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第一章 

緒論 

 

性分化，卵子形成と二次卵胞の形成 

哺乳動物における性の決定は，マウスでは胎生 11.5 日，ヒトでは妊娠 8 週以降の胎児形

成期の早い段階で起こる。性決定には，性染色体が関係しており，性染色体が XX であれば

卵巣を持つ雌個体となり，性染色体が XY であれば精巣を持つ雄個体となる。これらの生殖

組織内には始原生殖細胞 (Primordial Germ Cell; PGC)とそれを支持する体細胞が混在してお

り，PGC は Y 染色体上に存在する SRY 遺伝子が発現するか否かにより，精子へと分化する

か，卵子へと分化するかが決定する。Y 染色体上に存在する SRY 遺伝子が発現すると，転

写因子である SRY-box 9 (SOX9)の発現が増加し (Sekido and Lovell-Badge, 2008)，これに伴い

Fibroblast Growth Factor 9 (FGF9)の転写レベルが増加する (Colvin et al., 2001; Dinapoli et al., 

2006)。FGF9 は SOX9 の発現をフィードバック作用により支え (Kim et al., 2006)，この結果

SOX9 の分泌レベルが維持され，セルトリ細胞の形成，精細管の形成，中腎から精巣へのラ

イディッヒ細胞前駆体細胞の移入，血管の形成を促進し，精巣が形成される。また精巣では，

レチノイン酸の合成が誘導されないため，精子の減数分裂が誘導されず，性成熟を迎えるま

で精巣には精母細胞が存在することとなる (Van Pelt et al., 1991; Endo et al., 2019)。一方，Y

染色体を有さない雌では，SRY 遺伝子が発現しないため，SOX9 の発現が誘導されず，この

代わりに WNT4 が発現し，ライディッヒ細胞への分化を抑制し卵巣が形成される (Vanio et 

al., 1999)。卵巣内の体細胞では Bone Morphogenetic Protein 2 (BMP2)の転写レベルが増加し，

PGC を刺激し，転写因子 Zinc finger GATA like Protein 1 (ZGLP1)の発現を上昇させ，PGC を

一次卵母細胞に分化誘導する (Nagaoka et al., 2020)。その後，レチノイン酸が PGC に作用し

Stimulated By Retinoic Acid 8 (STRA8)を発現させ，一次卵母細胞への分化と減数分裂が誘導

される (Bowles et al., 2006; Baltus et al., 2006; Koubova et al., 2006)。減数分裂を開始した一次

卵母細胞は，第一減数分裂の網状期で減数分裂を停止し，出生後，個体が性成熟を迎えるま

で減数分裂を長期間停止する。一次卵母細胞は，扁平な体細胞 (卵胞上皮細胞)に囲まれ，原

始卵胞となる。その後，扁平な体細胞が一層の立方状の細胞 (顆粒膜細胞)へと変化し一次

卵胞となり，続いて多層の顆粒膜細胞を有する二次卵胞となる。さらに，二次卵胞では卵と

それを取り囲む多層の顆粒膜細胞が強固な基底膜によって包まれ，その周囲に卵胞膜細胞

や血管内皮細胞，平滑筋を含む卵胞膜細胞層が形成される。これらの原始卵胞形成から二次

卵胞までの発育メカニズムはマウスを用いた研究により明らかにされており，原始卵胞の

形成は卵母細胞で発現する転写因子 Factor in germline a (FIGLA)，原始卵胞以降は卵由来の

転写因子 Spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 1/2 (SOHLH1/2 )が LIM 

homeobox protein (LHX8)や Newborn ovary homeobox (NOBOX)，Growth Differential Factor 9 

(GDF9)，POU-type homeodomain—containing DNA-binding protein (POU5F1) の発現を誘導し
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原始卵胞から二次卵胞が形成される (Dong et al., 1996; Soyal et al., 2000; Rajkovic et al., 2004)。

また，近年，Habaraや De Cian らは原始卵胞内の卵母細胞から放出される Oocyte-derived R-

spondin 2 (RSPO2)が卵胞上皮細胞に作用し，Wingless-type MMTV integration site family (WNT)

シグナルを伝達し，卵胞上皮細胞から顆粒膜細胞を形成することを報告している (De Cian 

et al., 2020; Habara et al., 2021)。加えて，新生児の卵巣では，顆粒膜細胞や血管内皮細胞が

Indian Hedgehog (IHH)や Desert Hedgehog (DHH)を発現し，卵巣内に存在する血管周皮細胞を

刺激し，卵胞膜細胞層を形成させることが報告されている (Wijgerde et al., 2005; Spicer et al., 

2009; Ren et al., 2012; Liu et al., 2018; Cowan et al., 2021)。上記のように，卵子や顆粒膜細胞か

ら分泌される因子が各段階で作用し，原始卵胞から二次卵胞の形成を誘導し，この過程を経

ることで卵子は十分な発生能を有する卵子へと成熟する。 

 

二次卵胞から後期胞状卵胞までの卵胞発育 

二次卵胞以降の卵胞発育は，視床下部―下垂体系から放出される Follicular-Stimulating 

Hormone (FSH)に依存する。顆粒膜細胞では，FSH に対する受容体 (FSH receptor; FSHR)が

発現し，FSH が刺激すると卵胞発育が開始される。実際，FSH あるいは FSHR 遺伝子欠損

雌マウスでは，二次卵胞以降の発育卵胞が認められず不妊となることが報告されている 

(Kumar et al., 1997; Dierich et al., 1998)。FSH-FSHRシグナルは，顆粒膜細胞のインスリン様

成長因子 (Insulin-like Growth Factor-1; IGF-1)および IGF-1受容体 (IGF-1R)の発現を誘導し， 

IGF-1 が autocrine/paracrine 的に作用すると，顆粒膜細胞の FSHR が発現上昇し，FSH の感

受性を向上させる (Zhou et al., 1997)。また，FSH は顆粒膜細胞における Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF)および Inhibin の発現を亢進し，卵胞膜細胞層への血管新生を誘導する

と共に，卵胞膜細胞の Luteinizing Hormone (LH)受容体 (LHCGR)を形成させ，血管由来因子

や LH への感受性を増加させる。この結果，初期胞状卵胞から後期胞状卵胞へ卵胞発育が誘

導される (Hillier et al., 1991; Fraser et al., 2006; Li et al., 2020)。この VEGF の後期胞状卵胞へ

の卵胞発育における重要性を示した報告として，卵胞発育を誘導する馬絨毛性性腺刺激ホ

ルモン (equine Chorionic Gonadotropin; eCG)と同時に抗 VEGF受容体抗体を投与したマウス

あるいは VEGF 遺伝子欠損マウスでは，卵胞膜細胞層への血管形成が認められず，卵胞発

育不全になることも示されている (Zimmermann et al., 2003; Rico et al., 2014; Sargent et al., 

2015)。加えて，当研究室では，ブタを用いて卵胞表面における血管の有無に着目し，顆粒

膜細胞におけるステロイドホルモンとその生存性について検討を行った。その結果，卵胞表

面に血管が豊富な卵胞では，血管によりもたらされる FSH がコルチゾールを無害のコルチ

ゾンに無毒化し，卵胞発育と卵子の質が担保されるが，血管が無い卵胞ではコルチゾールの

産生が誘導され，コルチゾール依存的なアポトーシスが誘導され，卵子の質が著しく低下す

ることを初めて明らかにしている (Okamoto et al., 2016; Nakanishi et al., 2021)。 

FSH と共に下垂体からパルス状に放出される LH は，卵胞膜細胞の LHCGR を刺激し，

Steroidogenic Acute Regulatory protein (StAR), Cholesterol side-chain cleavage enzyme (CYP11A1), 
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3b-Hydroxysteroid dehydrogenase (3b-HSD)および Androgen 変換酵素 17a-hydroxylase/C17-20-

lyase (CYP17A1)の発現レベルを上昇させる。これらの発現上昇により，Cholesterol を基質と

して Androgen が産生される (Zhang et al., 2004)。一方，下垂体から放出される FSH は顆粒

膜細胞膜上の FSHR を刺激すると P450 aromatase (CYP19A1) の発現を亢進し，卵胞膜細胞

由来の Androgen を基質に Estrogen を合成する (Matson and Collins., 1984)。合成される

Estrogen は，顆粒膜細胞に発現する Estrogen Receptor (ER)に結合すると，Cyclin D2 (CCND2)

の発現を上昇させ，急速に顆粒膜細胞の増殖を誘導する (Robker and Richards, 1998)。この

結果，卵胞が増大し卵胞内に卵胞液が満たされた卵胞腔が形成された初期胞状卵胞を経て，

卵子とその周囲の顆粒膜細胞が丘状に突出した卵丘細胞を有した後期胞状卵胞が形成され

る。卵胞発育が進み，後期胞状卵胞へと卵胞発育する顆粒膜細胞では，LHCGR が発現する。

Estrogen は，フィードバック作用により下垂体から一過的な LH の放出 (LHサージ)を誘導

し，LH が顆粒膜細胞の LHCGR に作用すると排卵が誘導される。したがって，FSH は二次

卵胞から後期胞状卵胞へとダイナミックな形態学的・分子学的変化が生じる卵胞発育を誘

導すると共に，顆粒膜細胞における LHCGR の形成を促進し，排卵期への準備と移行を引き

起こす重要な因子である。 

 

卵子成熟，排卵および黄体化 

Estrogen のフィードバック作用により下垂体から一過的に放出される LH は，卵子成熟お

よび排卵を誘導する。LH は，顆粒膜細胞に高発現する LHCGR に結合すると，Epidermal 

Growth Factor (EGF)-like Factors の一種である Amphiregulin (AREG), Epiregulin (EREG), b-

cellulin (BTC), Neuregulin 1 (NRG1) の発現を誘導する (Park et al., 2004; Shimada et al., 2006; 

