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哺乳類 動物 の卵巣 には膨 大な数 の原 子卵胞 、 一次卵胞 な どの未熟卵胞 が存 在 し

てお り、その保 存な らびにhlvitro,ま たはInvivoの 発育 が可能 となれ ば、極 め

て有用性 の高 い生殖 細胞 のsourceと な りうる。 しか し、未熟 卵胞の成熟 ・発 育

に関 しては現在 の ところ未解 明な点 が多 い。

本研究 は凍結保存 融解 後 のマ ウス未熟卵胞(原 始卵胞 、一次卵胞)の 異種 間移

植 の ための マイク ロカ プセル を開発 し、未熟卵胞 を異種 動物(ラ ヅ ト)へ 移 植

し、成熟卵胞 ・卵子 を獲 得 す ること、 また、 この異種 間未熟卵胞 移植 の実験 モ

デルか ら、初期卵胞 の発育機構 に関 し、卵細胞 か らのシグナ リングを中心 に解

明す ることを最終 目的 とす るものであ る。
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石谷敬 之、杉村和代 、横浜祐 子、荻野元子、片 山英人、 山下 剛、 藤井哲哉、

千石 一雄 、石川 睦男、林博章、 上村 淳一

[婦 人科 良性 疾患 に対 する腹腔鏡 下手術時 に抗菌薬 の予防投与 は必 要か?]
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研究成果

1研 究 目的

本研究はヒ ト未熟卵胞の凍結保存法の確立、凍結融解後の未熟卵胞(原 始卵胞、

一次卵胞)の 体外培養系の確立のための第一段階 として、凍結保存融解後のマ

ウス未熟卵胞(原 始卵胞、一次卵胞)の 異種間移植のためのマイクロカプセル

を開発 し、未熟卵胞を異種動物(ラ ヅ ト)へ 移植 し、成熟卵胞 ・卵子を獲得す

ることを目的 とする。また、この異種 間未熟卵胞移植の実験モデルか ら、初期

卵胞の発育機構に関 し、卵細胞か らのシグナ リングを中心に解明するものであ

る。

2.研究成績

(1)異 種間移植のための未熟卵胞の凍結保存、マイクロカプセルの開発に関

する基礎的研究

研 究 目的

マ ウス卵巣 を酵素処理 し得 られ る初期卵胞 の至適凍結保存法 に関 し検討 す る と

ともに、凍結 融解 後の卵胞の移植 の ための至適 なマイク ロカ プセルの開 発 を 目

的 と して、アルギ ンビーズ法、アガ ロー スマ イクロカプセル、アガ ロー ス/ポ リ

スチ レン/スルホ ン酸 の三層性 ア ガロース カプセル、polyvinylalchoholhydrogel

カ プセル の有用性 に関 し比較検討 す る。基礎 実験 としてヌー ドマ ウス を用い、

腹腔 内移植、卵 巣嚢 内移植、皮下移 植 の比較検討 か ら至適移植部位 を明 らか に

す る。 その後、 異種 間移植(ラ ッ ト)後 の卵胞発育促進 のための至適 ゴナ ドト

ロピン、成長 因子の投 与法 に関 し検 討 す る。また、各種成熟段 階の卵胞のGDF9,

C-kit,SCF,FAK,FLT3,C一 ㎞sの 発 現の検討 か ら初期卵胞発育機構 の一端 を解 明

す るこ とを 目的 とす る。

研 究 方 法

B2D6F1マ ウス を用 い、 卵 巣 を コ ラ ゲ ナー ゼ 、DNAエ ー ス で処 理 し、 原 始 卵

胞 、 卵 胞 腔 形 成 前 の1次 卵 胞 を採 取 し、 我 々 が 考 案 した マ ウス 未 受 精 卵 の 凍 結

保 存 法(1.5Mpropandiol,0.2Msucroseを 耐 凍 剤 と した5stepdillution法)を 用 い ・
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緩 徐 凍 結 プ ロ グ ラ ミ ン グ に よ り凍 結 保 存 後 、 生 存 率 をpropidiumIodideと

