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　生殖の 重要な過程で あ る卵成熟お よび 受精後の

胚発育は，近年の 生殖補助技術 の 発達に よ り生体

外で も行われ る よ うに な っ た が ，そ の 成績は 生体

内の もの と比 べ 劣 る．さ らに動物実験 に お い て ，

体外培養に よ っ て得 られ た 胚を移植 した時 の 妊娠

率は，生体内で 発育 した胚を移植 した場 合 に比べ

低下 す る．また、受精卵を体外培養i後に 移植 した

際の 体外培養環境 が ，得 られ た仔の 行動 パ タ
ーン

に影響 を及 ぼす こ とが報告されて お り
1／

，ヒ トで は

生殖補助医療に よ り胚の 遺伝 子異常が 生 じ，出生

児の 特定疾患の 頻度が 上 昇す る こ とが 知られ て い

る
2’3｝

，生体内で の 卵成熟お よび受精後の 胚発育は，

そ れぞ れ 卵巣お よ び卵管 ・子宮由来の パ ラ ク ラ イ

ン 因子 に よ り制御 され て い る と考えられ ，生体外

で は，こ れ らの 母体由来パ ラ ク ラ イ ン因子が欠如

す る こ とで ，さ まざまな異常が 生 じて い る と推測

され る．

　卵巣 内に存在す る 第 1減数分裂前期 の 卵母細胞

は ，完全 に成長 した もの で も，受精 ・発生能 をも

た な い 未成熟 な卵 で ある ．卵成熟に は核成熟と呼

ばれ る，第 1減 数分 裂前期で 停止 して い た卵が 減

数分裂 を再 開 し，第 2減数分裂 中期 に達す る核の

形態学的 な変化 と，細胞 質成熟 と呼ばれ る ，核成

熟 とは区別 され る，卵の 受精能お よび初期胚へ と

発生 す る能力が あ る ．卵の 核成熟お よび細 胞質成

熟 は，LH サ ージに よ っ て 誘導 され る こ とが知 ら

れ て い る．しか し，卵巣にお け る LH 受容体は，顆

粒膜細胞，莢膜細胞に局在 して お り，卵には ほ と

ん ど発現 して い な い た め，卵の 核成熟お よ び細 胞

質成熟に は．顆粒膜細胞，莢膜細胞由来の パ ラ ク

ラ イ ン 因子 が 関与 して い る と考え られ るが ，その

詳細 は明 らか で はな い （図 1）．一方，着床前期胚 の

発育に は，卵管 ・子宮 由来の パ ラ ク ラ イン 因子 が

重 要 な役 割 を もつ こ とが 解 明 さ れ つ つ あ る （図

2）．

　現在 体外成熟に よ っ て得 られ た 卵 を用 い た体

外受精 ・胚移植が 試み られて い るが，その 成績 は

十分 なもの で な く，母体由来パ ラ ク ラ イ ン因子 の

欠如 に よる卵成熟不全，特 に 細胞質成熟の 異常 に

よ る卵の 質の 低下が 考え られ て い る，また ，受精
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【図 1】卵 成 熟 と母 体 由 来 パ ラ ク ラ イ ン 因 予

卵 管・子 宮 基礎 を作 る こ とを 目的 と した ．
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【図 21 胚 発 育 と母 体 由来 パ ラ ク ラ イ ン 因 子

