遺伝子オントロジー）は E2 の存在の

有無によって影響を受けない、すなわち、E2 の存在は、卵丘細胞での卵分泌因子シグ

ナルに大きな影響を与えないと考えられた。実際、E2 存在下で卵分泌因子によって促

進される遺伝子オントロジーは、卵分泌因子単独の影響と同様に「metabolic process（GO: 

0008152）」、「cell cycle phase（GO: 0022403）」など、細胞の代謝や増殖に関するもので

あった。一方、抑制されるものについても「Negative regulation of cellular process（GO: 

0048523）など、卵分泌因子単独でも有意に制御を受けていた遺伝子オントロジーであ

った。 
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 （1-2）シグナル強度に与える影響 

次に、E2の存在が卵分泌因子シグナルの強度に与える影響を解析した。Fig. 1-8に

示したように、横軸に、卵分泌因子によって発現制御を受ける卵丘細胞遺伝子の発現量

比（Fold change）（比較 1）を、縦軸に卵分泌因子と E2によって発現制御を受ける遺伝

子の発現量比（比較 5）をとり、卵分泌因子によって有意な発現制御を受ける遺伝子に

ついてプロットした（Fig. 1-8、赤）。この際、E2 が直接発現制御する遺伝子を除くため、

E2単独で有意な発現制御を受ける遺伝子（比較 2）は除外した。この赤いプロットにつ

いて近似直線を引いたところ、有意な相関が見られ（p＜0.01、相関係数＝0.888）、また、

近似直線の傾きは、1.0889 であった。近似直線の傾きが 1より大きいということは、卵

分泌因子が単独で作用するよりも、卵分泌因子と E2 の両方が同時に作用したときの方

が、卵丘細胞での各遺伝子の発現は大きく変化することを意味しており、E2の存在は、

卵分泌因子シグナルを増強すると考えられる。次に、卵母細胞が分泌する BMP15 によ

って発現制御を受ける遺伝子（Su et al., 2008）（Fig. 1-8、緑）に着目して、同様に近似

直線を引いたところ、有意な相関が見られ（p<0.01、相関係数＝0.937）、近似直線の傾

きは 1.1869 であった。このことから、卵母細胞が分泌する BMP15のシグナルは、エス

トロゲンによる影響を強く受けると考えられた。 

 

（2）エストロゲンに対する卵分泌因子の影響 

（2-1）生物現象に与える影響 

  次に、E2 によって制御される卵丘細胞における遺伝子発現に対する卵分泌因子の

影響を解析するために、卵丘細胞での遺伝子発現に対する E2 の影響を卵分泌因子が存

在しない場合（比較 2）と、存在する場合（比較 4）で比較した（Fig. 1-9、1-10）。 

卵分泌因子非存在下で、E2 が卵丘細胞で 955 の遺伝子発現を有意に促進し、590
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の遺伝子の発現を有意に抑制したことは先に述べたが（Fig. 1-3B）、卵分泌因子存在下

では、E2は 256の遺伝子発現を促進し、266 の遺伝子を抑制した（Fig. 1-3B）。この時、

E2 による制御を受ける遺伝子のうち、約 63％（162/256）と 72％（192/266）の遺伝子

が卵分泌因子存在下でのみ E2によってそれぞれ促進、抑制を受けていた（Fig. 1-9D、

Fig. 1-10D）。 

次に、E2 によって促進される卵丘細胞遺伝子発現について、卵分泌因子が存在す

る場合としない場合で、遺伝子オントロジー解析結果を VLAD を用いて視覚的に比較

した（Fig. 1-9）。その結果、E2によって促進される遺伝子オントロジーは卵分泌因子が

存在しない場合（比較 2、オレンジ）と卵分泌因子が存在する場合（比較 4、緑）で、

それぞれの色の占める比率に差異が見られた（Fig. 1-9A）。卵分泌因子や E2単独の影響

の解析と同様に、より特異的な現象を理解するために、関連付けられる遺伝子が 500 以

下の遺伝子オントロジーに着目したところ、卵分泌因子存在下で E2 によって有意に促

進される遺伝子オントロジーは「vasculature development （GO: 00944）」や「blood vessel 

development（GO: 0001568）」など、血管新生に関するものに加え、「enzyme-linked receptor 

signaling pathyway（GO: 0007167）」、「positive regulation of protein tyrosine kinase activity

（GO: 0061098）」、「regulaiton of protein tyrosine kiase activity（GO: 0061097）」といった

タンパク質のリン酸化シグナル経路（細胞内シグナル伝達経路）に関連するものが含ま

れていた（Fig. 1-9B）。さらに、「enzyme-linked receptor protein signaling pathyway（GO: 

0007167）」の下流についてさらに詳細に調べると、「epidermal growth factor（EGF）receptor 

signaling pathway（GO: 0007173）」、「tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like 

domains（TIE）receptor signaling pathway（GO: 0048014）」、「vascular endothelial growth factor

（VEGF）receptor signaling pathway（GO: 0048010）」、「platelet-derive growthfactor（PGDF）

receptor signaling pathway（GO: 0048008）」など具体的な細胞シグナル伝達経路に関連す

る遺伝子オントロジーが含まれていた（Fig. 1-9E）。 
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  E2によって抑制される遺伝子オントロジー（Fig. 1-10）についても同様に、卵分泌

因子が存在しない場合（比較 2、ピンク）と、卵分泌因子が存在する場合（比較 4、赤）

で、それぞれの色の占める比率に顕著な差異が見られた。卵分泌因子存在下で E2 によ

って抑制を受ける遺伝子オントロジーは、「muscle tissue development （GO: 0060537）」

「muscle organ development （GO: 0007517）」など、筋肉の発達に関連する遺伝子オン

トロジーを有意に抑制していた（Fig. 1-10B）。 

 

（2-2）シグナル強度に与える影響 

卵分泌因子に対する E2 の影響で行った解析と同様に、卵分泌因子の存在がエスト

ロゲンシグナルに与える影響を解析した。Fig. 1-11に示したように、横軸に E2によっ

て発現制御を受ける卵丘細胞遺伝子（比較 2）の発現量比を、縦軸に卵分泌因子と E2

によって発現制御を受ける遺伝子（比較 5）の発現量比をとり、E2単独によって有意な

発現制御を受ける遺伝子についてプロットした（Fig. 1-11）。この際、卵分泌因子が直接

発現制御する遺伝子を除くために、卵分泌因子単独で有意に発現制御を受ける遺伝子

（比較１）は除外した。近似直線をひいたところ、有意な相関が見られ（p<0.01、相関

係数＝0.706）、近似直線の傾きは 0.5631であった。このことから、卵分泌因子はエスト

ロゲンシグナルを減弱させる可能性が考えられるが、この点については考察する。 
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考察 

 

本章では、卵母細胞の発達支持に重要である卵丘細胞に着目し、卵分泌因子とエス

トロゲンが卵丘細胞遺伝子発現に与える影響を明らかとするために、マイクロアレイ解

析を行った。その結果、E2 は卵分泌因子によって制御される遺伝子発現に大きな影響

を及ぼさない（すなわち、生物現象を変化させない）が、卵分泌因子のシグナル、中で

も BMP15 のシグナルを増強することが示唆された。一方、卵分泌因子は E2 によって

制御される生物現象を変化させ、卵胞内のシグナル伝達に関係する遺伝子の発現を促進

することが示唆された。また、卵母細胞と卵丘細胞間の接触の有無は、卵丘細胞遺伝子

発現に影響しないことが示唆された。 

以下では、まず卵丘細胞での遺伝子発現に対する卵母細胞との接触の影響、卵分泌

因子の影響、エストロゲンの影響についてそれぞれ考察したのち、卵分泌因子とエスト

ロゲンの相互作用について考察する。 

  まず、卵丘細胞における遺伝子発現に対する卵母細胞と卵丘細胞の接触の有無の影

響を解析した結果、驚いたことに、今回定めた有意基準（Q value<0.05、Fold Change＞

1.5）において、有意発現差のある遺伝子は認められなかった。卵丘細胞と卵母細胞の

ギャップ結合に必要なタンパク質である connexin37 を欠損させて、卵母細胞と卵丘細

胞間のギャップ結合を阻害したマウスでは、胞状卵胞へ発達せず、排卵不全のため不妊

となることからも（Simon et al., 1997）、卵胞発達における卵母細胞と卵丘細胞のギャッ

プ結合を介したシグナル伝達の重要性は明白であり、今回のマイクロアレイ解析におい

て、ギャップ結合を含む細胞接触の有無によって卵丘細胞での遺伝子発現に全く変化が

見られなかったことは驚くべきことである。この理由として、本実験では、ホルモン刺

激により十分に発達させた胞状卵胞の卵丘細胞を用いているが、ギャップ結合は、おそ
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らく今回用いた卵胞発達時期よりも早い段階の卵胞発達時期において卵丘細胞の発達

に重要な役割を果たし、卵胞が十分発達した胞状卵胞期では、ギャップ結合による相互

作用よりも、分泌因子による卵丘細胞制御の方が優位になるのだと考えられる。ただし、

この時期のギャップ結合が全く必要ないわけではない。例えば、卵母細胞は自身で代謝

をまかなえないため、ピルビン酸やアミノ酸の供給をギャップ結合を介して卵丘細胞に

依存している（Su et al., 2009）。さらに、卵母細胞は減数分裂を停止しているが、これ

は卵丘細胞からギャップ結合を介して cGMP が卵母細胞に伝達されることで維持され

ている（Norris et al., 2009）。すなわち、胞状卵胞期でのギャップ結合は、卵丘細胞から

の卵母細胞の制御に重要であり、卵母細胞による卵丘細胞制御には必ずしも必要ではな

いと考えられる。 

  卵丘細胞遺伝子発現に対する卵分泌因子の影響を解析した結果、卵分泌因子は、卵

丘細胞における代謝や細胞増殖を促進することが示唆された。卵母細胞による卵丘細胞

での代謝制御については、卵分泌因子は卵丘細胞における解糖系関連遺伝子（Eno1, 

Pkm2, Ldha, Pfkp）やコレステロール産生関連遺伝子（Hmgcr, Mvk, Pmvk, Mvd, Idi1, Fdps, 

Fdft1, Sqle, Lss, Cyp51, Tm7sf2, Sc4mol, Ebp, Nsdbl, Sc5d, Dbcr7）、またはアミノ酸輸送関

連遺伝子（Slc38a3）の遺伝子発現を促進することで、卵丘細胞での代謝を制御するこ

とが報告されている（Eppig et al., 2005、Sugiura et al., 2005a 、Su et al., 2008）。今回のマ

イクロアレイ解析から、卵分泌因子の制御を受けることが既に報告されてきたこれらの

遺伝子に加えて、解糖系関連遺伝子（Pfk1, Aldoc, Tpi1, Pgk1, Pgam1）、コレステロール

新生関連遺伝子（Hmgcs1）、アミノ酸輸送関連遺伝子（Slc1a4, Slc1a5, Slc38a1, Slc38a5, 

Slc3a2, Slc6a15, Slc6a6, Slc6a9, Slc7a10）が卵分泌因子によって促進される遺伝子として

新たに同定された。 

また、卵分泌因子は卵丘細胞のアポトーシスを抑制することは既に報告されている

が（Hussein et al., 2005）、今回のマイクロアレイ解析により、それ以外にも、「actin 
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filament-based process（GO: 0030029）」、「blood vessel development（GO:0001568）」、「cell 

adhesion（GO:0007155）」といった遺伝子オントロジーを抑制する可能性が示唆された。

実際、排卵期卵胞の黄体化初期では、顆粒膜細胞の形態変化や血管新生が起こり

（Richards. 2005）、また、卵母細胞は卵胞の黄体化を抑制することが古くから知られて

いる（El-Fouly et al., 1970）。今後、上記の遺伝子オントロジーに関連付けられた遺伝子

について、発現の解析や機能面での解析を行う必要があるが、卵母細胞による、これら

の遺伝子オントロジーの抑制は卵母細胞が卵胞の黄体化を抑制するメカニズムに関与

する可能性が考えられる。 

 次に、卵丘細胞遺伝子発現に対する E2の影響を解析した結果、E2 は、卵丘細胞に

おける細胞増殖を促進することが示唆された。これは、エストロゲンがアポトーシスを

抑制し（Billig et al., 1993）、顆粒膜細胞の増殖を促進する（Rao et al., 1978）という過去

の報告に一致している。一方、E2 は、卵丘細胞の細胞接着を抑制することが示唆され

た。これまで卵丘細胞の細胞接着能などに対する E2 の影響を解析した報告はされてい

ないため、E2 による遺伝子発現制御が、実際に機能面で卵丘細胞の接着に何らかの影

響を及ぼすのかについては、今後の研究課題である。 

次に、E2が卵分泌因子シグナルに与える影響を解析した結果、E2は、卵分泌因子

が制御する遺伝子オントロジーを変化させるような大きな影響は及ぼさなかったが、卵

分泌因子、中でも BMP15 のシグナル強度を強めることが示唆された。この点について

は、今回の解析のみでは不十分であると考えられるため、第 2 章において、BMP15 シ

グナル下流の SMADのリン酸化に着目し、E2の影響を解析する。また、卵母細胞が分

泌する増殖因子は他にも GDF9や線維芽細胞増殖因子 8（Fibrobrast growth factor 8, FGF8）

などが知られている。Gdf9 ノックアウトマウスでは、1次卵胞期で卵胞発達が停止して

しまうため卵丘細胞は存在せず、また、Fgf8 に関してはノックアウトマウスが致死であ

り、卵母細胞特異的 Fgf8 ノックアウトマウスも報告がない。さらに、これらの増殖因
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子の合成タンパク質を用いて卵丘細胞での遺伝子発現への影響を網羅的に解析した報

告などがないため、今回の BMP15 シグナルと同様の解析は行えなかった。しかしなが

ら、卵丘細胞機能制御において BMP15、GDF9、FGF8 ののシグナルは密接に互いに影

響を及ぼし合いながら作用することが知られており（Sugiura et al., 2007、2010b）、エス

トロゲンがGDF9や FGF8のシグナルに対しても同様の作用をもつ可能性は十分考えら

れる。 

卵分泌因子に対する E2 の影響とは対照的に、卵分泌因子は E2 によって制御され

る卵丘細胞での生物現象（遺伝子オントロジー）を大きく変化させることが明らかとな

った。卵分泌因子によって、エストロゲンシグナルは「positive regulation of protein tyrosine 

kinase activity（GO: 0061097）」、「enzyme linked receptor protein signaling pathway（GO: 

0007167）」など、細胞内シグナル伝達に関連した遺伝子オントロジーを促進するように

なった。これらのシグナル伝達は、卵胞発達に重要であり、本マイクロアレイ解析で卵

母細胞と E2 の制御を受けることが明らかとなった遺伝子には興味深いものが多く存在

する。 

例えば、リアルタイム PCRで発現確認を行った tyrosine kinase 2β（PTK2B）は、非

受容体型チロシンキナーゼの一種で、多くの細胞外シグナルによって活性化される

（Avraham et al., 2000）。また、PTK2Bは Gタンパク質共役受容体（GPCR）による EGF

受容体のトランス活性化および、RAS/MAPK 経路活性化との関連が示唆されている

（Daub et al., 1996、Dikic et al., 1996）。FSH受容体（Dierich et a., 1998）、LH受容体（Lei 

et al., 2001）といった GPCRや、EGF受容体シグナル（Park et al., 2004）や、MAPK シ

グナル（Fan et al., 2009、Su et al., 2003）は、卵胞発達や排卵の過程に重要な役割を果た

すことが知られており、卵母細胞とエストロゲンのシグナルは、PTK2B の発現制御を

介して、これらのシグナルにも影響を及ぼしているのかもしれない。 

  また、「enzyme linked receptor protein signaling pathway」の下流の遺伝子オントロジ
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ーに着目したところ、PDGF に関連するものが見つかった。今回リアルタイム PCR に