carboxyfluorescein蛍 光 色 素 に よ るdoublestaining法 に よ り検 討 した。 凍 結 未 熟

卵 胞 を 融解 後 、 塩 化 アル ギ ン ビー ズ 、 ア ガ ロ ー ス マ イ ク ロカ プ セ ル 、 ア ガ ロ ー

ス/ポ リス チ レ ン/ス ル ホ ン 酸 を 用 い た 三 層 性 ア ガ ロ ー ス カ プ セ ル ま た は

polyvinylalchoholhydroge1を 応 用 した マ イ ク ロ カ プセ ル を用 い、Invitro培 養 系

で の 生 存 率 、 性 ス テ ロイ ド(E2,P4)産 生 能 の 比較 検 討 した。

未 熟 卵 胞 を充 填 した マ イ ク ロ カ プセ ル を ヌー ドマ ウ ス腹 腔 内、 卵 巣 嚢 内 また は

皮 下 に移 植 し、移 植 後 の生 着 率 、生 存 率 ・卵 胞 の発 育 率 に 関 し検 討 した 。ま た、

ラ ッ トを 用 い て 、 マ イ ク ロカ プセ ル 化 した原 始 卵 胞 を ヌー ドマ ウス で検 討 した

至 適 移 植 部 位 に移 植 し、 免疫 抑 制 剤 投 与 群 と非 投 与 群 との 生 着 率 ・生 存 率 ・卵

胞 発 育 率 を検 討 した 。

卵 胞 内卵 子 お よび 卵胞 細胞 か らグ ア ニ ジ ウム チ オ シ ア ネ イ ト法 に よ りtotalRNA

を抽 出 し逆 転 写 酵 素 に よ り一 本 鎖cDNAを 合 成 し、 そ の後GDF-9、C-kit,SCF

の プ ラ イ マ ー を設 定 し、35回 のpolymerasechainreactionを 行 い ア ガ ロー ス ゲ

ル を用 い て 電 気 泳 動 を行 いGDF-9,C-kit,SCFmRNAの 発 現 を検 討 した 。

研究成績

1)未 熟卵胞 の凍 結条件 に関 しては、1.5Mpropandio1,0.2Msucroseを 耐凍 剤 と

した5stepdillution緩 徐 凍結 法 に よ り60%程 度 の生存率 が得 られ た。 さ

らに、 凍結融解時 にNO消 去剤(ヘ モ グロ ビン)お よび活性酸素 消去酵素

(SOD)を 同時添加 す るこ とによ り有 意 に高率 な生存率が得 られ た。

2)マ イク ロカ プセルの素材 の比較検 討 では塩化 アルギ ンビ0ズ 、アガ ロース、

三層性 ア ガロースカプセル ともinvitroで の培養実験 では生存率 に差は認め

られ ず、 また、ステ ロイ ド産 生は確認 で きな か った。

3)ヌ ー ドマ ウス を用 いた移植 部位の 比較 で は腹腔 内、卵巣嚢 内いずれの部位

にお いて も卵胞 の生着 、発育 を認 め るこ とを確 認 した、 しか し、卵胞腔 形

成迄 の発育 を認 めたが、成 熟卵胞迄 の発 育 は認 め られなか った。 さ らに、

FSHは 濃度依 存性 に卵胞 発育 を促進 した が、EGFの 効果は確認 されなか っ

た。 また、 ラ ヅ トへ の異種 間移植で はマ イク ロカ プセル を用 いて も卵胞 の

発育 は確 認 され なか った。

4)1次 卵胞、2次 卵胞 にお いてGDF-9,C-kitの 発現 をrealtimePCR法 に よ り

確認 した。
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考察

緩徐 凍結法 に よ り未熟卵胞 の凍結保存 の可能性 が示 唆 され、NOお よび活性 酸

素 の消去が凍結 融解後 の生存率 の向上 に寄与 す るこ とが示唆 され た。 また、 マ

イク ロカ プセル を用 いた未熟卵胞 の体 外成熟、 同種 間移 植 に よる卵胞 の成熟 が

確認 されたが、異種 間移植 には成功 してお らず、今後 、免疫抑制 剤の検 討、 マ

イクロカ プセル の改 良な ど、 さ らな る検 討の必要性 が示 され た。一方、 卵胞 発

育 に 関 す る シグ ナ リング に関 す る検 討 にお いて 未熟 卵 子 にGDF・9,C-kitの

mRNAを 確認 したが、今後、FAK,FLT3,c-fmsを 含 め定 量的検討 が必要 であ る

と考 え られ た。

(2)フ リー ラ ジカルス カベ ンジ ャーの マ ウス未受精 卵凍結保 存 に及 ぼす影響

未熟卵胞の凍結保存の確立を最終 目的として、その前段階 として未受精卵の効

率的な凍結保存法の確立のため、凍結融解過程で発生する各種のフリーラジカ

ルの影響に関 し基礎的研究を行った。

研究 目的

ヒ ト受精卵の凍結保存はすでに臨床応用が進んでいるが、所有権の問題 また、

悪性腫瘍 を有する若年婦人の妊孕性の温存などの観点か ら、卵子凍結保存法の

確立が期待 される。

しか し、現在のところ、卵子凍結融解後の生存率 ・受精率は低値である。

精子では凍結保存時に発生する活性酸素 ・一酸化窒素(NO)な どの フリー ラジカ

ルが精子細胞膜の機能障害、DNA障 害 をもた らし、融解後の生存率低下の一因

となることが報告 されている。本研究では卵子の凍結 ・融解時に発生する各種

のフリーラジカルが融解後の卵子生存率低下の要因になっているか否かを検討

する目的で、マウス卵の凍結 ・融解時にフリーラジカルスカベンジャーを添加

し、その有効性に関 し検討 した。

研究 方法

過 排 卵 処 理 して 得 られ た マ ウ ス 未 受 精 卵 を 最 終 濃 度0.1Msucrose,1.5M

propanediolに て5段 階 で緩 慢凍 結 にて凍結保 存、 急速 融解 を行 った。凍 結お よ
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ぴ融解時 に各 種濃 度 のNO発 生剤(SNP)、NOS阻 害剤(L。NAME)、NO消 去 剤

(ヘモ グ ロビン:Hb)お よび活性 酸素消去 酵素(SOD),catalaseを 添加 し融解 後

の生存率、受精 率 に関 し検 討 した。

研 究成績

1)カ タラーゼ、SOD添 加 の影響

凍結 融解時 の カタ ラーゼ 添加(10-10001U/m1)は 融解後 の卵子 生存 率お よび 受精

率 に影響 を及 ぼ さな か った。 一方、501U/m1の 濃度 のSOD添 加 によ り生存 率、

受精 率 は各 々53.2%、28.4%と 対照群 の37.8%、14.3%に 比 し有 意 な上 昇 を認 め

た。 また、101U/mlの カタラー一ゼ、501U/mlSOD添 加 によ り高率 な受精率 が得

られ た。

2)一 酸化窒素(NO)の 影響

高 濃度(10"6,1α7M)のNO供 与剤(SNP)の 添加 に よ り生存率 、 受精 率 は低 下 し

た。一方、1σ7ML-NAME(NOS阻 害剤)添 加 に よ り、生存 率、 受精 率 の上昇

が認 め られたが、高 濃度 のL-NAMEの 添加 は逆 に用 量依 存性 に生存率 、 受精 率

の低下 をもた らした。0.1μgお よび1μgのNO消 去剤(Hb)の 添加 に よ り生存 率、

受精率 は向上 したが、これ よ り低 濃度 、高濃度 のHb添 加 は影響 を与 えなか った。

3)SODとHbの 同時添加 の影 響

0.gbお よび501U/mlSODの 同時添加 によ り最 も高率 な生 存率(70.6%)、 受

精 率(51.7%)が 得 られ た。

考察

SOD添 加 が凍結 融解 後 の生存率、 受精率 を改善 す る結果 よ り、SODの 添 加 に よ

る凍結 融解 時 に発 生す る活性 酸素 の消去 が、卵 子の凍結 障害 に保護 的 に作 用 す

る ことが明 らか とな った。 また、 高濃度 のSOD添 加 によ り生存率 が低 下 す る現

象 が認 め られ た こ とは、高濃 度のSOD添 加 によ り発生 す る過剰 なH202が 卵子 の

機能 障害 を引 き起 こ した結果 で あ り、卵子 の生存 には、酸化 、還元 シス テム の

バ ランスが重 要で あ ると考 え られ る。

一方
、高 濃度 のSNP、11NAMEの 添加 は卵 子 の生存 率 を低 下 させ、低 濃 度 のL-

NAMEが 融解 後の生存 率 を向上 させ る結果 よ り、 凍結融解 時 にNOが 産生 され、

同様 に発生 す る活性酸 素 との相 互作用 に よ り産生 され る毒性 の強 いパー オキ シ

ナ イ トライ トが卵 子凍 結時 の細胞障害 の一 因 とな る ことが示唆 され、 これ らの
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フリーラジカルの除去によ り生存率が上昇 したもの と推測される。特に、Hbと