卵の 体外培養で は，生体内で発育 した もの と比 較

して ア ポ トーシ ス が高 頻度 に 発生 す る こ とが 知 ら

れ て お り
4｝

，母体由来パ ラ ク ラ イ ン 因子 に よ るア ポ

トーシ ス 関連因子の 制御が 欠如する こ とに 由来す

る と推測 される．

　本研究で は，母体 由来パ ラ ク ライ ン 因子 に着 目

し，そ の 卵成熟お よび胚発育 制御 に つ い て ，1）LH

が誘導す る母体 由来卵 成熟 パ ラ ク ラ イ ン 因子の 網

羅 的検索，2）母体由来パ ラ ク ラ イ ン 因子 に よ る胚

発育 ・ア ポ トーシ ス 調 節の 解明，の 観点か ら検討

を行 い ，適正 な体外成熟一体外受精
一
胚培養環境の

　1．母 体由来卵成熟パ ラクラ イン 因子の 網羅的

　　 検 索

　卵成熟 を誘導す る母体 由来パ ラ ク ライ ン 因子 を

網羅的 に同定す る た め，DNA マ イ ク ロ ア レ イ （Af−

fymetrix　mouse 　MGU74v2 　array ：遺 伝 子 数＞

45，000genes）を用い て，　 LH サージ後 に マ ウ ス 卵

巣で発現 が上 昇す る， リガ ン ドと して の 分泌 タ ン

パ ク また は その 受容体の 遺伝子 を候補 因子 と して

抽出 した． こ れ らの 候 補因子の 卵巣内局在を，単

離 した卵 ，顆粒 膜細 胞，卵 丘細 胞 に お け る （real −

time）RT −PCR ．卵お よび卵巣 における免疫染色 ま

た は ELISA に よ り，LH に よ る リ ガ ン ドお よび受

容体の 発 現調節に つ い て RNA ・
タ ン パ ク レ ベ ル

で検証 した．受容体が卵 または卵丘細胞 に存 在 し，

体細胞 にて リ ガ ン ドが産生 されて い る因子 で， リ

ガ ン ドまた は受 容体の 発現が LH に て 誘導され る

もの を最終的な候補 因子 と し，その 卵成熟 へ の 作

用 に つ い て ，in　vitro および in　vivo ア ッ セ イを用

い て検 討 した．In　vitro ア ッ セ イ として は ， 卵核胞
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【表 1】卵巣 に おけ る，リ ガ ン ド・受容体 の 局在