よる発現確認を行った Pdgfb を含む PDGF シグナル系は、卵分泌因子存在下において

E2 によって促進を受けていたが、卵胞発達における PDGF の重要性はよく理解されて

いない。これは、PDGFやその受容体の欠損マウスは胎生致死となるためである（Soriano, 

1994, 1997、Ding et al., 2004、Leveen et al., 1994、Basciani et al., 2004）。しかしながら、

PDGF 受容体（Pdgfra）のヘテロ欠損と、PDGF リガンドの欠損を組みわせたマウスで

は、卵巣に異常が見られ、妊孕性が低下することが報告されている（Schmahl et al., 2008）。

さらに、培養実験において、PDGFは胞状卵胞の莢膜細胞の増殖を促進することが報告

されている（Duleba et al., 1999）。したがって、卵分泌因子とE2によって促進されるPDGF

シグナルは、莢膜細胞の増殖を制御することで卵胞発達に影響を及ぼしている可能性が

考えられる。 

  次に、エストロゲンシグナルに対する卵分泌因子の影響を解析した結果、卵分泌因

子に対する E2の影響とは異なり、近似直線の傾きは 0.5631 であった。この結果は、卵

分泌因子はエストロゲンのシグナル強度を顕著に弱めるとも解釈できるが、E2 によっ

て制御をされる遺伝子の種類が、卵分泌因子の存在の有無で大きく変化するためである

と考えられる。すなわち、E2単体で発現が促進（または抑制）される多くの遺伝子は、

卵分泌因子存在下では促進（または抑制）されなくなり、卵分泌因子存在下では、異な

る遺伝子が E2によって促進（または抑制）されるようになるためであると考えらえる。

実際、卵分泌因子存在下で E2によって発現促進（または抑制）される遺伝子の約 63％

（72％）は、E2 単体では影響を受けないものであり（Fig. 1-9D、1-10D）、これは、卵

分泌因子に対する E2 の影響を見た場合（Fig. 1-7A、B）の約 24％（34％）と比べて顕

著に多い。したがって、卵分泌因子がエストロゲンのシグナルの強度を弱めるというよ

りも、制御される遺伝子が変化するために、近似直線の傾きが 1より低い結果となった

のではないかと考えられる。 
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  以上、本章で行った卵丘細胞における遺伝子発現に対する卵分泌因子とエストロゲ

ンの影響について、遺伝子オントロジー解析とシグナル強度の解析から、卵分泌因子と

エストロゲンは互いのシグナルを制御し合っているが、そのメカニズムに差異があるこ

とが考えられた。そこで、次章では、卵分泌因子とエストロゲンが互いのシグナルを制

御するメカニズムに着目し、解析を行うことにした。 

 

 

  



38 

 

 

 

 

 

 

Table 1-1 本章で用いたプライマー 
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Fig. 1-1 Oocytectomy（OOX）法 

（A）卵丘-卵母細胞複合体をホールディングピペットで吸引固定し、（B）インジェクションピ

ペットで透明体に小さな穴をあけた。（C）透明体に穴をあけた卵丘-卵母細胞複合体をホールデ

ィングピペットで強く吸引することにより、（D）卵丘細胞の高次構造を保ったまま、卵母細胞

の細胞質をホールディングピペット内へ吸引除去した。矢頭は卵母細胞の細胞質を示す。（E）

卵丘-卵母細胞複合体。（F）OOX 法により卵母細胞を除去した卵丘細胞。（G）OOX 法により卵

母細胞を除去した卵丘細胞と卵母細胞。 

 



40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-2 VLADについて 

（A）VLAD による解析結果の例。四角は遺伝子オントロジー（GO）を表している。遺伝子セ

ット a の解析結果を緑、遺伝子セット bの解析結果を赤で示す、色の割合は各遺伝子セットから

関連付けられた遺伝子の統計的な比率を示す。（B）VLAD で使用される矢印の意味。矢印の種

類は 6種類あり、各 GOの関係性を表している。 
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Fig. 1-3 マイクロアレイ解析に用いた実験デザインと比較のグループ 

（A）卵丘-卵母細胞複合体（実験区①）、卵丘-卵母細胞複合体をエストロゲン（17β-estradiol: E2、

10-7 M）添加培地で培養（実験区②）、または OOXした卵丘細胞を単独培養（実験区③）、卵丘

細胞を卵母細胞と共培養（実験区④）、卵丘細胞を E2添加培地で培養（実験区⑤）、卵丘細胞を

卵母細胞と E2をともに培養（実験区⑥）の 6種類の実験区を設定した。（B）卵丘細胞におけ

る遺伝子発現に対する卵分泌因子または E2の影響、および、卵母細胞と卵丘細胞の接触の影響

を解析するために、7種類の比較を行った。比較に用いた実験区、および、促進または抑制され

る遺伝子の数（プローブ数）、比較によって明らかとなる卵丘細胞に与える影響を示した。 
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Fig. 1-4 リアルタイム PCRによるマイクロアレイ解析結果の確認 

マイクロアレイ解析の結果から選んだ遺伝子の発現をリアルタイム PCRを用いて確認した。黒

色のバーはリアルタイム PCRによって検出した発現量。白色のバーはマイクロアレイ解析によ

って検出した発現量。*，#; P<0.05 
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Fig. 1-5 卵丘細胞遺伝子発現に対する卵分泌因子の影響 

（A）VLAD を用いた遺伝子オントロジー解析結果のアウトプット。卵分泌因子によって促進さ

れる遺伝子セットを緑、抑制される遺伝子セットを赤で示した。（B、C）卵丘細胞において卵母

細胞存在下で有意に促進、または抑制を受けた遺伝子オントロジー（500以上の遺伝子が関連す

るとされる遺伝子オントロジー）の上位 10のリスト。（D、E）卵分泌因子によって有意に発現

促進、または抑制を受けた遺伝子の上位 10のリスト。 
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Fig. 1-6 卵丘細胞遺伝子発現に対するエストロゲンの影響 

（A）VLAD を用いた遺伝子オントロジー解析結果のアウトプット。E2によって促進される遺

伝子セットを緑、抑制される遺伝子セットを赤で示した。（B、C）卵丘細胞において E2存在下

で有意に促進、または抑制を受けた遺伝子オントロジー（500以上の遺伝子が関連するとされる

GO）の上位 10のリスト。（D、E）E2によって有意に発現促進、または抑制を受けた遺伝子の

上位 10のリスト。 
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Fig. 1-7 卵分泌因子によって制御される卵丘細胞遺伝子発現に対するエストロゲンの

生物現象に与える影響 

VLAD を用いた遺伝子オントロジー解析結果のアウトプット。（A）卵分泌因子単独で促進され

る遺伝子セットをオレンジ、E2存在下で卵分泌因子によって促進される遺伝子セットを緑で示

した。（B）卵分泌因子単独で抑制される遺伝子セットを桃色、E2存在下で卵分泌因子によって

抑制される遺伝子セットを赤で示した。（C、D）E2の有無で卵分泌因子によって有意に促進、

または抑制される遺伝子について、共通、または非共通な遺伝子の数を示した。 
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Fig. 1-8 卵分泌因子によって制御される卵丘細胞遺伝子発現に対するエストロゲンの

シグナル強度に与える影響 

卵丘細胞遺伝子発現量について、横軸に卵分泌因子単独の影響（比較 1）、縦軸に卵分泌因子と

E2 の影響（比較 5）をとり、卵分泌因子単独によって有意に発現制御を受ける遺伝子の発現量

比（赤）、および、Bmp15 ノックアウトマウス卵丘細胞において、野生型と比較して発現が有意

に変化する遺伝子の発現量比（緑）をプロットし、それぞれの近似直線を求めた。点線は傾き１

の直線（y=x）を示す。 
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Fig. 1-9 エストロゲンによって制御される卵丘細胞遺伝子発現に対する卵分泌因子の

生物現象に与える影響 

（A）VLAD を用いた遺伝子オントロジー解析結果のアウトプット。E2単独で促進される遺伝

子セットをオレンジ、卵分泌因子存在下で E2によって促進される遺伝子セットを緑で示した。

（B）卵丘細胞において卵母細胞存在下で E2によって有意に制御を受けた遺伝子オントロジー

（500 以上の遺伝子が関連するとされる遺伝子オントロジー）の上位 10 のリスト。（C）卵分泌

因子存在下において E2 によって有意に発現制御を受けた遺伝子の上位 10のリスト。（D）卵母

細胞の存在の有無によって E2 によって有意に発現促進を受けた遺伝子について、共通、または

非共通な遺伝子の数を示した。（E）卵母細胞存在下で E2によって有意に促進を受けた GO: 

0007167 に関連する遺伝子オントロジーの VLAD のアウトプット。卵母細胞存在下で E2によっ

て有意に促進される遺伝子シンボルを各遺伝子オントロジーの右側に示す。 
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Fig. 1-10 エストロゲンによって制御される卵丘細胞遺伝子発現に対する卵分泌因子

の生物現象に与える影響 2 

（A）VLAD を用いた遺伝子オントロジー解析結果のアウトプット。E2単独で抑制される遺伝

子セットを桃色、E2 存在下で卵分泌因子によって抑制される遺伝子セットを赤で示した。（B）

卵丘細胞において卵母細胞存在下で E2によって有意に制御を受けた遺伝子オントロジー（500

以上の遺伝子が関連するとされる遺伝子オントロジー）の上位 10 のリスト。（C）卵母細胞存在

下において E2によって有意に発現制御を受けた遺伝子の上位 10 のリスト。（D）卵母細胞の存

在の有無によって E2によって有意に発現抑制を受けた遺伝子について共通、または非共通な遺

伝子の数を示した。 
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Fig. 1-11 エストロゲンによって制御される卵丘細胞遺伝子発現に対する卵分泌因子

のシグナル強度に与える影響 

卵丘細胞遺伝子発現量について、横軸に E2 単独の影響（比較 1）、縦軸に卵分泌因子と E2 の影

響（比較 5）をとり、E2 単独によって有意に発現制御を受ける遺伝子の発現量比をプロットし、

近似直線を求めた。点線は傾き１の直線（y=x）を示す。 
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卵分泌因子とエストロゲンが 

互いのシグナルを制御するメカニズムについて 
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エストロゲンによる卵分泌因子のシグナル制御について 
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緒言 

 

  第 1章において、卵丘細胞での卵分泌因子シグナルに対するエストロゲンの影響を

解析したところ、エストロゲンの存在は、卵分泌因子が制御する生物現象に大きな影響

を及ぼさないが、卵分泌因子、中でも BMPシグナルの強度を強めることが示唆された。

本節では、このエストロゲンが卵母細胞由来の BMP シグナルを強めるメカニズムに着

目した。 

  前述のとおり、BMP を含む TGFβ スーパーファミリー増殖因子の細胞内のシグナ

ルは SMAD タンパク質によって仲介される（Fig. 0-2 参照）。リガンドの結合により活

性化した受容体は、特異型 SMADをリン酸化する。リン酸化された特異型 SMADは共

役型 SMAD（SMAD4）と結合して核移行し、標的遺伝子の転写を制御する。特異的 SMAD

として、BMP のシグナルにおいては、SMAD1、SMAD5、SMAD8（SMAD1/5/8）が機

能し、GDF9 のシグナル伝達では SMAD2 および SMAD3（SMAD2/3）が機能する

（Massaous et al., 1997、Balemans et al., 2002）。 

  BMP にはそのシグナル伝達を阻害する、多くの阻害因子（アンタゴニスト）が知

られている。例えば、SMAD6 や SMAD7 は阻害 SMADと呼ばれ、BMPの I型受容体と

結合することで、SMAD1/5/8 のリン酸化を阻害し、SMAD4とのヘテロ 2量体形成を阻

害し、シグナルを阻害する（Gazzerro et al., 2006）。また、阻害 SMAD以外にも、BMP

リガンドと結合することで受容体との結合を阻害する働きを持つ Noggin（NOG）や

Gremlin （GREM）などの BMP アンタゴニストも知られている（Gazzerro et al., 2006、

Rider et al., 2010）。 

  Noggin は、BMP2、4、7と親和性が高いことが報告されており（Zimmerman et al., 

1996）、Noggin のノックアウトマウスでは BMP シグナルが過剰となることにより、体
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節や神経管形成異常や（McMahon et al., 1998）、骨格形成異常（Brunet et al., 1998、Wijgerde 

et al., 2003）などがおこり、胎生致死となることが報告されている。また、Gremlin は

Differential screening-selected gene aberrative in Neuroblastoma（Dan）ファミリーに分類さ

れ、BMP2、4、7と高い親和性をもって結合する（Hsu et al., 1998）。Gremlin のノック

アウトマウスでは BMP シグナルが過剰になることで四肢、肺、腎臓の発達異常が報告

され、致死となる（Khokha et al., 2003、Michos et al., 2004）。Noggin や Gremlin は卵巣に

おける発現が報告されており、胞状卵胞の顆粒膜細胞において発現し、壁顆粒膜細胞と

比較して卵丘細胞で高く発現すること、さらに卵丘細胞において卵分泌因子による発現

促進を受けることが報告されている（Sugiura et al., 2009、Pangas et al., 2004）。顆粒膜細

胞において発現している BMP シグナルの阻害因子は上記以外にも過去に当研究室の杉

浦らによって複数報告されており（Sugiura et al., 2009）、卵胞における BMP シグナル制

御にこれらの BMPアンタゴニストは重要な役割を果たすと考えられる。 

第 1 章より、エストロゲンは卵母細胞由来の BMP シグナルの強度を強めると考え

られたが、この制御に BMP シグナルの阻害因子が関与している可能性がある。すなわ

ち、エストロゲンは、BMP 阻害因子の発現を抑制することで、卵母細胞由来の BMPシ

グナルを増強しているかもしれない。しかし、これまで卵丘細胞における BMP 阻害因

子の発現に対するエストロゲンの影響を解析した報告はない。そこで、顆粒膜細胞での

発現の知られる BMP 阻害因子（Sugiura et al., 2009）について、第 1章のマイクロアレ

イ解析結果よりエストロゲンの制御を受ける可能性のあるものを探索した。その結果、

詳しくは結果にて述べるが、前述の Noggin のみがエストロゲンによる有意な発現抑制

を受けると考えられた。Noggin は、前述のように顆粒膜細胞で発現し、卵分泌因子に

よる発現促進を受ける BMP 阻害因子である（Sugiura et al., 2009）。これらのことから、

Fig. 2-1に示したように、胞状卵胞内では、Noggin を介した卵分泌因子シグナル、特に

卵母細胞由来の BMP シグナルに対する負のフィードバック作用が存在し、エストロゲ
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ンはNogginの発現を抑制することで卵母細胞由来のBMPシグナルを増強させている可

能性が考えられる（Fig. 2-1）。 

そこで、本節では Noggin に着目し、上記仮説を検証することを目的とした。さら

に、顆粒膜細胞で Noggin を過剰発現するマウスを作製し、Noggin を介した卵分泌因子

とエストロゲンのシグナルの相互作用の生体レベルでの重要性についても解析した。 
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材料と方法 

 

マウス 

マウスは 3週齢の BDF1（C57BL/6 × DBA2）マウスを自家繁殖または三協ラボサー

ビスから購入して用いた。また、Bmp15 ノックアウトマウス（Bmp15tm/zuk、以下 Bmp15-/-）

は Baylor College of Medicine の Matzuk博士から譲渡していただき、B6/129 系統の混合

バックグラウンドにおいて本研究室で飼育したものを用いた。また、Tulane University

の Chen博士から pMESベクターにNog配列を挿入した pMES-Nogコンストラクトを保

有するマウス（ICR系統）を譲渡していただいた（Xiong et al., 2009）。pMES-Nogコン

ストラクトは、Fig. 2-2A に示すように、IRES-EGFP配列の上流に Noggin 配列をコード

しており、チキン由来 βアクチンプロモーターのもと、転写が制御される（Fig. 2-2A）。

チキン由来 βアクチンプロモーターと Noggin配列の間には LoxP配列に挟まれた STOP

配列が含まれており、Cre リコンビナーゼを発現する細胞では STOP 配列が欠失するた

め、Noggin が発現するようになる。このマウスと、当研究室保有の顆粒膜細胞特異的

に Cre リコンビナーゼを発現する Amhr2-Cre マウス（B6/129系統）を交配することで、

顆粒膜細胞特異的に Noggin を過剰発現するマウス（pMES-Nog/Amhr2-Cre マウス、以

下Nog過剰発現マウス）を作出した。また、実験の対照区のマウスは、同腹子のpMES-Nog

または Amhr2-Cre マウスを区別せずに用いた。 

飼育条件は、第 1章と同様である。 

Nog 過剰発現マウスの遺伝子型の確認（Genotyping）は次のように行った。3 週齢

前後のマウスからゲノムDNAを抽出した。尾端部を2-3 mm切除した後、50 mM NaOH

を 90 μl 添加後、95℃で 10分間ボイルを 2回行った。1 M Tris-HCl（pH8.0）を 10 μl 添

加し、中和させた。得られたゲノム DNA を鋳型として、BIOTAQ DNA Polymerase

（BIOLINE）を用いて PCR を行った。PCR は下記の条件を用いた。また、用いたプラ
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イマーは Table 2-1 に示す。得られた PCR 産物は 1.5%アガロースゲルを用いて 1×TAE

（0.04 M Tris-acetate、0.0002 M EDTA）buffer中で電気泳動し、2 µg/ml エチジウムブロ

マイド染色後にトランスイルミネータで観察した。  

 〈PCR条件〉 

 95℃ 2分 

 95℃ 30秒 

 60℃ 30 秒  35サイクル 

 72℃ 1分 

 72℃ 7分 

  pMES-Nog コンストラクトを保有するマウスは約 500 bp のサイズのバンドが検出

され、Amhr2-Cre を保有するマウスは約 500 bp のサイズのバンドが検出された（Fig. 