Noma et al., 2011; Kawashima et al., 2014)。細胞膜上に発現する EGF-like Factors は，LHCGR

の下流シグナルである Protein Kinase C (PKC)により活性化する切断酵素 A disintegrin and 

Metalloprotease 17 (ADAM17)よって切断され，顆粒膜細胞および卵丘細胞に発現する EGF受

容体 (EGFR)を刺激する (Yamashita et al., 2007; Yamashita et al., 2009; Yamashita et al., 2010; 

Yamashita et al., 2012; Yamashita et al., 2014)。EGF-like factors が EGFR に結合するとチロシン

残基が自己リン酸化により活性化し，細胞内で Ras-MEK-ERK1/2シグナルおよび PI3K-Akt

シグナルが活性化され，Prostaglandin 産生酵素  (Prostaglandin Synthase 2; PTGS2)や

Progesterone 合成酵素群 (StAR, CYP11A1, 3b-HSD)の発現が上昇する。PTGS2 はアラキドン

酸から Prostaglandin E2 (PGE2)の産生を促進し，卵丘細胞の Hyaluronan Synthase 2 (HAS2), 

Pentraxin 3 (PTX3), TNF Alpha Induced Protein 6 (TNFAIP6)の発現を上昇させる。これにより

ヒアルロン酸が産生され，卵丘細胞―卵丘細胞の隙間を満たすと，卵丘細胞の膨化が誘導さ

れる (Davis et al., 1999; Hizaki et al., 1999; Tilley et al., 1999)。卵丘細胞の膨化は，卵子への

cyclic Adenosine Monophosphate (cAMP)の供給を遮断し，顆粒膜細胞や卵丘細胞から卵子へ

高濃度の cAMP 流入が断たれた卵子は，第一減数分裂前期から第二減数分裂中期へと減数

分裂が進行し，卵子が受精可能な状態へと成熟する (Norris et al., 2008; Richards and Ascoli, 
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2018)。この一連の卵子成熟を誘導する出発点は，EGF-like factors による PGE2 の産生にあ

ることから，PGE2 は成熟卵子の形成と正常な受精を担保する必須因子であると理解されて

いる。他方で，Progesterone 受容体 (Progesterone Receptor; PGR)の遺伝子を欠損させた雌マ

ウスでは，卵丘細胞の膨化および減数分裂の再開は正常に進行するが，全く排卵されず不妊

症を呈する (Lydon et al., 1995; Robker et al., 2000)。ラットへの Anti-Progesterone antiserum あ

るいは Aminoglutethimide (CYP11A1阻害剤)，Epostane (3b-HSD阻害剤)の投与は，排卵を抑

制することが報告されている (Lipner et al., 1971; Mori et al., 1979; Snyder et al., 1984)。また， 

PGR のアンタゴニストである RU486 をマウスやラットに投与すると排卵数が著しく減少す

ることも報告されている (Van der Schoot et al., 1987; Sanchez-Criado et al., 1990; Loutradis et al., 

1991; Gaytan et al., 2003)。さらに，PGR 遺伝子欠損雌マウスを用いた解析により，PGR依存

的に発現する A disintegrin and Metalloprotease with thrombospondin motif 1 (ADAMTS1), 

Cathepsin L (CTSL), Endothelin 2 (EDN2), Synaptosomal-Associated Protein 25 (SNAP25)が，成

熟した卵子の排卵を誘起することが示されている (Robker et al., 2000; Ko et al., 2006; Shimada 

et al., 2007)。このように排卵刺激後の顆粒膜細胞では，EGF-like factors により活性化する

Prostaglandin 経路と Progesterone 経路が，それぞれ卵子成熟と排卵を誘導し，受精可能な卵

子を卵胞外へと放出する。排卵された卵子は，卵管膨大部に留まり，精子と受精した後，2

細胞から胚盤胞へと卵割を繰り返し，子宮に着床し，胎仔が形成される。また，排卵後の卵

胞内に残存する顆粒膜細胞は黄体細胞へと分化・増殖し，血管網が張り巡らされた黄体が形

成される。この黄体細胞は，Cholesterol を基質として Progesterone を大量に産生し，妊娠維

持を担う。 

 

研究の目的 

我が国では，妊娠可能な女性のうち，約 10〜15％もの高い割合で不妊症を罹患している

とされる。この割合は，近年の晩婚化や生活習慣の変化に加えて，心理的・身体的ストレス

により右肩上がりに増え続けている (内閣府「少子化対策の現状と課題について」，2014）。

不妊症の発症は，ステロイドホルモンバランスの崩壊が大きく関与し，この中でも，不妊症

の一つである黄体化未破裂卵胞症候群 (Luteinized Unruptured Follicle-syndrome; LUF)は，健

常な女性において 5~10%，不妊症女性においては 25%以上の高頻度に認められる症例であ

る (Marik and Hulka, 1978; Killick and Elstein, 1987)。通常，下垂体から一過的に放出される

LH により，卵巣では Progesterone 産生能が急速に増大し，成熟卵子の排卵が誘導され，顆

粒膜細胞は黄体化する。一方 LUF患者では，FSH が誘導する卵胞発育は正常であり，排卵

を誘導する LH の分泌も正常値を示すにもかかわらず，成熟卵子が排卵されないまま顆粒膜

細胞が黄体化する。LUF患者の特徴は，排卵時の血中 Progesterone濃度が顕著に低いことが

知られるが，この原因には顆粒膜細胞の Progesterone産生能が著しく低いことに起因し，こ

のため成熟卵子が黄体内に留まる (Azmoodeh et al., 2015)。したがって，LUF は，視床下部

―下垂体系は正常に機能するが，顆粒膜細胞の Progesterone産生が低下するという異常を示
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していると考えられる。Progesterone は，滑面小胞体に存在する Cholesterol が StAR により

ミトコンドリアへ運搬され，ここに発現する CYP11A1 および 3b-HSD により産生されるが，

LUF患者では，何らかの要因により Cholesterol の供給不足あるいは StAR, CYP11A1, 3b-HSD

の発現不足により Progesterone 産生が低下すると考えられ，Progesterone 産生機構の全容を

解明することは，LUF の予防ならびに治療のために重要な課題であると言える。 

当研究グループでは，これまでの研究において，新規卵子成熟因子および排卵制御因子の

探索を目的として，卵胞発育期および排卵期の顆粒膜細胞で発現する遺伝子を Transcriptome

解析により網羅的かつ経時的に解析している。この解析結果から，肝臓において Cholesterol

生合成を制御する転写因子 Sterol-Regulatory Element Binding Protein (SREBP)が，卵胞発育期

から排卵期の顆粒膜細胞においても高発現することを見出し，卵巣においても Cholesterol

生合成経路が存在している可能性が示唆された。この SREBP が Cholesterol 生合成を制御す

るメカニズムは，Cholesterol の同化組織である肝臓において先行して研究されており，図 1

に示したように，以下の様に制御されることが報告されている。生体内の Cholesterol 量が

多い時には，肝臓で SREBP が小胞体膜上に発現し，SREBP を正に制御する SREBP-cleaved 

activating protein (SCAP)および SREBP を負に制御する Insulin-induced gene-1 (INSIG-1) と結

合し，SREBP-SCAP-INSIG-1 の三量体を形成する。これにより SREBP の核内移行が生じず，

Cholesterol 合成酵素の発現上昇が起こらず，Cholesterol の新規生合成は起こらない 

(Engelking et al., 2004; Liu et al., 2012)。一方で，生体内の Cholesterol量が低下すると，急速

に INSIG-1 が消失し，SREBP-SCAP の二量体が小胞体からゴルジ体へ移行する (Hua et al., 

1996)。ゴルジ体では 2 つのプロテアーゼ Site 1/2 Protease により修飾を受け，SREBP の N末

端の放出により，核移行する結果，Cholesterol 生合成酵素群の発現を上昇させる (Rawson et 

al., 1997; Sakai et al., 1998)。SREBP-SCAP により発現上昇した Cholesterol 生合成酵素群は，

グルコースの解糖により生じる Acetyl-CoA を基質として Cholesterol の生合成を促進する。

通常，卵巣をはじめとする末梢組織 (Cholesterol異化組織)では，上記機構による Cholesterol

生合成経路が活性化されず，Cholesterol の供給源は肝臓に依存すると考えられてきた。しか

し，卵巣内の顆粒膜細胞において SREBP が高発現していたことから，肝臓と同様に，顆粒

膜細胞においても SREBP, SCAP, INSIG-1 により Cholesterol を生合成する可能性がある。卵

胞発育期における Estrogen 産生の基質は，卵胞膜細胞において Cholesterol を基に産生され

る Androgen を用いることから，顆粒膜細胞において発現する SREBP は，Estrogen産生には

関与しないものと考えられる。一方で，排卵期における Progesterone産生は，顆粒膜細胞に

おいて Cholesterol を基質として Progesterone 産生を増大させることから，SREBP とその制

御因子は，排卵に関与する可能性が示唆された。しかし，顆粒膜細胞において SREBPだけ

でなく SCAP や INSIG-1 が発現するか，いつ，どのようにして SREBP の N 末端が放出さ

れ，Cholesterol 生合成経路が活性化されるか，これが排卵に関与するのかは全く明らかにな

っていない。 

そこで本研究では，哺乳動物の卵巣における Cholesterol 生合成経路の発現とその意義を
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明らかにすることを目的として，研究を行った。まず，第一章の緒論では，不妊症の現状と

排卵時の P4産生との関係，およびその破綻により生じる LUF について論述した。第二章

では，3 週齢の未成熟な C57BL/6 雌マウスに卵胞発育を誘導する eCG を投与し，48 時間後

に排卵を誘導するヒト絨毛性性腺刺激ホルモン (human Chorionic Gonadotropin; hCG)を投与

後，顆粒膜細胞における SREBP，SCAP，INSIG-1 の経時的発現変化と Cholesterol 生合成経

路の活性化時期の検討から，排卵への影響を検討した。第三章では，第二章において排卵刺

激後の INSIG-1 の消失が排卵期の Progesterone産生と排卵に重要であったことから，INSIG-

1 の消失と SREBP の N 末端放出メカニズムを詳細に解析した。第四章の総合考察では，

SREBP による Cholesterol 生合成の活性化メカニズムとその破綻についてまとめ，本研究

結果を基盤とした LUF の新しい予防法や治療法を提案した。第五章の総括では，本研究

を要約した。 
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図1.肝臓におけるSREBP, SCAP, INSIG-1のCholesterol生合成制御メカニズム

