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〈はしがき〉

ヒト卵巣組織または未熟卵胞の凍結保存および融解後の成熟卵子の獲得に関す

る研究は緒についたばかりである。未熟卵胞の異種間移植または体外培養によ

り成熟卵子の獲得が可能となれば卵巣摘出、悪性腫瘍で化学療法、放射線療法

を余儀なくされる若年婦人の妊孕性の温存が安全かつ容易に可能 となる。さら

に、膨大な原始卵胞の数からもpoorresponder、 早発閉経に起因する不妊患者の

治療法として応用が可能であり、極めて有用性が高い。また、マイクロカプセ

ルを応用 した未熟卵胞の異種間移植による成熟卵胞 ・成熟卵子の獲得に関する

研究は国内外を問わず認められず極めて独創的である。この実験モデルを応用

した、卵細胞シグナルの研究は、卵胞発育機構 ・卵子成熟機構の解明の一端に

なるものと期待 される。最終的にヒ ト未成熟卵胞の体外成熟が可能になれば、

現在の生殖補助医療技術(ART)に おける排卵誘発が不要となり、極めて安全

かつ経済的に不妊治療が可能になることが期待される。
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研究成果

(1)ヒ ト未熟卵胞の凍結保存およびマイクロカプセルによる体外成熟に関す

る研究

哺乳動物の卵巣には膨大な数の原子卵胞、0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Invitro,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。 この観 点か ら、今 回 、ヒ ト未熟卵

胞の凍結保存、凍結融解後の未熟卵胞(原 始 卵胞 、一 次卵胞)の 体外 培 養の 可

能性 に関 し検 討 を加えた。

1.研 究目的

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、0次 卵

胞)の 体外培養系の確立のための第一段階として、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(マ ウス)へ 移植 し、成熟卵胞 ・卵

子を獲得すること、ならびに、初期卵胞発育機構に関し、卵細胞 ・穎粒膜細胞

からの相互のシグナリングを中心に解析 し、ヒト未熟卵胞の体外培養系の確立

を目指すものである。

2.研 究方 法

婦人科 手術 時 に得 られ た ヒ ト卵巣の一部 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、得 られ た卵胞 をvitrification

法 によ り凍結保存 し、融解 後 の生存 率を検討 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polyvinylalchohol

hydroge1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 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0本 鎖cDNAを 合成 し、realtimepolymerasechain