2-2B）。Fig. 2-2B は結果の一例であるが、個体番号 1、5、6 は pMES-Nog、Amhr2-Cre

の両方のバンドが確認できたことから、Nog 過剰発現マウスであり、個体番号 2、3、4

は pMES-Nog のコンストラクトのみを保有するマウス、個体番号 7 は Amhr2-Cre のみ

を保有するマウスであることがわかる。 

 

顆粒膜細胞の単離 

（1）前胞状卵胞顆粒膜細胞 

前胞状卵胞顆粒膜細胞は、12 日齢のマウスより、コラゲナーゼ法により単離した

（Eppig et al., 1996）。12日齢のマウスの卵巣を、3 mg/ml コラゲナーゼ I（wako）と 0.2 

mg/ml DNase I（Roche）を添加した 2.5 ml の基本培地（第 1章参照）の中にいれ、37℃

にて 10 分静置後、ピペッティングにより卵巣を小片にして 2 次卵胞をとりだした。得

られた 2次卵胞を基本培地で数回洗浄した後、ピペットを用いて卵母細胞を除いたもの

を前胞状卵胞顆粒膜細胞として実験に供した。 

 

（2）卵丘-卵母細胞複合体、卵丘細胞、壁顆粒膜細胞 
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第 1章と同じ方法を用いて、PMSG刺激、または未刺激の 3 週齢マウス卵巣を小片

に切り裂いて、卵丘-卵母細胞複合体、および壁顆粒膜細胞の細胞塊を回収した。卵丘

細胞は、得られた卵丘-卵母細胞複合体より、ピペッティングにより卵母細胞を除去し

て回収した。また、卵丘細胞を培養する際には Oocytectomy法（第 1章参照）により卵

丘-卵母細胞複合体からマイクロマニピュレーターを用いて卵母細胞を除去した。 

 

培養 

  培養には主に基本培地を用い、37℃、CO2 5％、O2 5%、湿度 100％ に保たれたイ

ンキュベーター内で行った。 

卵丘細胞は、卵丘-卵母細胞複合体を OOX 法（第 1 章参照）により、卵丘-卵母細

胞複合体より卵母細胞を除去した卵丘細胞塊を培養に用いた。一部の実験では、卵丘-

卵母細胞複合体の状態で培養、または、OOX 法により単離した卵丘細胞塊を卵母細胞

と共培養した。卵母細胞との共培養では、1 μl の培地につき 2個の卵母細胞を加えた。

また、合成タンパク質添加実験では、recombinant human BMP15（R&D systems）（以後

rhBMP15）、recombinant mouse GDF9（R&D systems）（以後 rmGDF9）をそれぞれ 50 ng/ml

の濃度で基本培地に添加した。これらの培養は、流動パラフィン下に作成した 50 μlの

培地ドロップ内で行った。 

また、一部の実験では、基本培地に 17β-Estradiol（E2、10-10-10-7 M）、TGFβスーパ

ーファミリーのシグナルを伝達する受容体の一種である ALK4阻害剤 SB431542（wako）

（10 μM）、または、溶媒である DMSO（0.1％）を添加して培養を行った。その際は、

96 ウェルプレートを用い、流動パラフィンは使用しなかった。 

壁顆粒膜細胞は、ECL cell attachment matrix（millipore）でコラーゲンコートした 96

ウェルプレートに 104 個ずつ播種し、前培養を 24 時間行って、細胞をプレートに接着

させた。その後、卵母細胞との共培養（1 μl の培地につき 2個の卵母細胞添加）、また
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は、合成タンパク質添加実験を行った。合成タンパク質添加実験では、rhBMP15、

recombinant human BMP4（R&D systems）（以後 rhBMP4）をそれぞれ 50 ng/ml の濃度、

または recombinant mouse Noggin（R&D systems）（以後 rmNOG）を 500 ng/ml の濃度で

添加した基本培地で 20時間培養した。 

 

トータル RNA 抽出、cDNA合成 

15-25 個の卵丘-卵母細胞複合体、または OOX した卵丘細胞から RNeasy Micro Kit

（Qiagen）（第 1 章参照）、または ReliaPrep RNA Cell Miniprep System（Promega） を用

いトータルRNA を抽出した。ReliaPrep RNA Cell Miniprep Systemでは、100 µlのBL + TG 

buffer で細胞を溶解し、100%イソプロパノールを添加後、細胞抽出液全量を Mini カラ

ムに移し以降はプロトコルに従って、DNase 処理および洗浄を行った。RNA の溶出に

は 15 μlの Nuclease-Free water を用いた。 

また、PMSG 刺激後の Nog 過剰発現マウスおよび同腹子の pMES-Nog または

Amhr2-Cre マウスの卵巣より、ReliaPrep RNA Cell Miniprep Systemを用いて、上記と同

様にトータル RNAを抽出した。卵巣からのトータル RNAの抽出の際には、卵巣に 100 

µl の BL+TG buffer を添加し、ホモジェナイズ後、500 µl にメスアップして用いた。 

cDNA合成には QuantiTect Reverse Transcription Kit（Qiagen）（第 1章参照）、または、

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO）をプロトコルに従っ

て用いた。ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover では、トータル RNA

を 65℃で 5分間加熱した後、DN Master Mix を加え 37℃で 5分間反応させた。その後、

RT Master Mix IIを加え、37℃で 15分、50度で 5分、98℃で 5分反応させ cDNAを得

た。 

RNA 抽出キット、cDNA 合成キット、および後述する SYBR 試薬をそれぞれ 2 種

類用いているが、それらの違いにより結果に違いは見られなかった。 



59 

 

 

 

リアルタイム PCR 

リアルタイム PCRには、QuantiTect SYBR Green PCR Kit（Qiagen）（第 1章参照）、

または THUDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）と StepOnePlus Real-time PCR system

（Applied biosystems）を使用し、第 1 章と同様に行った。本節で用いたプライマーは

Table 2-1に示した。 

 

ウエスタンブロッティング 

20-30 個の卵丘-卵母細胞複合体を 0.1％PVP（Poly vinyl pyrrolidone）添加 PBS

（Phosphate buffered saline）で数回洗浄することで培地中の BSAを取り除き、0.1％PVP

添加 PBSに回収した。5×Laemmli バッファー（20％SDS、12.5％ 2-Mercaptoethanol、37.5％ 

Glycerol、1.25 M Tris-HCl、Bromophenol blue（BPB））（Laemmli. 1970）を加えた。また、

壁顆粒膜細胞は PBS（Takara）で数回洗浄することで BSAを取り除き、5×Laemmli バッ

ファーを混ぜた PBS を用いてピペッティングにより細胞を回収した。その後、これら

のサンプルは 100℃で 5 分間反応させタンパク質を変性させた。15％ ポリアクリルア

ミドゲルを用いて Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis（SDS-PAGE）

（Laemmli. 1970）を行った後、タンパク質を polyviniylidene difluoride（PVDF）膜

（ImmobilonTM Transfer Membranes; Millipore）にブロッティングした。ブロッティング

には Blottingバッファー（48 mM Tris Base、39 mM Glycine、0.037％ SDS、20％ Methanol）

を用い、10 Vで約 40分間セミドライ式ブロッティング装置（Trans-blot SD Semi-Transfer 

cell; BIO RAD）で行った。5% スキムミルク（wako）を添加した TBS-T（20 mM Tris base、

137 mM NaCl、1％ Tween 20（pH 7.6）（wako）で 1時間室温にてブロッキングを行い、

TBS-Tに 5％スキムミルクを溶かした溶液で希釈した 1次抗体を 4℃で一晩反応させた。
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次に、TBS-T で 5分間 3回洗浄後、TBS-T に 5%スキムミルクを溶かした溶液で希釈し

た 2次抗体を 90分間、室温で反応させた。TBS-T で 5分間 3回洗浄後、ECLTM Wetern 

Blotting Detection Kit（Amersham Pharmacia Biotech UK Limite）、または、Immunostar LD

（wako）をプロトコルに従って反応させた後、X線フィルム（FUJI MEDICAL）または

イメージング機器 C-DiGit（Li-COR）を用いてシグナルの検出を行った。 

一次抗体としては、NOGの検出には anti-Noggin antibody （R＆D systems）を 2000

倍希釈して用いた。リン酸化 SMAD1/5/8の検出には Phospho-smad1 (Ser463/465) / smad5 

(Ser463/465) / smad8 (Ser426/428) Antibody（Cell Signaling technology）を 2000 倍希釈して

用いた。内部標準として用いた βアクチン（ACTB）の検出には、Rabbit Polyclonal antibody 

to beta Actin（Gene Tex）を用いた。二次抗体は、Rabbit Anti-Goat IgG Antibody (Jacson 

Immuno Reseach Labratories)、 Goat Anti-Rabbit IgG Peroxidase Conjugate Antibody 

（Chemicon International）を 3000倍希釈で用いた。 

 

妊孕性テスト 

  7週齢の Nog 過剰発現マウス（pMES-Nog/Amhr2-Cre）、または同腹子の pMES-Nog

または Amhr2-Cre マウスを同週齢の野生型オスマウス（C57BL/6）と共飼育し、約 5カ

月間、出産回数および、得られた産仔数を計数した。また、交配が行われていることを

確認するため、膣栓（プラグ）の形成も確認した。 

 

卵巣組織切片の作成、およびヘマトキシン・エオジン（HE）染色 

  卵巣を Bouin 固定液（ピクリン酸：ホルマリン：氷酢酸 = 15：5：1）を用いて浸

漬固定し、脱水処理（70% EtOH 一晩、70% EtOH、80% EtOH、90% EtOH、95% EtOH、

100% EtOH 2回 各 2 時間、100% EtOH 一晩）後、キシレンで透徹（Xylene 30 分 3回）

し、さらにパラフィンに浸漬（50% paraffin / Xylene 一晩 室温、Soft Paraffin、Paraffin 3
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回 各 2 時間、60℃）し、金属製包埋プレートと包埋リングを用いて包埋し、一晩静置

した。切片の作成はミクロトーム（PR-50 小型回転式ミクロトーム；大和光機工業）を

用いて厚さ 6 µm に薄切し、水上で皺を伸ばし、さらに 52-55℃の温水中で伸展させた

後にスライドグラスに貼り付け、一晩乾燥させた。 

作成したパラフィン切片を脱パラフィン処理（Xylene 5 分 3回、100% EtOH 5 

分 3回、95% EtOH、80% EtOH、70% EtOH 各 3分、DW 1 分間）した後、ヘマトキシ

リン溶液に 5分間漬けた。流水中で 10 分間洗浄後、エオジン溶液に 10分間浸漬し、70% 

EtOHで軽く洗浄した。その後、脱水（70% EtOH、80% EtOH、95% EtOH 各 3分、100% 

EtOH 5 分、2回、Xylene 5 分、2回）し、SP15-100 Toluene Solution（Fisher Scientific）

で封入した。 

 

組織形態の判定 

  作成した卵巣組織切片を観察し、切片中で卵母細胞が観察される胞状卵胞と、異常

な卵胞（閉鎖卵胞）数を計数した。閉鎖卵胞は Perezらの報告（Perez et al., 1999）を

参考に、次のいずれかに当てはまるものを定義した。 

（1）卵母細胞が委縮し、卵丘細胞層との間に隙間が見られる。 

（2）卵母細胞が球状を保っていない。 

（3）卵母細胞に断片化（フラグメント）が見られる。 

閉鎖卵胞数は、観察された全胞状卵胞数の割合で示した。 

 

統計処理 

本実験ではすべて独立した実験を 3 回以上行った。統計処理にはマイクロソフト

Excel のアドインソフト Excel 統計（株式会社 社会情報サービス）を用い、3 区以上の

比較には Tukey 法を用い、2 区の比較には t 検定を用いた。また、割合で示した結果の
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検定は、正弦変換をしたのちに、t 検定を行った。危険率 p<0.05 を有意とした。 
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結果 

 

SMADのリン酸化に対するエストロゲンシグナルの影響 

  第 1 章より、エストロゲンのシグナルは卵母細胞が分泌する BMP のシグナルを強

めることが示唆された。そこで、実際に卵丘細胞において、エストロゲンシグナルの有

無が卵丘細胞での BMPシグナルを増強するか解析した。卵丘-卵母細胞複合体単独、ま

たはエストロゲン（E2、10-7 M）添加培地で培養し、卵丘細胞における SMAD1/5/8 のリ

ン酸化状態（pSMAD1/5/8）をウエスタンブロットにより解析した（Fig. 2-3）。その結果、

卵丘-卵母細胞複合体を E2 無添加で培養した場合と比べて、E2 添加培地で培養した場

合に、無添加培養と比較して濃い pSMAD1/5/8のバンドが確認された。したがって、E2

の存在により、卵丘細胞における SMAD1/5/8 のシグナルが強まることが実際に確認さ

れた。 

 

エストロゲンの制御を受ける BMP阻害因子の探索 

  前述のように、顆粒膜細胞において発現している BMP シグナルの阻害因子につい

ては、当研究室の杉浦らにより既に報告されている（Sugiura et al., 2009）。そこで、そ

れらの BMP 阻害因子について、第 1 章のマイクロアレイ解析データより、エストロゲ

ンの制御を受ける可能性のある候補因子の探索を行った。第 1章のマイクロアレイ解析

より、E2 単独の影響（比較 2）と、卵分泌因子存在下での E2 の影響（比較 4）の解析

結果を、上記の報告にある BMP シグナル阻害因子について Table 2-2にまとめた。その

結果、12 個の BMP 阻害因子すべてについて、E2 単独では卵丘細胞での発現に影響は

見られなかったが、卵分泌因子存在下では Gremlin2（Grem2）が E2 によって有意に発

現促進され、一方、Noggin（Nog）が有意な抑制を受けることが示唆された。本節では、
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卵丘細胞において、E2による発現抑制を受ける BMP シグナル阻害因子を探索している

ため、以降は Nogについてより詳しい解析を行うことにした。 

 

Nogginの発現解析 

  発達した胞状卵胞では、Noggin は卵丘細胞で高く発現していることが報告されて

いる（Sugiura et al., 2009）。しかし、前胞状卵胞から胞状卵胞への発達過程での Noggin

の発現動態の詳細は不明である。そこでまず、2 次卵胞から前胞状卵胞顆粒膜細胞、

PMSG 刺激前後の胞状卵胞から卵丘細胞と壁顆粒膜細胞を回収し、Nog の mRNA 発現

をリアルタイム PCRで解析した（Fig. 2-4）。その結果、前胞状卵胞顆粒膜細胞と壁顆粒

膜細胞における Nog の発現に大きな差は見られなかったが、Nog の発現は発達途上の胞

状卵胞および発達した胞状卵胞ともに、壁顆粒膜細胞と比較して卵丘細胞において有意

に高かった。この結果は、卵分泌因子が卵丘細胞での Nog の発現を促進するという既

報（Sugiura et al., 2009）を支持するものである。 

 