A; 血中Cholesterol濃度が高い時，SREBP-SCAP複合体にINSIG-1が結合し，Cholesterol生
合成は抑制される

B;血中Cholesterol濃度が低下すると
①INSIG-1が消失し，SRREBP-SCAP複合体がゴルジ体へ移行する
②SREBPのN末端が切断酵素により切断され放出される
③N末端SREBPが核内に移行し，Cholesterol生合成酵素の発現を上昇させることで，
Cholesterol生合成経路を活性化させる

A. 血中Cholesterol量が高い時

滑面小胞体

N

ゴルジ体

B. 血中Cholesterol量が低い時

滑面小胞体 ゴルジ体

核 Cholesterol

コレステロール生合成経路

N

N

Hmgcr

Cyp51

Dhcr7

Acetyl-CoA
SREBP

SCAP

INSIG

N

①

②

③

N



10 
 

 

第二章 

 

顆粒膜細胞に発現する脂質転写因子 SREBP と制御因子(SCAP，INSIG-1)の 

経時的発現変化とその役割 

 

序論 

 

 一般的に，副腎や精巣および卵巣などのステロイドホルモン産生組織は，肝臓に貯蔵され

た Cholesterol をその担体タンパク質である High-density Lipoprotein (HDL)あるいは Low-

density Lipoprotein (LDL)と結合させ，末梢組織に発現する HDL 受容体 (Scavenger receptor 

type 1; SCARB1)あるいは LDL受容体 (LDL receptor; LDLR)を介してステロイドホルモン産

生に利用する (Rajkumar et al., 1988; Grummer and Carroll, 1988; Gwynne and Mahaffee, 1989 

Azhar et al., 1998; Reaven et al., 2000)。卵巣では，ヒトやブタ，ウシ，マカクザルを含む多く

の動物種において HDL受容体および LDL受容体が存在し (Rajapaksha et al., 1997; Murata et 

al., 1998; Sekar et al., 2000; Argov and Sklan, 2004; Cherian-Shaw et al., 2009)，FSHや cAMP に

応答して HDL および LDL が卵巣に輸送される (Azhar et al., 1988; Reaven et al., 1995; Lai et 

al., 2013)。このことから，卵巣においてもステロイドホルモン合成には，肝臓由来の

Cholesterol が使用されるとこれまで考えられてきた。しかし，近年，Chang らは，マウス卵

巣において，HDL および LDL とこれらの受容体が顆粒膜細胞および卵丘細胞には存在せ

ず，間質細胞，卵胞膜細胞および黄体細胞に存在することを報告している (Chang et al., 2017)。

さらに，HDL受容体の Scarb1 遺伝子を欠損させた雌マウスでは，正常な卵胞発育と排卵が

誘起されることが報告されている (Trigatti et al., 1999)。また，Yamashita らは，ブタ卵丘細

胞―卵子複合体 (Cumulus-Oocyte Complex; COC)を体外成熟培養する際に HDL や LDL-

Cholesterol を多量に含む FCS を無添加あるいは添加した培地で培養し，培地中の

Progesterone 量を比較した結果，FCS の有無では Progesterone 量に差が認められないことを

示している (Yamashita et al., 2005)。したがって，排卵期の顆粒膜細胞や卵丘細胞では

Progesterone の産生には，HDLや LDL により供給される Cholesterol に依存せず，他の経路

を介して顆粒膜細胞にもたらされる Cholesterol を利用している可能性が高い。 

 当研究室では，卵胞発育と排卵を誘導する因子の探索を目的として，eCG とその後に hCG

を投与したマウスの顆粒膜細胞における Transcriptome 解析を実施している。この解析結果

から，卵胞発育期後期から排卵期の顆粒膜細胞において Srebp (Sterol-Regulatory Element 

binding protein)が高く発現することを見出した。SREBP は，肝臓において Cholesterol 生合成

を制御する転写因子として報告され，3 つのアイソフォーム (SREBP-1a, SREBP-1c, SREBP-

2)が報告されている (Horton and Shimomura, 1999; Shimano, 2001; Shimano, 2002; Horton et al., 

2003)。SREBP-1a あるいは SREBP-2 を過剰発現させたマウスの肝臓では，Cholesterol の蓄
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積により脂肪肝となる一方，これらの遺伝子をノックアウトしたマウスの肝臓では，

Cholesterol の新規合成が生じないことが報告されている (Shimano et al., 1996; Shimano et al., 

1997; Horton et al., 1998; Merath et al., 2011; Rong et al., 2017)。さらに，SREBP は，正の制御

因子である SCAP (SREBP cleavage-activating protein)と負の制御因子である INSIG-1 (Insulin 

induced gene-1)により，以下の様に転写の ON と OFF が制御され，Cholesterol が新規合成さ

れていることが報告されている (Brown et al., 2018)。 

① 摂食により膵臓のb細胞から放出されたインスリンが，肝細胞膜上のインスリン受容体

に結合し，Srebp と Scap mRNA の発現が亢進され，小胞体膜上で Full-length SREBP (f-

SREBP)と SCAP が二量体を形成する (Matsuda et al., 2001; Engelking et al., 2004; Haas et 

al., 2012)。 

② SREBP-SCAP 複合体はゴルジ体へ移行し，SREBP の N 末端 (N-terminal SREBP; n-

SREBP) の 核 移 行 に よ り ， 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (HMGCR) や

Cytochrome P450 family 51 (CYP51), 7-dehydrocholesterol reductase 7 (DHCR7)のような

Cholesterol 生合成酵素群の発現が上昇する。 

③ Cholesterol 生合成酵素群の発現により，Acetyl-CoA を基に Cholesterol が新規合成され

る (Horton et al., 2003)。 

④ その後，SREBP依存的に発現する INSIG-1 は，新規生合成された Cholesterol のフィー

ドバックにより SREBP-SCAP複合体に結合し，SREBP-SCAP-INSIG-1 の三量体を形成

し n-SREBP の核移行と Cholesterol新規合成を抑制する (Engelking et al., 2004; Engelking 

et al., 2005)。 

当研究室の結果から，卵巣においても卵胞発育刺激以降の顆粒膜細胞において Srebp の発

現を認めていることから，SCAP および INSIG-1 による SREBP の転写制御機構と Cholesterol

新規合成システムが機能している可能性が高い。しかし，卵巣におけるこれらの発現変化や

役割は全く報告されていない。 

 そこで本研究では，SREBP とその制御因子の卵巣における経時的発現変化とその役割を

明らかにする目的で，マウスに eCG を投与して卵胞発育を誘導し，その 48 時間後に排卵を

誘導する hCG を投与した卵巣から顆粒膜細胞を回収し，SREBP，SCAP，INSIG-1 の遺伝子・

タンパク質発現変化を調べた。さらに SREBP，SCAP，INSIG-1 のタンパク質の相互作用を

免疫沈降法と免疫組織化学染色法により調べた。次に，SREBP の標的遺伝子である

Cholesterol新規合成酵素群 (Hmgcr，Cyp51，Dhcr7)の遺伝子発現とCholesterol量，Progesterone

量との相関を調べた。次に，SREBP の役割を明確化するため，eCG投与後のマウスに SREBP

の活性化阻害剤である Fatostatin を投与し，Cholesterol 新規合成および Progesterone 産生に

与える影響を個体レベルで解析した。また顆粒膜細胞の初代培養系を用いて，Scap mRNA

特異的な small interfering RNA (siRNA)による Knockdown が Cholesterol 新規合成および

Progesterone産生に及ぼす影響を詳細に検討した。さらに，顆粒膜細胞の初代培養系により，

顆粒膜細胞に取り込まれる Cholesterol が Progesterone産生に寄与するかを調べた。最後に，
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Fatostatin が Cholesterol 新規合成および Progesterone 産生，卵子成熟，および排卵に及ぼす

影響を検討するとともに，Fatostatin による卵子成熟および排卵の抑制効果が Progesterone投

与により回復するかを検討した。 
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材料および方法 

 

試薬の調製 
� PBS (Phosphate Buffered Saline; リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔) 

 PBS (+) ×10 は超純⽔に 0.1% (w/v) CaCl2 (Hayashi Pure Chamical Ind., Ltd, Osaka, Japan)，
0.1% (w/v) MgCl2・6H2O (Katayama Chemical Industries Co, Ltd, Osaka, Japan)，1% (w/v) glucose 

(Nacalai tesque, Kyoto, Japan)を溶解し作製した。PBS (-)は超純⽔に 0.8% (w/v) NaCl (Fujifilm 

Wako, Osaka, Japan)，0.02% (w/v) KCl (Nacalai tesque)，0.281% (w/v) NaHPO4・12H2O (Nacalai 

tesque)を溶解し作製した。作製した PBS (-)に PBS (+) ×10，1% (w/v) PVP (Sigma Aldrich, MO, 

USA)，1% (w/v) 抗⽣物質 (0.2% ペニシリン-ストストレプトマイシン, Nacalai tesque)を添
加し PBS を作製した。 

� PBS-Tween 20 (PBS-T) 