SODの 同時添加によ り最も高率な生存率、受精率が得 られたことは、活性酸素

と一酸化窒素の相互作用が卵子の凍結障害の主要な要因 となることを確認す る

ものである。これ らの結果 よ り、卵子の凍結障害の原因 としては凍結融解時に

発生するフ リーラジカルが卵細胞膜脂質の過酸化を誘起 し、それによ り細胞膜

の機能障害、DNA障 害が惹起 され、最終的に卵子がアポ トーシスを起 こすもの

と推定 される。

したがって、未熟卵胞 の凍結保存に関 しても、これ らのフ リーラジカルの関与

が推測され、至適な凍結保存法の確立には、 フリーラジカルの除去が重要であ

る可能性が示唆され る。

以 上 の 成 績 の 詳 細 は 添 付 し た 以 下 の 別 冊 を 参 照 さ れ た い 。(資 料1)

Effectsofsupplementasionwithfreeradicalscavengersonthesurvivalandfertilization

ratesofmousecryopreservedoocytes.

HumanReproducrion16:9;1976-1981,2001

(3)体 外成熟マウス卵の卵細胞質内精子注入(ICSI)後の細胞遺伝学的検討

未成熟卵子の凍結保存によ り透明帯の硬化が惹起され、その結果、体外受精時

に精子の侵入が阻害され受精率が低下することが報告 されている。未熟卵胞の

凍結融解後にもこの現象が起 きることは十分に予想されることであ り、受精卵

を得 るには顕微授精が必須な方法 となる。 しかし、現在の ところ体外成熟卵の

顕微授精によ り得 られた受精卵の細胞遺伝学的検討は十分に行われてお らず、

細胞遺伝学的安全性が確立 していない。本研究は体外成熟および顕微授精法の

卵子染色体への影響 を検討することにより、その安全性 を明 らかにすることを

目的 とした。

研究 目的

ヒ ト卵 は第 一成熟分裂完 了後 に受精 能 を得 るが、体外 受精 を 目的 とした過排 卵

処理後 では受精 能 を持 たな い未熟 卵の混在 を しば しば経 験 する。未熟卵 を体 外

培 養 に よ り成熟 させ 、 顕微 授 精(卵 細胞 質 内精 子注 入intracytoplasmicsperm
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injection以下ICSI)に て受精卵を得 る試みは妊娠率の向上につながると期待さ

れ るが、 これ らの手技により得 られた受精卵の安全性 について検討 した報告は

認められない。新 しい生殖補助技術の導入に際 し、その次世代への影響は必ず

検討され るべ き課題であ り、本研究ではマウスの未熟卵を用いて、`体外培養に

よる成熟卵、及び体外成熟後 にICSIを 施行 した卵子の染色体分析によ り細胞遺

伝学的正常性に関 し検討を行 った。

研究 方法

1)マ ウス卵 の体 内成熟 卵子、お よび体外成熟 卵子の採取法

3-5週 齢 のB6D2F1マ ウス に51UPMSGを 腹腔 内投 与 し、48時 間後 に卵巣 の発

育卵胞 か ら採取 した卵子 をhumantuba1伽id(HTF)液 中で18時 間体外 培養 して

成熟 させ た(invitromaturation、 以下IVM)。 同様 にPMSG投 与48時 間後 に51U

HCGを 腹腔 内投 与 し、 さ らに16時 間後 に卵管 よ り体 内成熟過排卵卵 子 を採取

した。倒 立顕微鏡 下で卵 の発達段 階 をgerminalvesicle(GV)期 、metaphaseI(M

I)期 、metaphasell(MII)期 に分類 した。

2)ヒ ト凍結解 凍精 子 を用 いた異種 間顕微授精法

受精後、卵子 由来 と精 子 由来 の染色体 を各 々分析 す るため、 ヒ ト精子対 マ ウス

卵子間の異種 間顕微授精 を施行 した。Infomledconsentを 得 て回収 した ヒ ト精 子

にTESTyolkbufferを 加 え、液体 窒素 内で凍結保存 し、使用 時に適宜解凍 した。

体 内成熟、体外成 熟の両実験群 か らMII期 の卵 を選別 し、piezo-electricpipette-

drivingunitを 用いて顕微鏡下 で凍結解 凍精 子 を卵細胞 質内に注入 した。ICSI後

卵 をCZB液 中に移 し、細胞分裂 阻害で あ るビンブラスチ ンを添加 した後、第1

卵割 中期 まで培養 した。

3)染 色体標本作製、染色 体分析 法

卵 の透 明帯 をアクチ ナーゼ処 理 にて除去 し、卵 に低 張処 理 を施 した後 、漸進 固

定空気乾燥 法 にて染色体標 本 を作製 した。標本 に通 常の ギムザ染色お よびC一バ

ン ド法 にて分染動原体染色 を施 し、染 色体異常 の有 無 を判定 した。体外 成熟の

有無、顕微 授精の有無 に よ り、排卵卵 子(体 内成熟MII期 卵)をcontrol/MII

群、 体外 成 熟MII期 卵 をIV】WMII群 、 排卵 卵子 にICSIを 施 行 した群 を

control/ICSI群 、体外成熟 卵子 にICSIを 施 行 した群 をIVM/ICSI群 とし、比較 し

た。
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研 究 成 績

1)卵 の体 外 成 熟 率 お よび 体 内成 熟 率

各 群 の成 熟 率 はcontro1/MII群93.4%(157/168)、IVM/MII群52.1%(134/257)、

control/ICSI群93.4%(457/476)、IVM/ICSI群59.9%(1335/2228)メ の値 を 示 し

た 。 す な わ ちIVM群 で はcontrol群 に比 し有 意 に成 熟 率 が低 か っ た。(p<0.01)

2)ICSI卵 の 活 性 化 率 、 前 核 形 成 率

ICSI施 行 群 に お け る 活 性 化 率 と前 核 形 成 率 は 各 々、control/ICSI群97.2%

(141/145)、82.8%(120/145)、IVM/ICSI群69.9%(188/269)、59.5%(160/269)