Nogginの発現制御解析 

（1）卵丘細胞における Nogginの発現に対するエストロゲンの影響 

  前述のとおり、第 1章のマイクロアレイ解析より卵丘細胞における Nog の発現は卵

分泌因子存在下で E2 によって抑制されることが示唆された（Table 2-2）。そこで、実際

に卵丘細胞における Nog の発現が E2 による影響を受けるのか、検討を行った。Nog 

mRNA発現を回収直後、または E2（0, 10-10, 10-9, 10-8, 10-7M）添加培養後の卵丘-卵母細

胞複合体において解析した（Fig. 2-5）。まず、Nog mRNA発現は回収直後の卵丘-卵母細

胞複合体と比較して、E2無添加培地で培養することにより約 20 倍の有意な発現上昇が

見られた。一方、培地に E2 を添加することで、Nog mRNA 発現上昇は E2 濃度依存的
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に抑制され、E2 10-9 M 以上の濃度で添加した区においては、有意な発現上昇が抑えら

れた（Fig. 2-5B）。 

次に、NOG タンパク質発現についてウエスタンブロット法により解析した。その

結果、Nog mRNA発現と同様に、回収直後と比較して培養により NOGのタンパク質発

現は上昇し、E2添加区においてその発現上昇は見られなくなった（Fig. 2-5C）。 

以上から、Noggin の発現は生体内では低く維持されており、少なくともエストロ

ゲンが Noggin の発現を抑制する因子の一つであると考えられる。 

 

（2）卵丘細胞における Nogginの発現に対する卵分泌因子の影響 

  卵丘細胞における Nog の発現は、卵母細胞との共培養によって促進されることが

報告されているが（Sugiura et al., 2009）、具体的に Nog の発現を促進する卵分泌因子は

同定されていない。そこで、Nog の発現促進にかかわる卵分泌因子の解析を行った。 

まず、合成タンパク質添加実験を行った（Fig. 2-6A）。その結果、卵母細胞との共

培養により、卵丘細胞におけるNogのmRNA発現は約 30倍と有意に上昇した。rhBMP15

添加区では、約 10 倍程度の発現上昇が見られたが、無添加区と比較して有意な差は見

られなかった。また、rmGDF9添加区では無添加区と比較して大きな発現差は確認でき

なかった。しかしながら、rhBMP15 と rmGDF9 を同時に添加することで、Nog mRNA

発現は約 25倍と卵母細胞添加区と同程度の有意な発現上昇が見られた。 

次に、Bmp15ノックアウトマウスの卵丘-卵母細胞複合体における Nogの mRNA発

現を解析した結果（Fig. 2-6B）、回収直後の卵丘-卵母細胞複合体における Nog mRNA発

現はコントロール（Bmp15+/-）とノックアウト（Bmp15-/-）ともに低く抑えられており、

有意な違いは見られなかった。しかし、E2 無添加培地での培養によって、ノックアウ

トではコントロールと比較して有意に低い Nog発現を示した。 
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  さらに、GDF9 の I 型受容体である ALK4 の阻害剤 SB431542 を用いて、Nog 発現

促進に対する GDF9 の必要性を解析した（Fig. 2-6C）。その結果、コントロール区と比

較して、SB431542添加区では Nogの発現は約 1/20 倍と有意に低かった。 

以上から、卵丘細胞における Nog の発現促進には、卵母細胞が分泌する BMP15 と

GDF9のシグナルが必要であることが示唆された。 

 

卵母細胞由来の BMP シグナルに対する Nogginの作用 

  実際に、Noggin は卵母細胞由来の BMP シグナルを抑制する能力を持つのかどう

かについて SMAD1/5/8 のリン酸化状態を指標に解析を行った。また、BMP15 は GDF9

とヘテロダイマーを形成し、SMAD1/5/8に加えて SMAD2/3を介してシグナル伝達を行

うことが報告されている（Peng et al., 2013）。そのため、SMAD1/5/8 のリン酸化だけで

なく、SMAD2/3 のリン酸化についても解析を行った。本実験では、実験区が多いこと

に加え、SMAD1/5/8、SMAD2/3 のリン酸化状態の解析には多くの細胞を必要とするた

め、卵丘細胞ではなく、より簡便に大量の細胞を回収できる壁顆粒膜細胞を用いた。壁

顆粒膜細胞を単層培養し、卵母細胞、または rhBMP15 を添加して培養し、リン酸化

SMAD1/5/8（pSMAD1/5/8）、および、リン酸化 SMAD2/3（pSMAD2/3）に対する Noggin

の合成タンパク質の影響を解析した（Fig. 2-7）。また、Noggin により抑制されることの

知られている BMP4を対照区として用いた。まず、rhBMP4 を添加すると、pSMAD1/5/8

の強いリン酸化バンドが検出され、そこに rmNOG を添加することで SMAD1/5/8 リン

酸化の抑制が見られた。このとき、pSMAD2/3 には無添加区と比較して変化は見られな

かった。また、rhBMP15 を培地に添加すると、rhBMP4 と同様、pSMAD1/5/8 の強いリ

ン酸化バンドが検出され、rmNOG 添加により pSMAD1/5/8 バンドの抑制が見られた。

この時も、pSMAD2/3 バンドは無添加区と比較して変化は見られなかった。次に、壁顆

粒膜細胞を卵母細胞と共培養することで pSMAD1/5/8 のリン酸化バンドが濃く検出さ
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れ、一方、rmNOGを添加することでそのバンドは薄くなった。pSMAD2/3のバンドも、

pSMAD1/5/8 と同様、卵母細胞との共培養により濃く検出され、そのバンドは rmNOG

添加により薄くなった。また、rmNOG（500 ng/ml）を単独で添加したところ、pSMAD1/5/8、

pSMAD2/3のバンドの濃さに変化は見られなかった（データ未掲載）。 

  これらのことから、rmNOGは実際に、卵母細胞由来の BMP シグナルを抑制できる

こと、さらに rmNOGは卵母細胞由来の GDF9シグナルにも影響を及ぼしうることが示

唆された。 

 

Noggin過剰発現トランスジェニックマウスの解析 

  本研究のこれまでの解析より、Noggin は卵分泌因子とエストロゲンのシグナル相

互作用の仲介因子として重要な役割を果たすと考えられた。また、本研究より、Noggin

の卵丘細胞での発現は、エストロゲンによって抑制されているため低く、Nog 欠損マウ

スを用いた解析では、その機能解析は十分に行えないことが考えられる。そこで、顆粒

膜細胞（卵丘細胞および壁顆粒膜細胞）特異的に Noggin を過剰発現するトランスジェ

ニックマウス（以下、Nog 過剰発現マウス）を用いて、顆粒膜細胞の発達に与える影響

を解析することにした。顆粒膜細胞特異的に Noggin を過剰発現するマウスについては

方法にて詳述した。 

 

（1）Noggin過剰発現の確認 

まず、Nog 過剰発現マウスの卵巣での Nog 発現量を解析した。生後 3 週齢の Nog

過剰発現マウスおよびその同腹子のコントロールマウスに PMSG 刺激により卵胞発達

を促進させ、卵巣を回収してNog mRNA発現をリアルタイム PCRで解析した（Fig. 2-8）。

その結果、Nog の発現は Nog 過剰発現マウスにおいて、コントロールと比較して約 3.5
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倍と有意に高かった。以上から、本マウスでは実際に Nog が過剰発現されていること

が確認された。 

 

（2）Noggin過剰発現マウスの妊孕性テスト 

  顆粒膜細胞特異的 Nog 過剰発現がメスマウスの妊孕性に与える影響を解析した。8

週齢の Nog過剰発現メスマウスまたはコントロール（pMES-Nogまたは Amhr2-Cre）の

メスマウスを、同週齢の野生型オスマウスと共飼育し、約 5カ月間の出産回数と産仔を

記録する交配テストをおこなった（Table 2-3）。その結果、コントロール（2 ケージ、

pMES-Nog および Amhr2-Cre、各 1 ケージずつ）では 5 カ月間で合計 11 回の出産、お

よび平均約 9 匹/回の産仔が得られ、これは、当研究室のマウス室において飼育してい

るほかの野生型マウスと同等であった。これに対し、Nog 過剰発現マウス（3 ケージ）

では産仔は確認できなかった。しかしながら、交配テストに用いたすべての Nog 過剰

発現マウスにおいて、期間中、複数回膣栓（プラグ）が確認されたことから交配自体は

正常に行われていると考えられる。これらのことから、Nog過剰発現マウスは不妊であ

ると考えられた。 

 

（3）Noggin過剰発現マウスの組織形態観察 

  次に、卵巣の組織切片を作成し、Nog 過剰発現が卵胞発達に与える影響を解析した。

3 週齢の Nog 過剰発現マウスおよびコントロールマウスに PMSG刺激後、44-48時間後

の卵巣切片を作成し、HE 染色により卵巣形態を観察した（Fig. 2-9）。まず、コントロ

ールでは発達した胞状卵胞が複数観察された（Fig. 2-9A）。一方、Nog 過剰発現マウス

の卵巣においても、胞状卵胞が複数観察されたものの、卵母細胞の萎縮や卵母細胞と卵

丘細胞間に隙間が観察される、異常な卵胞が多く見られた。これらは、閉鎖卵胞（Atretic 

follicle）であると考えられたため、方法で示した定義のもと、全胞状卵胞に占める閉鎖
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卵胞の割合を計測したところ、コントロールでは約 25％が閉鎖卵胞であったのに対し、

Nog過剰発現マウスでは約 80％とコントロールと比較して有意に高かった（Fig. 2-9C）。 

  また、Nog 過剰発現マウスにおいて確認された胞状卵胞のうち、閉鎖卵胞であると

認められなかった卵胞では、Fig. 2-9Dのように、正常な胞状卵胞と比べて、卵胞内の顆

粒膜細胞層が極端に薄かった。これらの結果から、Nog 過剰発現マウスでは正常な胞状

卵胞の発達が起こらず、このことが Nog 過剰発現マウスの不妊の原因の一つである可

能性が示唆された。 
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考察 

 

  第 1章のマイクロアレイ解析の結果から、エストロゲンの存在は、卵丘細胞にお

いて卵分泌因子によって制御される生物現象には大きな影響を及ぼさないが、卵母細胞

が分泌する BMP15 シグナルの増強にかかわることが示唆された。そこで本節ではエス

トロゲンが卵分泌因子のシグナルを増強するメカニズムを明らかとするために、一般に、

BMP シグナルのアンタゴニストとして知られている Noggin に着目し、卵分泌因子とエ

ストロゲンのシグナルの仲介因子としての働きを解析した。 

  まず、第 1章で示唆された、エストロゲンが卵母細胞由来の BMP シグナルを増強

するという点について、BMP の細胞内シグナル伝達を仲介する SMAD1/5/8 のリン酸化

を指標に検討を行った。その結果、予想されたように E2 添加によって卵丘細胞におけ

る pSMAD1/5/8の増加が見られた。この時、第 1章のマイクロアレイ解析結果を見てみ

ると、E2によって BMPシグナルに関係する受容体などの発現に変化は見られなかった

ことから、E2 は、卵丘細胞での BMP 受容体発現を制御することで BMP シグナルに対

する卵丘細胞の応答性に影響している可能性は低いと考えられる。 

  卵巣で発現することが知られている BMP アンタゴニストについて、マイクロアレ

イ解析結果を確認した結果、Nog のみが E2 による発現抑制を受け、Grem2 は発現促進

を受けていた。今回は、エストロゲンによるBMPシグナルの増強に着目したため、Grem2

の解析は行わなかったが、GREM2 は原始卵胞顆粒膜細胞から分泌され、BMP4 や抗ミ

ューラー管ホルモン（AMH）のシグナルを阻害することで 1 次卵胞への発達を阻害す

ることが報告されている（Nilsson et al., 2014）。また、胞状卵胞期においては、莢膜細

胞が分泌する BMPシグナルを阻害することで卵胞発達を阻害するとされている（Sudo 

et al., 2004）。Grem2は今回着目した Nog とは逆の制御を受けることから、今後 GREM2
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についてさらなる解析を行うことで、卵分泌因子とエストロゲンのシグナル相互作用に

おいて Noggin とは異なる新たなメカニズムが明らかとなるかもしれない。 

  胞状卵胞における Nog の発現は、卵丘細胞で壁顆粒膜細胞と比較して有意に高か

った。一般に、卵丘細胞と壁顆粒膜細胞間で発現差のある遺伝子は卵母細胞による発現

制御を受けていることが多い（Sugiura et al., 2005b）。すなわち、ある遺伝子発現を卵母

細胞が卵丘細胞や壁顆粒膜細胞で促進する場合、卵母細胞の近くに存在している卵丘細

胞では、壁顆粒膜細胞と比べてより強く卵母細胞の影響を受けるため、壁顆粒膜細胞よ

り高い発現を示すようになる。実際、本章で解析した Nog の発現は、卵母細胞により

促進されていた。一方、卵丘細胞における Nog の発現は、エストロゲンによる抑制を

受ることが明らかとなった。卵胞内において、エストロゲンは、莢膜細胞により供給さ

れるアンドロゲンを基質に壁顆粒膜細胞で合成されており、壁顆粒膜細胞周辺では、卵

丘細胞周辺と比べて局所的にエストロゲン濃度が高い可能性が考えられる。また、今回

データは示さなかったが、壁顆粒膜細胞においても、卵丘細胞と同様な卵分泌因子とエ

ストロゲンによる Nog発現制御が存在することは確認してある。したがって、Nog の発

現が壁顆粒膜細胞と比較して卵丘細胞で高い理由としては、上記の卵丘細胞における卵

分泌因子による発現促進に加えて、壁顆粒膜細胞でのエストロゲンによる抑制による影

響だと考えられる。 

Bmp15 ノックアウトマウスの卵丘-卵母細胞複合体を用いた解析から、BMP15 は

Nog の発現促進に必要であることが明らかとなった。また、卵丘-卵母細胞複合体を

SB431542 添加培地で培養することで Nog の発現低下が見られたことから、Nog 発現促

進には GDF9 も必要であることが示唆された。実際に、培養下で rhBMP15 と rmGDF9

を添加することで Nogの発現は促進されたことから、これらの BMP15と GDF9が協調

的に働いて Nog の発現を促進していると考えられる。しかし、rmGDF9の単独添加によ

って Nog の発現上昇は見られていなかったことや、Bmp15 ノックアウトマウスの卵丘-
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卵母細胞複合体においても、Nog の発現上昇が見られたことから、これら以外の因子の

関与も考えられる。卵母細胞は他にも BMP6や FGF8などを分泌することが知られてお

り、これらの因子が Noggin の発現促進にかかわっている可能性が考えられる。 

本研究の結果から、少なくとも培養下では、NOGは BMP15 のシグナルを抑制でき

ることが明らかとなった。BMP15 の合成タンパク質は、動物種によりアミノ酸配列が

異なり、大きく異なる活性を持つことが知られている（McNatty et al., 2005a、2005b）。

特に、マウスの BMP15 は、その合成タンパク質は安定性が低く、単離が困難であるた

め（Hashimoto et al., 2005、Peng et al., 2013）、市販されておらず、今回の解析ではヒト

の BMP15 合成タンパク質を用いている。今後、NOGが実際にマウス由来の BMP15 シ

グナルを抑制できるのかについて解析していく必要はあるが、卵分泌因子による

SMAD1/5/8 のリン酸化が NOG 合成タンパク質の添加によって抑制できることからも、

Noggin は卵母細胞由来の BMP15 シグナルを抑制できると考えられた。 

本節の結果より、NOG の添加は、卵分泌因子刺激による壁顆粒膜際細胞での

SMAD1/5/8 のリン酸化のみではなく、SMAD2/3 リン酸化にも影響を及ぼしていた。こ

れは rmNOG が GDF9 と直接結合し、そのシグナルを抑制する可能性も考えられるが、

これまでにそのような報告はない。一般に、TGFβスーパーファミリーに属するタンパ

ク質は 2 量体（ダイマー）を形成して機能するが、最近、BMP15 と GDF9 はヘテロダ

イマーを形成して機能し、SMAD2/3がそのシグナルを仲介すると報告された（Peng et al., 

2013）。しかし、この報告では、BMP15と GDF9 の合成タンパク質が培養下でヘテロダ

イマーを形成できることを報告したのみであり、実際に卵母細胞が分泌している

BMP15 と GDF9 がヘテロダイマーを形成しているかどうかについては不明である。本

研究において、BMPアンタゴニストである NOGの添加が、GDF9の下流シグナルであ

る SMAD2/3 のリン酸化を減弱させたという結果は、NOG が卵母細胞由来の

BMP15/GDF9ヘテロダイマーを形成している BMP15と結合してそのシグナルを阻害し
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た可能性が考えられる。この結果は、いまだ実際に卵分泌因子中における存在が証明さ