PBS-T は PBS 500 ml に Tween 20 (Sigma Aldrich)を 1 ml 添加し作製した 

� eCG (equine Chorionic Gonadotropin）および hCG (human Chorionic Gonadotropin) 

eCG は，20 IU の eCG (注射⽤⾎清性性腺刺激ホルモン 動物⽤セロトロピン，ASKA 

Animal Health Co., Ltd., Tokyo, Japan) を⽣理⾷塩⽔で 5 IU に希釈し，マウスに腹腔内投与
した。 

hCG は，60 IU の hCG（注射⽤ヒト絨⽑性性腺刺激ホルモン 動物⽤ゴナドトロピン，
ASKA Animal Health Co., Ltd）を⽣理⾷塩⽔で 6 IU に希釈し，eCG 投与 48 時間後のマウス
に腹腔内投与した。 

� Fatostatin (SREBP-SCAP 形成阻害剤) 

 Fatostatin (Cayman CHMECAL, MI, USA)は，まずジメチルスルホキシド  (Dimethyl 

sulfoxide; DMSO, Fujifilm Wako)により，1 mg/100µl に溶解した。使⽤前に，総投与量に対
して，DMSO が 10%(v/v)以下に⽣理⾷塩⽔で希釈した。Fatostatin は，Menon ら (Menon et 

al., 2015)の報告に基づいて，3 週齢の未成熟雌マウスに eCG 5 IU を投与し 42 時間後に 1 kg

あたり 30 mg の濃度で投与した。 

� Progesterone (P4) 

  P4 (Sigma Aldrich)は，Ethanol (Fujifilm Wako)により，2 mg/100 µl に溶解した。使⽤前に
⽣理⾷塩⽔により希釈した後，使⽤した。P4 は，Kanayama ら (Kanayama et al., 1994)の報
告に基づいて，Fatostatin を投与したマウスに，hCG 6 IU と同時に 1 kg あたり 2 mg の濃度
で投与した。 

� 単離培地 

単離⽤培地は Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Fujifilm Wako）に 1% (v/v)の抗
⽣物質 (Nacalai Tesque)とウシ胎仔⾎清 (Fatal Calf Serum; FCS, Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA)を添加し，使⽤する 6 時間前に 37ºC, 5%CO2インキュベーター内で予め加温して使⽤
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した。 

� 最終培地 

 最終培地は DMEM に 1%抗⽣物質を添加し，使⽤する 6 時間前に 37ºC, 5%CO2インキュ
ベーターで均衡化した。 

� トランスフェクション⽤培地 

 培地に抗⽣物質が含有すると siRNA 導⼊効率が阻害されるため，トランスフェクション
⽤培地を別途作製した。トランスフェクション⽤培地は，DMEM に 1% (v/v) FCS を添加
し，6 時間前に 37ºC, 5%CO2インキュベーターで均衡化し使⽤した。 

� Amphiregulin (AREG) 

 AREG (Sigma Aldrich)は DMEM で 100 µg/ml に溶解し，最終培地で 100 ng/ml に希釈して
使⽤した。 

� Small interfering RNA (siRNA) 

 Scap mRNA に特異的な siRNA (sc-36463, Santa Cruz Technology, TX, USA)は Santa Cruz 

Technology で設計されたものを使⽤した。Scrambled RNA (SN-1001, Bioneer Corporation, 

Daejeon, Korea)はネガティブコントロール (NC)として使⽤した。これらを RNase free water 

(QIAGEN sciences, Venlo, Netherlands)で 10 µM に希釈し，さらにトランスフェクション⽤
培地で最終濃度 (10 nM)に希釈した後，使⽤した。 

� ヒアルロニダーゼ (Sigma Aldrich) 

 PBS により 1% (w/v) ヒアルロニダーゼを作製した後，-20ºC で保管し，最終濃度 0.01%

に希釈し使⽤した。 

 

マウスの維持 
 ⽇本クレア株式会社から購⼊した C57BL/6 マウスを当研究室で繁殖維持した。飼料には
飼育繁殖⽤固形飼料 (CE-2, CLEA Japan, Inc., Tokyo, Japan)を⽤いた。飼料および給⽔は，不
断給餌および⾃由給⽔とした。飼育環境は，環境温度を 22±1ºC，相対湿度を 55±10%，明暗
時間を 12 時間照明 (午前 6 時点灯，午後 6 時消灯)とした。⽣後 3 週間で離乳させた雌マウ
スを実験に⽤いた。なお，本実験は県⽴広島⼤学実験動物委員会へ研究の前に予め研究申請
し，承認を受けた。また実験動物の取り扱いは県⽴広島⼤学動物実験委員会の規定を遵守し
た。 

 

顆粒膜細胞と COC の回収 

 25 G 注射針 (Terumo, Tokyo, Japan)を付けたシリンジ (Terumo) を⽤いて，3 週齢の未成熟
雌マウスに eCG 5 IU を腹腔内投与し，48 時間後に hCG 6 IU を投与した後，各処理時間後
に解剖し卵巣を取り出した。取り出した卵巣を単離⽤培地が⼊った 50 mm プラスチックシ
ャーレ (AS ONE, Osaka, Japan) に⼊れた。室温 25 ºC で，実体顕微鏡(OLYMPUS, CH, Tokyo, 

Japan)下で 25 G 注射針を付けたシリンジを⽤いて，卵胞を穿刺し顆粒膜細胞および COC を
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はじき出した。 

COC は実体顕微鏡下でパスツールピペット (IWAKI, Shizuoka, Japan)を⽤いて回収した。
COC回収後の単離⽤培地をマイクロチューブ (AS ONE)に回収し，4ºC に設定した冷却遠⼼
機 (Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan)で 4,500 rpm で 5分間遠⼼し，上清を取り除き単離⽤培地ある
いは PBS を 1 ml 加え，再び同条件で遠⼼し，上清を取り除いて顆粒膜細胞を回収した。 

 

Total RNA 抽出 

 雌マウスから回収した顆粒膜細胞の Total RNA抽出は，RNeasy Mini Kit (Qiagen sciences)

を⽤いて⾏った。顆粒膜細胞の⼊ったマイクロチューブに Buffer RLT 400 µl に対して 4 µl 

の β-Mercaptoethanol (Nacalai tesque)を混和した溶液を 350 μl 添加し，超⾳波細胞破砕機に
より細胞膜を破砕した。その後，DEPC処理⽔ (Nacalai tesque)で希釈した 70% (v/v) Ethanol 

を 350 μl 添加しコレクションチューブをセットしたスピンカラムへ⼊れ，冷却遠⼼機で 4ºC, 

15,000 rpm で 1分間遠⼼した。コレクションチューブに溜まった液体を廃棄し，Buffer RW1

を 700 μl 添加し，4ºC，15,000 rpm で 1分間遠⼼した。コレクションチューブに溜まった液
体を廃棄し，新たな下受けカラムをセットした後，Buffer RPE を 500 μl 添加し，4ºC，15,000 

rpm で 1分間遠⼼した。コレクションチューブに溜まった液体を廃棄し，再び Buffer RPE を
500 μl 添加し，4ºC，15,000 rpm で 2分間遠⼼した。スピンカラムをマイクロチューブへセ
ットし，RNase free water を 50 μl 添加し，氷上で 1分間静置し，4ºC，15,000 rpm で 1分間
遠⼼した。マイクロチューブの抽出された Total RNA を含む RNase free water を-80ºC で凍
結保存した。 

 

Quantitative RT-PCR 

 前項で抽出した Total RNA の濃度を Nanodrop one (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)を⽤
いて測定し，DEPC処理⽔で RNA 濃度を 5 ng/μl に希釈した。7.2 μl のサンプルに 4 μl RT-

Buffer (Promega, WI, USA)，0.8 μl dNTP (Promega)，0.5 μl Oligo (dT) Primer (Promega)，0.25 μl 

Taq RT (Promega)，7.2 μl DEPC処理⽔を RT-PCR ⽤マイクロチューブ (Nippon Genetics, Tokyo, 

Japan)に⼊れた。サーマルサイクラー (Quick bath, ThermoGen Inc., Nagano, Japan)を⽤いて
42ºC で 75分間，94ºC で 5分間温めて cDNA を⽣成した。 

 RT-PCR によって⽣成された cDNA サンプル 1.2 μl に対して，7.5 μl KAPASYBR®FAST 

Universal 2X qPCR Master Mix (KAPA Biosystems, MA, USA)，0.6 μl標的遺伝⼦プライマーセ
ット (primer F and R, FASMAC, Kanagawa, Japan)，5.1 μl滅菌超純⽔の計 15 μl を Real-Time 

PCR ⽤の 8連チューブ (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA)に⼊れた。CFX Opus リアルタ
イム PCR システム (Bio-Rad Laboratories Inc.)を⽤いて 95ºC で 30秒間，その後 95ºC で 5秒
間，アニーリング温度 (XºC)で 45秒間，40サイクル⾏い cDNA を増幅した。各サンプルに
おいて，内部標準を Rpl 19 mRNA とした。標的遺伝⼦に対するプライマーのアニーリング
温度およびプロダクトサイズは Table 1 に記した。⾮特異的な PCR産物およびプライマーダ



16 
 

イマーを除去するため，各プライマーはポジティブコントロールを⽤いて，PCR 後に融解
曲線および PCR 増幅産物のアガロース電気泳動を⾏った。Real-Time PCR データ解析は，
CFX Maestro 解析ソフトウェア (Bio-Rad Laboratories Inc.)を⽤いた。 

 

タンパク質濃度測定 
 サンプルのタンパク質濃度測定は，Bio-Rad DC Protein Assay Regents Package (Bio-Rad 

Laboratories Inc.) を⽤いて⾏った。サンプルに Whole-cell extract buffer (WCEB; 超純⽔，100 

mM NaCl (Fujifilm Wako), 100 mM Na4P2O7 (Nacalai tesque), 50 mM NaF (Nacalai tesque), 0.1 mM 

Na3VO4 (Sigma Aldrich), 1% TritonX-100 (Nacalai tesque), 2.5 mM HEPES (pH7.5, Sigma Aldrich), 

10% glycerol (Fujifilm Wako), 5 mM EDTA (Dojindo, Kumamoto, Japan), 5 mM EGTA (Nacalai 

tesque) を溶解したもの)を 50 µl 添加し超⾳波処理で細かく切断した。15,000 rpm で 5分間
遠⼼分離し，細胞が溶解している上清を新しいマイクロチューブへ移した。同様に Standard 