卵 　　 卵 丘細 胞 　 　顆 粒 膜 細 胞 　 　莢 膜 〆問 質 細 胞

BDNFTrkB
十

十 十

INSL3LGR8

十

十

レプ チ ン 　　 ＋ ？

Ob −Rb 　 　 　 　 ＋

十

十

十

十

十

NA

KitLc

−kit 十

十 ・

甑

？，mRNA （一），タ ン パ ク （＋ ）　NA ： not 　available

崩 壊 （germinal 　vesic1e 　breakdown ；GVBD ）を 検

討す るため，排卵 前卵胞培養 を行 っ た．第 1極体

の 放出へ の 作 用は ，卵一卵丘 細胞複合体培養を用 い

て 検討 した． さ らに ，細胞 質成熟 へ の 作用 を調 べ

る ため ，未成 熟卵の体外成熟
一
体外受精

一胚培養を

行 い ，受精率，胚盤胞到達 率を測 定 した． また，

卵 の 受精能を反 映 し，細胞質成熟 の 指標の 一
つ と

して考え られ て い る卵細胞 内グ ル タチ オ ン濃度 を

測定 した．In　vivo ア ッ セ イは，　 FSH 刺激 した雌 マ

ウ ス に intrabursal　injectionに よ りリ ガ ン ドを投

与 し，そ の GVBD へ の 影響 に つ い て 調べ た．また，

FSH 刺激後に雌 マ ウ ス に 受容体の 抑制剤投与 し，

hCG 投 与 に よ り排 卵 させ て 第 1極体 放 出率 を 測

定 した ．さ らに，こ の 受容体の 抑制剤 を投与 した

マ ウ ス を交配 させ ，動物あた りの 得 られ た胚盤胞

数，胚盤胞あた りの 細胞数 を調 べ た，

　2．母体 由来 パ ラ ク ラ イ ン因 子 に よ る胚発 育 ・

　　 ア ポ トーシス 調節の 解明

　卵管 ・子宮 内膜 で は種 々 の 成 長因子 ・サ イ トカ

イ ンが産生 され て い る ，その 中に は，受容体が 着

床前期胚 に存在する もの が あ り，胚発 育に 関与す

る可能性が考 えられ る ，胚発育を調節す る新規 母

体由来パ ラ ク ライ ン 因子を同定す る ため，母体で

の リ ガ ン ドの 産生，着床前期胚 で の 受容体 の 発現

を調 べ ，候補 因子 の 胚 へ の 生物学的作用 につ い て ，

胚発育 ・
ア ポ トーシ ス へ の 関与 を検討 した． リガ

ン ドの 産生 は，マ ウ ス 卵管 お よび子宮 内膜 を交配

前 交配後 に経 時的 に 採取 し．real −t丘me 　RT −PCR

お よ び ELISA に よ っ て 発 現 量 の 変 化 を 測 定 し

た．また．各発育段 階の マ ウ ス 着床前期胚 を採取

し，受容体の 発現 量 を real −time 　RT −PCR で 定量 し

た． さらに，免疫 染色 を用 い て タ ン パ ク レ ベ ル で

の 発現 を，経時的か つ 空間的に調べ た．胚 へ の 作

用 に つ い て は，2細 胞期 胚 を採取 し，リガ ン ドを添

加培養 して 胚発育，肛盤胞到達 率，胚盤胞接着率，

胚盤胞 outgrowth 率へ の 影響 を調べ た．作用 の 特

異性 は，受容体の 抑制剤，リ ガ ン ド／受容体 の 中和

抗体，または リガ ン ドの ア ン タ ゴ ニ ス トを用 い て

検 討 した．また，免 疫 手 術一differential　staining

に よ り胚盤胞の 内細 胞塊 ，栄養膜外胚葉層の細胞

数 を測定 した．胚 の ア ポ ト
ーシ ス 発生 に関 して は，

caspase −3　assay ，　 TUNEL 　assay を 用 い て 検 討 し

た，さ らに，ア ポ トーシ ス 発生 の 分子機構 を解明

す る ため ，各種 caspase 抑制剤 を用 い て ア ポ トー

シ ス 抑制の 経路に つ い て検討した． また， ミ トコ

ン ドリ ア 機能 の 破綻 を調べ る ため ，活性化型 ミ ト

コ ン ドリ ア の み を検 出で きる dye を用 い た．ま

た，免疫染色 に よ り，破綻 した ミ トコ ン ドリアか

ら細 胞 質へ 流 出 した シ トク ロ ム C の 検 出 を行 っ

た．

　 ア ポ トーシ ス は，種 々 の 刺激 に よ りア ポ トーシ

ス カ ス ケー ドが 始 ま り，ア ポ トーシ ス 促進 因子 と

抑制 因予の バ ラ ン ス で最終的に ア ポ トーシ ス の 執

行が 決定 され る．着床 前期胚 の 体外培養で は，母

体山来パ ラ ク ラ イン 因子の 欠如に よ りアポ ト
ー

シ

ス 抑制因子の 発現 調節が失 わ れ．ア ポ ト
ー

シ ス が

生 じる可能性 が あ る．着床 前期胚 の ア ポ ト
ー

シ ス

制御に重要 なア ポ トーシ ス 抑制因子を，ノ ッ ク ア

ウ トマ ウ ス の 表現型解析 に よ り検索 し，得 られ た

候補分子 に つ い て， マ ウ ス 着床前期胚にア ン チ セ
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ン ス を用 い た遺伝 子発現抑制を行 い ，ア ポ トー シ

ス の 発生 に つ い て検討 した．また ，母体 由来 パ ラ

ク ラ イ ン因子 に よる胚 の ア ポ トー シ ス 抑制因 子の

発現調節に つ い て も，ア ン チ セ ン ス に よ る遺伝子

発現抑 制モ デ ル を用 い て検討 した ，

【表 2】新規卵巣由来パ ラ ク ラ イ ン 因 子 の 卵成熟作用

核 成熟

GVBD 　　第 1極体放出　　細胞質成 熟

BDNFINSL3

レ プ チ ン

KitL

十十

十

十十

十

十十

十十

？、
十

成　 　績

　1，母体由来卵成熟 パ ラ クラ イン 因子 の網 羅的

　　 検索

　（1）新規母体由来卵成熟 パ ラ ク ラ イ ン 因子 の 同

　　　定

　LH サ
ー

ジ後に マ ウ ス 卵巣で 発現 が上 昇す る．

リ ガ ン ドとして の 分泌 タ ン パ ク また は そ の受容体

の 遺伝子 を候 補 因 子 と して 抽 出 し た と こ ろ，

45，000以上 の 遺伝子の 中か ら，100以下 の 遺 伝子

数 に絞 り込むこ とがで きた．さらに，受容体 が卵 ／

卵 丘細胞 に 存在 し， リガ ン ドが体細胞 で 産生 され

るもの を最終 的な候補 因子 としたと ころ ，最終候

補 遺伝子 数は 24とな っ た．こ れ らの 候補 因子 に対

して ，in　vitro お よび in　vivo ア ッ セ イ に よ り，卵成

熟 へ の 作用 を検討 した結果，母体由来新規卵成熟

因 子 と し て ，brain−deri＞ed 　neurotrophic 　factor

（BDNF ）
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【図 31 マ ウ ス 卵 巣 に お け る，BDNF ，　 TrkB の ゴ ナ ド トロ ピ ン 投 与に よ る 発現変化 （a ）と

　BDNF ，　 TrkB の 局在（b，　 c）（文献 5 よ り
一

部改変）
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【図 4】BDNF の 卵成熟作用 （a）ln　vitro に おけ る 第 1極体放出作用　C ： control ，（b）in　vitro