reaction法 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,CD9,

CD98,CD81測Aの 卵細 胞で の発 現 をrealtimePCRを 用 い検 討 した。

研究成績

1)Vitrification法 によ る ヒ ト未塾卵胞 の凍結保 存法の確立のための前段階 と

して体外受精時に受精の認め られなかったヒ ト未受精卵 を用いvitrificationの

一10一



有 用 性 に 関 し検 討 した 。 ガ ラス 化 液 と して10%EG含 有PBS液 で10分 間 前 処

理 後 、15%EG+15%DMSO+0.5Msucrose含 有PBSに 浸 積 しク ライ オ トッ プ を用

いて 急 速 凍 結 を行 っ た。propidiumiodideとcarboxyfluorescein蛍 光 色 素 に

よ るdoublestaining法 に よ り、 約90%の 融 解 後 の 生 存 率 、 また 、 そ の 後 の

胚 発 育 も観 察 され 、 この 方 法 を応 用 す る こ と に よ り未 熟 卵 胞 の 凍 結 保 存 の 可 能

性 が 示 唆 され た 。

2)各 マ イ ク ロカ プセ ル を用 いたinvitroで の 培 養 実 験 で は卵 胞 組 織 の生 存 を認

め た が 生 存 率 は低 値 で あ り、 ス テ ロイ ド産 生 も確 認 で き な か っ た。

3)ヒ ト卵 子 に お け るGDF-9,CD9,CD98,C・kitmRNAの 発 現 をPCR法 で確 認

した 。 また 、CD9,CD94蛋 白の 発 現 も間 接 蛍 光 抗 体 法 に よ り確 認 され た 。

考察

Vitrification法 によ りヒ ト未受精卵 の凍結保 存が可能であることが明 らか とな り、

しかも融解後の生存率が高率であることか らも、未熟卵胞にお いて もvitrification

法による凍結保存 が可能で ある ことが示唆された。また、ヒ ト卵子においてCD9,

CD98,GDF9,C-kitmRNAの 存 在が確 認 され 、同様 にCD9,CD98の 蛋 白も確認

できた結果 は、 これ らのoocytefactorが 卵子、卵胞 成熟 の評価 因子 とな り、未

熟卵胞の体外培養系確立に寄与す る可能性が示唆され る。 しか し、マイ クロカ

プセルを用 いた ヒト卵胞のinvitro,invivo培 養 系の確立 には至 って お らず、今

後 マイクロカプセルの改良、体 内および体外培養環境 に影響を及ぼす諸因子の

解析など、さらなる検討の必要性が示された。

(2)ヘ パリン結合表皮成長因子様成長因子(HB-EGF)の ラット卵巣におけ

る局在に関する研究

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の関与が報告されており、我々もヒト黄

体化穎粒膜細胞においてHB-EGFは 局所因子として黄体形成とアポ トーシス
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調節機構を介し、ヒト黄体機能に重要な役割を果たすことを報告した。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を検討するためHB-EGF

のラット卵巣における局在ならびにHB-EGF受 容体mRNAの 発現に関し検討

を加えた。

研究目的

卵巣機能の発現 に視床下部一下垂体 一卵巣系が重要な役割 を果た していること

が知 られているが、同時 に卵巣局所因子が卵胞発育、黄体形成 ・退縮 に関与 し

て い る こ と も示 唆 され て い る。 ヘ パ リ ン結 合 表 皮 成 長 因子 様 成 長 因子

(Heparin-bindingEGF-likegrowthfactor,HB-EGF)はEGFfamilyの 新 し

いメンバーで 、膜 ア ンカー型 の前駆体(proHB-EGF)と 、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、卵巣にお けるHB-EGFの 局在 、機 能 に関 して は十 分 に明

らか にされていない。本研究では、ラット卵巣におけるHB-EGFの 局在お よ

びHB-EGF,HB-EGF受 容体messengerRNA発 現 を解析 す る ことによ り、

HB-EGFの 卵胞発 育、黄体形成 、退縮 にお ける役割に関し検討 した。

研究方法

1.排 卵周期 を有す る成熟Wistar系 ラッ トな らび に過排卵 処理 した偽妊娠未熟

ラッ トよ り各卵胞発育ステー ジの卵巣を採取 し、proHB-EGFの 局在 な らび

にHB-EGFお よびHB-EGF受 容体mRNAの 発 現 を検 討 した。

2.免 疫組織化 学法:VectorLabolatories,IncのABC-POkitを 用 い、AEC

染色 によ りHB-EGF蛋 白の ラッ ト卵巣 にお ける局在 を免疫組織化学法で

検討 した。

3.各 卵 胞 発 育 ス テー ジの ラ ッ ト卵 巣 よ りtotalRNAを 抽 出 し、HB-EGF、

HB-EGF受 容体 で あるerbB1,erbB4のmRNA発 現 をsemi-quantitive

RT-PCR法 で測定 した。

研究成績

1.自 然排卵周期および過排卵処理ラット卵巣におけるHB-EGFの 発現
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原始卵胞、一次卵胞の穎粒膜細胞の大部分にHB-EGFの 存在が確認され、2