とな り、 い ず れ も体 外 成 熟 群 が有 意 に低 か っ た.し か し、活 性 化 した卵 にお け る

受精 率 と比較 す る とそ の 後 の 前 核 形 成 率 に は有 意 名 差 を認 め な か っ た 。(85.1%

vs85.1%)

3)ICSI卵 の細 胞 学 的検 討

ICSI施 行 群 の 非 活 性 化 卵 お よび 、活 性 化 した後 雄 性 前核 形 成 前 に発 生 が 停 止 し

た卵 で は 膨 化 精 子 頭 部 が 高 率 に認 め られ た(control/ICSI群31.2%;IVM/ICSI

群60.0%)。 ま た、IVM/ICSI群 で の み 、prematurechromosomecondensation(以

下PCC)が28.4%に 認 め られ た 。

4)細 胞 遺 伝 学 的 検 討

4-1)卵 子 由来 の 染 色 体 異 常

各 群 の倍 数 性 異 常 率 はoontrol/MII群0%(0/120)、IVMIMII群0.9%(1/110)、

control/ICSI群8.0%(9/112)、IVM/ICSI群12.6%(13/103)と な り、ICSI施 行

群 で はICSI未 施 行 群 に比 し有 意 に高 値 を示 した(p<0.01)が 、 体 外 成 熟 の有

無 に よ る差 は認 め られ な か っ た。 異 数 性 異 常(controlMII群0.8%、IVMIMII

群0.9%、control/ICSI群3.6%、IVM/ICSI群2.9%)、 構 造 的 異 常(controlMII

群0%、IV】WMII群0%、control/ICSI群0%、IVM/ICSI群2.0%)に も各 群 間

で有 意 差 は 認 め られ な か った 。

4-2)精 子 染 色 体

異 数 性 異 常(contro1/ICSI群6.8%、IVM/ICSI群2.4%)、 倍 数 性 異 常(control/ICSI

群0%、IVM/ICSI群0%)、 構 造 的 異 常(control/ICSI群3.4%、IVM/ICSI群3.6%)

の い ず れ にお い て も各群 間 で 有 意 差 は認 め られ な か った 。
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考察

本研究 では、体 外培養 に よ り得 られ た成熟 卵は体 内成熟卵 に比 しICSI後 の活性

化率、 前核形 成率 が有意 に低 い とい う結果 が得 られ た。Control/ICSI群 で活性

化 を認 めなか った4卵 すべて が精子成 分 を欠 いてお り、体 内成熟 卵で は確 実 に

精 子 が卵細胞 質 内に注入 され るこ とに よ り、ほ とん どすべての卵 で活性化 が起

こるこ とが示唆 され た。一 方、IVM/ICSI群 では非 活性 化卵81の うち、51卵 に

精 子成分 を認 め、非活性化 の原 因 と して、卵の未熟性 に起 因 す る、精 子 か らの

卵活性化 シ グナル に対 す る反応性 の欠如が考 え られ た。PCCは 、精 子核 が精 子

脱 凝縮 因子 に よって活性 化 されて も、spermfactorに よって誘起 され る活性 化

に卵が反応 しな い場合 に誘 導 され る現 象 とと らえ られ てい るが、PCCと 卵 子の

未熟性 が相 関 する ことが報 告 されて い る。本研 究でPCCはIVM/ICSI群 で のみ

観察 され、また、精子 の進入 に も関 わ らず卵活性 化率が低値 であ った こ とか ら、

体外成熟卵 は、形態 的には核成 熟 を完 了 していて も、細胞 質の成熟 は不完全 で

あ る とい う結果 を得 た。

ICSIを 施行 した群 では体外成 熟の有無 に関係 な く高率 に膨化精 子頭部 がみ ら

れ、 この段 階で の発 生停 止がICSI後 の胚発生停止 の最 大の原 因で あ る と考 え

られ た。 この事象 は ヒ ト卵 で も観 察 され、 ヒ ト未受精 卵の解析 で は通常 の体外

受精 に比 しICSI後 に有意 に高 い頻 度で認 め られ るとい う報告 があ り、膨化精 子

期 の発生停 止がICSIの 手技 自体 によ り誘 導 され る可能性 が示唆 され た。

ICSI施 行群 で約10%の 倍数性 異常 が認め られ たが、 今回の実験 で は ヒ トと

マ ウスの染色体 が判別可能 であ っため、倍数性 異常の余剰ゲ ノム すべ てが卵子

由来 で あ ることが染色体核型 の違い としては っき り確 認 され た。ヒ トICSI後 に

認 め られ る三前核 の主原 因が、精 子 由来 ではな く卵子の第二極体 放 出不全 であ

ろう とい う諸 家の仮説 は、今 回の結果 によ り初 めて細 胞遺伝学 的 に証 明 された。

また、マ ウスの体外成 熟MII期 卵の異数性 異常率が15%で あ った とい う既存

の報告が あ るが、我 々のデータ(IVMIMII群 の異数性異常率0.9%)と の差違

の原 因 として、 マ ウスの系統、過排 卵処理 の有無、培養 液、標本 固定法 の相違

等 が考え られ る。 さ らにその報告 では体 内成熟卵 との比較がお こなわれてお ら

ず、体 外成 熟 と染 色体 異常 との 因果 関係 は 明 白で はな い。我 々の結 果 では、

control/MII群 とIVM/MII群 間、 また、control/ICSI群 とIVMIICSI群 間で有 意

差 は認め られ ず、体外成熟 その ものが染色体異 常 を増加 させ る とい う考 えには
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否定的な結論 となった。 また、ICSI施 行群 と非施行群間に異数性異常率お よ

び構造的異常率に有意差が認め られないことよ り、今後IVM/ICSIは 、新 しい

生殖補助技術のひとつ として、その臨床応用にますます期待がかかることにな

ろう。

本研究は体外成熟後の顕微授精により得 られ る受精卵が、体内成熟後の顕微授

精によ り得 られる受精卵 と同等の染色体正常性を有することを明 らかにし、成

熟卵の採卵が困難な不妊婦人の治療法 としての安全性を示唆するだけでな く、

若年卵巣悪性腫瘍患者のoocytebanking構 想に重要な情報を提供するものであ

る。さらに、未熟卵胞凍結保存後に得 られた受精卵の正常性を推測させるもの

である。

以 上 の 成 績 の 詳 細 は 添 付 し た 以 下 の 別 冊 を 参 照 さ れ た い 。(資 料2)