　に おけ る細胞質成熟作用，（c）in　vivo に お け る卵成熟作用 　K252a ：Trk 抑制剤，　 K252b ：

　細胞 膜非透 過 型 （文 献 5 よ り一
部改 変 ）

中），kit　ligand（投稿 中）を見 出 した ．これ ら の リガ

ン ドお よ びその 特異 的受容 体の 卵巣 内局在を表 1

に ま とめ た ．また ，これ ら の 新規卵成熟 因子 の 卵

成熟へ の 作用 に つ い て ，核成熟お よび細胞 質成熟

促進作用 に分 けて ま とめ た （表 2），それぞれ の 新

規卵 成熟 因子 の 卵 巣 内局在 は さ まざ まで あ っ た

が，その 特異的受 容体 は卵 の み に 局在 して い る も

の が 多 く認め られ た ．卵 成熟へ の 作用 も新規卵成

熟因子 に よ っ て異 な っ て い た．今後 は， こ れ ら の

因子の 卵成熟へ の 相互作用に つ い て 検討 して い く

必 要が ある．

　（2）BDNF の 卵成熟促進作用

　本講演で は，我 々 が 同定 した新規卵成熟因子 の

中か ら代表例 と して ， BDNF の 成績を提示 した ．

DNA マ イ ク ロ ア レイ と real ・time 　RT −PCR に よ る

検証 の 結果，マ ウ ス 卵巣 に お け る BDNF 　mRNA

の 発現 は，hCG 投 与後に発現が増加 し，3 時間で

ピー
ク に達 し，その 後 漸減 した ．一方，受容体の

TrkB 　mRNA の 発現 は hCG に て 変化 しなか っ た

（図 3a＞．　 ELISA に よる タ ン パ ク レ ベ ル の 検 討で

は
，
BDNF の 発現 は hCG 投与 後 7 時 間で ピーク

に達す る こ とか ら
5〕
，BDNF の核成熟 へ の 作 用 は，

GVBD 促進で はな く，第 1極体放出 を誘導 する可

能性 が示唆 された．免疫染色お よび RT −PCR の 結

果か ら， BDNF は卵巣顆粒 膜細胞 にて 産生 され，

受容体 の TrkB は卵に特異的 に 発現 して い る こ と

が 明らか とな っ た （図 3b，　 c ）．排卵前卵胞培養で

は，BDNF は 卵核胞崩壊を誘 導 しな か っ た が
5）
，

卵
一
卵丘細胞複 合体培養 で は 第 1極体の 放 出 を促

進 した （図 4a）．こ の 作用 は TrkB の 細胞外 ド メ イ

ン または Trk 抑制剤で ブ ロ ッ ク され，　 TrkB を介

した特 異的 な作用で あ っ た
「”

．また，BDNF は卵 の

体外 成熟一体外受精
一
胚 発育試験 で ，受精率 ・胚盤

胞到達率 を向．上させ る作用 を有 し，成熟卵 の グル

タ チ オ ン （glutathione：GSH ）レ ベ ル を増加 させ ，

卵 の 細胞質成熟 を促進す る こ とが明 らか とな っ た

（図 4b）．さ らに，　 Trk 抑制剤 （K252a）を用 い た in

vivo の 実験 にお い て も，第 1極体放 出の 抑制，胚

盤胞数 ・胚盤 胞細 胞数の 減少 が 認 め られ （図 4c），

BDNF が 生体内で 卵成 熟 因子 と し て重 要 な働 き

を持 つ こ とが 示され た．
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【図 5】 GnRH −1の 着床前期胚 発 育促進，ア ポ トーシ ス 抑制作用 （a）子宮 に お け る GnRH −I

