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　　　　　　　　細胞分子生物学的解析
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　　　　　　　　　 目　　的

　 卵胞発育 は顆粒膜細胞 の 増殖 と分化に特徴 づ け

られ ， gonadotropin に よる 中枢性調節 を受 け る

が ， 近年 ， 各種 の卵巣内因子 に よる局所調節 の 重

要性が指摘 され ， 卵胞発育調節機構 に お け る卵巣

内 autocrine ／paracrine 因 子 と卵 巣外 endecrine

因子の 相互作用が注 目される，

　 そ こ で 本研究で は ， 局所調節 因子 と し て 重要な

位置を占め る成長因子 とそ の 受容体な らび に癌遺

伝子 の 卵胞発育調節機構 に お け る役割を明 らか に

するた め ， まず卵胞の 発育 ， 退行 ， 閉鎖に伴う各

種局所調節因子 の 発現態度を細胞 レ ベ ル な らび に

分 子レ ベ ル で 解析 した．次 い で ， 顆粒膜細胞の増

殖 と分化に 及ぼ す各種成長因子固有 の 生物作用の

特性を明 らか にす るた め ， 顆粒膜細胞 の jn　vitro

無血清培養系で それ ぞれ の生物作用を卵胞の 発育

段 階別 に比較 ， 検討 した ．また ， 細胞生理 との 関

連 で 注 目さ れ る glucose　transporter （GLUT ）の

卵胞発育機構 に お ける役割 を知 る目的で ， 卵胞の

発育 ， 退行 ， 閉鎖 に伴 うGLUT 発現 とそ の修飾因

子を細胞 レ ベ ル な らび に分子 レ ベ ル で 解析 した，

さ ら に ，
ホ メ オ ス ターシ ス 維持 の うえで 重要 な

apoptosis と排卵卵胞選 択機序 との 関わ りを考察

す る 目的で ， 卵胞の 退行 ， 閉鎖に伴う apoptosis 特

有 の DNA 　fragmentation発現 と そ の 制御因子 に

つ き分子 レ ベ ル で 解析 を加 えた．

　　　　　　　　　方　　法

　 1。卵胞発育 に伴 う成長因子 とそ の 受容体 なら

び に 癌遺伝子 発現 の 解析 ： （1）EGF と受容体 ，

IGF −1 と受容体 ，
　 insulin受容体 ，

　 TGF α ，
　 TNF α ，

c −myc 産物 の免疫組織学的発現 を卵胞発育 と の 関

連 で 調 べ た．（2）各発育段 階卵胞 の ブ タ顆粒膜細

胞 を用 い
， Northern　blot法で c ・myc ，

　 c・erb −A ，

c −erb ・B 発現 を調 べ た。（3＞無血 清培 養系で ブ タ

顆粒膜細胞 に よ る EGF
，
　IGF −1産生 とそ の修飾因

子 を調べ た． （4＞各発育段階卵胞の ブタ顆粒膜 と

［
蓬251

］・EGF ，
　IGF −1

，
　insulin

，
　triiodothyronine （T ，）

結合の Scatchard解析か ら， 卵胞発育 と成長因 子

受容体発現の 関連を調 べ た ．

　H．顆粒膜細胞 の 増殖 と分化 に及 ぼす 成長因子

の 作用 の 解析 ： ブ タ顆粒膜細胞の 無血清培養系で

FSH の存在下 ， 非存在下 に EGF ，
　IGF ・1，　TGF β，

TNF α
，
　 T

，な らび に insulinの 添加実験 を卵胞 の

発育段 階別 に 行 い ，細胞増殖 へ の 影響 を PCNA

免疫染色 と ［
3H

］−thymidine 　uptake か ら検討 し ，

分 化機能 へ の 影 響 を 細 胞 形 態，LH 結 合能 ，

progesterone （P ，）と estradiol （E2）産 生 能 ， 3β一

hydroxysteroid　dehydrogenase （3β一HSD ）　と

aromatase 活性か ら検討 した．

　 IH．卵胞 発育 に 伴 うGLUT 発 現 とそ の 修飾因

子の 解析 ：卵胞発育 に伴 う GLUT （1 〜 5 ）発現

とそ の 修飾因子 を免疫組織学的，分子生物学的に

調 べ た．

　IV，卵胞の 退 行， 閉鎖に 伴 う apoptosis とそ の

制御 因子 の解析 ：卵巣構成細胞で の DNA 　frag−

mentation 発現 を in　situ 　DNA 　3’−end 　labeling法
で ， apoptosis の シ グナ ル を媒介す る Fas 抗原 と

