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シン ポジウム 2　卵の発育 ・成熟 ・ 老化機構の解明 と臨床応用

（1）卵胞発育お よび卵子成熟 に関する各種生理活性物質の 意義

新たな卵巣刺激療法をめ ざして

東献 学　吉　野 修

　　　　　　　　　 【目的】

　質の 高い 多数の 卵 を安定 して得 る こ とが現代の

生殖医療の 進歩 には必須の 課題で ある，なかで も

卵胞発育と卵子成熟は
， 卵の 数と質を決 める主要

な因子で ある。こ の ため，ヒ トにおける卵胞発育

か ら卵 r成熟 ・排卵に い た る生理 と病理 の メ カ ニ

ズム を解明する こ とが ，よ り高度か つ 有効な生 殖

医療 に求め られて い る．原始卵胞か ら排卵へ と い

たる卵胞発育の 過程 は，初期の卵胞刺激 ホ ル モ ン

（FSI−1）に依存 しない 時期とその後の FSH 依存性

の 時期 に分け られる．初期の FSH に依存 しない 卵

胞発育は主 に莢膜細胞に 発現 す る Bone　Morpho−

genetic　Protei丑 7 （BMP7 ）や卵子 の み に発現す る

BMPI5 お よ び Growth　Differentiation　Factor　9

（GDF9 ）な ど に 依 存 し て お り，特 に BMPI5 と

GDF9 の 遺伝子異常は ヒ トの 早発卵巣不全 （POF ）

の 原因となる こ とが 知られて い る．FSH 依存性 と

なっ た卵胞は，月経周期前半の FSH 土昇 に刺激 さ

れ急速 に増大するが ，健常な卵胞発育に は血管新

生 に よる栄養血管網の 発達が不可欠で ある．一方，

卵予成熟 ・排卵の 過程で は適切な卵核崩壊と卵丘

膨化など の 組織構築改変の ために種 々 の 生理活性

物 質の 作用が必要で ある．本研 究で は
，
BMP7

，

BMP15 ，　 GDF9 の卵胞発育にお ける役割，卵胞発

育における血管新生因子の劔御機構 な らび に排

卵期 における生理活性物質の作用機序の解明を目

指 した．

　　　　　　　　　 【方法】

　ヒ トに 関して は，患者の 同意の もと，手術時な

らび に 体外受精採卵時に卵胞液お よび顆粒膜細胞

を採取 し，こ れを使用 した．動物実験は マ ウ ス を

用 い て行 っ た ．

　  BMP7 ，　 BMPI5 ，　 GDF9 に関する検討

　 
一一
a．BMP15 ，　 GDF9 の 発現 （マ ウ ス ，ヒ ト）：

独 自に作成した抗マ ウ ス お よ び抗 ヒ トBMP15 抗

体 と，供与され た抗マ ウ ス お よ び毒販の 抗 ヒ ト

GDF9 抗体をもちい たウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法に よ

り，卵胞発育の様々 な段階における マ ウス卵子お

よび ヒ ト卵胞液中の BMP15 ，　GDF9 の 発現を検討

した．

　  一b．BMP7 ，　 BMPI5 ，　 GDF9 の 受容体発現 （ヒ

ト）： これ ら BMP フ ァ ミ リーの ヒ ト卵 巣 にお け

る受容体発現 を in　situ 　hybridiza虚on 法に て 検討

した．

　  一c．BMP7 ，　BMP15 ．　GDF9 の 顆粒膜細胞へ の

作用 （ヒ ト）： ヒ ト顆粒膜細胞 を用 い て リ コ ン ビナ

ン ト蛋 自の 添 加実験 を行 っ た．独 自に作 成 した

BMP ユ5 お よ び GDF9 蛋 白に よる ア クチ ビ ン サ ブ

ユ ニ ッ ト遺伝子の発現作用を，また BMP7 蛋 自に

よる FSH 受容体発現作用を検討した．

　 
一d．BMPI5 の卵子成熟お よび排卵へ の作用

（マ ウ ス
，

ヒ ト）： ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス の 解析 によ

り，マ ウ ス で は ヒ トと異な り BMP15 は初期卵胞

発育に は必須で は ない ．一
方で ，マ ウ ス BMP15

の 遺伝 子欠損 に よ り排卵 ・卵子成熟障害が 生 じ

る．こ の 機構 の解 明の ため PMSG 処理 マ ウ ス よ り

採取 した卵子卵 丘複合体 に BMP15 螢 白を添加培

養し，卵核崩壊お よび卵 ff一膨化 に対す る作用，な

らびに排卵に関与す る EGF 様増殖 因子 な どの 遺

伝予発現に 与える影響を検討した．ヒ ト顆粒膜細

胞培養系には BMPI5 蛋白を添潴 し，同様に排卵

に関す る COX −2 お よび EGF 様増殖 因子の 遺 伝

子発現 を検討 した，

　  IL8の 制御 （ヒ ト）卵胞液中の 血管新 生 因子
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と して IL8 に注 目し，個別に採取 した卵胞液中の

