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は じ め に

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．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，卵成熟不全や胚発育不

全が生じていると推測される．

ヒト体外受精胚移植の臨床成績を最も左右するの

は，体外培養によって得られる胚の質である．胚の質

を改善するためには，体外培養による胚発育不全の分

子機構を解明し，胚発育を調節する因子を明らかにす

ることが必要である．また，質の高い胚を得るために

は，良質な成熟未受精卵を採取するとも重要であるが，

母体由来パラクライン因子による卵成熟機構の詳細は

明らかではない．

我々は，ヒト体外受精胚移植の臨床成績向上にむけ

て，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研究を継続してきた．本稿

では，秋田医学会学術賞受賞講演での講演内容を中心

に，これまで我々が同定した新規因子について概説す

る．

胚 発 育

卵巣内の卵胞中で，卵母細胞は主に下垂体由来の

FSHとLHの作用により発育する．最大に発育した排

卵前卵胞は，排卵刺激であるLHサージに反応する能

力を持ち，下垂体からのLHサージにより排卵が惹起

される．排卵された卵は，その周囲を卵丘細胞と呼ば

れる母体の細胞に取り囲まれており，卵管膨大部にお

いて精子と受精すると，卵丘細胞が脱落する．受精し

た卵は，卵割を続けながら卵管内を子宮の方向に移動

し，胚盤胞と呼ばれる発育段階に到達すると子宮内に

入る．子宮内で胚盤胞は透明帯という胚の殻から脱出

し（hatching），子宮内膜に接着する．接着した胚盤胞

の外側の栄養膜外胚葉層はトロホブラストに分化し，

子宮内膜に浸潤して着床がおこる．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（図1）．
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新規胚発育調節因子の同定

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，母体卵管・子宮内膜でのリガンドの産

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．その結果，新規胚発育調節因子

として，GnRH-I，レプチン，transforming growth
 

factor alpha(TGFA)，brain derived neurotrophic
 

factor(BDNF)，glial cell-line derived neurotrophic
 

factor(GDNF)を同定した ．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 ．

GnRH-Iのマウス着床前期胚発育促進，

アポトーシス抑制作用

本稿では，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-Iの成績を示した．Real-

time RT-PCRによる測定の結果，GnRH-I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2a）．一方，着床前期胚における

GnRH-I受容体（GnRHR-I）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2b）．さらに，GnRH-I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

2b）．また，胚盤胞ではGnRH-I，GnRHR-I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 ．

これらのリガンド，受容体の発現パターンから，

GnRH-I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．

GnRH-I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-I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-Iアゴニストを添加した．2細胞期胚を

144時間培養し，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-I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2c）．次に，GnRH-I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-I濃度を増加させた状態でGnRH-I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-I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2d）．さらに，GnRH-I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
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図1.胚発育と母体由来パラクライン因子に関する仮説
卵管・子宮で産生されたパラクライン因子が，その特異的受容体を発現している胚に作用し，胚の発育を調
節する．
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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3a）．実

際，GnRH-I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3b），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3c）．以

上から，GnRH-I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．

マウス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sur-

vivin(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survivinの発現抑制を

秋 田 医 学
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図2.GnRH-I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．ゴナドトロピン投与，妊娠によってGnRH-I mRNAの発
現量は変化しない．PMSG:pregnant mare serum gonadotropin,hCG:human chorionic gonadotropin，
(b)着床前期胚におけるGnRH-I,GnRHR-I mRNAの発現変化．GnRH-I,GnRHR-I mRNAの発現量は
胚の発育段階で変化する．(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．GnRHアゴニストは，単独胚培養において2細胞期胚のhatched胚盤胞までの発育を促進し，アポトー
シスの発生（caspase-3陽性胚）を抑制する．(d)GnRHアンタゴニスト（GnRH AN）の胚発育（上段），
アポトーシス（下段）への作用．GnRHアンタゴニストは，集合胚培養において2細胞期胚のhatched胚盤
胞までの発育を抑制し，アポトーシスの発生を増加させる．これらのGnRHアンタゴニストの作用は過剰量
のアゴニストによりブロックされ，GnRHR-Iを介した作用と考えられる．,P＜0.05(文献1より一部改変)
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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，survivinは全ての発育段階

の胚に発現が認められた（図4a）．また，エクソン2が

消失したスプライスバリアント（238 bp）は4細胞期

胚，胚盤胞，拡張期胚盤胞のみに認められた（図4a）．

免疫染色によるタンパクレSupica-Syobou,ベルの検

討では，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 ．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 3 assay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

4b）．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

正常胚ではアポトーシスを誘導しない濃度（0.1μM）

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4c）．これらの結果から，survivin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．

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

本稿では，代表例として，TGFAによるsurvivinの

発現調節のメカニズムを示した．Caspase3 assayによ

る検討では，単独胚培養においてTGFAはマウス胚

盤胞のアポトーシス発生を抑制し（図5a），その効果は

TGFAの中和抗体によりブロックされた ．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の発現量を増

加させた（図5b）．さらに，アンチセンスによりsur-

vivinの発現抑制を行った胚は，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5c）．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
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図3.GnRH-Iの胚のアポトーシス抑制機構
(a)GnRHアンタゴニスト（GnRH AN）による胚のアポトーシス誘導に対する各caspase抑制剤の作用．
アポトーシスの内因経路に関与するcaspase-3,-9の抑制剤により，GnRHアンタゴニストのアポトーシス
誘導作用がブロックされる．(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）．活性化ミトコンドリアに取り込まれ，蛍光を発するdye
は，GnRHアンタゴニスト処理した胚ではほとんど認められない．免疫染色により，コントロールではミト
コンドリアの局在に一致して認められたシトクロムCは，GnRHアンタゴニスト処理した胚では，細胞質内
にびまん性に広がり，ミトコンドリアからの放出が示唆される． ,P＜0.05(文献1より一部改変)
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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 ．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real-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の発現量を増加させ