抗 apoptosis 遺伝 子 bcl−2の 発 現 態度 を免疫組織

学的に検討 した．

　　　　　　　　　成　　績

　 1，卵胞発育に 伴う成長因子 とそ の 受容体な ら

び に癌遺伝子 の 発現 ：原始卵胞 と
一

次卵胞 の卵細

胞 な らび に顆粒膜細胞 に 限定 的な c −myc 　mRNA

の 発現 を認 め ， また こ れ ら の 未熟卵胞 の 顆粒膜細

胞 で は T
、受 容 体 と そ れ を コ ー ドす る c −erb −A

mRNA の 発現 が 高い こ と を認 めた．　 EGF と受容
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体の 発現 は原始卵胞 と
…

次卵胞 の顆粒膜細胞で は

陰性 で あるが ， 二 次卵胞 の顆粒膜 ・莢膜細胞で 陽

性 とな り， 卵胞成熟 と共 に増強 した ．IGF −1 と受容

体 な らび に insulin受 容体 の 顆粒膜 ・莢膜細胞 で

の 発現 は
一

次卵胞 の段 階か ら陽性で ， 卵胞成熟 と

共 に増強した．EGF ，
　IGF −1，

　insulinの 受容体発現

は黄体期中期の 黄体細胞で 最大 と な り， 黄体退行

と共 に 低下 し，白体で は陰性 とな るが
， 白体周辺

の 問質部 で こ れ ら受容体の発現が増強 した． こ の

こ とよ り EGF ，　 IGF −1，　 insulinは卵胞で の ス テ ロ

イ ド産生 と黄体退行後 の局所問質の再構築 に役割

を果た す こ とが示唆 された．閉鎖卵胞で は ，顆粒

膜細胞の EGF ，
　 IGF・1，

　 insulinの 受容体発現は 陰

性で あっ たが ， 莢膜細胞の EGF
，
　IGF −1，

　insulinの

受容体発現 は増強した．また ， PCOS 卵巣で は莢

膜細 胞 と 問質細胞 で の IGF −1受容体発 現 の 増強

が特徴的で あっ た．

　 II．顆粒膜細胞の 増殖 と分化 に 及 ぼ す成長因子

の 作用 ： （1）EGF は ， 未熟卵胞 で は FSH に よ る

顆粒膜細胞増殖を促進 したが ， 成熟卵胞で は顆粒

膜細胞の E ，産生 を抑制す る の に 対 し P、産生 を促

進 し ， 卵胞の 発育段階 に応 じて 異 な る二 面的な生

物作用を示 した．（2）IGF −1 と insulinは ， 顆粒膜

細胞 の 生存維持 に働 き ，
FSH に よる顆粒膜細胞の

形 態 分 化，LH 結 合 能，3β一HSD と P4産 生，

aromatase と E2産生 の 誘導 を促進 した．（3）至適

濃度の 甲状腺 ホ ル モ ン （／0
−−SMT

，）は ，
　 IGF−1 と類

似の FSH 作用 増幅効果 を示 し ， 特 に未熟卵胞 で

の FSII に よる顆粒膜細胞増殖 と分化促進 の増幅

効果が顕著 で あっ た． （4） TGF β と TNF α は ，

FSH と IGF・1に よ る顆粒膜細胞増殖 と E2産生促

進 を抑制 したが ， その増殖抑制効果は未熟卵胞 で

著明で ある の に対 し ， E ，産生抑制効果 は成熟卵胞

で顕著で あ っ た．つ ま り， 卵胞発育 に伴 い TGF β

と TNFa 作用 の 中心 は顆粒膜細胞の 増殖抑制か

ら分化機能抑制 へ と移行 した．