れていないヘテロダイマーの存在を支持するものである。 

以上の in vitro での解析から、Fig. 2-1に示したような Noggin を介した卵分泌因子

シグナル、特に BMP シグナルの負のフィードバック作用を、エストロゲンが抑制する

機構が存在すること、さらにこの機構が第 1章で明らかとなったエストロゲンによる卵

分泌因子シグナルの増強メカニズムである可能性が示唆された。さらに、Nog 過剰発現

マウスでは、卵胞発達異常が見られ、不妊であったことから、この Noggin を介した卵

分泌因子とエストロゲンの相互作用は、正常な卵胞発達に必須であると考えられる。 

  Nog 過剰発現マウスでは、閉鎖卵胞の増加が顕著であり、また、閉鎖卵胞でない胞

状卵胞においても、顆粒膜細胞層の希薄化が見られた。これまでの研究より、BMP15

は顆粒膜細胞のアポトーシスを抑制し、増殖を促進することが知られており（Hussein et 

al., 2005、Moore et al., 2003）、Nog 過剰発現マウスで見られた異常は、BMP15 のこれら

の機能が Noggin によって抑制されたためであると考えられる。 

  これまで卵巣における BMP シグナルの重要性については、Bmp15ノックアウトマ

ウス（Yan et al., 2001）、BMP15 受容体（Bmpr1aと Bmpr1b）のダブルノックアウトマウ

ス（Edoson et al., 2010）、さらにシグナルを仲介する Smad1/5/8のトリプルノックアウト

マウス（Pangas et al., 2008）などを用いて研究されてきたが、興味深いことに、これら

のマウスモデルでは、排卵数が低下し、産仔数の減少が見られるものの、妊孕性は確認

されている。一方、本研究において Nog 過剰発現マウスは不妊であった。Bmp15 ノッ

クアウトマウスでは、排卵前の卵胞において、卵丘細胞がほとんど見られない卵母細胞

が確認されており、これは本研究の Nog 過剰発現マウスにおいても同様であったこと

から、本研究の Nog 過剰発現マウスにおいても BMP15 は減弱していると考えられる。

これまでの報告と本研究での Nog 過剰発現マウスの表現型で妊孕性に差が見られた理

由としては、BMP15 と GDF9 のヘテロダイマーの関与の可能性が考えられる。前述の
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ように、Noggin は BMP15 シグナルだけでなく、BMP15/GDF9 ヘテロダイマーの機能を

阻害できる可能性が考えられ、これが、Nog 過剰発現マウスでの不妊につながったので

はないかと考えられる。また、上記のBMP受容体やSMADのノックアウトマウスでは、

加齢（8カ月以上）に伴って顆粒膜細胞の癌化（顆粒膜細胞腫）が報告されている（Edson 

et al., 2010、Pangas et al., 2008）。本研究では Nog過剰発現マウスを最大 6カ月齢までし

か観察しておらず、癌化の様子は確認されていないが、今後、Nog過剰発現マウスを加

齢させることで、卵分泌因子とエストロゲンの相互作用と顆粒膜細胞の癌化の関連につ

いても検討できる可能性がある。 

  以上、本節では BMP アンタゴニストの Noggin に着目し、エストロゲンが卵分泌因

子のシグナルを制御するメカニズムとして一つの知見を得ることができた。エストロゲ

ンと卵分泌因子により、発現制御を受ける Noggin は、実際に卵母細胞が分泌する BMP

シグナルを抑制しており、さらに、生体内において Noggin を過剰発現させることで個

体は不妊となる可能性が示唆された。これは、エストロゲンと卵分泌因子の相互作用の

生体内での重要性を強く示唆する結果である。しかし、今回の解析のみでは、Nog 過剰

発現マウスが不妊となる具体的な原因を解明するまでに至らなかったため、今後、ホル

モン刺激による過剰排卵処理など、より詳しい解析を行うことで Noggin を介した卵分

泌因子とエストロゲンの相互作用の重要性をより解明できると考えられる。 

  第 2節では、第 1 章のマイクロアレイ解析で明らかとなった、卵分泌因子によるエ

ストロゲンシグナルによって制御される生物現象の変化のメカニズムについて解析を

行う。 
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Table 2-1 本節で用いたプライマー 
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Table 2-2 SMAD阻害因子および BMPアンタゴニスト 
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Table 2-3  Noggin過剰発現マウス妊孕性テスト 
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Fig. 2-1 エストロゲンが卵分泌因子を制御するメカニズムの仮説 

胞状卵胞の卵丘細胞では、BMP アンタゴニスト Nogginを介した卵分泌因子シグナルに対する負

のフィードバック作用が存在し、エストロゲンは Nogginの発現を抑制することで、卵分泌因子

シグナルを増強させる可能性が考えられる。 
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Fig. 2-2 pMES-Nog/Amhr2-Creマウスの遺伝子型の確認 

（A）pMES-Nogコンストラクトについて。IRES-EGFP 配列の上流に Noggin配列をコードして

おり、チキン由来 βアクチンプロモーターと Noggin 配列の間には LoxP 配列に挟まれた STOP

配列を含み、Cre リコンビナーゼを発現する細胞では STOP 配列が欠失するため、Nogginが発現

する。今回は、当研究室保有の顆粒膜細胞特異的に Cre リコンビナーゼを発現する Amhr2-Cre

マウスを交配した。（B）Genotyping 結果の一例。pMES-Nogコンストラクトを保有するマウスは

約 500 bp のサイズのバンドが検出され、Amhr2-Cre を保有するマウスは約 500 bp のサイズのバ

ンドが検出される。個体番号 1、5、6は Nog過剰発現マウスであり、個体番号 2、3、4は pMES-Nog

のコンストラクトのみを保有するマウス、個体番号 7は Amhr2-Cre のみを保有するマウスであ

る。 
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Fig. 2-3 SMADのリン酸化に対するエストロゲンの影響 

（A）実験の概要。卵丘-卵母細胞複合体を単独、または E2（10-7 M）添加培地で培養し、6 時間

後の卵丘細胞における SMAD1/5/8 のリン酸化状態（pSMAD1/5/8）をウエスタンブロットにより

解析した。（B）ウエスタンブロットの結果。内部標準として βアクチン（ACTB）を用いた。 
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Fig. 2-4 Nogginの発現解析 

2 次卵胞の前胞状卵胞顆粒膜細胞（PG）および PMSG 刺激前後の胞状卵胞の卵丘細胞（CC）、

壁顆粒膜細胞（MGC）を回収し、各細胞における Nog mRNA発現をリアルタイム PCRにより解

析した。異符号同士に有意差あり、p<0.05。 
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Fig. 2-5 卵丘細胞における Nogginの発現に対するエストロゲンの影響 

（A）実験の概要。卵丘-卵母細胞複合体を回収し、回収直後（Fresh）と E2（0、10-10-10-7 M）添

加培地で 20 時間培養後の（B）Nog mRNA をリアルタイム PCR で、（C）卵丘-卵母細胞を回収

直後と E2（0、10-7 M）添加培地で 20 時間培養後の NOG タンパク質発現をウエスタンブロット

で解析した。異符号同士に有意差あり、p<0.05。 
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Fig. 2-6 卵丘細胞における Nogginの発現に対する卵分泌因子の影響 

（A）実験の概要。OOX した卵丘細胞を卵母細胞（2個/μl）と共培養、または rhBMP15（50 ng/ml）、

rhGDF9（50 ng/ml）をそれぞれ単独、または同時に添加培養し、20時間後の Nog の mRNA発現

をリアルタイム PCR で解析した。（B）Bmp15 ノックアウトマウス（Bmp15-/-）と同腹子のコン

トロールマウス（Bmp15+/-）から卵丘-卵母細胞複合体を回収し、回収直後と培養 20 時間後の Nog 

mRNA 発現をリアルタイム PCR で解析した。（C）卵丘-卵母細胞複合体を ALK4 の阻害剤

SB431542 を添加し、培養 20 時間後の Nog mRNA発現をリアルタイム PCRで解析した。異符号

間に有意差あり、*; p<0.05。 
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Fig. 2-7 卵母細胞由来の BMPシグナルに対する Nogginの作用 

（A）実験の概要。壁顆粒膜細胞を卵母細胞（2個/µl）または rhBMP15（50 ng/ml）添加培

地で培養し、SMAD のリン酸化を促進し、rmNOG（500 ng/ml）の SMAD リン酸化に対する

影響を（B）ウエスタンブロットで解析した。また、NOG が結合することが知られている

rhBMP4（50 ng/ml）を NOG による SMAD1/5/8 のリン酸化の抑制のコントロールとして用

いた。内部標準として βアクチン（ACTB）を用いた。 
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Fig. 2-8 Noggin過剰発現の確認 

Nog 過剰発現マウス（pMES-Nog/Amhr2-Cre マウス : Tg）および、同腹子のコントロール

（pMES-Nog または Amhr2-Cre）の卵巣における Nog 発現をリアルタイム PCR で解析した。*; 

p<0.05。 
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Fig. 2-9 Noggin過剰発現マウスの組織形態観察 

3 週齢 PMSG 刺激後の Nog 過剰発現マウス（pMES-Nog/Amhr2Cre）の卵巣と、同腹子のコント

ロール（Amhr2Cre、または pMES-Nog）の卵巣の組織切片を用いた解析を行った。（A）コント

ロールマウスの卵巣切片。（B）Nog 過剰発現マウスにおける卵巣切片。同じ遺伝子型を持つ異

なる 2 個体の卵巣切片を示した。（C）各卵胞において、全胞状卵胞に対する異常卵胞（閉鎖卵

胞）数の割合を算出した。*;  p＜0.05。（D）コントロールマウス（左）と Nog 過剰発現マウス

（右）において観察された胞状卵胞。 
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第２節 

 

 

 

 

 

卵分泌因子によるエストロゲンのシグナルの制御について 
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緒言 

 

  第 1章のマイクロアレイ解析の結果から、卵丘細胞で卵分泌因子はエストロゲンに

よって制御される生物現象を変化させること、すなわち、卵分泌因子は、卵丘細胞にお

けるエストロゲンの応答性を変化させることが示唆された。しかしながら、卵分泌因子

がどのように卵丘細胞におけるエストロゲンのシグナルに影響を与えるのかについて

は不明である。そこで本節では卵分泌因子がエストロゲンのシグナルを制御するメカニ

ズムに着目した。 

  前述のように、エストロゲンのシグナルは、主に、エストロゲン受容体（estrogen 

receptor: ESR）によって仲介される（Fig. 2-10）。細胞質中の ESRは、エストロゲンと結

合すると二量体を形成し、核内に移動後、エストロゲン受容体応答領域と呼ばれる DNA

配列に特異的に結合してエストロゲンシグナルのターゲットとなる遺伝子の転写を制

御する（Couse et al.,1999b、Klinge, 2001）。このとき、ESRの転写活性は複数の ESR結

合因子によって制御され、エストロゲンシグナルによって制御を受ける遺伝子の発現は

相互作用する ESR結合因子の種類によって促進または抑制を受ける（Klinge, 2000）。し

たがって、卵分泌因子が ESR 結合因子の発現を制御することでエストロゲンシグナル

に影響を与えている可能性が考えられる。しかし、卵丘細胞における ESR 結合因子の

発現や、卵分泌因子による制御に関しては報告が少ない。 

そこで、本節では、卵丘細胞における ESR 結合因子の発現に対する卵分泌因子の

影響を解析し、卵分泌因子により発現が制御される ESR結合因子の探索を行った。 

また、第 1 章のマイクロアレイ解析結果では、卵丘細胞での Esr2 発現は卵分泌因

子によって促進されることが示唆された。これまで、卵丘細胞における Esr2 の発現制

御は研究されておらず、卵分泌因子による Esr2 発現制御は興味深い。そこで、本節で

は、上記の ESR結合因子に加えて、卵丘細胞における Esr2 発現に対する卵分泌因子の
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影響についても解析した。 

  一般に、顆粒膜細胞において卵分泌因子の制御を受ける遺伝子発現は、卵丘細胞と

壁顆粒膜細胞で発現に差が生じることが知られている（Sugiura et al., 2005b）。例えば、

細胞の代謝に関連する遺伝子、中でもアミノ酸輸送に関連した遺伝子や解糖系関連遺伝

子の発現は、壁顆粒膜細胞と比較して、卵丘細胞で高いことが知られているが（Eppig et 

al., 2005、Sugiura et al., 2005a）、これは、卵分泌因子が近傍に存在する卵丘細胞でこれ

らの遺伝子の発現を促進するためである。また、LH の受容体をコードする Lhcgr 遺伝

子の発現は、壁顆粒膜細胞と比較して卵丘細胞で低く維持されている。これは、卵分泌

因子が卵丘細胞における Lhcgrの発現を抑制しているためである（Eppig et al., 1997）。

このように、卵母細胞の制御を受ける遺伝子は、その結果として卵丘細胞と壁顆粒膜細

胞間で発現差が生じることが多い。そこで、卵丘細胞の卵母細胞との共培養実験に加え

て、卵丘細胞と壁顆粒膜細胞間での遺伝子発現を比較し、培養下で観察された卵母細胞

による制御が実際に生体内においても見られるかについても調べた。 
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材料と方法 

 

マウス 

マウスは 3週齢の BDF1（C57BL/6 × DBA2）マウスを自家繁殖または三協ラボサー

ビスから購入して用いた。飼育条件は第 2章 1節と同様である。 

 

顆粒膜細胞の単離 

発現解析に用いた卵丘-卵母細胞複合体と壁顆粒膜細胞は、PMSG 刺激、または未

刺激の 3 週齢マウスから、第 2 章 第 1 節と同様の方法で回収した。卵丘細胞の培養は

Oocytectomy法（第 1 章参照）により卵丘-卵母細胞複合体から卵母細胞を除去した卵丘

細胞を用いた。 

 

培養 

  培養には、第 1章と同様の基本培地を用い、37℃、CO2 5％、O2 5%、湿度 100％ に

保たれたインキュベーター内で行った。卵丘細胞は、OOX 法（第 1 章参照）により、

卵丘-卵母細胞複合体より卵母細胞を除去した卵丘細胞塊を培養に用いた。卵母細胞と

の共培養では 1 µl の培地につき 2個の卵母細胞を加え、流動パラフィン下の 50 µl の培

地のドロップ内で培養した。壁顆粒膜細胞は、第 2 章、第 1 節と同様の方法で、96 ウ

ェルプレートを用いて単層培養を行った。卵母細胞との共培養には 1 μlあたり 2個の卵

母細胞を加えた。 

 

トータル RNA 抽出、および cDNA合成 

  トータル RNAの抽出には ReliaPrep RNA Cell Miniprep System（Promega） を用い、
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第 2章第 1節と同様の方法でトータル RNA を抽出した。ReverTra Ace qPCR RT Master 

Mix with gDNA Remover（TOYOBO）を第 2章第 1節と同様の方法で用い、cDNAを得

た。 

 

リアルタイム PCR 

リアルタイム PCR には、第 2 章第 1 節と同様、THUDERBIRD SYBR qPCR Mix

（TOYOBO）と StepOnePlus Real-time PCR system（Applied biosystems）を使用した。本

章で用いたプライマーは Table 2-4に示した。 

 

統計処理 

本実験ではすべて独立した実験を 3 回以上行った。統計処理にはマイクロソフト

Excelのアドインソフト Excel統計を用い、3区以上の比較には Tukey法を用い、2区の

比較には t 検定を用いた。危険率 p<0.05 を有意とした。 
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結果 

 