(5.68 mg/ml) を 1，1/2，1/4，1/8，1/16 まで WCEB で段階希釈し，マイクロチューブに 2 µl 

作製した。また Blank (WCEB) をマイクロチューブに 2 μl 準備した。キット内の Regent A 

1 ml に対して Regent S 20 μl の割合で混合し，Blank, Standard,サンプルの⼊ったマイクロチ
ューブにそれぞれ 25.4 μl ずつ添加した。その後，15,000 rpm で 1分間遠⼼し，室温で 5分
間遮光した。5 分後，キット内の Regent B 200 μl を各マイクロチューブに添加し，ボルテ
ックス後，15,000 rpm で 1分間遠⼼し，室温で 15分間遮光した。Micro Well Plate (GDMP-

96F, AS ONE) に各マイクロチューブの溶液を 100 μl ずつダブルアッセイし，Microplate 

Reader (Thermo Fisher Scientific) で吸光度 (波⻑: 750 nm) を測定した。Standard の吸光度を
もとに検量線を作製し，サンプルのタンパク質濃度を算出した。 

 

Western blotting 

 各処理区のサンプル溶解液は，タンパク質量が 10 μl あたり 20 μg になるように WCEB に
より希釈した後，試料緩衝液 (SDS-PAGE ⽤，2倍濃縮，2-ME 含有，Nacalai Tesque)により
2倍希釈し，作製した。 

� SDS-PAGE 

サンプル溶解液と MWPO3 BlueStar prestained Protein Marker (Nippon Genetics)を 100ºC で
5分間温めた後，各 15 µl を 7.5%ポリアクリルアミドゲルで展開した。7.5%ポリアクリル
アミドゲルの組成は次の通りにした。 

 

濃縮ゲル 

超純水 2.89 ml 

アクリルアミド(Nacalai tesque) 0.79 ml 

1.5 M Tris-HCl (pH6.8, Bio-Rad Laboratories Inc.) 1.25 ml 
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10% (w/v) SDS (Nacalai Tesque) 50 µl 

10% (w/v) APS (Fujifilm Wako) 17 µl 

N, N, N’, N’-テトラメチルエチレンジアミン (Nacalai tesque) 5 µl 

 

展開ゲル 

超純水 3.89 ml 

アクリルアミド (Nacalai tesque) 1.99 ml 

0.5 M Tris-HCl (pH8.8, Bio-Rad Laboratories Inc.) 2 ml 

10% (w/v) SDS (Nacalai Tesque) 80 µl 

10% (w/v) APS (Fujifil Wako) 27 µl 

N, N, N’, N’-テトラメチルエチレンジアミン (Nacalai tesque) 4 µl 

 

泳動バッファーは，超純⽔ 1000 ml に Tris (Fujifilm Wako) 3.03 g, Glycine (Nacalai tesque) 14.4 

g, SDS 1 g を溶解し使⽤した。Power Pac HC (Bio-Rad Laboratories Inc.) を⽤いて 20 mA に
設定し，室温条件下で電気泳動を約 2 時間⾏った。 

� 転写 

 PVDF membrane (Polyvinylidene difluoride membrane, Hybond-P, GE Healthcare, UK) はマル
チシェーカー (MMS-110, Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Tokyo, Japan) を⽤いて Methanol (Nacalai 

Tesque) で 5分間振盪させ，超純⽔で共洗いし，超純⽔で 15分間振盪させた後，転写バッ
ファー (超純⽔ 900 ml, Tris 7.5 g, Glycine 15 g, Methanol 100 ml)で共洗いし，15分間振盪さ
せ前処理を⾏った。また，スポンジと濾紙は転写バッファーに予め浸した。転写装置 (Bio-

Rad Laboratories Inc.) の陰極側から，スポンジ，濾紙，PVDF membrane の順に置き，電気
泳動後の展開ゲルのみを重ね，さらに濾紙，スポンジを重ね，4ºC, 100 mA で⼀晩転写し
た。 

� PVDF membrane のブロッキング 

 転写された PVDF membrane は PBS (-) で共洗い後，10 分間洗浄した。10 分後，20 ml 

PBS (-) に 1.0 g スキムミルク (Morinaga Milk, Tokyo, Japan)を溶解させた 5%スキムミルク
/PBS (-)を作製した。洗浄後の PVDF membrane を作製した 5%スキムミルク/PBS (-)で 2 時
間ブロッキングした。 

� ⼀次抗体反応 

 PBS-T 5 ml に 0.125 g スキムミルクを溶解し 2.5%スキムミルク/PBS-T を作製した。この
溶液を⽤いて，1：10000 で希釈した抗 β-ACTIN 抗体(Cell Signaling Technology, MA, USA)，
1 : 1000 で希釈した抗 f-SREBP-1 抗体 (Enogene, NY, USA), 抗 n-SREBP-1 抗体 (Sigma 

Aldrich)，抗 f/n-SREBP-2 抗体 (Cayman CHEMICAL)あるいは抗 INSIG-1 抗体 (Novus 

Biologicals, CO, USA)，また 1 : 3000 で希釈した抗 SCAP 抗体 (Gene Tex, CA, USA)にブロ
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ッキングした PVDF membrane を浸して 4ºC で⼀晩反応させた。 

� 洗浄 

 ⾮特異的に結合した抗体を除去する⽬的で，⼀次抗体と反応させた PVDF membrane を
PBS-T で 2 時間以上洗浄した。 

� ⼆次抗体反応 

2.5%スキムミルク/PBS-T を⽤いて 1：3000 で希釈した Anti-Rabbit IgG, HRP-linked 

Antibody (Cell Signaling Technology) を洗浄した PVDF membrane に浸して常温で 1 時間反
応させた。 

� 洗浄 

 ⾮特異的に結合した⼆次抗体を除去する⽬的で，⼆次抗体と反応させた PVDF membrane

を PBS-T で 1 時間振盪した。 

� 検出 

 HRP活性の検出には，ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare, IL, USA) 

を⽤いて⾏った。予め 4ºC で保存されていた ECL 試薬 A と試薬 B をそれぞれ 37ºC で 30

分保温した後，1：1 で混合した。混合した ECL 試薬を洗浄した PVDF membrane のおもて
⾯に 5分間反応させた後，PVDF membrane に付着した ECL 試薬を除去し，サランラップ
に巻いた。PVDF membrane をおもて⾯が上になるようにフィルムカセッテ (PL-B, Okamoto 

Mfg. Co., Ltd., Osaka, Japan) に貼り付けて，PVDF membrane と X-Ray Film (RX-U, Fujifilm 

Wako) を重ねて感光させた。感光後，X-Ray Film を現像液 (ハイレンドール, Fujifilm Wako) 

に 1分間，停⽌液 (3%酢酸 (Nacalai tesque))に 5分間，定着液 (ハイレンフィクス, Fujifilm 

Wako) に 3分間浸して⽔で約 20分間洗浄した後，乾燥させた。 

� 定量 

検出された標的タンパク質およびb-ACTIN バンド画像をスキャナーで取り込み，Gel Pro 

Analyzer (Media Cybernetics, Inc., MD, USA)により定量化した。標的タンパク質のバンド画

像から得られた数値をb-ACTIN のバンド画像から得られた数値で割り，これをグラフ化し

た。 

 

卵巣切⽚の作製 
50 ml の PBS (-)に 2.0 g のパラフォルムアルデヒド (Paraformaldehyde; PFA, MERCK, 

Darmstadt, Germany)を 100ºC で 2 時間溶解し，4% PFA/PBS (-)を作製した。採取した卵巣を
作製した 4% PFA/PBS (-)に常温で 4 時間浸し，固定した。その後，0.1 M Tris-HCl (pH 7.2)で
⽔洗し，50%, 70%, 90%, 95% (v/v)Ethanol (Fujifilm Wako)/超純⽔および 100% Ethanol で脱⽔，
キシレン(Fujifilm Wako)中で脱アルコールした後，パラフィン (Sakura Finetek Japan Co., Ltd., 

Tokyo, Japan)浸透により，卵巣をパラフィン内に包埋した。包埋後，卵巣を含むパラフィン
ブロックを作製し，RX860回転式ミクロトーム (Yamato Kohki Ind., Co., Ltd, Saitama, Japan)

を⽤いて，厚さ 5 µm の卵巣切⽚を切り出した。切り出された卵巣切⽚を 37ºC の温⽔で伸
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展させた後，MAS コートグラス (Matsunami Glass Ind., Ltd., Osaka, Japan)上で⾵乾させた。 

 

ヘマトキシリン＆エオジン(HE)染⾊ 

 ⾵乾後の卵巣切⽚はキシレン中で脱パラフィン後，100%, 90%, 80% Ethanol で親⽔処理を
した後，洗浄した。まず，以下の⼿順でヘマトキシリン＆エオジン(Sakura Finetek Japan Co., 

Ltd.)染⾊を⾏った。 

ヘマトキシリン 1 分 

水洗 5 分 

エオジン 3 分 

エオジン処理後，80%, 90%, 100% Ethanol により脱⽔処理，キシレン中で脱アルコール処
理を⾏い，マルチマウント 480 (Matsunami Glass Ind., Ltd.)を⽤いて封⼊した後，BZ-X700 

(KEYENCE, Osaka, Japan) で観察・撮影した。 

 

免疫組織化学染⾊ 
 免疫組織化学染⾊法は，VECTORSTAIN Elite ABC Rabbit IgG kit (Vector Laboratories, CA, 

USA)を⽤いた ABC法により以下の⼿順で⾏われた。 

卵巣切⽚が接着したスライドガラスはキシレン中で脱パラフィン後，100%, 90%, 80% 

Ethanol で親⽔処理を⾏った。その後，PBS (-)で洗浄した後，卵巣組織上の内在性ペルオキ
シダーゼを不活性化させるため，3% H2O2/Methanol に 10 分間浸し，再び PBS (-)で洗浄し
た。洗浄後，抗原を賦活化するために，卵巣切⽚を 98ºC の 10 mM クエン酸バッファー (pH 