AcytogeneticstudyofiルvitromaturedmurineoocytesafterICSIbyhumansperm

HumanReproduction17:2;420-425,2002

(4)ヘ パ リン結合表皮成長因子様成長因子(HB-EGF)の ヒ ト黄体化穎粒膜

細胞の生存及びアポ トーシス調節機構 に関する研究

近年HB.EGFが 卵胞発 育、初期 胚発育、着床 な ど生殖生理 に深 く関与 してい る

こ とが明 らかに されつ つあ り、我々 もこれ迄HB-EGFが 卵子の成熟 お よび初期

胚発育 に促進 的作 用 を有 す るこ とを明 らか に して きた。一方、 未熟 卵胞、 卵子

の発育、成熟 には多 くの局所 因子 が関与 す るこ とも報告 され てい る。今 回、未

熟卵胞 、卵 子 の発 育、 成熟 にお よぼ す局 所 因子 の作 用 に関 し検討 す るた め、

HB-EGFに 着 目 し、HB-EGFの ヒ ト黄体化穎 粒膜細胞 にお け る役割 に関 し基礎

的研 究 を行 った。

研 究 目的

黄 体 は妊 娠 成 立 と妊 娠 の維 持 に極 め て 重 要 な役 割 を有 して い る が、 そ の

発 育 、 退 行機 構 は 十 分 に解 明 され て い な い 。 一 方 、 ヘパ リン結 合 表 皮 成 長

因 子 様 成 長 因 子(Heparin-bindingEGF-1ikegrowthfactor,HB-EGF)はEGF

familyの 新 しい メ ン バ ー で 、 膜 ア ン カ ー 型 の 前 駆 体(proHB-EGF)と 、
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ectodomainsheddingに よ り前 駆 体 よ り切 断 され た 溶解 型(sHB-EGF)の 成

熟HB-EGFと して 存 在 す る 。sHB-EGFはparacrine作 用 に よ り細 胞 の 生 存

と増 殖 を促 進 し、 一 方 、proHB-EGFはjuxtacrine作 用 に よ り細 胞 に多 才 な

機 能 を も た らす こ とが 知 られ て い る 。 しか し、 黄 体 細 胞 に お け るLHB-EGF

の 発 現 お よび 生 理 作 用 に 関 して は 未 だ解 明 され て い な い。 本 研 究 で はHB-

EGFお よ び そ の 受 容 体 の 黄 体 細 胞 にお け る発 現 、な らび に黄 体 細 胞 の増 殖 、

ア ポ トー シス 調 節 機 構 に 関 す るproHB-EGF,sHB-EGFの 役 割 に関 し検 討 し

た 。

研 究 方法

1.材 料:イ ン フ ォー ム ドコ ンセ ン トを得 た う えで 、 体 外 受精 胚 移 植(IVF・

ET)時 に卵 胞 よ り採 取 した 黄 体 化 穎 粒 膜 細 胞(Luteinizedgmulosacells,

LGC)をFicol1。Paqueを 用 い 遠 心 分 離 後 、10%血 清 添加RPMI1641培 地 で

48時 間 培 養 した。

2.mRNAの 測 定:HB-EGFの 受 容 体 で あ るHER1とHER4お よび他 のEGF

受 容体familyメ ンバ ー で あ るHER2,HER3のLGCに お け るmRNA発 現

をRT-PCR法 で 検 討 した。 また 、sHB-EGFの 添 加 に よ るHB・EGFmRNA

発 現 量 の 変化 はrea1-timePCR法 で 測 定 し、RT-PCR産 物 はsequencing法

で確 認 した 。

3.免 疫 組 織 化 学 法:VectorLabolatories,IncのABC-POkitを 用 い、AEC染 色

に よ りHB-EGFとHER4の 蛋 白発 現 を 免 疫 組 織 化 学 法 で 検 討 した 。

4.ア ポ トー シ ス の 判 定:48時 間 培 養 後 のLGCを 無 血 清 培 地 に移 した後 、

sHB-EGFで あ るrecombinantHB-EGFお よびHB-EGFとHB-EGF受 容体

(HER1)の 相 互 作 用 阻 害 剤 で あ るCRM197を 添加 し、24時 間培 養 後 の

ア ポ トー シ ス 発 現 頻 度 を検 討 した 。 ア ポ トー シ ス の 判 定 に は 、 細 胞 質 内

のlipiddropletを 検 出 で き るOilred法 を改 良 して、LGCの 特 定 と同時 に

細 胞 の アポ トー シス を観 察 した 。ま た、TUNEL法(Terminaldeoxynucleotide

transferase-mediateddUTP-FITCnickendlabelling)を 用 い 、 ア ポ トー シ ス

細 胞 の確 認 を行 っ た 。

研 究成 績

1.HB-EGFの 発 現:LGCのHB-EGFmRNA発 現 量 は10ng/mlsHB-EGFの
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刺 激 に よ り短 時 間 で 上 昇 を認 め 、 そ の 発 現 レベ ル は 添 加2時 間 で コ ン ト