次卵胞においても弱いながら染色が認められた。0方 、アポ トーシスを起こし

ている閉鎖卵胞ではHB-EGFの 強い染色を認めるが、成熟卵胞の穎粒膜細胞

においてはHB-EGF蛋 白の局在は確認できなかった。黄体ではHB-EGFの 局

在を認めるが、黄体化早期の黄体に対 し、成熟 した黄体程強い発現が認められ

た。また、間質の細動脈および平滑筋細胞にも強い発現が認められた。

過排卵処理未熟ラット卵巣においても成熟ラット同様成熟卵胞以外の卵胞穎粒

膜細胞にHB-EGFの 局在を認め、黄体細胞では排卵後時間が経過する程強い

発現を示した。

2.自 然排卵周期および過排卵処理ラット卵におけるHB-EGFmRNAの 発現

自然排卵周期ラットでは排卵前のプロエス トラス期でHB-EGFmRNAは 最低

値を示し、その後漸増し、黄体期であるジエス トラスおよびプロエス トラスの

早朝に最も強い発現を認めた。過排卵処理未熟ラットでは卵胞期にHB-EGF

mRNAレ ベルは最低値を示し、hCG投 与後(排 卵後)急 増し、黄体期6日 目

までは高いレベルが維持され、その後漸減 し黄体期14日 目のmRNAレ ベル

は卵胞期と同レベルまで減少した。

3.自 然排卵周期および過排卵処理ラット卵におけるHB-EGF受 容体mRNA

の発現

成熟ラットおよび未熟ラット卵巣においてerbBlmRNAの 発現を認めたが、

erbB4mRNAの 発現は認められなかった。

考察

本研究からラット卵巣においてHB-EGFは 間質の動脈平滑筋および外葵膜細

胞に恒常的に発現が認められ、また、卵巣穎粒膜細胞、黄体細胞では排卵周期

でダイナミックにその局在が変動することが明らかとな り、この結果より、

HB-EGFは 卵巣機能に重要な役割を果たしていることが示唆された。

原始卵胞、一次卵胞などの未熟卵胞穎粒膜細胞にHB-EGF蛋 白の強い発現を

認める結果は、未熟卵胞ではFSH受 容体数が少ないこと、ならびに未熟卵胞

周囲では血管網の発育が不十分でありFSHが 十分作用しない可能性を考えあ

わせると、初期卵胞発育には内分泌因子よりもHB-EGFな どの卵巣局所因子

が重要な役割を担う可能性が推測される。また、成熟卵胞穎粒膜細胞にHB-EGF

蛋白ならびにmRNAの 発現が認められない結果は、未熟卵胞においてはHB一
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EGFの 細 胞 増 殖 作 用 が 初 期 卵胞 発 育 に必須 であるが、卵胞 の最終成熟 には

HB-EGFの 細胞 増殖作用 か ら脱 し、細胞分化 に向か う必要性を示すものと考え

られる。 この仮説はHB-EGFが 局在す る 閉鎖 卵胞 では未 だ細胞 分裂が認め ら

れるのに対 し、成熟卵胞ではほ とんど細胞分裂 を認めない ことか らも支持 され

る。

成熟ラットでは後期黄体でproHB-EGF蛋 白の強 い発現が認 め られ、過 排卵処

理未熟 ラッ トで も後期黄体 で発現が増強す る結果 であった。一方、HB-EGF

mRNAは 排卵直後 の黄体期 で は後期 黄体 に比べ高い発現を認めた。免疫組織化

学法 で はproHB-EGFが 特 異 的 に 染 色 され る こ と よ り、 黄 体期 早期 で は

ectodomainsheddingに よる溶解 型HB-EGF(sHB-EGF)の 産 生が促進 さ

れ、逆 に、proHB-EGF蛋 白が減 少 して いる もの と考 え られる。黄体期早期で

はsHB-EGFは パ ラク ライ ン作用 を介 し、黄体細胞の増殖を促進 し、黄体期後

期ではsheddingが 抑 制 され増加 した膜 ア ンカー型proHB-EGFがjuxtacrine

作 用 を介 し黄 体細胞 の アポ トー シス を誘導す るもの と考え られる。 また、ラッ

ト卵巣において、erbBImRNAの 発 現 を認め るがerbB4mRNAの 発現 が認 め

られな いこ とか ら、HB-EGFの 作用 はerbB1受 容体 を介 して機能す るもの と

も考 え られる。動脈の平滑筋細胞 、外英膜細胞にもHB-EGF蛋 白の強 い発現

を認め る結果 は、HB-EGFは 卵 巣機能 のみな らず卵巣構造 の リモデ リングにも

関与する可能性が示唆される。

結論

HB-EGFお よびその受容体がラット卵巣において細胞特異的ならびに排卵周期

特異的に発現し、未熟卵胞の増殖、黄体形成、退縮に関与することを明らかに

した。以上の成績からHB-EGFは 卵巣局所因子として卵巣機能および組織構

築に重要な役割を果たしていることが示唆された。この検討成績は未熟卵胞の

体外培養系の確立にも大いに寄与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1)

Differentialexpressionofheparin-bindingepidermalgrowthfaxtor-like

growthfactorintheratovary

MolecularCellularEndocrinology214:1-8,2004
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(3)Invitro加 齢の ヒ ト単 為発生卵核 の経 時的変化 に及ぼす影響