エストロゲン受容体の発現解析 

  まず、前胞状卵胞から胞状卵胞への発達過程でのエストロゲン受容体（Esr2）の発

現動態の解析を行った。12 日齢のマウスから採取した前胞状卵胞顆粒膜細胞と 3 週齢

の PMSG刺激前後の卵丘細胞、および壁顆粒膜細胞における Esr2 mRNA発現をリアル

タイム PCRで解析した（Fig. 2-11）。その結果、Esr2 の mRNA発現は、前胞状卵胞顆粒

膜細胞と比較して PMSG 刺激前後の壁顆粒膜細胞において約 3 倍程度、有意に高かっ

た。一方、卵丘細胞は前胞状卵胞顆粒膜細胞と比較して有意な発現差は見られなかった。

また、卵丘細胞と壁顆粒膜細胞間では、壁顆粒膜細胞において Esr2 の発現が高い傾向

が見られたが、有意差を検出するに至らなかった。 

 

エストロゲン受容体の発現制御解析 

  次に、卵丘細胞および壁顆粒膜細胞におけるエストロゲン受容体（Esr2）の発現に

対する卵分泌因子の影響を解析した（Fig. 2-12）。細胞を卵母細胞と共培養し、Esr2 

mRNA発現を解析したところ、卵丘細胞における Esr2 mRNA発現は、卵丘細胞を単独

で培養した区と比較して、卵母細胞との共培養の区において約 3 倍と有意に上昇した。

一方、壁顆粒膜細胞における Esr2 mRNA発現は卵母細胞添加の有無にかかわらず変化

は見られなかった。このことから、卵丘細胞における Esr2 mRNA発現は、卵分泌因子

によって高く維持されており、一方、壁顆粒膜細胞での Esr2 発現は、卵分泌因子の影

響を受けないことが明らかとなった。 
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卵丘細胞におけるエストロゲン受容体結合因子の発現に対する卵分泌因子の影響 

  解 析 し た ESR 結 合 因 子 は 、 MGI （ Mouse Genomic Informatics, 

http://informatics.jax.org/）データベースにおいて、遺伝子オントロジー「Estrogen receptor 

binding（GO: 0030331）」 に定義されている遺伝子のうち、過去の論文で ESRとの結合

が証明されているものとした。「Estrogen receptor binding」とされる遺伝子は 40個あり

（2015年 11月 26日現在）、その中で、実験的に ESRとの結合が証明されているものは

9 個であった（Table 2-5）。また、Table 2-5では、第 1章でのマイクロアレイ解析結果を

参考として示した。 

これらの ESR 結合因子について、卵丘細胞における遺伝子発現に対する卵分泌因

子の影響を解析した（Fig. 2-13）。その結果、Ddx17、Ncoa3、Nrip1 の発現は、卵丘細胞

と卵母細胞の共培養によって、卵丘細胞単独で培養した場合と比較して約 1/10、1/2、

1/3 と有意に低下した。一方、Psmc3ip の発現は約 4 倍と有意に上昇した。卵丘細胞に

おけるこれらの ESR 結合因子の発現は、少なくとも培養下では、卵分泌因子による制

御を受けると考えられる。また、第1章のマイクロアレイ解析では卵母細胞によるDnmt1、

Hsd17b10の有意な発現促進が見られ、一方 Arrb1、Ncor1 は有意な発現抑制が見られた

が、本解析ではそれぞれ促進、抑制傾向が見られたものの、有意差を検出するには至ら

なかった。 

 

エストロゲン受容体結合因子の発現解析 

  次に、胞状卵胞期の卵丘細胞と壁顆粒膜細胞において、それぞれの ESR 結合因子

の遺伝子発現をリアルタイム PCRで比較した（Fig. 2-14）。その結果、卵丘細胞の卵母

細胞との共培養実験で、卵分泌因子によって抑制の見られた Ddx17、Ncoa3、Nrip1 の発

現は、それぞれ約 4 倍、6 倍、2 倍と壁顆粒膜細胞で卵丘細胞より高かった。一方、共

培養実験で卵分泌因子による有意な促進が見られた Psmc3ip の発現は卵丘細胞、壁顆粒
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膜細胞間で差は見られなかった。 
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考察 

 

  本節では、第 1章で明らかとなった、卵分泌因子がエストロゲンのシグナルを制御

するメカニズムに着目し、卵分泌因子がエストロゲンシグナルに影響をもつ ESR 結合

因子の遺伝子発現を制御する可能性を検討した。その結果、Ddx17、Ncoa3、Nrip1、Psmc3ip

などの複数の ESR結合因子の発現が、少なくとも mRNAレベルでは、卵丘細胞におい

て卵分泌因子の制御を受けることが明らかとなった。これは、卵母細胞が ESR 結合因

子の発現を制御することで卵丘細胞でのエストロゲンシグナルを制御するという仮説

に反しないものである。 

  また、本節では、Esr2 自身の発現が卵母細胞の制御を受ける可能性についても検討

した。興味深いことに、Esr2 の発現は卵丘細胞では卵分泌因子による発現促進を受ける

が、壁顆粒膜細胞では卵分泌因子による影響が見られなかった。壁顆粒膜細胞において、

Esr2 の発現が卵分泌因子に依存しない理由は不明である。一方、卵丘細胞における Esr2

の発現は、卵分泌因子による促進を受けていた。すなわち、卵分泌因子はエストロゲン

のシグナルを増強すると考えられるが、第 1章のシグナル強度の解析では、卵分泌因子

によるエストロゲンのシグナルの増強は見られなかった。卵分泌因子は、多くの ESR

結合因子の発現も制御することから、ESR結合因子の発現を制御した結果、変化したエ

ストロゲンのシグナルの強度を補償する（バランスをとる）ために Esr2 の発現を促進

するのかもしれない。しかし、今回行った解析は、mRNA発現のみであるため、この点

については、今後タンパク質発現解析などを行う必要がある。 

  今回、解析を行った ESR 結合因子のうち、NRIP1 に関しては卵巣における報告が

されており、そのノックアウトマウスは排卵異常により不妊となること（White et al., 

2000）、また、卵母細胞が分泌する BMP15と GDF9 が卵丘細胞での Nrip1 発現を抑制す
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ることが報告されている（Sugiura et al., 2010b）。また、NRIP1は RIP140 としても知ら

れ、ESR による転写を促進、抑制のどちらにも制御できることが報告されている

（Cavailles et al., 1995、Klinge et al., 2000、Augereau et al., 2006）。今後、タンパク質発現

や、個々の ESR結合因子の機能について解析をする必要はあるが、本節の実験により、

今回 Nrip1 に加え、新たに Ddx17、Ncoa3、Psmc3ip の発現が、少なくとも mRNA レベ

ルでは、卵丘細胞において卵分泌因子による制御を受けることが明らかとなった。 

DDX17 は p72 としても知られる DEAD-box RNAヘリカーゼで、ヒト乳腺癌由来の

MCF-7細胞では、ESR1による転写制御における主要制御因子であることが報告されて

いる（Samaan et al., 2014）。また、NCOA3 は、SRC1 としても知られ、主に脳での研究

から、ESRによる転写を活性化する働きをもち（Stashi et al., 2013）、ESR1だけでなく、

ESR2と結合することが報告されている（Paramanik et al., 2011）。PSMC3IP（またはHOP2）

は ESRによる転写活性を促進する因子であり、PSMC3IP遺伝子に欠損があるヒト患者

では、卵巣形成に異常が報告されている（Zangen et al., 2011）。また、本研究で、卵丘

細胞における Psmc3ipの発現は卵分泌因子による促進を受ける一方で、卵丘細胞と壁顆

粒膜細胞間では発現差は見られなかった。これについては、Esr2 と同様に壁顆粒膜細胞

では、卵分泌因子非依存的に Psmc3ip を高発現している可能性や、他の何らかの卵胞内

因子が Psmc3ipの発現に強い影響を持つことで、生体内では卵分泌因子の影響が見られ

ない可能性が考えられた。これらの ESR 結合因子は、これまで卵胞内で発現動態やそ

の機能については不明であったが、本研究により顆粒膜細胞で発現し、卵母細胞による

発現制御を受けることが初めて明らかになった。今後、タンパク質発現や、個々の ESR

結合因子の機能について解析していくことで、卵巣における複雑なシグナル制御のさら

なる解析が期待される。 

前述のように、卵丘細胞における Nrip1 の発現抑制には、BMP15 と GDF9 が関わ

ることが報告されているが（Sugiura et al., 2010b）、今回、卵分泌因子による発現制御を
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受けることが明らかとなった他の 3 つの ESR 結合因子は卵母細胞が分泌するどの因子

の制御を受けるのだろうか。既報（Su et al., 2008）の Bmp15 ノックアウトマウス、およ

び Bmp15と Gdf9 のダブルノックアウトマウス（Bmp15-/-Gdf9+/-）の卵丘細胞における遺

伝子発現を比較したマイクロアレイ解析の結果によると、Psmc3ipの発現は、Bmp15 ノ

ックアウトマウス、ダブルノックアウトマウスともに、野生型と比較して有意に低下し

ており、Psmc3ipの発現制御にもこれらの因子の関与が示唆される。一方、Ddx17とNcoa3

の発現は Bmp15 ノックアウトマウス、およびダブルノックアウトマウスにおいて野生

型と比較して有意な差は見られなかった。卵母細胞は、BMP15と GDF9のほかに、BMP6

や FGF8などを分泌しているため、これらの増殖因子によって制御されている可能性が

考えられるが、これらの解明については今後の課題である。 

本節では、卵分泌因子がエストロゲンのシグナルを制御するメカニズムの理解を深

めるために、ESR結合因子に着目し、それらの発現が卵分泌因子による影響を受けるか

についての解析を行った。卵丘細胞において、いくつかの ESR 結合因子が卵分泌因子

によって発現制御を受けることが、本研究で初めて明らかとなり、これらの発現差がエ

ストロゲンによるシグナルの差を生みだす要因になりうることが示唆された。しかしな

がら、本研究はその可能性を提示するにとどまっており、実際にこれら ESR 結合因子

が ESR2に結合するのか、これらの複合的な作用が実際にエストロゲンのシグナルを制

御しているのかといった検証は行えていない。今後、これらの点を解析していくことで、

卵分泌因子によるエストロゲンシグナル制御機構の一端を明らかにできると期待され

る。 

以上、第 1章、第 2章では、卵丘細胞に着目し、卵丘細胞における遺伝子発現に対

する卵分泌因子とエストロゲンの影響を網羅的に解析し、そのメカニズムについての解

析を行ってきた。では、壁顆粒膜細胞において、卵分泌因子とエストロゲンの協調作用

はどのような役割を果たすのだろうか。第 3章では壁顆粒膜細胞における卵分泌因子と
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エストロゲンの協調作用の役割について解析を行う。 
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Table 2-4 本節で用いたプライマー 
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Table 2-5 エストロゲン受容体（ESR）結合因子 
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Fig. 2-10 エストロゲンのシグナル伝達 

細胞質中の ESRは、エストロゲン（E2）と結合すると二量体を形成し、核内に移動後、エスト

ロゲン受容体応答領域と呼ばれるDNA配列に特異的に結合してエストロゲンシグナルのターゲ

ットとなる遺伝子の転写を制御する。このとき、ESR の転写活性は複数の ESR 結合因子によっ

て制御される。 
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Fig. 2-11 Esr2の発現解析 

2 次卵胞の前胞状卵胞顆粒膜細胞（PG）および PMSG 刺激前後の胞状卵胞の卵丘細胞（CC）、

壁顆粒膜細胞（MGC）を回収し、各細胞における Esr2 mRNA 発現をリアルタイム PCR により

解析した。異符号同士に有意差あり、p<0.05。 
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Fig. 2-12 卵丘細胞、壁顆粒膜細胞における Esr2の発現に対する卵分泌因子の影響 

（A）OOXした卵丘細胞を単独培養、または卵母細胞（2個/μl）と共培養し、20時間後のEsr2 mRNA

発現をリアルタイム PCR で解析した。（B）単層培養した壁顆粒膜細胞を単独培養、または卵母

細胞（2個/μl）と共培養し、20時間後の Esr2 mRNA発現をリアルタイム PCRで解析した。*; p<0.05。 
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Fig. 2-13 卵丘細胞における ESR結合因子の発現に対する卵分泌因子の影響 

OOX した卵丘細胞を単独培養、または卵母細胞（2個/μl）と共培養し、20 時間後の ESR結合因

子の mRNA発現をリアルタイム PCRで解析した。*; p<0.05。 
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Fig. 2-14 ESR結合因子の発現解析 

PMSG 刺激後の胞状卵胞の卵丘細胞（CC）、壁顆粒膜細胞（MGC）を回収し、各細胞における

ESR結合因子の mRNA発現をリアルタイム PCRにより解析した。*; p<0.05。 
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第 3章 

 

 

 

 

 

壁顆粒膜細胞における FOXL2転写因子の発現に対する 

卵分泌因子とエストロゲンの影響 
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緒言 

 

  第 1章、および第 2章では卵丘細胞に着目してきたが、卵分泌因子とエストロゲン

は、壁顆粒膜細胞の発達制御にも関与していると考えられる。例えば、前述したように、

卵母細胞と体細胞の発達ステージの異なる再構築卵胞では、卵胞発達は卵母細胞の発達

ステージと一致するようになるが（Eppig et al., 2002）、これは、卵丘細胞だけでなく壁

顆粒膜細胞の発達も卵母細胞、すなわち卵分泌因子の影響を受けることを意味している。

また、Esr2 欠損マウス卵巣では壁顆粒膜細胞の分化に異常があり、胞状卵胞が正常なホ

ルモン応答を示さないことが報告されている（Couse et al., 2005）。また、Esr1、Esr2 を

同時に欠損させたマウス卵巣では、加齢に伴って Sox9 などの精巣特異的遺伝子の発現

上昇が見られ、壁顆粒膜細胞がセルトリ様細胞へと分化転換することも報告されている

（Couse et al., 1999a）。このように、卵分泌因子とエストロゲンはそれぞれ壁顆粒膜細胞

の発達に影響を及ぼすことが知られているが、両者が関わる壁顆粒膜細胞の発達制御は

不明である。そこで、本章では、卵分泌因子とエストロゲンの協調作用が壁顆粒膜細胞

の発達に果たす役割に着目することにした。 

  壁顆粒膜細胞の分化や機能制御に重要な因子として、Forkhead box L2（FOXL2）転

写 因 子 が 知 ら れ て い る 。 FOXL2 は 初 め 、 眼 瞼 裂 狭 小 症 候 群

（Blepharophimosis-Ptosis-Epicanthus Inversus Syndrome; BPES）の原因遺伝子として同定

されたが（Crisponi et al., 2001）、BPESの患者では卵巣機能不全（premature ovarian failure; 

POF）が多いことが知られていた。その後、ノックアウトマウスを用いた研究などによ

り、卵巣における FOXL2 の機能が明らかとなってきた。例えば、Foxl2 を完全に欠損

させたマウスでは、1 次卵胞から 2次卵胞へ発達する際の、顆粒膜細胞の形態変化に異

常が見られ、正常な 2次卵胞が作られなくなることが報告されている。（Schmidt et al., 
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2004、Uda et al., 2004）。また、FOXL2は StAR（Pisarska et al., 2004）や Cyp19a1（Pannetiere 

et al., 2006）など、ステロイド合成に関わる遺伝子の転写に関与することが知られてい

る。そのため、FOXL2 は壁顆粒膜細胞の正常な発達や機能制御に必須の転写因子であ

る。 

  また、FOXL2 は生殖巣の性分化過程においても重要な転写因子として知られてい

る。マウスの性分化過程において FOXL2は胎齢 12.5日ごろからメスの生殖腺で発現し

（Crisponi et al., 2001、Schmidt et al., 2004、Ottolenghi et al., 2005）、精巣の発達に中心的

な役割を果たすとされている Sox9や Dhhの発現を抑制することで生殖腺のメスへの性

分化に貢献しているとされている（Garcia-Ortiz et al., 2009）。また、Uhlenhaut らの報告

により、成体マウス卵巣において Foxl2 を欠損させると、顆粒膜細胞がセルトリ様細胞

へと分化転換することが報告されている（Uhlenhaut et al.,2009）。すなわち、FOXL2 は

生殖巣のメス化のみでなく、その後の雌性の維持にも必須であると考えられている。 

このように、壁顆粒膜細胞の発達や機能制御に必須の FOXL2 であるが、その発現

制御には不明な点が多い。前述の Uhlenhaut らの報告では、卵母細胞を死滅させた卵巣

における FOXL2発現を解析し、Foxl2 の発現に影響がなかったことから、Foxl2 発現制

御に卵母細胞は関与しないと結論されている（Uhlenhaut et al., 2009）。しかしながら、

この報告では、卵巣全体の Foxl2 発現を解析しており、壁顆粒膜細胞において卵母細胞

が FOXL2 発現に影響するのかについて直接解析した報告はされていない。本研究でこ

れまで述べてきたように、卵巣発達制御における卵分泌因子の重要性を考えると、卵分

泌因子が壁顆粒膜細胞での FOXL2 発現に何らかの影響を持つ可能性は高いと考えられ

る。また、Esr1/2 欠損マウス卵巣におていも Foxl2 欠損マウスと同様に、顆粒膜細胞の

セルトリ様細胞化が報告されていることから、エストロゲンシグナルも、FOXL2 の発

現制御に関与する可能性が考えらえるが、これまでエストロゲンの FOXL2 発現に対す

る影響を調べた報告はない。 
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そこで、本章では、壁顆粒膜細胞での FOXL2 発現に対する卵分泌因子とエストロ