　mRNA の 発現変化 PMSG ：pregnant 　mare 　serum 　gonadotropin，　 hCG ：human 　chorionic

　gonadotropin．（b）着 床 前 期 胚 に お け る GnRH −1，　 GnRHR −I　mRNA の 発 現 変 化，（c）GnRH

　 ア ゴ ニ ス ト（GnRH ）の 胚発育（上段），ア ポ トーシス （下 段 ）へ の 作用 ，（d）GnRH ア ン タ ゴ ニ

　ス ト （GnRH 　AN ）の 胚発育（lt段），ア ポ ト
ー

シ ス （F段）へ の 作用，＊ ．　 P 〈 0．05（文 献7 よ

　 り
一

部改変〉

　2．母体 由来パ ラ ク ラ イ ン 因子 に よ る胚発育 ・

　　 ア ポ ト
ー

シス調節の解明

　（1）新規 母 体由来胚発育調 節パ ラ ク ラ イ ン 因 子

　　　の 同定

　我 々 は新 規胚 発育調節 因子 と して ，GnRH −1，レ

プ チ ン ， transforming 　growth 　 factor　alpha

（TGFA ），　 BDNF ，　 glial　 cell−line　 derived　 neu −

rotrophic 　factor（GDNF ）を同 定した
7）’il）

．こ れ らの

因子 は卵管 ・
子宮内膜 で産生 され，その 受容体 を

発現 して い る着床前期胚 に 直接作用 し，胚 発育 を

促進，ア ポ トーシ ス の 発生 を抑制 した． また ，グ

レ リ ン，tumor 　necrosis 　factor　alpha （TNFa ）が 逆

に胚発育を抑制する こ とを見 い だ した
121L3）

．

　（2）GnRH −1の着床前期胚発育促 進，ア ポ トーシ

　　　ス 抑制作用

　本講演で は ，我 々 が 同定 した新規胚発育調節因

子の 中か ら代表例 として ，GnRH −1の 成績 を提示

し た，Real−time　RT −PCR に よ る 測 定 の 結 果，

GnRH −1は子宮で発現 して お り，交配 の 前後で 発

現量 の 有意な増加 は認め られなか っ た （図 5a）．一

方，着床前期胚にお ける GnRH −1受容体 （GnRHR −

1）の 発 現量 を Real−time　RT −PCR で 定量 した と こ

ろ， 初期 胚盤胞期 以 降に発現が急増 した （図 5b）．

さ らに，GnRH −1 の 発現は胚 自身で も認 め られ ，
2

細胞期に 高発現 して お り，その 後発現が低下 し，

初期胚盤胞期以 降に再度発現が 増加 した （図 5b）．

また ，胚盤胞で は GnRH −1，　 GnRHR −1 と もに，内細

胞塊，栄 養膜 外胚 葉層 の 双 方 で 発現 が 認 め られ

た
7）．こ れ らの リガ ン ド，受容体の 発現パ ターン か

ら，GnRH −1は パ ラ ク ラ イ ンお よ びオ
ー

トク ラ イ

ン 双方の 作用 に よ りその 受容体 を発現 して い る胚

の 発育を調節する こ とが 想定され た．
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【図 6】GnRH −1の 胚 の ア ポ トーシ ス 抑制機構 （a ）GnRH ア ン タ ゴ ニ ス ト（GnRH 　AN ）に よ る胚 の