未熟卵胞、卵子の体外培養系の確立を目的とする際には、invitroに おける卵

子の加齢が、その後の卵の発育能、正常性に及ぼす影響に関し検討を加える必

要性がある。そこで、体外培養によるinvitroの 加齢がヒト卵において単為発

生後の核の経時的変化に影響するか否かに関し基礎的検討を加えた。

研究目的

受精機構の詳細な情報を得ることは、卵子活性化機構、初期胚発育機構の研究

において重要であることは言うまでもない。しかしヒト卵子に関しては未だ十

分な検討がなされていない。今回、ヒト卵における受精機構のモデルとして単

為発生に着目し、特に、体外培養系ではさけられないinvitroに おける卵子加

齢の卵子核に及ぼす影響に関し基礎的研究を試みた。

研 究 方 法

体 外 受精 時 に受 精 が 認 め られ な か った1dayold(採 卵 後20-24時 間)お

よ び2dayold(採 卵 後44-50時 間)の 非 受 精 卵 をinformedconsentを

得 て使 用 した 。5μMcalciumionophoreA23187で5分 間 処 理 後 、10μM

puromycin添 加 培 養 液 中 で 培 養 し、1、2、4、6、8時 間 後 の 核 の 状 態 を

観 察 した 。核 染 色 は 透 明帯 を0.1%pronaseで 融 解 し、固 定 後 、Hoechst33328

を用 い て 行 っ た 。 蛍 光 顕 微 鏡 下 に 各 培 養 時 間 に お け るmetaphaseII(MII),

anaphase/telophaseII(A/T),前 核(PN)の 出現 率 を検 討 した 。

研究成績

1)91個 の1dayold卵 と94個 の2dayold卵 のpuromycin培 養6時 間

後 の活性化 率 は各 々95.6%,95.2%で 両群 とも高 い活 性化率 を示 した。

2)核 の経 時的変化 に関す る検 討 では、1dayold卵 ではpuromycin添 加2

時 間後 ではすべて の卵 がMIIに 留 まってお り、4時 間後 には21卵 中6卵

がA/Tス テー ジに達 して いた が、PNは 認 め られなか った。6時 間後で は

25卵 中19卵 がA/T,5卵 がPN期 、8時 間後 で は20卵 中17卵 がPN

期 まで発育 して いた。一方 、2dayold卵 で は2時 間後す で に21卵 中1

3卵 がA/T期 まで達 してお り、6時 間後 には86.4%の 卵 に前核 を認め、1
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dayold卵 に比 し、核 の進行 速度が著 明 に促進 している結果が得 られた。

考察

本研究によ り細胞内カルシウム上昇薬剤であるcalciumionophoreと 蛋 白合成

阻害剤 であ るpuromycinに よ り卵子 の加齢 に関連 な く90%以 上 と高率 に ヒ

ト卵 の活性化 を誘起 することが可能であることが明 らかとなった。0方 、活性

化 後 の卵子核 の進行 は、加齢の進んだ卵で進行速度が促進することを明 らかに

した。加齢 による活性化後の卵子核の進行速度の促進機構は不明であるが、 マ

ウス 、 ラ ッ トで は加 齢卵 のmaturationpromotingfactor(MPF)お よ び

mitogenactivatedproteinkinase(MAPK)活 性 の低 下が報告 されて いる。従

って 、Calciumionophore添 加 に よ る細 胞 内 カ ル シウ ム 濃 度 の増加 による

cytostaticfactor(CSF)の 不活性化 、続 くpuromycin処 理 によ る新 たなCSF

産 生の阻害 はinvitro加 齢卵 にお いて低 下 して い るMPFの さ らな る活性低 下

を招き、新鮮 卵 に比べ、よ り早期 の第二減数分裂の再開、前核形成が もた らさ

れるものと推察される。

結論

Calciumionophoreお よびpuromycin処 理 によ りヒ ト卵 にお いて も高率 に活

性化を誘起す ることが可能であること、さらにinvitro加 齢 は活 性化後 の核 の

進行 を促 進す る ことを明 らかにした。以上の成績は卵子活性化および受精過程

解 明に寄与するものであ り、長時間の体外培養 による卵子の加齢 は胚発育の異

常を誘起する可能性が示唆され、今後のさらなる検討の必要性を明 らか にした。

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2)

Nucleardynamicsofparthenogenesisofhumanoocytes:Effectofoocyte

aginginvitro

GynecolObstetInvest58:155-159,2004

(4)ヒ ト卵細胞膜と精子の融合におけるインテグリンの役割に関する研究

未熟卵胞および未熟卵の体外培養による成熟卵の確保を目的とした場合、透明
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帯硬化などによる体外培養卵の受精障害が惹起される可能性がある。また、未