ゲンの影響を解析することを目的とした。 
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材料と方法 

 

マウス 

マウスは BDF1（C57BL/6 × DBA2）マウスを自家繁殖または三協ラボサービスから

購入して用いた。飼育条件は第 1章、2章と同様である。 

 

卵巣、精巣の回収、顆粒膜細胞の単離、培養 

卵巣は、生後 0-4、12日齢、および PMSG刺激後 44-48時間の 3週齢のマウスから

回収した。また、精巣は 7週齢のマウスから回収した。 

前胞状卵胞顆粒膜細胞、卵丘細胞、壁顆粒膜細胞は、第 1章、および第 2章と同様

の方法で単離した。壁顆粒膜細胞の培養には第 2章の方法と同様に、ECL cell attachment

（Millipore）で処理をおこなった 96 ウェルプレートを用いて単層培養を行った。一部

の実験には 17β-estradiol（E2）を 10-7 M の濃度で添加した。また、卵母細胞との共培養

には 1 μlあたり 2個の卵母細胞を加えた。さらに、一部の実験において、壁顆粒膜細胞

の培養条件をより生体内の環境に近づけるために、基本培地に卵胞液を添加した。マウ

スの卵胞液は採取が困難であるため、屠場由来のブタ卵巣から採取した卵胞液（porcine 

follicular fuluid: pFF）を既報（Naito et al., 1988）に従って採取し、結果やレジェンドに

示した濃度で添加した。培養は、37℃、CO2 5％、O2 5%、湿度 100％ に保たれたイン

キュベーター内で行った。 

 

トータル RNA抽出、cDNA合成 

トータル RNAの抽出には ReliaPrep RNA Cell Miniprep System（Promega） を、cDNA

合成には ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO）を第 1章、
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第 2章と同様の方法で用いた。 

 

リアルタイム PCR 

リアルタイム PCRには、THUDERBIRD SYBR qPCR Mix（TOYOBO）と StepOnePlus 

Real-time PCR system（Applied biosystems）を第 1章、第 2章と同様の方法で使用した。

また、本章で用いたプライマーは Table 3-1に示した。 

 

ウエスタンブロッティング 

第 2章と同様の方法でサンプルを回収し、ウエスタンブロットを行った。 

一次抗体としては、FOXL2の検出には Anti-FOXL2（Sigma）を 1000 倍希釈で用い

た。SOX9 の検出には Anti-SOX9（Millipore）を 1000 倍希で用いた。β アクチン（ACTB）

の検出には、Rabbit Polyclonal antibody to beta Actin（Gene Tex）を 1000 倍希釈で用いた。

二次抗体は、Goat Anti-Rabbit IgG Peroxidase Conjugate Antibody （Chemicon International）

を 3000倍希釈で用いた。 

 

統計処理 

本実験ではすべて独立した実験を 3回以上行った。統計処理にはマイクロソフト

Excelのアドインソフト Excel統計を使用し、3 区以上の比較には Tukey法を用い、2区

の比較には t検定を用いた。危険率 p<0.05 を有意とした。 
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結果 

 

FOXL2の発現解析 

  マウスにおいて卵胞の形成は、個体の出生後に開始し、出生後 3週間までの間に一

過的に卵胞発達が起こる。この過程で、出生後 0日の卵巣では、卵胞は形成されておら

ず、出生後 1、2 日後に原始卵胞の形成、3 日以降で 1 次卵胞が形成され、12 日齢では

多くの 2次卵胞（前胞状卵胞）、3週齢で初期胞状卵胞形成が見られる。また、3週齢の

マウスに PMSG を投与することで、発達した胞状卵胞が形成される。この過程では、

卵胞発達が同調して起こるため、各卵胞発達ステージを研究する上でのモデルとして有

用である。そこで、この初期卵巣発達過程をモデルに、Foxl2 遺伝子発現をリアルタイ

ム PCRで解析した（Fig. 3-1A）。その結果、Foxl2発現は生後 0日齢から徐々に増加し、

12 日齢において最も高値に至った。また、PMSG 刺激した 3 週齢においても Foxl2 は

12 日齢と同程度と高く発現していた。 

次に、12日齢の卵巣より 2次卵胞期の前胞状卵胞顆粒膜細胞、PMSG刺激前後の 3

週齢のマウスから卵丘細胞および壁顆粒膜細胞を回収し、これらの細胞における

FOXL2発現を解析した（Fig. 3-1BC）。その結果、Foxl2 mRNA発現は、壁顆粒膜細胞に

おいて、前胞状卵胞顆粒膜細胞や卵丘細胞と比較して、有意に高く発現していた。FOXL2

タンパク質の発現も同様に、卵丘細胞と比較して、壁顆粒膜細胞で高く発現していた。

これらの結果より、出生後の卵巣において FOXL2 の発現は発達した胞状卵胞の壁顆粒

膜細胞において高く発現していることが明らかとなった。 

 

壁顆粒膜細胞における FOXL2発現に対する培養の影響 

  次に、壁顆粒膜細胞における FOXL2の発現制御を解析した。まず、壁顆粒膜細胞
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を単層培養し、培養 24、48、72時間後における Foxl2 mRNA発現および FOXL2タンパ

ク質発現解析したところ（Fig. 3-2）、興味深いことに、Foxl2 mRNAは培養によって発

現に変化は見られなかったが（Fig. 3-2B）、FOXL2 タンパク質発現は、培養 24 時間後

から大きく低下し、72時間ではほとんど検出されなかった（Fig. 3-2C）。すなわち、壁

顆粒膜細胞における FOXL2 タンパク質発現は、生体内では何らかの因子によって高く

維持されており、本培養条件下ではその因子が存在しないために発現低下してしまう可

能性が考えられた。 

 

壁顆粒膜細胞における FOXL2発現に対する卵分泌因子とエストロゲンの影響 

  次に、壁顆粒膜細胞における FOXL2 発現に対する卵分泌因子とエストロゲンの影

響を解析した。壁顆粒膜細胞を単層培養し、卵母細胞（2個/μl）またはエストロゲン（E2, 

10-7M）を添加して、24時間培養し、Foxl2 mRNAおよび、FOXL2タンパク質発現をそ

れぞれ解析した（Fig. 3-3）。その結果、Foxl2 mRNA発現は、卵母細胞または E2の単独

または共添加によって有意な変化が見られなかった（Fig. 3-3B）。一方、FOXL2タンパ

ク質発現は、卵母細胞単独添加によって若干の上昇が見られ、卵母細胞と E2 を同時に

添加培養すると、さらに高い発現が確認された（Fig. 3-3C）。この時、E2 単独添加では

FOXL2 タンパク質発現に顕著な影響は見られなかった。以上から、卵分泌因子とエス

トロゲンは壁顆粒膜細胞における FOXL2 発現維持に必要であることが示唆された。ま

た、この制御は mRNAの発現量の制御ではなく、タンパク質発現量（翻訳または分解）

の制御であると考えられた。 

 

壁顆粒膜細胞での遺伝子発現に対する FOXL2発現変化の影響 

次に、壁顆粒膜細胞における上記の FOXL2 発現変化が、FOXL2 による転写制御を

受けるとされる Cyp19a1と Sox9の発現に与える影響を解析した（Fig. 3-4）。その結果、
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Cyp19a1 の発現は、卵母細胞または E2 を単独添加した場合には有意な影響は見られな

かったが、卵母細胞と E2 を同時に添加したときに、無添加区と比較して約 6 倍と有意

な上昇が見られた。一方、Sox9 の発現は、いずれの区においても有意な発現差は認め

られなかった。これらのことから、卵分泌因子とエストロゲンによる FOXL2 の発現促

進は Cyp19a1の発現に十分影響を及ぼしうるが、一方で FOXL2による発現抑制を受け

る Sox9の発現には、FOXL2低下による発現抑制の解除のみでは十分ではなく、他の何

らかの因子が必要であると考えられた。 

 

壁顆粒膜細胞における SOX9の発現誘導 

  Foxl2 欠損マウスの卵巣においては SOX9 の発現上昇が報告されているが

（Uhlenhaut et al., 2009）、本研究で卵母細胞や E2非添培養によって FOXL2 発現が低下

した壁顆粒膜細胞においても Sox9 の発現上昇は見られなかった。このことから、本研

究で用いた培養系には存在しない何らかの因子が生体内（卵胞内）には存在し、SOX9

の発現誘導にかかわるのではないかと考えられる。実際に卵胞内にそのような因子が存

在するか確かめるために、培地に卵胞液を添加し、その影響を解析することにした（Fig. 

3-5）。その際、マウス卵巣より卵胞液を回収することは困難であるため、より採取が容

易であるブタ卵胞液（pFF）を用いた。その結果、Sox9の発現は、pFF添加によって濃

度依存的に上昇し、30％pFF添加区においては無添加区と比較して有意な上昇が見られ

た（Fig 3-5B）。 

次に、ウエスタンブロットによる SOX9タンパク質発現の確認を行った。前述の成

獣マウス卵巣における Foxl2 欠損マウスの報告では、Foxl2 の発現低下後、数日経って

初めて SOX9 のタンパク質発現上昇が認められる（Uhlenhaut et al., 2009）。そこで、壁

顆粒膜細胞を pFF（10％）添加培地で 48-72時間培養し、ウエスタンブロットによりタ

ンパク質発現を解析した（Fig. 3-5D）。その結果、pFF添加後 24 時間では SOX9発現は
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ほとんど確認できなかったが（データ未掲載）、pFF添加後 48時間で pFF添加区のみで

SOX9 発現が確認され、72時間ではさらに濃く検出された。このことから、卵胞液内に

は、FOXL2 発現が低下した壁顆粒膜細胞に SOX9 の発現を誘導できる何らかの因子が

存在することが示唆された。 

 

卵分泌因子とエストロゲンが pFFによる SOX9 発現誘導に与える影響 

本章におけるこれまでの研究から、少なくとも培養下では、卵分泌因子とエストロ

ゲンが FOXL2 の発現に必要であり、また、pFF には培養下で壁顆粒膜細胞での SOX9

の発現を誘導する因子が存在することが明らかとなった。そこで、次に、卵分泌因子と

エストロゲンによる FOXL2の発現誘導が、pFF内の因子による Sox9の発現誘導を抑制

できるのかについて解析した。 

壁顆粒膜細胞を単層培養し、卵分泌因子とエストロゲン、および pFF添加が Foxl2

や Sox9の mRNA発現に与える影響を解析した。（Fig. 3-6）。その結果、壁顆粒膜細胞に

おける Sox9の発現は、pFF添加区において無添加区と比較して約 3倍と有意に上昇し、

一方、卵母細胞とエストロゲンを添加した区では、pFF 添加による Sox9 発現上昇は見

られず、無添加区と同等の発現を示した（Fig. 3-6B）。 

この時、FOXL2および、SOX9 タンパク質発現をウエスタンブロットにより解析し

たところ（Fig. 3-6C）、FOXL2は、pFF単独添加により若干の発現上昇が確認され、卵

母細胞とエストロゲン存在下ではさらに高く発現していた。一方、SOX9 発現は、pFF

単独添加区で高い発現が確認されたが、これは卵母細胞とエストロゲン添加により抑制

された。 

このことから、卵分泌因子とエストロゲンの存在によって、pFFによる SOX9 の発

現促進は抑えられることが明らかとなった。 
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考察 

 

  本章では、卵分泌因子とエストロゲンのシグナル協調作用が壁顆粒膜細胞の発達制

御に果たす役割の一端を解明するために、壁顆粒膜細胞の発達に重要な FOXL2 転写因

子に着目し、その発現に対する卵分泌因子とエストロゲンの影響について解析を行った。 

  まず、卵巣発達過程における Foxl2 の発現動態を解析したところ、胞状卵胞におい

て Foxl2は卵丘細胞で発現が低く維持され、壁顆粒膜細胞では高く発現していることが

明らかとなった。第 2 章において議論したが、このように卵丘細胞と壁顆粒膜細胞間で

発現差がある場合、卵分泌因子の制御を受ける可能性が考えらえる。実際、卵丘細胞に

おける Foxl2 発現に対する卵分泌因子の影響を解析したところ、Foxl2 発現は、卵母細

胞との共培養によって低下した（データ未掲載）。一方、本章において壁顆粒膜細胞で

の Foxl2 mRNA発現は卵分泌因子の影響を全く受けなかった。このような卵分泌因子に

対する応答性の差異が、生体内における卵丘細胞と壁顆粒膜細胞での Foxl2 発現差を生

みだしているのだと考えられる。 

  また、12 日齢と PMSG 刺激後の 3 週齢の卵巣における Foxl2 発現に有意な差は見

られなかったのに対し、それらの卵巣より単離した前胞状卵胞顆粒膜細胞と壁顆粒膜細

胞では Foxl2発現に有意な発現差が見られた。これは、卵巣に占める各細胞の割合が影

響していると考えられる。すなわち、12日齢の卵巣では、2 次卵胞が多く存在するため、

その分、卵巣全体での Foxl2発現は、前胞状卵胞顆粒膜細胞での Foxl2 発現を反映して

おり、一方、PMSG刺激後の 3 週齢のマウスでは卵巣が発達するため、胞状卵胞以外に

も間質の細胞など多くの細胞が存在し、相対的に壁顆粒膜細胞の割合が低下しているの

だと考えられる。しかし、前胞状卵胞顆粒膜細胞と卵丘細胞、壁顆粒膜細胞は採取方法

が異なるため、この差が Foxl2 発現差に影響してしまった可能性も否定できないため、
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今後、in situ ハイブリダイゼーション法や、免疫染色法などにより、生体内での FOXL2 

mRNA発現やタンパク質発現を確認する必要がある。 

壁顆粒膜細胞における FOXL2 タンパク質発現は卵分泌因子とエストロゲンにより

高く維持されており、この時、Foxl2 mRNA 発現には変化が見られなかった。これは、

卵分泌因子とエストロゲンの相互作用は、これまで本研究の第 1章、2 章で着目してき

たような mRNA 発現制御のほかに、タンパク質量の制御にもかかわることを示唆して

いる。mRNA発現が変化せず、タンパク質量のみに変化が見られる場合、その原因とし

て mRNAからの翻訳の制御や、タンパク質の分解の制御などが考えられる。FOXL2タ

ンパク質はリン酸化や SUMO 化（Sumoylation）といった翻訳後修飾を受けることが知

られ、例えば、SUMO 化は FOXL2タンパク質を安定化させ、さらに、核へと局在を変

化させることで FOXL2 の転写活性を促進することが報告されている（Marongiu et al., 

2010）。また、FOXL2 は、セリン 33 がリン酸化されるとユビキチン化を受け、プロテ

オソーム系による分解を受ける（Kim et al., 2014）。これらのことから、卵分泌因子とエ

ストロゲンによる FOXL2 のタンパク制御に、SUMO化やリン酸化などの翻訳後修飾の

関与が考えられる。すなわち、卵分泌因子とエストロゲンが、FOXL2の SUMO化やリ

ン酸化に関わる因子の発現を制御することで FOXL2 のタンパク質の安定性に影響を及

ぼしている可能性がある。そこで、予備実験として、FOXL2 の SUMO 化を制御する

PIAS1と UBC9（Marongiu et al., 2010）、リン酸化を制御する LATS1（Pisarska et al., 2010）

について、壁顆粒膜細胞における発現制御解析を行ったが、これらをコードする mRNA

の発現は、卵分泌因子とエストロゲンによる影響を受けなかったため（データ未掲載）、

この可能性の検証までには至らなかった。今後、これらのタンパク質発現や、活性につ

いての解析を行うことで卵分泌因子とエストロゲンが FOXL2 のタンパク質発現を制御

するメカニズムを解明できるかもしれない。 

  今回の解析で、卵胞液中には、SOX9 の発現を誘導する因子が存在することが示唆
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されたが、この卵胞液中に存在する因子は不明である。胎齢 11.5 日のメスの生殖腺の