ることが示された（図5d）．

卵 成 熟

卵巣内に存在する第一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，卵巣顆粒膜細胞，莢膜細胞に局在しており，卵

には殆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6）．

新規卵成熟パラクライン因子の同定

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（Affymetrix
 

mouse MGU74v2 array;遺伝子数＞45,000 genes）を
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図4.着床前期胚におけるsurvivinのアポトーシス抑制因子としての役割
(a)着床前期胚のsurvivin mRNAの発現．Full lengthのsurvivin（348 bp）は全ての発育段階の胚に発現
している．エクソン2が消失したスプライスバリアント（238 bp）は4細胞期胚，胚盤胞，拡張期胚盤胞のみ
に発現している．(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)．
アンチセンスにより胚のsurvivin発現を抑制すると，アポトーシスが誘導される．その作用はstaurosprine
による胚ストレスにより増強される． ,P＜0.05（文献8より一部改変)
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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．その結果，100以下の

遺伝子数に絞り込むことができた．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により検討し，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，

BDNF，insulin-like 3(INSL3) ，GDNF，を同定
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図5.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．TGFAは，胚のアポトーシスの発生（caspase-3陽
性胚）を抑制する．(b)TGFAによる着床前期胚のsurvivin発現増加作用．TGFAは胚のアポトーシスを抑
制するとともに，survivinの発現を増加とさせる．(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．コントロール，ミスセンス群で認められたTGFAによる胚のアポ
トーシス抑制作用は，アンチセンス群では認められないことから，TGFAはsurvivinの発現増加により抗ア
ポトーシス作用を示す．(d)PI3K抑制剤のTGFAによる胚のsurvivin発現増加作用のブロック．TGFA
による胚のsurvivin発現増加効果はPI3K抑制剤（LY:LY294002,WO:wortmannin）によって打ち消さ
れる． ,P＜0.05(文献3より一部改変)
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した．

BDNFの卵成熟促進作用

本稿では，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7a）．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 ，BDNFの核成熟への作

用は，生体内でLHサージ後数時間で惹起される卵核

胞崩壊の促進ではなく，その後の第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7b,c）．BDNFの卵核胞崩壊への

影響を検討するため，排卵前卵胞培養を行ったところ，

BDNFは卵核胞崩壊を誘導しなかったが ，卵-卵丘細

胞複合体培養を用いて，第1極体の放出への作用を検

討したところ，BDNFは第1極体の放出を促進した

（図8a）．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たことから，TrkBを介し

た特異的な作用であることが示された ．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-体

外受精-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．BDNFは卵の体外成熟―体外受精―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8b）．
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図6.卵成熟と母体由来パラクライン因子に関する仮説
下垂体前葉よりLHサージとして産生されたLHは，その受容体を発現している卵巣莢膜・顆粒膜細胞に作
用し，それらの細胞から産生される局所のパラクライン因子が，その特異的受容体を発現している卵に作用
して卵成熟が誘導される．
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FSH刺激後に雌マウスにTrk抑制剤を投与し，hCG

投与により排卵させて第1極体放出率を測定したとこ

ろ，第1極体放出の抑制が認められた．さらに，Trk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ところ，

胚盤胞数・胚盤胞細胞数の減少が認められ（図8c），

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．

お わ り に

我々は，一連の研究により胚発育不全の分子機構を

解明し，胚の発育を調節する因子を明らかにしてきた．

さらに，母体由来パラクライン因子が卵成熟に重要で

あることも示してきた．これらの研究成果により，新

たな卵・胚培養液の開発に関する特許を取得した．今

後は，動物実験からヒトへの応用を進め，ヒト体外受

精胚移植のさらなる治療成績向上を目指していきた

い．
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図7.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)
BDNFの発現はhCGにより急増し，hCG後3時間でピークに達しその後漸減する．一方，BDNFの受容体
であるTrkBの発現はゴナドトロピン投与では変化しない．BDNFは卵巣顆粒膜細胞および卵丘細胞で産生
され，TrkBは卵に特異的に発現している．(文献9より一部改変)
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図8.BDNFの卵成熟作用
(a)in vitro における第1極体放出作用．BDNFは第1極体の放出を促進する．C:control (b)in vitro
における細胞質成熟作用．BDNFは卵の受精率（2細胞/MII期卵），胚発育率（胚盤胞/MII期卵）を促進
する．体外成熟において，BDNFは核成熟卵の細胞質成熟の指標となる細胞内グルタチオン（glutathione;
GSH）濃度を増加させる．GV期卵:未熟卵．(c)in vivo における卵成熟作用．In vivo でTrk抑制剤を
作用させ，卵巣におけるBDNF/TrkBシグナルを抑制すると，卵の第1極体の放出が抑制され，動物あたり
の得られる胚盤胞数が減少し，胚盤胞あたりの細胞数が減少する．K252a:Trk抑制剤，K252b:細胞膜非透
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