熟卵胞の凍結保存においても同様の現象が起 こることも十分に予想される。こ

の観点から受精機構とくに卵子と精子の相互作用の詳細を明らかにすることは

重要な課題である。精子と透明帯の結合 ・融合に関 しては多 くの報告が認めら

れるが卵細胞膜と精子の結合 ・融合メカニズムに関しては未だ十分に解明され

ていない。近年、マウスにおいて、卵細胞膜 と精子の結合 ・融合に接着因子、

CD9な どのtetraspaninefamilyの 関与が報告された。今回、接着因子の0つ

であるインテグリンのヒト卵細胞膜 と精子の融合における役割に関し検討した。

研究 目的

マウス卵子細胞膜 と精子の結合 ・融合に関 しては、 これまで精子のfertilinや

cyritestinの デ ィスイ ンテ グ リン領域 と卵細胞膜のインテグリンの関与が強 く

示唆されてきた。特にモノクロナル抗体 を用いた阻害実験よ りイ ンテグ リンα

6β1が 卵細胞膜 上の精子受容体 の最 も有力な候補であるとされてきた。しか し、

α6ノ ックア ウ トマ ウス にお いて卵細胞膜 と精子 の結合 ・融合が阻害されない

実験結果がえ られ、イ ンテグリンが実際に卵細胞膜 と精子 の結合 ・融合 に関与

するか否か再考が求め られている。 ヒ トにおいては、卵細胞膜 に各種のインテ

グリンが発現 していることが報告 されているが、インテグ リンの卵子 と精子 の

結合 ・融合における役割は未だ不明である。今回 ヒ ト卵細胞膜における種々の

インテグリンサ ブユニッ トの発現な らびに透明帯除去 ヒ ト卵を用 いたspem-

oocytebindingandfusionassayに よ りヒ ト卵細胞膜 と精 子 の結 合.融 合 過

程 にお けるイ ンテグ リンの関与に関 し検討 した。

研究方法

体外受精時に受精が認め られなかった非受精卵をinformedconsentを 得て使

用 した。

免疫組織化 学:酸 性 タイ ロー ド液処 理 にて透 明帯を除去 したヒ ト非受精卵を2%

パ ラホルム アルデ ヒ ドで固定後 、各 種の抗イ ンテグリンサ ブユニ ッ ト(α1,α

2,α3,α4,α5,α6,αV,αM,β1,β2,β3,β4,β5,β6)モ ノクロナル抗体 添 加

培 養 液 で1時 間 培 養 し た 。 洗 浄 後 、Fn℃ で ラベ ル した 第2抗 体 お よ び

Hoechst33342で 二重染色 し、蛍光 顕微鏡 下 に卵細胞膜にお ける各種インテグ

リンサブユニ ットの局在を検討 した。

一17一



卵細胞膜への精子結合 ・融合:透 明帯 除去卵 を各種 抗 イ ンテグ リンサ ブユニ ッ

ト抗 体 で 処 理 後 媒 精 し、 卵 細 胞 膜 へ の 精 子 の 結 合 お よ び 融 合 状 態 を

Hochst33342を 用 いたDyetransfertechniqueに よ り解 析 した。

研究 成績

各種イ ンテ グリンサブユニ ッ ト抗体 による局在の検討では、 α2,α3,α5,α6,

αV,αM,β1,β2,β3,β4,β5,β6イ ンテ グ リンサ ブユニ ッ トが ヒ ト卵細胞膜

上に発現 していることが確認された。一方、 α1、 α4サ ブユ ニ ッ トの発現 は

確 認で きなか った。また、各種インテグ リンの染色パターンは卵細胞膜全面 に

認め られるものか ら、一部のみ染色されるものまで個々の卵で相違が認められ

た。抗イ ンテグリン抗体処理による媒精実験では、卵細胞膜に発現を認めたす

べてのαサ ブユニッ トおよび β1,β2,β3抗 体 の添加 によ り最高55%程 度 の

結合精子数 な らびに融合精子 数の減少が認め られた。 しか し、全精子数(結 合

精 子数+融 合精 子数)に 対 す る融合 精子数 の割 り合 いは対照群 と差は認め られ

ず、インテグ リンは精子結合に関与するものの、融合には直接関与 しない可能

性が強く示唆された。

考察

本研究によ りヒ ト卵細胞膜 にα2,α3,α5,α6,αV,αM,β1,β2,β3,β4,β5,

β6の 各サ ブユ ニ ッ トが存在 して いる こと、また、 α1、 α4の 局在 が認め ら

れない こ とを明 らか にした。さらに、卵細胞膜 に存在するインテグリンサブユ

ニッ トに対する抗体 を用 いた精子 と卵細胞膜の結合 ・融合実験か らβ4,β5,