　ア ボ ト
ー

シ ス 誘導に対す る各 caspase 抑制剤の 作用，（b，　c）GnRH ア ン タ ゴニ ス トに よ っ て

　ア ポ トーシ ス を誘導 した 胚の ミ トコ ン ド リア活性 （b）と シ トク ロ ム C の 細胞内局在 （c＞，＊ ，

　P ＜ 0．05（文 献 7 よ り
一

部 改変 ）

　GnRH −1の パ ラ ク ラ イン 作用 を検討す る た め，

胚か ら産生 され る GnRH −1の 効果 を減弱 させ る べ

く2細胞期胚 を多量 の 培 養液中で 個別 に培 養 し

（単独胚培養）．GnRH −1 ア ゴ ニ ス トを添加 した．培

養後の 2細 胞期胚 の hatched胚盤 胞へ の 到 達 率

を観察 し，caspase −3　assay に よ り胚 の ア ポ トーシ

ス 発生 を測 定 した とこ ろ，GnRH −1ア ゴ ニ ス トは

胚の 発育を促進 し，ア ポ ト
ー

シ ス の発生 を抑制す

る こ とが 明 ら か と な っ た （図 5c），次 に，　 GnRH −1

の オ
ー トク ラ イ ン 作用 を検討す る ため。2細 胞期

胚 を少量 の 培 養液 中で 多 数 同時 に 培養 し（集 合胚

培養），培養液中の GnRH −1濃 度を増加 させ た状態

で GnRH −1 ア ン タ ゴ ニ ス トを添加 した，パ ラ ク ラ

イ ン作用の 検討 と同様の 方法で ，hatched 胚盤胞

到達率、胚の ア ポ トーシ ス 発 生を調べ た と ころ，

GnRH −1ア ン タ ゴ ニ ス トに よ り胚の 発育 は抑制 さ

れ，ア ポ ト
ー

シ ス の 発生 が 増加 した （図 5d）．さ ら

に，GnRH −1ア ン タ ゴ ニ ス トに よる ア ポ トーシ ス

の 発生 は，ア ポ トー
シ ス の 内因 経路 に 関与す る

caspase 抑 制剤の 同時添加 に よ りブ ロ ッ ク さ れ た

こ とか ら， ミ トコ ン ドリア の 機能破綻が 重要 とな

る 内因経路 が 関与し て い る こ とが 示唆 され た （図

6a）．実 際，　 GnRH −1 ア ン タ ゴ ニ ス トに よ り，胚盤

胞 の 活性化 ミ トコ ン ドリ ア の 減少 （図 6b），ミ トコ

ン ド リ ア 内の シ トク ロ ム C の 細胞 質へ の 放 出が

認 め られ た （図 6c）．以 上 か ら．GnRH −1 は パ ラ ク ラ

イ ン お よ び オ
ー

トク ラ イ ン 作用 に よ り胚 の 発育を

促進 し，ア ポ トーシ ス を抑制す る こ とが 明 らか と

な っ た．

　（3＞着床前期胚の ア ポ トー
シ ス制御に重要なア

　　　ポ トーシ ス抑制因子の 同定

　着床前期胚 に発現 して い る ア ポ トーシ ス 抑制因

子 の うち， ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス 表 現型 の 文献的考

察 か ら，inhibitor　of　apoptosis （IAP ）フ ァ ミ リ
ー

で

あ る survivin （baculoviral　IAP −repeat −containing

5 ；BIRC5 ）以外 の ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス の ホ モ 着床

前期胚は正常 に発育す る こ とか ら，survivin が着

床前期 胚 の ア ポ トー
シ ス 抑 制 に 重要 で あ る と考

え，着床前期胚にお い て ア ン チ セ ン ス に よ る sur −

vivin の 発現抑制 を行 い ，その ア ポ トーシ ス 抑制作

用 に つ い て 調べ た ．RT −PCR に よる検討で は，　sur ・

vivin はす べ て の 発育段 階の 胚 に発現 が認 め られ

た （図 7a）．また ，エ ク ソ ン 2 が消失 したス プ ラ イ

ス バ リ ア ン ト（238bp ）は 4 細胞期胚，胚盤胞 拡張
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　survivin 　 mRNA の 発現 ，（b，　 c）ア ン チ セ ン ス に よ る survivin 発現 抑制の 胚 の 変化（b），ア