6.0)に 30分間浸した後，ゆっくり冷却した。卵巣切⽚を PBS (-)で洗浄し，3% (w/v)BSA/PBS(-)

で 2 時間，室温でブロッキングした後，3% BSA/PBS を⽤いて抗 n-SREBP-1 抗体あるいは
抗 n-SREBP-2 抗体を 1 : 100 に希釈し，4ºC で⼀晩，⼀次抗体反応を⾏った。また⾮特異的
な呈⾊を避けるため，ネガティブコントロールとして 3% BSA/PBS のみを滴下した。反応
後の卵巣切⽚を PBS (-)で 5 分×3 回洗浄した後，VECTORSTAIN Elite ABC Rabbit IgG kit 

(Vector Laboratories)内の Biotinylated Antibody を滴下し，室温で 30分間静置した。PBS (-)で
洗浄した後，ABC regents を滴下し，室温で 30分間インキュベートした。DAB 溶液は，50 

ml の 0.05 M Tris-HCl (pH 7.6)に 30% H2O2を 10 µl 加え，DAB錠 (Fujifilm Wako)を溶解し作
製した。作製した DAB 溶液を卵巣切⽚に滴下し，顕微鏡下で観察しながら呈⾊したことを
確認した後，すぐに PBS (-)で洗浄し反応を停⽌した。卵巣切⽚はヘマトキシリンにより核
を染⾊し，Hard・Set Mounting Medium (Vector Laboratories)により封⼊後，BZ-X700 で観察・
撮影した。 

 

免疫沈降法 (Immunoprecipitation; IP) 

  eCG 5 IU 投与 48 時間後のマウスに hCG 6 IU を投与し，hCG 投与前あるいは投与後の顆
粒膜細胞を回収後，WCEB に溶解した。顆粒膜細胞を溶解したサンプルのタンパク質濃度



20 
 

を測定後，WCEB によりタンパク質量が 150 µg になるように調整した。調整済みのサンプ
ルに抗 SCAP 抗体を 1 : 50 の割合で添加し，4ºC で⼀晩混和しながら反応させた。反応させ
た後，サンプルに Protein G Magnetic Beads (Cell Signaling Technology)を 10 µl 加え，室温で
30分間混和した。混和後，磁気ビーズラックを⽤いて上清を除去し WCEB を加え洗浄した。
洗浄を 5回繰り返した後，上清を取り除いたサンプルに試料緩衝液を加え，Western Blotting

に供試し，抗 SREBP-1 抗体，抗 SREBP-2 抗体，抗 INSIG-1 抗体あるいは抗 SCAP 抗体を⽤
いて，SCAP に結合するタンパク質を検出した。抗 SCAP 抗体が特異的に SCAP を捕捉して
いるか確認する⽬的で，ネガティブコントロールとして免疫沈降を抗 Normal Rabbit IgG 抗
体 (Cell Signaling Technology)を⽤いて⾏なった。タンパク質量を 150 µg にした調整済みの
サンプルに抗 Normal Rabbit IgG 抗体を 1 : 50 の割合で加え，同様の処理を施し，Western 

Blotting により検出した。さらに，精製前のサンプルにおける標的タンパク質の総発現量を
測定するため，IP に⽤いた 10% (15 µg)のタンパク質量を Western Blotting に供試し，Full-

length/N-terminal SREBP-1, Full-length/N-terminal SREBP-2, SCAP, INSIG-1 の発現量を調べた 

(Input)。 

 

細胞内 Cholesterol の抽出と測定 

 マウスの卵巣から顆粒膜細胞を回収後，50 µl の WCEB でホモジナイズした後，タンパク
質濃度を測定した。その後，Bligh-Dyer法を⽤いて (Bligh and Dyer, 1959)，Cholesterol を抽
出した。まず，クロロホルム：Methanol を 1 : 2 で調整し，サンプルに 150 µl 加え，5分間
激しく混和した後，10分間静置した。その後，50 µl クロロホルムと 40 µl WCEB を加え，
転倒混和した後，5,500 rpm で 10分間遠⼼した。遠⼼後，クロロホルム分画のみを回収し，
濃縮遠⼼分離機で Cholesterol 成分を固相化した。固相化した Cholesterol を Total Cholesterol 

and Cholesterol Ester Colorimetric/Fluorometric Assay kit (BioVision, CA, USA)内の Cholesterol 

assay buffer を 50 µl 加え，再溶解した。サンプル中の Cholesterol 濃度は Total Cholesterol and 

Cholesterol Ester Colorimetric/Fluorometric Assay kit を⽤いて測定した。 

 

Cholesterol の検出 

 顆粒膜細胞内の Cholesterol量は蛍光色素である Filipin III (Cayman Chemical Co.) を用いて

以下のように測定した。 

 顆粒膜細胞をガラスボトムディッシュ (Matsunami Glass Ind., Ltd.)で初代培養し，培養後

培地を除去した。4% PFA/PBS (-)により常温で 5 分静置し，固定した。その後，PBS で 3回

洗浄し，PBS で 0.1 mg/ml に希釈した Filipin III で 2 時間染色した。染色後，PBS で 3回洗

浄し，蛍光顕微鏡 (BZ-X700)で観察・撮影した。全細胞数に対する蛍光細胞をハイブリッド

セルカウント (BZ-H3C, KEYENCE) により算出し，Cholesterol量の相対値とした。 

 

ステロイドホルモンの抽出と Progesterone 濃度の測定 
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 マウスの卵巣を回収後，500 µl の WCEB中でホモジナイズした後，タンパク質濃度測定
を⾏った。サンプル中の脂質成分を除去するため，0.3 N に調整された NaOH (Fujifilm Wako)

を 600 µl ⼊れ，10分間静置した。鹸化後，4 ml ジクロロメタン (Fujifilm Wako)を加え，5

分間激しく混和し，5,500 rpm で 20分間遠⼼した後，ジクロロメタン分画のみを回収し，濃
縮遠⼼分離機 (TAITEC Co, Saitama, Japan)でステロイドホルモン成分を固相化した。固相化
したサンプルを 50% Methanol (Fujifilm Wako)/超純⽔で再溶解し，サンプル中の Progesterone

濃度は Progesterone EIA KIT (Cayman CHEMICAL)を⽤いて測定した。 

 

顆粒膜細胞の体外培養 
 eCG 投与 48 時間後のマウスから卵巣を回収し，単離⽤培地中で 25 ゲージの針がついた
シリンジで顆粒膜細胞および COC を弾き出した後，COC および卵巣を取り除いた。その
後，単離⽤培地を全てエッペンドルフチューブに回収し，5,500 rpm で 5分間遠⼼した。遠
⼼後，培地を除去し，前培養⽤培地(DMEM, 1% FCS)を 100 µl 加え，静かに混和した後，サ
ンプルとトリパンブルーを 1 : 1 で混ぜ，⾎球計算盤を⽤いて，⽣存細胞数をカウントした。
コーティングした 48 ウェル培養プレートに 2 × 105あるいは 12 ウェル培養プレートに 1 × 

106の細胞数に顆粒膜細胞を調整して播種し，前培養を⾏った。12 時間後，100 ng/ml AREG

を加えた最終培地に⼊れ替え，培養を⾏った。培養後の顆粒膜細胞をエッペンドルフチュー
ブに回収後，5,500 rpm 5分間遠⼼し，培地を除去してサンプルを得た。 

 

siRNA トランスフェクション 

 siRNA ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に は Lipofectamine RNAiMAX Reagent (Thermo Fisher 

Scientific)を⽤いた。顆粒膜細胞は体外培養時と同様に前培養し，3 時間後に，トランスフェ
クション⽤培地に⼊れ替えた。トランスフェクションには次の試薬を準備した。 

 ウェル 48  12 

  細胞数 2 × 105 1 × 106 

Reagent A 

Opti-MEM Medium 

(Thermo Fisher) 
25 µl 100 µl 

Lipofectamine RNAiMAX 

Reagent 
1.5 µl 6 µl 

Reagent B 
Opti-MEM Medium 25 µl 100 µl 

siRNA (10 µM) 0.5 µl 3 µl 

Reagent A および Reagent B を 1 : 1 で混和し，5分間室温でインキュベートした。インキ
ュベート後，2 × 105 cells あるいは 1 × 106 cells に対して，Reagent混合溶液をそれぞれ 25 µl

あるいは 100 µl を添加し，トランスフェクションを⾏った。トランスフェクション後，顆
粒膜細胞は最終培地で 3回以上洗浄し，100 ng/ml AREG 添加最終培地に⼊れ替え，培養を
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した後，顆粒膜細胞あるいは培養培地を回収し，サンプルを得た。 

なお，遺伝⼦組み換え動物を⽤いた研究については，遺伝⼦組み換え実験の審査を予め受
け承認を受け，研究を実施した。 
 

COC の膨潤直径，卵⼦の MII 率の測定 

 eCG 5 IU 投与 48 時間後のマウスに hCG 6 IU を投与し，12 時間後に卵巣を取り出し，単
離⽤培地中で顆粒膜細胞と COC を弾き出し，膨潤した COC のみを回収後，倒⽴顕微鏡 

(DIAPHOTO, OLYMPUS)で撮影した。Image J (National Institutes of Health, MD, USA)により，
COC の膨潤直径を測定した。 

 撮影後，COC を PBS ドロップに移し，ヒアルロニダーゼ処理した後，裸化卵⼦のみを回
収し，4% PFA/PBS (-)で 30 分間固定した。卵⼦を PBS で洗浄後，スライドガラス上で
VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories)を滴下した後，蛍光顕微鏡 