β6以 外 の抗 イ ンテグ リン抗体 は卵細胞膜への精子の結合 を抑制することが明

らかとなった。 しか し、その抑制率は最大55%で あ り、 さ らに結合 した精子

のそ の後 の融合 は阻害されない結果よ り、今回検討 した各インテ グリンサブユ

ニ ットは卵細胞膜への精子の結合 に関与す る可能性はあるが、その作用は補完

的 もしくは部分 的な ものである もの と推測 され る。最近マウスで α9β1が

ADAMの 受 容体 で あ り、fertilinβ のデ ィスイ ンテ グ リン領域 に特 異的に結合

することが報告 されてお り、今回は検討 していないが、 α9β1が ヒ ト卵 にお い

て も卵細胞 膜 と精子 の結合に関与する可能性は残されている。近年 α3お よび

β1ノ ックアウ トマ ウス卵子 は精 子 と正常に結合 ・融合す ることが報告 され、

本研究結果 と考えあわせれば卵細胞膜 のインテ グリンは精子 との相互作用 に必
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須のものではないもの と推測 される。また、結合と融合は異なった現象であ り、

インテグリンは少なくとも精子の融合には関与 しないものと考え られる。現在、

ノックアウ トマウスの実験 より卵細胞膜のCD9が 精子 と卵 子 の融合 に最 も重

要な役割 を担うことが報告 され、本研究結果か らもCD9は イ ンテ グ リン以外

の蛋 白とtetraspaninwebを 形 成 し卵細胞 膜 にお け る精子受容体 として作用 し、

卵細胞膜 と精子の融合過程の初期に関与することが示唆される。

結論

各種抗インテグリンサブユニット抗体による卵細胞膜 と精子の結合阻害実験結

果よりインテグリンは精子の卵細胞膜への結合ステップの一つには関与するも

のの、結合および融合機構に重要ではなく、インテグリン以外の蛋白が重要な

役割を担うものと考えられた。以上の成績は未熟卵胞の体外培養で得られる卵

子のその後の受精、胚発育の研究に極めて有意義なものである。

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3)

Integrinsarenotinvolvedintheprocessofhumansperm-oolemmal

fusion

HumReprod19:639-644,2004

(5)ヒ ト精子形成遺伝子に関する研究

ヒト不妊症の原因の一つとして男性不妊が大きな要因を占めるが、ヒトにおい

て精子形成に関与する遺伝子、精子形成メカニズムに関しては十分に解明され

ているとは言えない。近年、マウス、およびラットにおいて精巣および精子特

異的に発現する遺伝子が数多く報告されるに至っている。これらの遺伝子群の

ヒト精子形成における役割を検討することは無精子症の原因の解明、しいては、

これらの症例に対する妊孕能の回復につながることが期待される。

研究 目的

ヒト精子形成過程に関与する遺伝子を同定するため、マウスspermatogenesis,
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spermiogenesisに 関 与 す る と報 告 され て い る遺 伝 子 を も とに、genomic

databaseを 利用 して ヒ ト遺伝子cDNAの 単離お よびそ の機 能解 析 を試 みた。

(a)ヒ トOPPO1遺 伝子 、MEI1遺 伝子 の単離お よび発現 ・機 能解析

研究方法

GenBankを もとにマ ウスOppo1,Mei1遺 伝子 のア ミノ酸配 列 と相 同性 を有

す る ヒトゲノム配列にプライマーを設定 し、ヒ ト精巣cDNAラ イ ブラ リー を用

いてPCR,5'RACEお よび3'RACE法 を施 行 し、 ヒ トOPPO1、MEIIcDNA

を単離 した。

ヒ トOPPO1,MEIIcDNAを 用 いてイ ン トロンをはさむ形で プライマーを設定

し、クロンテック社のヒ トcDNAパ ネル を用 いてPCRを 施行 しOPPO1お よ

びMEI1の 臓器発 現パ ター ンを解 析 した。 また、ヒ トMEI1遺 伝子 と ヒ ト無精

子症 の関係 を解 析するために、無精子症患者のDNAを 用 いてmutation解 析

を施行 し得 られた、4つ のsingle-nucleotide-polymorphism(SNP1,2,3,4)