　ポ トーシ ス の 誘 導（c），＊，P く 0，05（文 献 14 よ り
一

部 改 変）

期胚盤胞の み に認め られ た （図 7a）．免疫染色 に よ

る タ ン パ ク レ ベ ル で は，RT −PCR と同様の 発現 を

認め ，胚盤 胞 にお い て は，内細胞塊 ，栄養膜外胚

葉層の 双 方で 発現が 認め られ た
14］

．ア ン チ セ ン ス

に よ りsurvivin の 発現 を抑制 した 胚は，ほ とん ど

が 桑実胚か ら初期胚盤胞 で発育が 停止 し，caspase

3assayお よ び核 の 形態 学的 変化か らア ポ ト
ー シ

ス を生 じて い る こ とが 明 らか と な っ た （図 7b）．

survivin ア ン チ セ ン ス に よる胚の アポ トーシ ス発

生 は，ア ポ トーシ ス 誘 導剤 で あ る staurosporine

を
’
IE常胚で は ア ポ トーシ ス を誘導 しな い 濃 度 （0．1

pM ）で 作用 させ
， 胚 に ス トレ ス を付加する と よ り

顕著 に認め られ た （図 7c）．こ れ ら の 結果か ら，　sur −

vivin が着床前期胚 の ア ポ トーシ ス 制御 に重 要 で

ある こ とが 示 され た．

　（4）母体由来パ ラ ク ラ イ ン 因子に よ る胚の ア ポ

　　　 トーシ ス抑 制因子 の 発現調節

　本 講演 で は，代表例 と し て ，TGFA に よ る sur ・

vivin の 発現調 節の メ カ ニ ズ ム を提示 した ．　 Cas・

pase3　assay に よる検討で は．単独胚培養 に お い て

TGFA は胚盤胞の ア ポ 1・一シ ス 発生 を抑 制 し（図

8a），そ の 効果は TGFA の 中和抗体に よ りブ ロ ッ

ク され だ
，
1

，同 じ系 に お い て ，real −time　RT −PCR

に よ りsurvivin の 発 現 量 を測 定 し た と こ ろ ，

TGFA は survivin の 発 現 暈 を 増 加 さ せ た （図

8b）．さ らに，ア ン チ セ ン ス に よ り survivin の 発現

抑制をお こな っ た胚は， コ ン トロ
ー

ル， ミス セ ン

ス 群で 認め られ た TGFA に よる ア ポ ト
ーシ ス 抑

制効果 が消 失 した （図 8c）．こ れ らの 結 果 か ら，

TGFA は survivin の 発 現 増 加 に よ り胚 の ア ポ

トーシ ス 抑制作用 を示す こ とが 明 らか とな っ た．

さらに，TGFA に よ る胚の ア ポ トーシ ス 抑制の 分

子機構 を明 らか に す る た め ，TGFA の ア ポ トーシ

ス 抑 制 の シ グ ナ ル 経 路 と して 知 ら れ て い る

phosphatidylinositol−3−kinase（PI3K）の 着床前期胚

に お ける発現 を RT −PCR に て 調 べ た と こ ろ ，全て

の 発育段階の 胚に発現が 認め られ た
y／
．PI3K の 抑

制 剤 で あ る LY294002（LY ）お よ び wortmannin

（WO ）を胚 に作用 させ ，胚盤 胞に お け る survivin

の 発現量 を rea1−time　RT −PCR で 測定 した とこ ろ，

TGFA に よ る survivin の 発現 増加 作用 が 認め ら

れず，TGFA は PI3K 経路 を介 して survivin の 発
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【図 8】 TGFA に よ る着床前期胚 の ア ポ トーシ ス 抑制