培養実験において、プロスタグランジン D2（PGD2）を添加することで、Sox9 の発現が

上昇し、セルトリ様細胞への分化転換を誘導できることが報告されている（Wilhelm et al., 

2005）。そこで、この卵胞液中の SOX9 発現誘導因子が PGD2である可能性を考え、壁

顆粒膜細胞の培養時に PGD2を添加し Sox9 の発現を解析したが、壁顆粒膜細胞におけ

る Sox9の発現は PGD2添加によって影響は見られなかった（データ未掲載）。すなわち、

この卵胞液中の因子は PGD2 ではない可能性が高く、現在のところ完全に不明である。

今回、SOX9の発現を誘導するこの因子を同定するには至らなかったが、卵胞液に含ま

れるこの因子の同定は生殖巣における体細胞の性分化転換機構の理解に重要であると

考えられる。 

  卵胞液中には、卵分泌因子やエストロゲンが含まれると考えられるが、卵胞液の添

加は壁顆粒膜細胞での FOXL2 発現を少し促進したのみで、卵母細胞とエストロゲンの

両方を添加したときほどの影響は見られなかった（Fig. 3-6）。これは今回用いた卵胞液

が ブタのものであったためだと考えらえる。今回、ブタの卵胞液は直径 2-5 mm程度の

卵胞から採取したが、これはマウスの卵胞（0.2-0.5 mm）と比べて顕著に大きい。その

ため含まれる卵分泌因子の量はマウスと比べてブタではかなり少ないと考えられる。ま

た、マウスの壁顆粒膜細胞に対して、マウスとブタの卵分泌因子は異なる作用を持つこ

とが報告されている（Matsuno et al., 2015）。さらに、今回卵胞液を採取したブタ卵胞は

発達途上の卵胞であり、エストロゲン濃度も発達した胞状卵胞ほど高くはなかったと考

えられる。このように、今回用いたブタ卵胞液では、マウスの胞状卵胞内の卵胞液と比

較して、卵分泌因子やエストロゲンの濃度は低く、さらに、ブタ卵分泌因子はマウスの

細胞に対して十分な活性を持っていなかったため、FOXL2 発現促進能が低く、SOX9

発現誘導能が顕著に観察された可能性が考えられる。 

  今回、FOXL2 による転写制御を受ける遺伝子として解析した Cyp19a1 や Sox9 は、
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それぞれ卵巣や精巣特異的な遺伝子として知られている。本研究では、今回結果を掲載

したこれらの遺伝子のほかにも卵巣や精巣特異的に発現するとされる遺伝子について

発現制御解析を行ったが、卵巣特異的な遺伝子（Hsd17b1、Inhbb）の発現は、pFF添加

後長期培養によって低下し、一方、精巣特異的遺伝子 Sox8 や Dmrt1 の発現上昇は見ら

れなかった（データ未掲載）。pFF 添加後長期培養後の壁顆粒膜細胞では SOX9 発現が

顕著に増加しているのに対し、これら精巣特異的遺伝子の発現は上昇しなかったことか

ら、FOXL2 発現の低下したこの壁顆粒膜細胞では、雌性は低下した状態にいるが、一

方で完全な雄性の獲得にまでは至っていない不安定な状態だと考えられる。しかし、本

研究において、今回、培養下で壁顆粒膜細胞での SOX9の発現を誘導することができた

ことは、生殖巣の体細胞の分化転換機構を理解していく上で重要な研究モデルになりう

ると考えている。 

  以上、本章では、壁顆粒膜細胞に着目し、転写因子 FOXL2 の発現に対する卵分泌

因子とエストロゲンの影響を解析した。卵分泌因子とエストロゲンが FOXL2 のタンパ

ク質量の制御にかかわることが明らかとなり、これは、卵分泌因子とエストロゲンの相

互作用が、これまで卵丘細胞で着目してきた遺伝子発現制御に加えてタンパク質量制御

に関わることを意味している。さらに、壁顆粒膜細胞の雌性に着目した場合、卵胞液に

よる SOX9 の発現誘導が、卵分泌因子とエストロゲンによって抑制されることから、卵

分泌因子とエストロゲンの協調作用は壁顆粒膜細胞の雌性維持にも重要な役割を果た

す可能性が示唆された。 
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Table 3-1 本章で用いたプライマー 
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Fig. 3-1 FOXL2の発現解析 

（A）生後 0-4、12日齢、および PMSG刺激した 3週齢の卵巣（3wks＋PMSG）における Foxl2 mRNA

発現をリアルタイム PCRで解析した。（B）12日齢の卵巣から採取した前胞状卵胞顆粒膜細胞（PG）

と 3週齢の PMSG 刺激前後の卵丘細胞（CC）および壁顆粒膜細胞（MGC）における Foxl2 mRNA

発現をリアルタイム PCR で解析した。異符号間に有意差あり、p<0.05（C）3 週齢の卵巣、7 週

齢の精巣、3 週齢の PMSG 刺激後の卵丘細胞（CC）、壁顆粒膜細胞（MGC）における FOXL2 タ

ンパク質発現をウエスタンブロットで解析した。内部標準として βアクチン（ACTB）を用いた。 

 

 

  



122 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2 壁顆粒膜細胞における FOXL2発現に対する培養の影響 

（A）実験の概要。壁顆粒膜細胞を単層培養し、24、48、72時間後に回収し、（B）Foxl2 mRNA

発現をリアルタイム PCR によって、（C）FOXL2 タンパク質発現をウエスタンブロットにより解

析した。 
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Fig. 3-3 壁顆粒膜細胞における FOXL2 発現に対する卵分泌因子とエストロゲンの影

響 

（A）実験の概要。壁顆粒膜細胞を単層培養した。前培養 24時間後卵母細胞（2個/µl）、または

E2（10-7 M）を添加し、培養 24 時間後に回収し、（B）Foxl2 mRNA発現をリアルタイム PCRに

よって、（C）FOXL2 タンパク質発現をウエスタンブロットにより解析した。 
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Fig. 3-4 壁顆粒膜細胞における FOXL2 の転写制御を受ける遺伝子の発現に対する卵

分泌因子とエストロゲンの影響 

（A）実験の概要。壁顆粒膜細を単層培養した。前培養 24 時間後卵母細胞（2個/µl）、または E2

（10-7 M）を添加し、培養 24 時間後に回収し、（B）FOXL2 による転写制御を受けるとされる

Cyp19a1と Sox9のmRNA発現をリアルタイム PCRで解析した。異符号間に有意差あり。、p<0.05。 
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Fig. 3-5 壁顆粒膜細胞における SOX9 発現の誘導 

（A）実験の概要。壁顆粒膜細胞を単層培養した。前培養 24時間後、ブタ卵胞液（pFF）を 10、

30、100％の濃度で添加し、培養 24時間後に回収し Sox9 の mRNA発現を（B）リアルタイム PCR

で解析した。異符号間に有意差あり、p<0.05。（C）実験の概要。壁顆粒膜細胞を前培養 24 時間

後、pFFを 10%添加、48、72 時間培養後に回収し SOX9 のタンパク質発現を（D）ウエスタンブ

ロットにより解析した。 
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Fig. 3-6 卵分泌因子とエストロゲンが pFFによる SOX9発現誘導に与える影響 

（A）実験の概要。壁顆粒膜細胞を単層培養した。前培養 24時間後、一部に卵母細胞（2個/µl）

および E2（10-7 M）を添加しさらに 24 時間培養し、ブタ卵胞液（pFF、10％）添加、または pFF

と卵母細胞と E2 を同時添加培養、24時間後に回収し、（B）Sox9の mRNA発現をリアルタイム

PCR により、（C）FOXL2、SOX9 タンパク質発現をウエスタンブロットにより解析した。異符

号間に有意差あり、p<0.05。 
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総括 

 

  本研究では、卵巣機能の制御を理解するために、顆粒膜細胞の発達に着目し、これ

まで個々の重要性が知られてきた卵分泌因子とエストロゲンの協調作用が顆粒膜細胞

の発達制御に与える影響を明らかにすることを目的とした。 

第 1章では、卵分泌因子とエストロゲンが卵丘細胞遺伝子発現に与える影響を、マ

イクロアレイ解析によって網羅的に解析した。卵分泌因子とエストロゲンが互いのシグ

ナルに与える影響を解析した結果、エストロゲンは卵分泌因子によって制御される生物

現象（遺伝子オントロジー）に変化を及ぼさないが、卵分泌因子のシグナル強度、中で

も BMP シグナルを増強することが示唆された。一方で、卵分泌因子はエストロゲンに

よって制御される生物現象を大きく変化させ、VEGF、PDGF、EGF といった卵胞発達

に重要だとされるシグナル伝達に関連した遺伝子の発現を促進させることが示唆され

た。 

  第 2 章では卵分泌因子とエストロゲンが互いのシグナルをどのように制御してい

るのかについて解析を行った。 

第 2章第 1 節では、エストロゲンが卵母細胞の分泌する BMP シグナルを増強する

メカニズムについて、BMP アンタゴニスト Noggin（NOG）に着目して解析した。発現

制御解析の結果、卵丘細胞における NOGの発現は、卵分泌因子により促進され、一方、

エストロゲンにより抑制された。さらに、 NOG 存在下では、卵分泌因子刺激による

SMAD1/5/8 のリン酸化が抑制され、エストロゲンは NOGの発現抑制を介して、卵分泌

因子のシグナル強度を制御していることが示唆された。さらに、顆粒膜細胞特異的に

NOG を発現するトランスジェニックマウスの解析を行った結果、このマウスは不妊で

あり、これは、顆粒膜細胞の発達異常が原因であることが示唆された。これらの結果は、
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NOG 発現制御を介した卵分泌因子とエストロゲンのシグナル相互作用が生体内におい

ても卵胞の正常な発達制御に重要であることを示唆している。 

第 2節では、卵分泌因子がエストロゲンシグナルに影響を及ぼすメカニズムついて、

ESR2および ESR結合因子に着目して解析し、これらの発現が卵分泌因子により制御さ

れることを見出した。ESR 結合因子の Nrip1、Ddx17、Ncoa3 の mRNA 発現は卵分泌因

子により抑制され、一方 Psmc3ip は促進されたことから、卵分泌因子は ESR 結合因子

の発現を変化させることで、エストロゲンシグナルが制御する遺伝子発現に影響を与え

ている可能性が示唆される。しかし、今回解析を行ったのは、mRNA発現のみであるた

め、ESR2 および ESR結合因子それぞれのタンパク質発現制御などの解析は必要である

が、これまで、卵丘細胞に特化してエストロゲンのシグナルの影響を見た例は少なく、

このシグナルを卵分泌因子が制御することはとても興味深い知見である。 

  第3章では、壁顆粒膜細胞の発達に重要な役割を果たすFOXL2転写因子に着目し、

その発現に対する卵分泌因子とエストロゲンの影響について解析した。興味深いことに、

壁顆粒膜細胞における FOXL2 タンパク質量は、培養によって低下するが、卵母細胞と

エストロゲンの両方を培地に添加することで高く維持された。この時、FOXL2 mRNA

量には変化は見られなかったことから、卵分泌因子とエストロゲンは、FOXL2 タンパ

ク質量を制御することで壁顆粒膜細胞の発達に影響を及ぼしている可能性が考えられ

た。この結果は、第 1 章と第 2章で解析してきた卵分泌因子とエストロゲンによる卵丘

細胞遺伝子発現制御とは異なる制御が存在する可能性を示唆している。さらに、卵分泌

因子とエストロゲンの協調作用は FOXL2 のタンパク質発現の制御を介してエストロゲ

ン産生に必要な酵素 CYP19A1の発現を促進し、一方で生殖巣をオス化させる SOX9 の

発現を抑制している可能性が示唆された。これらの結果は、卵分泌因子とエストロゲン

の協調作用が、壁顆粒膜細胞機能制御にも重要な役割を担っていることを示す初めての

知見である。 
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ここで、本研究で示唆された、卵分泌因子とエストロゲンの協調作用による顆粒膜

細胞の発達メカニズムについて、実際の卵胞発達過程において、どのように機能してい

るのかについて考察する（Fig. 4-1）。卵分泌因子である GDF9、BMP15は 1次卵胞期か

ら発現を開始し（Dong et al., 1996、Elvin et al., 2000）、一方、エストロゲンの生産は初

期胞状卵胞期より増加する（Drummond, 2006）。すなわち、顆粒膜細胞は、まず卵分泌

因子の制御を受けながら発達すると考えられる。卵胞が発達して初期胞状卵胞に至ると、

顆粒膜細胞は卵丘細胞と壁顆粒膜細胞とに分かれて発達するが、この時、卵丘細胞では 

Noggin が発現し卵母細胞由来の BMP シグナルが抑制されるようになる。同時に、壁顆

粒膜細胞では卵分泌因子とエストロゲンの協調作用によって FOXL2 発現が促進され、

その結果、CYP19A1 発現が上昇するため、エストロゲン産生量が増加し、卵胞内のエ

ストロゲン濃度が上昇する。エストロゲンは卵丘細胞にも働きかけ、卵丘細胞での

Noggin の発現を抑制する。その結果、BMP シグナルが増強され、卵丘細胞の増殖やア

ポトーシスの抑制が起こり、卵丘細胞の発達が促進される。卵丘細胞の発達が促進され

ることによって卵母細胞の発達も促進され、その結果、卵分泌因子もさらに増加し、卵

分泌因子とエストロゲンの協調作用がさらに働くようになるのではないかと考えられ

る。その機能の 1 つに卵分泌因子による ESR 結合因子の発現制御を介したエストロゲ

ンシグナルの制御があり、これにより、卵丘細胞内で細胞内シグナル伝達に関連する遺

伝子発現が促進され、卵胞発達促進に働いているのではないだろうか。 

そのため、この制御に異常が生じた場合、例えば本研究では Nog 過剰発現マウス

をモデルとしたが、卵丘細胞は正常に発達できず、増殖能の低下やアポトーシスの増加

がみられ、さらに、十分な卵母細胞の発達支持ができず、その結果、卵胞全体の発達異

常を引き起こし不妊となるのではないかと考えられる。本研究では Noggin の抑制を介

した BMP シグナルの増強を示唆したが、GDF9 のシグナルにおいても同様のメカニズ

ムが存在する可能性は十分考えられる。また、本研究の結果より、いまだその存在が証
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明されていない BMP15 と GDF9 のヘテロダイマーの存在を示唆できたこと、さらにそ

のシグナルの制御に Noggin が関わっている可能性は興味深い。 

  以上、本研究により卵分泌因子とエストロゲンの協調作用は互いのシグナルに影響

を及ぼし合い、卵丘細胞の発達を制御すること、また、壁顆粒膜細胞の発達に重要な

FOXL2 発現に必要であることが明らかとなった。さらに、Noggin の過剰発現マウスが

不妊であるという事実は、卵分泌因子とエストロゲンの相互作用の異常が個体の妊孕性

にまでも影響を及ぼす可能性を示唆している。これらの知見は、顆粒膜細胞の発達制御

に新たな知見を提供し、卵巣機能制御の理解に貢献するものである。 
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Fig. 4-1 本研究が提唱する卵分泌因子とエストロゲンによる卵巣顆粒膜細胞の発達制

御機構のモデル 

胞状卵胞期において、卵分泌因子とエストロゲンの協調作用によって壁顆粒膜細胞では FOXL2

発現が上昇し、その結果、CYP19A1 の発現が上昇することで壁顆粒膜細胞でのエストロゲン産

生量が増加する。卵丘細胞においては、卵分泌因子が ESR 結合因子の発現制御を介してエスト

ロゲンによって制御される遺伝子発現に影響を及ぼす。またエストロゲンは Noggin の発現を抑

制することで卵母細胞由来の BMP シグナルを増強し、卵丘細胞の発達を促進する。 
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