に関 し患者 と対 照群で 出現頻 度 を比較検討 した。

研究成績

マウスMei1お よびOppo1遺 伝子 の ア ミノ酸配列 を もとに ヒ トMEI1,0PPOl

cDNAを 単離 した。 ヒ トMEI1遺 伝子 は2714bpと2609bpの2つ の転写体 を

有 してお り、各々642個 と607個 のア ミノ酸 を コー ドし、22番 染色体 に存在

して いた。 マウス とはアミノ酸 レベルで77%の 相 同性が認 め られ 、発 現パ ター

ン解析では精巣優位な発現を認めた。 ヒ トMEI1のmutation解 析 にてORF

内に4っ のSNPを 検 出 した。SNP3お よびSNP4の アメ リカ人 にお けるア レ

ル 出現頻 度 は正常群 と無精子症群で有意差が認め られた。一方、OPPO1遺 伝

子は257個 のア ミノ酸 をコー ドし、Openreadingframeは183ntか ら9

56ntま で であ り、17番 染 色体 に存在 して いた。 ヒ トOPPO1遺 伝子 とマ ウ

スOppo1遺 伝 子 は蛋 白 レベ ルで42%の 相 同性 を有 していたが 、マ ウス と異

な り既知のモチーフを有 していなかった。 また検討 した15臓 器 にお ける ヒ ト

OPPO1遺 伝子 の発現 パ ター ンの検 討 では、精巣組織 において優位な発現 を認

めた。
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考察

マウスMei1遺 伝子 のエ ク ソン12の 部分 的欠失 も しくは完 全欠失 により、フ

レームシフ トが生じ不完全なアミノ酸が形成され、精子形成過程で減数分裂停

止が起 こりroundspermatid,elongatedspermatidな どが まった く見 られず

無精子症 を呈する。 ヒトMEI1のcodingregionに お いて4つ のSNPが 認め

られ 、アメ リカ人無精子症患 者とコン トロール群の比較ではSNP3お よびSNP4

のア レル 出現頻 度 に有 意差 が認 め られた ことより、MEI1遺 伝子 は精子 形成 と

くに減数分裂 に重要な役割 を担っていることが示唆された。一方、マウスOppo1

蛋 白はサル モネ ラ菌 の鞭 毛基 底体 桿蛋白と共通のアミノ酸配列 を有 しているこ

とよ り、精子鞭毛の形成および機能に関与す る遺伝子であることが推測されて

いる。また、マウスOppo1は 成熟 マウス精巣 に特異的 に発 現 してお り、mRNA

はspermatidか らelongatedspermatidに 特異 的 に認 め られ、spermiogenesis

に関与す る と考 え られて いる。 ヒ トOPPO1蛋 白は鞭 毛基 底体桿蛋 白を有せず 、

マ ウスとは異なる機能 を示す ものと考 え られるが、マウスとのアミノ酸 レベル

での高い相同性、また、精巣特異的に発現 を認めることを考えあわせれ ば、 ヒ

トOPPO1遺 伝子 も精子 形成過程 で何 らか の役割を有 していることが示唆され

る。

以上の研究成果はヒト精子形成メカニズム解明の0端 を担うものであり、生殖

医療の発展に大いに寄与するものである。

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4、5)

Isolationandexpressionanalysisofthetestis-specificgene,human

OPPOI

JAssistReprodGenet21:129-134,2004(資 料4)

PolymorphicallelesofthehumanMEIlgeneareassociatedwithhuman

azoospermiabymeioticarrest

JHumanGenetics(inpress)(資 料5)

(b)ヒ トTISP50に 関す る研 究
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研 究 方 法