機構（a ）TGFA に よ る 着床前期胚 の ア ポ トー
シ ス 抑制

作用，（b）TGFA に よ る着床前期胚 の survivin 発 現 増

加 作 胤 （C）ア ン チ セ ン ス に よ っ て survivin の 発 現 を

抑制 した 胚 へ の TGFA の ア ポ トーシ ス 抑制作用 ，（d）

PI3K 抑制剤 の TGFA に よ る 胚 の survivin 発現増加作

用の ブ ロ ッ ク LY ：LY294002 ．　 WO ：wortmannin ，＊ ，

P ＜ 0．05（文献 9 よ り
一

部改変）

現量 を増加 させ る こ とが 示 さ れ た （図 8d）．

考　 　察

　我 々 は ，母体 由来 パ ラ ク ラ イ ン 因子が卵成熟 ・

胚発育 に重要 で あ る こ とを示 して きた，DNA マ

イ ク ロ ア レ イ に よ る 卵成熟 因子 の 網羅的検索 は，

現在検討 中の 他の 候補 因子 も含め，卵成熟に必須

な母体由来パ ラ ク ライ ン 因子 を全 て 見 出す こ とが

可能で あ る．それ らを適切 に 使用す る こ とで ，体

外成熟卵 の 質 の 向上が期待 される，

　卵 の 質が そ の 後の 胚発育を左右す る こ とは明 ら

か で ある が，生体内で は さまざまな母体由来パ ラ

ク ラ イ ン 因子が 着床前期胚に作用 し発育を調節 し

て い る．また ，母体由来パ ラ ク ラ イ ン 因子 は着床

前期胚 の ア ポ ト
ー

シ ス の 制御 に も重要 な役割 を果

た して い る．ヒ トの 着床前期胚 は，体外培養下 で

も発育可能で あ り，移植 に よ り児 を得 る こ とがで

きる． しか し，体外受精反復不成功症例 に対す る

GIFT ／ZIFT の 有用 性や ，動物実験 の 胚 移植 成績

日産婦誌 60巻10号

か ら も，母体由来パ ラ クラ イ ン因子が 欠如 した体

外培養環境は ，着床前期胚の 質を低下 させ る こ と

が 示唆され る．

　胚 の 良 し悪 しの 評価 は，主 として 形態学的な指

標 に よ っ て な されて い るが，母体 由来 パ ラ ク ライ

ン 因子の 欠如が分子 レ ベ ル で どの よ うな影響 を及

ぼ して い るかは、現在 の と こ ろ まだ不 明で あ り，

体外受精胚移植に よ っ て 生 まれ た児の 長期予後の

調査 を進め る こ とは非常 に重要 で ある．卵の 体外

成熟 着床前期胚 の 体外培養 にお ける母体 由来パ

ラ ク ラ イ ン 因子の 役割 に つ い て ，さ ら なる基礎 的

研究が 必 要と考える．

　本研 究の 臨床応用 の 可能性 に関 して は，次 の よ

うなこ とが期待され る．DNA マ イ ク ロ ア レ イに

よる母体由来 パ ラ クラ イ ン 因子の 同定は，卵の体

外成熟に必要なす べ て の パ ラク ラ イ ン 因子の 解明

に繋が り，効 率的かつ 質 の 高 い 体外成熟法 の 開発

に応用で きる．また，胚 の 体外培養時 に母体 由来

パ ラ ク ラ イ ン因子 を適切 に用 い るこ とで，胚 の 質

が 高 ま り，IVF −ET の 成績 の 向上 に 繋が る こ とが

期待 され る．逆に ，こ れ ら母体由来パ ラ ク ラ イ ン

因子の 効果的 な抑制剤の 使用 は，新た な避妊法の

開発に も貢献する と考える．我 々 の 研 究成果は，

生殖生理 学の 新知見の み な らず，生殖医学の さ ら

なる発展 へ の 可能性 を秘 め て お り，臨床応用 を 目

標 に研究 を進め て い きた い ．
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  In mammals,  rupture  of  ovarian  follicles and  final maturation  of  oocytes  occur  in response  to stimu-

lation by pituitaryderived luteinizing hormones (LII) that act  on  the somatic  granulosa  and  theca cells

surrounding  the oocyte.  Because LH  interacts only  with  ovarian  somatic  celis, its potential regulation
of  oocyte  functions is presumably  mediated  by local paracrine  factors. Shortly after  stimulation  by
the  preovulatory surge  of  LH, oocytes  arrested  at  the late prophase  resume  meiosis  characterized  by

germinal  vesicle  <nuclear envelope)  breakdown  <GVBD) ,
 chromosome  condensation,  and  extrusion  ef

the first polar body in preparation for fertilization and  early  embryenic  development, In addition  to

nuclear  maturation  exemplified  by GVBD  and  extrusion  of  the first polar body to complete  the first
meiotic  division, oocytes  also  undergo  cytoplasmic  maturation  characterized  by cytoplasmic  changes

essential  for monospermic  fertilization, processing  of  the sperm,  and  preparation for development to

preimpJantation embryos.  Although the spermatozoon  provides an  essential  element  for embryo  gen-
eration,  the  developmental fate of  the  embryo  is principally dictated by the oocyte.  Accumuiating
evidence  indicates that a number  of  growth  factors ancl  cytokines  act  as  paracrine and/or  autocrine

factors during  early  embryo  development, In additiQn,  developing early  embryos  produce  growth
factors that act  in an  autocrine  manner  to regulate  their own  growth  and  differentiation, or  to serve

as  paracrine factors by regulating  endometrial  receptivity  fbr blastocyst implantation. Apoptosis is
an  essential  physiologic process used  in almost  all tissues to remove  damaged  or  superfluous  cells.

However. early  embryos  are  unique  because no  cell death is found up  to the blastocyst stage  during
normal  development Recent stttdies  have focused on  the  role  of  apoptosis  on  the degradation of  pre-
implantation embryos  during in vitro  cultures.  In the in vitro  environment,  apoptosis  of  early  em-

bryos has been attributed  to the lack of  maternal  paracrine  factors such  as  essential  growth  factors
and  cytokines  released  by maternal  reproductive  tracts. Here, we  show  novel  maternal  paracrine  fac-
tors that regulate  oocyte  maturation  and  preimplantation embryo  development  and  apoptosis.  We

performed  DNA  microarray  analyses  using  ovaries  following gonadotropin  stimulation  and  identified

candidate  ligand-receptor pairs potentially involved in the process of  oocyte  maturation.  Among

ovarian  genes, we  selected  the  candidates  based  on  the  increased expression  levels by the preovula-
tory  LH  surge  and  localization of  ligands and  receptors  in ovarian  somatic  cells  and  oocytes  or

cumulus-oocyte  complexes,  respectively.  Using in vitro  and  in vivo  studies  for oocyte  nuclear  and  cy-

toplasmic  maturation,  we  determined novel  ovarian  paracrine factors for induction of  oocyte  matura-

tion. We  also  found novel  paracrine factors that  stimulate  or  inhibit early  embryonic  development
and  apoptosis  based on  the localization of  ligand-receptor pairs in reproductive  tracts and  preimplan-
tation  embryos,  Furthermore,  we  demonstrated  molecular  mechanisms  of  the paracrine factors to in-

hibit apoptosis  by using  antisense  approach  for gene  down  regulation  in the embryos.  In this meet-

ing, I have shown  brain derived neurotrophic  factor, GnRH-I, transforming growth  factor/survivin,
as  representative  maternal  paracrine factors for oocyte  maturation,  embryo  development, and

mechanism  of  apoptosis  in embryos,  respectively.
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