IL8 と酸素濃度，ス テ ロ イ ドホル モ ン濃度な どの

相 関を検討 した．ヒ ト顆粒膜細胞培養系で低酸素

刺激，BMPI5 お よび トロ ン ビ ン劇激 にお ける 1L8

産生能につ い て検討を行っ た、

　　　　　　　　　 【成績｝

　（1＞−a．マ ウ ス 卵子にお い て，GDF9 蛋白は発育初

期 の 卵胞か ら発現して い たが，BMPI5 蛋白は LH

サ
ー

ジ以前の マ ウ ス卵子には発現 して お らず，内

因性 LH サージ お よび hCG 投与 後の 排卵 直前の

卵子 にの み発現および分泌 を認め た．これに対 し，

ヒ トで は BM ：P15 お よび GDF9 蛋 白ともに
， 月経

周期 に関わ らず卵胞液が採取で きたすべ て の 発育

過程の 卵胞液中にその存在を認め た．これ ら の 結

果か ら，ヒ トと異なりマ ウ ス にお い て は BMP15

の 遺伝子異常が卵胞発育不全 を きた さ な い 理 由

が ，マ ウ ス で は BMP15 蛋 白が卵胞発育時に発現

しない た め で ある と考え られた，

　  一b．ヒ ト卵巣にお い て BMP フ ァ ミリーの 受

容体は初期卵胞か ら成熟卵胞 まで 主に顆粒膜細胞

に発現 して い た．

　  ℃ ．ヒ ト顆粒膜細胞に おい て BMP15 お よび

GDF9 の 両牴がア クチ ビ ン βsubu 塁it　mRNA を著

明に誘導 した、こ の こ とか ら， BMPI5 お よび GDF
9 は ヒ ト初期卵胞 にお い て ア クチ ビ ン の 誘導を介

して卵胞発育を促進 して い るこ とが示唆され た．

また，BMP7 は FSH 受容体の発現 を誘導した．

　 
一d．BMPI5 蛋白は マ ウス卵子卵丘複合体に

お い て 卵核崩壊お よび卵丘膨化 を誘導した，こ の

作用 は，EGF 様増殖 因子の 発現お よび EGF レセ

プ ターの 活性化 を介 して い る こ と を明 らか に し

た ，また ，ヒ ト顆粒膜細匏 にお い て も BMP15 が

EGF 様増殖因子 の 発現 を誘導する こ とを認め ，ヒ

トに お い て も BMP15 は卵 胞 発 育 だ け で な く

EGF 様増殖因子 を介 した最終的 な卵 子の 成熟お

よび排卵 に も関与 して い る可能性 が示唆された．

　  卵胞液中の 酸素濃度と卵胞液中 IL8 濃度は負

の 相関を示し た．in　vitro の 系で は低酸素刺激が

日産婦誌60巻 2 号

顆粒膜細胞か らの IL8産生 を増加 させ た．他家に

よる IL8の 卵胞発育捉進作珊の 報告もあわせ て 考

える と，卵胞にお い て低酸素刺激は IL8の 産生 を

介 して窟 管新生 な らびに卵胞発育を促進 して い る

こ とが示唆された．顆粒膜細胞に おける IL8の 発

現 は BMPI5 ，トロ ン ビ ン に よ っ て も誘導され，　IL8

の 発現は種々 の制御を受けて い る こ とが明 らか と

な っ た，

　　　　　　　　　 【考察】

　第
一・

に，ヒ トで は初期卵胞発育 に必須の BMPI5

がマ ウ ス で は初期卵胞発育に 関与せ ず LH サージ

後 の卵子成熟 と排卵 に重要で ある理由を明 らか に

し， 卵胞発育に関す る知見を生殖 医療へ 応用する

場合には ヒ トでの デ ータを重視する必要が ある こ

とを再認識 した．この観点に立脚 し，ヒ トか ら得

られた デ
ー

タを中心 に解析 した，その なか で，翻

子 由来 の BMP15 と GDF9 が 顆粒膜細胞 に作 用

L，ア クチ ビ ン分泌捉進を介して FSH 非依存性の

初期卵胞発育を促進し，また BMP7 が FSH 受容

体の 発現 を誘導する可 能性 を示した．さ らに，FSH

依存性 の 時期にお い て血 管新生な どに よ り卵胞発

育 に影響するサイ トカイ ン IL8 の 産生が BMPI5 ，

トロ ン ビ ン，低酸素 など種 々 の 因子 に制御されて

い るこ とを明 らかに した．これ らの 知見に よ り，

FSH 弗依存性，依存性の 時期に応 じて FSH 以 外

の 各種生理活性物質を投与して卵巣刺激 を補助す

る とい う薪た な治療概念が提示可能で あ り，現行

の FSH に よ る卵巣刺 激で は治療 困難 な poor　re −

sponder な ど へ の 応用 が期待 され る．さ ら に ，

BMPI5 や ト ロ ン ビ ン が 最終 的な卵子成熟 ・排卵

を調節するこ とが示唆され た こ とに よ り，未だ治

療成績 の 不 良な卵 の 圭nvi 亡ro 　mat 腱 ation 療法 へ

の 適応が考え られた．一
方で ，酸素濃度も含め た

卵胞液中物質の ス ク リーニ ン グは現実的に十分可

能で あ り，血 管新生 囚子 などの モ ニ タ リ ン グ に よ

り良好卵子が採取不能な症例 へ の 櫚嬲的治療が展

開で きる と考えられた．
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