(BZ-X700, KEYENCE)で観察した。MII 率は第⼀極体が存在し，且つ染⾊体が⾚道⾯に規則
的に配列し，紡錘体がキネトコアに結合した形態であるかにより判断し，回収した卵⼦当た
りの MII 率を測定した。 

 

排卵数 
 eCG 5 IU 投与 48 時間後のマウスに hCG 6 IU を投与し，16 時間後に卵管膨⼤部に排卵さ
れた卵⼦をかき出し，排卵卵⼦を 100 µl の PBS ドロップ内に移した。その後，1% (w/v)ヒ
アルロニダーゼ (Sigma Aldrich)を最終濃度 0.01% (w/v)ヒアルロニダーゼに希釈して添加し，
5分間室温でインキュベートした後，裸化卵⼦の数を測定し，これを排卵数とした。 

 

⻩体数 
 eCG 5 IU 投与 48 時間後のマウスに hCG 6 IU を投与し，48 時間後の卵巣を回収し，連続
的に卵巣切⽚を作製した後，HE染⾊を⾏い，卵巣 1個に対する⻩体数を測定した。 

 

統計処理 
 実験はそれぞれ 3回以上繰り返して行い，その結果は Excel統計 (BellCurve, Tokyo, Japan)

を用いて統計分析した。算出した結果は平均値±標準誤差 (SEM)で表示した。3群以上の比

較は，一元配置分散分析後，Fisher の最小有意差法で算出した。2群の比較は Student’s T検

定を実施し，5% 水準で有意差があると評価した。 
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結果 

 

実験1.  卵胞発育および排卵を誘導した顆粒膜細胞における SREBP, SCAP, および INSIG-

1 の経時的発現変化 

本実験では，まず，卵胞発育期および排卵期の顆粒膜細胞における SREBP-1, SREBP-2, 

SCAP, INSIG-1 の遺伝子発現とタンパク質発現を経時的に解析した。3 週齢の未成熟な

C57BL/6 雌マウスに卵胞発育を誘導する eCG を投与し，48 時間後 (eCG 48h)に排卵を誘導

する hCG を投与した後，顆粒膜細胞を経時的に回収した (hCG 2, 4, 6, 8, 12h)。この結果，

顆粒膜細胞における Srebp-1a mRNA は，無刺激 (Non-stimulated; NS)では低い値を示したが，

NS と比較して eCG 48h で有意に高い発現を示した。一方，hCG 刺激後 2 時間で NS と同程

度まで発現が低下し，12 時間後まで低く維持された (Figure 1A)。Srebp-2，Scap および Insig-

1 mRNA 発現は，NS では低い値を示したが，これらの発現は，eCG 48h までに徐々に上昇

し，hCG 2h に有意に高い発現を示した。その後，hCG 8h まで発現は徐々に有意に低下し，

hCG 12h 後に再び発現が有意に増加した (Figure 1B, C, D)。 

次に，Western blotting 法により，f-SREBP-1, f-SREBP-2, SCAP あるいは INSIG-1 を検出し，

バンドの濃淡を Gel-pro analyzer により数値化し，発現変化をグラフ化した。この結果，f-

SREBP-1 および f-SREBP-2 を示すバンドは，NS において全く検出されなかったが，eCG 48h

で濃いバンドが認められ，この値は NS と比較し有意に高い値であった。その後，hCG投与

2 時間後から 8 時間後までにこれらの発現量は徐々に低下し，hCG投与 12 時間後には，こ

れらのバンドは消失していた (Figure 1E，F，G)。SCAP を示すバンドは，NS においても発

現が認められ，eCG，hCG投与の有無に関わらず，各処理区間においても恒常的に発現して

いた (Figure 1E，H)。INSIG-1 発現は，NS において発現が認められたが，eCG投与 48 時間

後にはさらに強いバンドが検出された。その後 hCG を投与すると INSIG-1 発現は有意に低

下し，12 時間後にはバンドは消失していた (Figure 1E, I)。 

 

実験2.  hCG投与が顆粒膜細胞における f-SREBP-1, f-SREBP-2，SCAP，および INSIG-1 の

発現に及ぼす影響 

hCG投与前後の顆粒膜細胞における f-SREBP-1, f-SREBP-2, SCAP および INSIG-1 のタン

パク質間相互作用を調べる目的で，eCG 48h と hCG 2h の顆粒膜細胞を，抗 SCAP抗体によ

り免疫沈降した後，Western blottingにより f-SREBP-1, f-SREBP-2, INSIG-1を検出した (Figure 

2A)。ネガティブコントロールである抗 Normal Rabbit IgG 抗体を用いた免疫沈降では，f-

SREBP-1, f-SREBP-2, SCAP, および INSIG-1 を示すバンドは全く検出されなかった (Figure 

2A)。抗 SCAP 抗体で免疫沈降した結果，eCG 投与 48 時間後の顆粒膜細胞では，f-SREBP-

1, f-SREBP-2, INSIG-1 を示すバンドが検出され，SREBP，SCAP，INSIG-1 が 3量体を形成

していたが，hCG 投与 2 時間後には，f-SREBP-1, f-SREBP-2 および INSIG-1 のバンドは検
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出されず，これらのタンパク質相互作用が低下していることが明らかになった (Figure 2A)。

さらに，それらのバンドを数値化したところ，eCG 48h と比べて hCG 2h の顆粒膜細胞では，

SCAP に結合する f-SREBP-1, f-SREBP-2 および INSIG-1 が有意に減少した (Figure 2B, C, D)。

SCAP を示すバンドは eCG 48h と hCG 2h の処理区間に差は認められなかった (Figure 2E)。 

次に，切断された n-SREBP-1 と n-SREBP-2 を検出する目的で，hCG 刺激前後の顆粒膜細

胞を Western blotting に供試した (Input)。この結果，eCG投与 48 時間後の顆粒膜細胞では，

f-SREBP-1 および f-SREBP-2 を示す濃いバンドが検出されたのに対して，n-SREBP-1 と n-

SREBP-2 を示すバンドは検出されなかった (Figure 2F, G, H, I, J)。一方で，hCG 投与 2 時間

後の顆粒膜細胞では，eCG 48h と比較して f-SREBP-1 および f-SREBP-2 を示すバンドは減

弱し，n-SREBP-1 と n-SREBP-2 を示すバンドが検出され，この値は，hCG投与前に比べ有

意に高い値を示していた (Figure 2F, G, H, I, J)。さらに，INSIG-1 を示すバンドは，eCG投与

48 時間後と比較して hCG投与 2 時間後で有意に減少し，Figure 1I と Figure 2D の結果と一

致した (Figure 2K)。また，SCAP を示すバンドは eCG 48h と hCG 2h の処理区間に差は認め

られなかった (Figure 2L)。 

最後に，抗 n-SREBP-1抗体あるいは抗 n-SREBP-2抗体を用いた免疫組織化学染色法によ

り n-SREBP-1 と n-SREBP-2 が hCG 刺激後に核へ移行しているかを調べた。その結果，eCG

刺激 48 時間後の顆粒膜細胞において，n-SREBP-1 および n-SREBP-2 は，細胞質全体に均一

に存在することが明らかになった (Figure 3A, B, F, G)。しかし，hCG投与 2 時間後の顆粒膜

細胞では，n-SREBP-1 および n-SREBP-2 が核に凝集していた (Figure 3C, D, H, I)。また一次

抗体として抗 n-SREBP-1抗体および抗 n-SREBP-2抗体を添加していないネガティブコント

ロールでは顆粒膜細胞で n-SREBP-1 および n-SREBP-2 を示す茶色のシグナルは検出されな

かった (Figure 3E, J)。 

 

実験3.  hCG投与が顆粒膜細胞における n-SREBP-1 および n-SREBP-2 の局在に及ぼす影響 

hCG 刺激後の顆粒膜細胞において，INSIG-1 が消失し n-SREBP-1/-2 が核内に移行したこ

とから，肝臓において SREBP 依存的に発現する Cholesterol 生合成酵素群 (Hmgcr, Cyp51, 

Dhcr7)が，卵胞発育期および排卵期の顆粒膜細胞においても発現するかを qRT-PCR により

検討した。この結果，eCG投与 48 時間後の顆粒膜細胞では，Hmgcr, Cyp51, Dhcr7 mRNA 発

現はNSと同程度の低い発現量であった。一方で，hCG投与2時間後の顆粒膜細胞ではHmgcr, 

Cyp51, Dhcr7 mRNA の発現は NS と eCG 投与 48 時間後に比べて有意に上昇し，その後，

hCG投与 4 時間後に有意に減少した。その後，徐々に発現量は増加し，hCG投与 8 時間後

に再び hCG投与 2 時間後と同程度までこれらの発現量は増加した。Cholesterol 生合成酵素

群の発現が低い値を示した hCG 投与前と高い値を示した hCG 投与 2 時間後の顆粒膜細胞

における Cholesterol 量を計測した。その結果，eCG 投与 48 時間後の顆粒膜細胞に比べ，

hCG投与 2 時間後の顆粒膜細胞では Cholesterol量が有意に高い値を示した (eCG 48h; 16.58 

± 0.98 ng/protein vs hCG 2h; 37.76 ± 0.83 ng/protein)。 
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実験4.  Fatostatin投与が Cholesterol 生合成および Progesterone産生に与える影響 