ロー ル に比 し2.5倍 に上 昇 し(p<0.01)、 そ の 後 漸 減 し、24時 間 で刺 激 前 値

に まで減 少 した 。 ま た、 免 疫 染 色 で は 細 胞 周 囲 と くに細 胞 間 のinterphase

が 強 く染 色 さ れ た こ とよ り、このHB-EGFは 膜 ア ン カ ー型 のpro-HB-EGF

で あ る こ とが示 唆 され た。

2.HB-EGF受 容 体 の 発 現:RT-PCR法 に よ りLGCに お い てEGF受 容 体family

の メ ンバ ー で あ るHER1,HER2.HER3,HER4の 全 て の発 現 が 認 め られ た 。

ま た、 免 疫 組 織 化 学 法 で はHER4受 容 体 は膜 表 面 で は な く、 細 胞核 内 に

強 い発 現 を認 め た(nucleartranslocation)。

3.LGCに お け るsHB-EGFの 作 用:LGCの 無 血 清 培 地 培 養 下 に お け るsHB-

EGF添 加 実験 で は、24時 間後 の コ ン トロー ル で は細 胞 の分 裂 が 認 め られ

な か っ たの に対 し、sHB-EGF添 加 群 で は分 裂 像 が 認 め られ た 。 単 一 細 胞

の ア ポ トー シ ス 発 生 率 は コ ン トロ ー ル で38±7.3%を 示 した の に 対 し、

10ng/mlお よ び100ng/mlsHB-EGF添 加 群 で は 各 々28.2±1.g%、23.0±2.1%

(p<0.05)と 用 量依 存 性 に ア ポ トー シ ス が 抑 制 さ れ た 。重 層 細 胞 に お い て も、

ア ポ トー シ ス 発 生 率 は コ ン トロー ル の39.2±6.1%に た い してsHB-EGF

10ng/m1,100ng/ml添 加 に よ り25.2±4.1%、18.2±2.1%(p<0.01)と 用 量依 存

性 に抑 制 され た 。

4.LGCに お け るCRM197の 作 用:HB-EGFとHER1の 結 合 阻 害 剤 で あ るCRM

191m1.109/m1添 加24時 間後 のLGCの アポ トー シ ス発 生 率 は 単 一 細 胞 で は

コ ン トロー ル40.1±8.6%に 対 して 各 々36.2±9.7%± 、28.7±7.0%(p<0.05)、

重 層 細 胞 で は コ ン トロー ル37.8±8.7%に 対 し各 々29.4±11.2%、17.6±7.2%

(p<o.os)と 用 量依 存 性 に 減 少 した 。 ま た、proHB-EGFのjuxtacrine活 性 を

検 討 す るた め 、 単 一 細 胞 と重 層 細 胞 の ア ポ トー シ ス減 少 率 を比 較 した と

こ ろ 、109/mlCRM197添 加 時 の 単 一 細 胞 の ア ポ ト0シ ス 減 少 率 が

20.4±15.3%で あ る の に対 し、 重 層 細 胞 で は52.1±18.3%と 著 明 な ア ポ トー

シ ス の抑 制 が認 め られ た(p<0.05)。

考 察

本 研 究 に よ りHB-EGFお よび そ の 受 容 体 で あ るHER1,HER4が ヒ ト黄 体

化 穎 粒 膜 細 胞 に存 在 し、ま た、HB-EGFmRNAの 発 現 がsHB-EGFの 刺 激 に

よ り短 時 間 で 上 昇 す る こ と よ りLGCで のHB-EGFはautocrine作 用 を有 し、
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かっimmediate-earlygeneで あ るこ とを明 らかに した。さ らに、sHB-EGF添

加 に よ りLGCの 細胞 分 裂が促進 され、アポ トー シスが用量依存性 に抑制 さ

れ る結果 よ り、溶解型 のHB-EGFはLGCの 増殖 促進 、 アポ トー シスの抑

制作 用を有 するもの と考 え られ た。一方、HB-EGFと その受容体であ るHER1

の阻害作用 を有 す るCRM197の 添加 によ り、アポ トー シスが抑制 され た結

果 は、 無血清培地下 での培養 に よ り産生 され る内因性 のHB-EGFは 逆 に、

アポ トー シス を誘起 す るこ とを示 唆 す る もの であ る。無血 清 培養 下 で は

ectodomainsheddingが 起 こ らないため にHB-EGFの 大部分 はproHB-EGFと

して存在 す ることよ り、proHB-EGFはjuxtacrine/autocrine作 用 を介 し、 黄

体細胞 の アポ トー シス を促 進 す るもの と考 え られ る。 この ようにHB-EGF

の溶解型 と膜 アンカ.___.型は相反 す る生理作 用 を有 す るこ とが示唆 され た。

さ らに、CRM197添 加 によ り単一細胞 に比較 し重層細胞 でのアポ トー シス

の減 少率 が高率であ った ことよ りproHB-EGFの アポ トー シス誘起作用 は主

にjuxtacrineに よ るこ とが示唆 された。HB-EGFとHER1の 結合 阻害 によ

りアポ トー シスが抑制 され、 また、HER4はLGCに お ける発現量 が低 く、

しか も細胞核 内に留 まって いる ことか ら、proHB-EGFの アポ トー シス誘起

作 用 はHER4を 介す る機 構 よ り主にHER1受 容体 を介 す るもので あ ると考

え られ る。

HB-EGFお よび その受 容体 が ヒ ト黄体化 穎粒膜細胞 に存在 し、 溶解 型 のsHB-

EGFは 黄体化穎粒膜細胞の生存 と増殖 を促進 し、一方、膜 ア ンカー型 のproHB-EGF

は アポ トー シス を誘起 す るこ とを明 らかに した。以上 の成績 か ら、HB-EGFは

局 所 因子 と して黄体形成 とアポ トー シス調節機構 を介 し、 ヒ ト黄体退縮 に重要

な役割 を果 たす こ とが示唆 され た。

以上の成績の詳細は添付した以下の別冊を参照されたい。(資料3)