　 m ．卵胞 発育 に伴 う GLUT の 発現 と そ の 修飾

因子 ：GLUT （1 ， 4 ＞発現 は 原始卵胞 と一次卵

胞で は卵細胞に の み認 め た が ，
二 次卵胞 で は顆粒

膜 細胞 で も陽性 とな り， 卵胞成熟 と共 に増強 し ，

黄体細胞で 強 い 発現 をみ た．自体 で の GLUT 発

日産婦誌・t7巻臨時 増刊

現 は陰性 で あ っ た．閉鎖卵胞 で は，顆粒膜細胞の

GLUT 発現 は陰性で あ っ た が 莢膜細胞 に GLUT

の 発 現 を認 め た，また ，
T

， は無血清培養系で の 顆

粒膜細胞 の GLUT （1）の発現を増加 させ た．

　 IV．卵胞 の退行 ， 閉鎖 に伴 うapoptosis とそ の

制御因子 ：Fas抗原 は原始卵胞 か ら各発育段 階卵

胞 を通 し て卵細胞の み に発現 し， その 発現 は卵胞

発育 と共 に減少した．他方 ， 黄体化 と共 に Fas 抗

原 の発現 を黄体細胞 に 認め たが ， 白体 で の 発現 は

陰性で あ っ た．閉鎖卵胞で は退行す る卵細胞 ， 顆

粒膜細胞 ， 莢膜細胞 に 順次 Fas抗原発現の増 強を

みた ，Fas 抗原発現 に符合 して ， 原始卵胞 の大 多数

の卵細胞 に DNA 断片化 をみ たが ， 発育卵胞 の 卵

細胞で は DNA 断片化 は 認 め られ なが っ た．また ，

閉鎖卵胞で は ほ と ん どすべ て の顆粒膜 ・莢膜細胞

が DNA 断片化を示 し た ．　 bcl−2発現 は 原 始卵胞 ，

発育卵胞で は陰性 で あ っ たが ，黄体細胞で 陽性 と

な り黄体退行 と共 に 減少 した．閉鎖卵胞 で の bcl・2

発現は 陰性 で あ っ た．TNF α は培養顆粒膜細胞の

aromatase 活性を抑制 し
，
　 DNA 断片化発現 を増

強 した．

　　　　　　　　　結 　　論

　 （1）原始卵胞 と
一

次卵胞で の 顆粒膜細胞 の 増殖

に は myc と erb −A が 役 割 を担 う と 考 え られ ，

FSH 刺激 が不 可欠 な 二 次卵胞以降 の 顆粒膜細胞

の増殖 と分化 は ， 卵巣内局所 因子 で あ る EGF と

IGF −1 に よ っ て 促 進 的 に ，
　 TNF α と TGF βに

よ っ て抑制的 に調節 さ れ るの に対 し ， 卵巣外成長

因子 の T ， と insulinは FSH 作用 の 増幅因子 と し

て働 くこ とを示 した ．（2） EGF と TNF α な らび

に TGF β の作用 中心 は ， 卵胞発育 に 伴 い 顆粒膜細

胞 の増殖能調節か ら分化機能調節 へ と変化す る こ

と を認 め た．（3）卵胞 発育に 伴 い 顆粒膜 細胞 の

GLUT 発現 が増加 し，至適濃度の T ， はそ の 誘導

因子 と して 働 く可能性
1
を示 し た ． （4）DNA 断片

化 と Fas 抗原 の 発現態度 よ り， 卵胞閉鎖 と黄体退

行 な らびに 主席卵胞選 択に apoptosis 機構 の 関与

が 推察 され た．（5）黄体細胞 で の bcl−2発現態度 よ

り， 黄体維持 に bcl−2に よる apoptosis 抑制機構 の

関与が示唆 さ れ た ．
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