1.ヒ トTISP遺 伝 子 フ ァ ミ リー の発 現 様 式

報 告 さ れ た80個 の マ ウスTispは 大 部 分partialcDNAで あ っ た た め 、Genome

databaseを 利 用 して 、 そ の 相 同性 か らfulllengthcDNAの 同定 を試 み た 。 そ の 後

マ ウ スTisp遺 伝 子 群 とア ミ ノ酸 レベ ル で ヒ トゲ ノム シー ク エ ンス と相 同性 を有

す る部 位 を検 索 した 。 結 果 、80のTispcDNAの うち ヒ トにお い て 相 同性 を 有 す

る 部位 が 検 出 され た も の は28個 で あ っ た 。 相 同部 位 に プ ライ マ ー を 設 定 し、

ヒ ト成 人 組織 か ら構 成 さ れ たcDNAラ イ ブ ラ リー を鋳 型 と してPCRを 施 行 し

た。

2.ヒ トTISP50,TISP15及 びTISP43cDNAの 単 離

検 討 した28個 の ヒ トTISP遺 伝 子 の 内TISP50,TISPI5,TISP43の3個 の遺 伝 子

が ヒ ト精 巣 特 異 的 発 現 を 示 した た め 、これ らのcDNAの 単 離 を試 み た 。Genome

databaseを 用 いた 解 析 よ り、 マ ウ スTisp50は マ ウ スShippo1遺 伝 子 とTispl5は

Oaz3と またTisp43はTesplと そ れ ぞ れ 同0の もの で あ り、Tisp50,Tisp15及 び

Tisp43cDNAは 全 てpartialcDNAで あ る こ とが 判 明 した 。 ヒ トTISP50cDNAを

単 離 す べ くマ ウスShippolの ア ミ ノ酸 配 列 と相 同 性 を有 す る ヒ トゲ ノム シー ク

エ ンス 領 域 に プ ライ マ ー を設 定 し、 ヒ ト精 巣cDNAラ イ ブ ラ リー を鋳 型 と して

PCRを 施 行 、そ の後5RACE、3・RACEを 施 行 し シー ク エ ンス 解 析 した 。

3.ヒ トTISP50,TISPI5及 びTISP43の 発 現 パ タ ー ン

ヒ トTISP50,TISPl5及 びTISP43の 発 現 様 式 を解 析 す る た め にそ れぞ れ イ ン ト

ロ ン を挟 む形 で プ ライ マ ー を設 定 し、PCRを 施 行 し、 臓 器 発 現 パ タ ー ン を解 析

した 。

研究成績

マウスで精巣特異的な発現を示す80個 のTISP遺 伝子 フ ァミ リー の うち ヒ トに

お いて も相同性を有する28のTISP遺 伝子 を解析 したが、 この うち5つ は ヒ ト

精 巣 に発 現が認 め られ なかった。また、マウス同様 ヒ トにおいて も精巣特異的

な発現を示 したのはTISP50,TISP15及 びTISP43の わずか3つ の遺伝子 にす ぎ

ず、残 り20の 遺伝子 は ヒ トで は精巣 のみ な らず様々な組織で発現が認め られ

た。ヒトTISP50は254個 のア ミノ酸 をコ..__ドしてお り、そのOpenReadingFrame

は270ntか ら1034ntま でで あ り、マ ウス とは アミ ノ酸 レベルで93%と 高 い相 同

性 を有 して いる ことが明 らか となった。 しか し、6っ のPro-Gly-Proリ ピー トを
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有 す る もの の 既 知 の ドメ イ ン は コ ー一ドされ て いな い こ とが 判 明 した 。TISP43及

びTISPI5に 関 して は 共 に5・RACEを 施 行 した も の の 、 そ の ス タ ー トコ ドン を検

出す る こ とは で きず 、今 回単 離 したcDNAは と も にpartialcDNAと 考 え られ る 。

しか しな が ら、TISP43はtrypsin-likeserineproteaseド メイ ン を コ ー ドして い る

こ と、 ま たTISP43及 びTISPI5の マ ウス との ア ミ ノ酸 レベ ル で の相 同性 はそ れ

ぞ れ43%及 び78%で あ る結 果 が 得 られ た 。 発 現 パ タ ー ン解 析 で は 、 今 回単 離

した3っ のcDNAは 全 て精 巣 に強 く発 現 して い るが 、 膵 臓 に もわ ず か にバ ン ド

が 認 め られ た 。

考察

本研究によりマウス精巣特異的に発現する80個 のTisp遺 伝子 の内 、 ヒ トと相

同性 を認め る ものは28遺 伝子 で あ り、 この うち5個 の遺伝子 は ヒ ト精巣 に発

現 を認め ないことが明 らかとなった。一般的には、機能的に重要な役割を担 う

遺伝子は種 を通 じて保存 されていることより、これ ら5つ の遺伝子 はマ ウスで

も精子形成 に重要ではないもの と考えられる。 また解析 した28の ヒ トTISPに

お いて精巣優位 な発 現パ ター ンを認めたのはわずか3個 にす ぎず 、マ ウス とヒ

トとにお いて生物学的な不一致が存在することが明 らか となった。マウスTisp43

は精子 が卵 細胞 の透 明帯 を通 過す る 際 に重要であることが知 られてお り、マ

ウス とヒトTISP43と の高 い相 同性 よ りヒ トで も同様 な機能 を持つ ことが推測

される。マウスTisp50蛋 白は精 子尾部 に沿 って存在 し精子の運動能に関与 して

いることが報告されてお り、マウスとヒトとの93%と 高 い相 同性 を考 慮す る と

ヒ トで も同様の機能をもつ ことが示唆される。さらに、ヒ トTISP50はImprinting

領域 であ るllp15.5に 存在す るため ヒ トにお いてImprintingを 受 けて いるか否

か今後解 析が必要である。

結論

本研究において3個 のヒト精巣特異的な遺伝子を単離 した。その発現パターン

及びアミノ酸配列から単離した遺伝子がヒト精子形成に重要な役割を担って

いる可能性が示唆された。

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6)

Thehumantranscriptinducedinspermatogenesis50

ReprodMedBiology3:237-243,2004
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