Thesolubleandmembrane-anchoredformsofheparin-bindingepidermalgrowthfactor-

likegrowthfactorappeartoplayopposingrolesinthesurvivalandapoptosisofhuman

luteinizedgranulosecells

MolecularHumanReproduction8:8;734-741,2002

(5)一 酸化窒素のマウス卵子成熟、胚発育、着床機構 に及ぼす影響に関する

一21一



研究

我 々は これ まで の研 究か ら、 フ リー ラジカルの発 生が卵子凍結 障害 の一 因 とな

るこ とを明 らか に して きた。 さ らに、 フ リー ラジカル が排 卵機構 に関 与 する こ

とが報告 され てお り、卵胞 、卵子 の発 育、成熟 になん らかの生理 的意義 を有 す

る可能性 も示 唆 され てい る。今 回、 ブ リ0ラ ジカルの生殖生 理学 にお け る意義

を検討 す るこ とが、未熟卵胞、卵 子の体外発育 の確 立 に寄与 す るこ とを想定 し、

一酸化 窒素(NO)の 卵子成 熟、 受精、 初期胚 発育 に及 ぼ す影響 に関 しマ ウス

を用 い基礎 的研 究 を行 った。

研 究 目的

フ リー ラジカル の一種 であ る一酸化 窒素(NO)が 排卵機構 、 卵胞 の発 育 に関

与 す るこ とが示唆 され てお り、 また、eNOSノ ヅクア ウ トを用 い た実験 結果 か

ら、NOが 排 卵機構 ばか りで はな く、卵子の成熟機構 に関与 す るこ とも報告 さ

れ てい る。 しか し、NOの 卵子成熟 な らび に初期胚発育へ の生理 的意義 に関 し

て は統一 した見解 が得 られて いない。今 回マ ウス卵 を用いNOの 卵 子成熟 、受

精、初期胚発 育 さ らには着床機構へ の関与 をinvitro培 養 系で検討 した。

研 究方法

過排 卵処 理 したICRマ ウス よ り卵核 胞期卵 子(GV)、 排卵卵 子、交配24時 間後

の1細 胞 期卵子 を回収 した。HTFま たはKSOM培 養 液 中にNO供 与剤(SNP),

NOS阻 害剤(11NAME)を 添加 し、卵 子成 熟率、受精率、胞 胚へ の発育 率 に関

し検討 した。 さ らに、胞 胚期卵 を採 取 し、invitroで のハ ヅチ ング率、 フ ィプロ

ネクチ ンをコー トした培養器へ の接着 、 トロホブラス トのoutgrowthに お よぼ

すSNP,LrNAMEの 影響 に関 し検 討 を加 えた。

研 究成績

1.卵子成熟、 受精 に及 ぼすSNP,11NAMEの 影響

裸化 卵子(NkO群)に お いては1σ3-1σ7M濃 度のSNPは 卵子成 熟 に影響 を及ぼ

さないが、卵丘細胞付着卵では低 濃度(1σ7M)のSNPは 核成熟 を促進 し、L-NAME

の添加 によ り成熟促 進作用 は抑制 され た。一方、11NAMEは 裸化卵 子 の成 熟に

は影響 を与 えないが、卵丘細胞付着 卵子 の核成熟 を用 量依 存的 に抑 制 した。受
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精率 に関 してはSNP,L-NAMEと も影響 が認 め られなか った。

2.初期 胚発育 に及 ぼすSNP,1!NAMEの 影響

SNPお よびLNAMEの 添加 に よ り用 量依 存性 に1細 胞期 よ り胞胚 期 まで の胚

発育 が抑制 され た、 同様 に、ハ ヅチ ング率 もSNP,L-NAME共 に抑制 した。

3.胚のア ウ トグロー ス に及 ぼすSNP,11NAMEの 影響

高濃度(1σ3M)SNPの 添加 によ り胞 胚 のア ウ トグロー スは有意 に抑 制 され た が、

逆 に低 濃度(1σ7M)SNPは 有 意 に促進 した。一方・L-NAMEは 用量依 存性 にア

ウ トグ ロース を抑制 し、 この抑 制効果 はSNPの 同時添加 によ り解 除 され た。

考察

今 回の研 究 によ り低 濃度のNOは 卵子 の核 成熟 を促進 し、一方、NOS阻 害 剤 は

用 量依 存性 に核 成熟 を抑 制 す る結果 が得 られ た。 この結 果 は生理 学 的濃 度 の

NOは 卵丘細胞 の ヌク レオタ イ ド産 生制御 を介 し卵子の核 成熟 に促進 的 に作 用

す ることを示唆 す るもので あ る。一方、初期胚発育 に関 してはNOお よびNOS

inhibitorの 投 与が胚 発育 を抑 制 す ることよ り、胚 自信 か ら産生 され る生理学 的

量のNOは 胚発育 に必須で あ り、 さ らに、初期胚 はNOレ ベルの変化 に極 めて

感 受性 が高 いもの と推 測 され る。 さ らに、低 濃度 のNOが 胞胚の ア ウ トグ ロー

ス を促 進 し、L-NAMEが 抑 制 す ることよ り、NOが サ イ トカイ ンネ ヅ トワー ク

な どを介 し、着床機構 に深 く関与 して い ることが示唆 され る。女性 の 内性器 内

にNOSの 存在 が報告 され てい るこ とか らも、胚 は常にNOに 暴露 され て い る

ことが明 らかであ り、NOは 卵子 の核 成熟、胚発 育、着床過程 に重要 な役割 を

有 してい るもの と考 え られ る。 また、卵子成 熟、初期胚 発育、着床 にお いて、

その促 進、抑制 に作 用す るNO濃 度 に差 が認め られ るこ とよ り、胚 の各発育 ス

テー ジでNOに 対す る感 受性 が異 な るもの と考 え られ る。

本研 究成績 は未熟 卵胞 の発育 にもNOが 深 く関与 する可能性 を示唆 す るもの と

考 え られ る。

以上の成績の詳細は添付した以下の別冊を参照されたい。(資料4)

Requirementofnitricoxideformurineoocytematuration,embryodevelopment,and

trophoblastoutgrowthinvitro

MolecularReproductionandDevelopment58:262-268,2001
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まとめ

1.異 種間移植のための未熟卵胞の凍結保存、マイクロカプセルの開発に関す

る基礎的研究

凍結保存 融解後の マ ウス未熟卵胞(原 始卵胞 、一次卵胞)の 異種 間移 植 の ため

のマイク ロカ プセル を開発 し、未熟卵胞 を異種 動物(ラ ヅ ト)へ 移植 し、成 熟

卵胞 ・卵子 を獲 得 するこ とを第一の 目的 とし、 また、 この異種 間未熟 卵胞移植

の実験 モデルか ら、初期卵胞 の発育機構 に関 し、 卵細胞 か らの シグナ リング を

中心 に解 明す るこ とを 目的 と して基礎 的研 究 を行 った。

その結果、緩徐 凍結法 に よ り未熟卵胞 の凍結 保存の可能性 が示唆 され、NOお

よび活性 酸素 の消去が凍結融解後 の生存 率の 向上 に寄 与す ることを明 らか に し

た。 また、 マイ クロカ プセル を用い た未熟 卵胞 の体外成 熟、 同種 間移植 に よる

卵胞の成熟 が確認 され たが、異種 間移 植 には成功 してお らず、 今後、免疫抑 制

剤の検 討、 マイ クロカ プセル の改 良な ど検 討の必要性 が示された。一方、卵胞

発育 に関す るシグナ リングに関す る検 討 にお いて は未熟卵子 にGDF-9,C-kitの

mRNAを 確 認 したが、今後 、FAK,FLT3,c-fmsを 含 め定 量的検討 が必要で あ る

と考え られ た。

2.フ リー ラジカルスカベ ンジャー のマ ウス未受精 卵凍結保存 に及 ぼす影響

未熟卵胞の凍結保存の確立を最終 目的として、その前段階 として未受精卵の効

率的な凍結保存法の確立のため、凍結融解過程で発生する各種のフ リーラジカ

ルの影響に関 し基礎的研究を行った。

その結果、卵子の凍結障害は凍結融解時に発生するフ リーラジカルが卵細胞膜

脂質の過酸化を誘起 し、それによ り細胞膜の機能障害、DNA障 害が惹起 され最

終的に卵子がアポ トー シスを起 こす機構が示唆され、酸化、還元システムのバ

ランスが卵子の生存に重要であることを明 らかに した。

一方、凍結融解時 にNOが 産生 され、同様 に発生する活性酸素 との相互作用 に

より産生される毒性の強いパーオキシナイ トライ トが卵子凍結時の細胞障害の

主要な要因であ り、 これ らのフリーラジカルの除去によ り生存率が上昇する可

能性を示唆 した。 したがって、未熟卵胞の凍結保存に関 しても、 これ らのブリ

ーラジカルの影響 を除去することが、至適な凍結保存法の確立につなが るもの
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と考え られ る。

3.卵 細胞質内精子注入後の体外成熟マウス卵の細胞遺伝学的検討

未成熟卵子の体外培養お よび凍結保存により透明帯の硬化が惹起 され、受精率

の低下に連がることが報告 されている。未熟卵胞の凍結融解後にもこの現象が

起 きることは十分に予想 されることであ り、受精には顕微授精が必須な方法 と

なる。 しか し、現在の ところ体外成熟卵の顕微授精により得 られた受精卵の細

胞遺伝学的検討は十分に行われてお らず、細胞遺伝学的安全性が確立 していな

い。本研究は体外成熟お よび顕微授精の卵子染色体への影響を検討することに

よ りその安全性 を明 らかにすることを目的 とし、基礎的研究を行った。

その結果、体外成熟後の顕微授精 によ り得 られる受精卵が、体内成熟後の顕微

授精により得 られる受精卵 と同等の染色体正常性 を有することを明らかに し、

成熟卵の採卵が困難な不妊婦人の治療法 としての安全性を示唆するだけでな く、

未熟卵胞凍結保存後に得 られた受精卵の正常性をも示唆する結果であると考え

られる。

4.ヘ パ リン結合 表皮成長 因子様成長 因子(HB-EGF)の ヒ ト黄体化穎粒 膜細

胞 の生存及 びアポ トー シス調節機構 に関す る研 究

近年 肥.EGFが 卵胞発 育、初期胚 発育、着床 な ど生殖 生理 に深 く関与 してい る

こ とが明 らか にされつ つあ り、我々 もこれ迄HB-EGFが 卵子の成熟お よび初期

胚発育 に促 進的作 用 を有 す るこ とを明 らか に して きた。一方、未熟卵胞、 卵子

の発育 、成 熟 に多 くの局所 因子が 関与 す るこ とも報 告 されて いる。今 回、 未熟

卵胞、卵子の発育、成 熟 にお よぼす局所 因子 の作用 に関 し検討 するため、HB-EGF

に着 目 し、HB-EGFの ヒ ト黄体化穎粒膜細胞 にお け る役割 に関 し基礎 的研 究 を

行 った。

その結 果、HB-EGFお よびその受容体 が ヒ ト黄体化穎粒膜 細胞 に存在 し、 溶解

型 のsHB-EGFは 黄体 化穎 粒膜 細胞 の生存 と増 殖 を促進 し、一方、膜 ア ンカ0

型 のproHB-EGFは アポ トー シスを誘起 す るこ とを明 らかに した。以上 の成績

か ら、HB-EGFは 局所 因子 として黄体形成 とアポ トー シス調節機構 を介 し、 ヒ

ト黄体 の形成 ・退縮 に重要な役割 を果 たす こ とが示唆 され、未熟卵胞 の発育、
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成 熟機 構 に もHB-EGFが 関与す る可能性 が示唆 され た。

5.一 酸化窒素 のマ ウス卵子成 熟、胚 発育、着床機 構 に及 ぼ す影響 に関 す る研

究 ジ

我 々は これ までの研 究か ら、 フ リー ラジカルの発生 が卵子凍結保 存障害 の一 因

となる ことを明 らかに して きた。 また、 ブ リ0ラ ジカルが排卵機構 に関与 す る

こ とが報 告 されてお り、卵 胞、卵子 の発 育、成熟 に も生理的意 義 を有 す る可 能

性 も示唆 されて いる。今 回、 フ リー ラジカルの生殖生理 学 におけ る意義 を検 討

す るこ とが、 未熟卵胞、卵 子の体外発育 の確 立 に寄与 す るこ とを想定 し、一酸

化 窒素(NO)の 卵 子成熟 、 受精 、初期 胚発育 に及 ぼ す影 響 に関 しマ ウス卵 を

用 い基礎 的研 究 を行 った。

その結 果、生理 学的濃度のNOは 卵丘細胞 のヌ クレオ タイ ド産生制御 を介 し卵

子 の核 成熟の促進 に関与 する ことを明 らか に した。一方、初期胚 発育 に関 して

は、胚 自体か ら産生 され る生理学 的量のNOが 胚発 育 に必須 であ り、 さ らに、

初期胚 はNOレ ベルの変化 に極 めて感受性 が高 い こ とを明 らか に した。さ らに、

低濃度 のNOが 胞胚 の ア ウ トグロー スを促進 し、IrNAMEが 抑制 す るこ とよ り、

NOが サ イ トカイ ンネ ッ トワー クな どを介 し、 着床機 構 に深 く関与 して いる こ

とを示 した。 したが って、NOは 卵子の核成熟 、胚 発育、着 床過程 に重要な役

割 を有 してお り、 また胚 の発 育ステー ジでNOに 対 す る感 受性 が異 な ることが

示唆 され、 未熟卵胞 の発育 に もNOが 深 く関与す る可能性 を示唆 す る結果 であ

る と考 え られた。

以上 の研 究結果 よ り初期 の 目的の基礎 的部分 は達成 され たもの と思われ る。 し

か し、異種 間移 植 によ る卵胞 発育 は確認 されてお らず、 また、oocytefactorに

よる卵胞発 育評価 に関 して も十分 な成績 を得 るに至 っていな い。今後、 マ イク

ロカプセル の改 良、FAK,FLT3,c-fmsを 含 めoocytefactorの 定 量的検 討 な ど、

さ らな る検 討 を加 えて行 く必要性 があ ると考え られ る。
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