顆粒膜細胞における SREBP の in vivo での機能を調べる目的で，3 週齢の未成熟な雌マウ

スに eCG を投与し，42 時間後に SREBP 活性化阻害剤 (Fatostatin)を投与した後，6 時間後

に hCG を投与し，その 2 時間後に顆粒膜細胞を回収した。その結果，hCG 投与区では，f-

SREBP-1 と f-SREBP-2 を示すバンドは検出されなかったが，n-SREBP-1 と n-SREBP-2 を示

す濃いバンドが認められ，これらの値は有意に高い値を示した。これに比べ，hCG を投与し

ない None区, Fatostatin単独区 (Fato)および hCG+Fatostatin区 (hCG+Fato)では，f-SREBP-1

と f-SREBP-2 が有意に増加し，一方 n-SREBP-1 と n-SREBP-2 は有意に低下した (Figure 5A-

5E)。次に，Hmgcr, Cyp51, Dhcr7 mRNA 発現を調べた結果，None区，Fato区および hCG+Fato

区では，hCG区と比較して有意に低い値を示した (Figure 5F-5H)。同様に，顆粒膜細胞にお

ける Cholesterol 量も hCG 区と比べて hCG+Fato 区で有意に低い値を示した (hCG; 40.04 ± 

2.36 ng vs hCG+Fato; 20.82 ± 0.53 ng / protein) (Figure 5I)。また Progesterone受容体 (Pgr)の

mRNA 発現は，hCG 区と比較して hCG+Fato 区の顆粒膜細胞において有意に高い値を示し 

(Figure 5J)，Progesterone 産生酵素 (Star, Cyp11a1, Hsd3b1) の mRNA 発現は hCG 区と

hCG+Fato区に有意な差は認められなかった (Figure 5K-M)。一方で，hCG+Fato区の卵巣内

Progesterone量は，hCG区に比べて有意に低い値を示した (hCG; 182.06 ± 8.40 pg / protein vs 

hCG+Fato; 84.28 ± 26.93 pg / protein) (Figure 5N)。hCG 刺激 12 時間後の顆粒膜細胞において

Progesterone のターゲット遺伝子である Snap25 と Ctsl mRNA 発現も，Fatostatin投与により

有意に低下した (Figure 5O, P)。 

 

実験5.  Scap siRNA が Cholesterol 生合成および Progesterone産生に与える影響 

顆粒膜細胞における SREBP の役割を in vitro試験によりさらに詳細に調べる目的で，Scap 

mRNA特異的に結合する Scap siRNA (siRNA)を遺伝子導入し，Scap mRNA をノックダウン

した。ネガティブコントロールとして，Scramble siRNA を用いた (NC)。まず，Figure 6A と

6B において，顆粒膜細胞の Scap mRNA と SCAP タンパク質発現を調べ，遺伝子導入によ

り SCAP 遺伝子とタンパク質の両方でノックダウンが生じているかを確認した。その結果，

Scap mRNA および SCAPタンパク質発現は，NC区と比較して siRNA区で有意に低下した

ことから，本研究で用いる Scap siRNA は使用可能であることが確認された。Scap siRNA 遺

伝子導入後の顆粒膜細胞における Hmgcr, Cyp51, Dhcr7 mRNA 発現は，NC と比べて有意に

減少した。さらに，Progesterone産生酵素 (Star, Cyp11a1, Hsd3b1)の mRNA 発現を測定した

ところ，NC と siRNA区間において，これらの発現に有意な差は認められなかった (Figure 

6F-H)。次に，Filipin III を用いて細胞内 Cholesterol を検出した結果，NC では細胞内 Cholesterol

を示す青い蛍光が認められたのに対して，siRNA区では青い蛍光が検出されず，Filipin III陽

性細胞数も有意に減少した (Figure 6I, J)。また培地中の Progesterone濃度は，NC と比較し

て siRNA区で顕著に低い値を示した (NC; 25.83 ± 1.80 pg/ml vs siRNA; 10.45 ± 1.35 pg/ml) 
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(Figure 6K)。  

 

実験6.  Cholesterol の外部導入が Progesterone産生に及ぼす影響 

排卵期の顆粒膜細胞における Cholesterol 取り込み経路と取り込まれた Cholesterol が

Progesterone産生に寄与するかを検討する目的で，まずは hCG投与後の顆粒膜細胞および黄

体細胞における HDL 受容体である Scarb1 mRNA の遺伝子発現を経時的に調べた。この結

果，Scarb1 mRNA 発現は，hCG投与前と比較して hCG投与 2 時間後の顆粒膜細胞において

有意に上昇したが，hCG 投与後 6 時間および 12 時間後では hCG 投与前と同程度まで減少

し，その後，hCG投与 24 時間後および 48 時間後の黄体細胞において hCG投与 2 時間後と

同程度まで有意に発現が増加した (Figure 7A)。Figure 7B では，hCG投与 2 時間後の血清と

卵胞液中の Cholesterol濃度を調べた。この結果，血清中 Cholesterol濃度は，1.05 ± 0.104 mg/ml

と高濃度存在した。一方で，卵胞液中の Cholesterol濃度は検出限界以下だった (Not detected; 

N.D) (Figure 7B)。さらに，HDL-Cholesterol および LDL-Cholesterol を含む FCS添加培地で顆

粒膜細胞を培養したところ，FCS無添加区 (FCS (-))と FCS添加区 (FCS (+))において Filipin 

III 陽性を示す青い蛍光像と培地中 Progesterone 濃度に差は認められず，同様の値を示した 

(Figure 7C-7E)。 

 

実験7.  Fatostatin が卵丘細胞の膨潤および減数分裂再開に与える影響 

Fatostatin が卵子成熟に与える影響を調べる目的で，Fatostatin投与後の雌マウスに hCG を

投与し，4 時間後あるいは 12 時間後の卵巣から卵丘細胞卵子複合体 (Cumulus-Oocyte 

Complex; COC)を回収した。まず，卵丘細胞の膨潤関連遺伝子 (Has2, Tnfaip6, Ptx3)の mRNA

発現は，hCGを投与していないNone区および Fato区と比較して hCG区では有意に上昇し，

hCG+Fato 区においても hCG 区と同程度まで高い発現量を示した (Figure 8A-8C)。さらに，

hCG投与 12 時間後の COC 形態を観察したところ，hCG区および hCG+Fato区の両処理区

において完全に膨化した卵丘細胞が観察され，膨潤直径に差は認められなかった (Figure 8D, 

E)。さらに，卵子の MII率は，None区と Fato区において著しく低い値を示したが，これら

に比べ hCG区および hCG+Fato区では 90 %程度の有意に高い値を示した (Figure 8F)。 

 

実験8.  Fatostatin が排卵および黄体形成に与える影響 

Fatostatin が排卵や黄体化に及ぼす影響を調べる目的で，まず hCG 投与 16 時間後の卵管

から COC を回収し，排卵された卵子の数を測定した。この結果，hCG を投与したマウスで

は 1 つの卵巣当たり 22.67 ± 4.67 個の COC が排卵されたが，hCG+Fato投与マウスでは 5.29 

± 2.02 個の COCs のみしか排卵されておらず，排卵数が約 75 %まで減少した (Figure 9A)。

一方で，Fatostatin投与マウスに hCG と P4 (hCG+P4)を同時に投与し回復実験を行ったとこ

ろ，Fatostatin 投与により減少した排卵数は hCG 区と同程度まで回復した (Figure 9A)。次

に，hCG投与 48 時間後の卵巣における黄体の形態を観察したところ，Fatostatin を投与した
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マウスでは，黄体内に未排卵の卵子が残存した異常な黄体 (Oocyte-Residual Corpus Lutea; 

ORCL)が形成され，正常な黄体数が hCG を投与したマウスと比較して顕著に減少した 

(Figure 9B-9K)。しかし，Fatostatin投与後のマウスに hCG+P4 を投与すると，hCG区と同様

に正常な黄体が形成され，ORCL数はFatostain区と比較して有意に減少した (Figure 9B-9K)。 
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考察 

 

本研究の結果から，マウスの顆粒膜細胞において，卵胞発育刺激により SREBP-1, SREBP-

2 および SCAP 発現は mRNA およびタンパク質レベルで高い発現量を示し，これが排卵刺

激後も高いレベルで維持されることが明らかになった。しかし，卵胞発育期で SREBP と

SCAP の発現が高いにも関わらず，SREBP により制御される Cholesterol 生合成酵素は発現

しなかった。一方，その後の排卵刺激以降に初めて Cholesterol 生合成酵素が発現し，

Cholesterol が生合成されていた。加えて，卵胞発育期には INSIG-1 が高発現を示すが，排卵

刺激後に急激に INSIG-1 が発現低下し，このとき n-SREBP の核移行が生じていた。さらに，

マウスへの SREBP-SCAP 複合体阻害剤の投与により，Cholesterol 生合成酵素の発現，

Cholesterol 生合成量と Progesterone産生量は完全に抑制され，卵子は成熟するが，排卵が阻

害されるという表現系が得られた。卵子は成熟するが，排卵が阻害されるという表現系は，

Pgr KO マウスにおいても認められていることから (Robker et al., 2000)，排卵刺激による

INSIG-1 の消失と SREBP の核移行は排卵に極めて重要であり，この破綻は LUF様の病態の

原因となることを初めて明らかにした。LUF では，成熟卵子がなかなか排卵されない，ある

いは全く排卵されず，長期間 MII 期のままの成熟卵子のままの状態で留まる症状を示すが，

これらは卵子の過成熟 (エイジング)の原因となり，受精卵の発生率低下の主要因となるこ

とが明らかにされている (星野由美，日本 IVF学会雑誌，Vol.17，No2, 2-7, 2014)。したがっ

て，排卵刺激直後の SREBP による Cholesterol 生合成経路の活性化と，それに伴う

Progesterone の速やかな合成は，成熟卵子のエイジング防止のために重要であり，排卵後に

起こる受精や胚発生といった個体形成を左右すると考えられた。 

本研究では，eCG 刺激により顆粒膜細胞で SREBP と SCAP，INSIG-1 が同時に発現上昇

していたが，この発現上昇メカニズムは本研究では明らかにすることができていない。肝臓

では，SREBP，SCAP および INSIG-1 の発現上昇メカニズムが詳細に報告されており，摂食

により膵臓ランゲルハンス島b細胞から分泌される Insulin が，肝細胞内に PI3K-Akt シグナ

ルを伝達すると SREBP と SCAP の発現が上昇することが明らかになっている (Saltiel, 2001; 

Leavens and Birnbaum, 2011; Rui, 2014)。卵胞発育期の顆粒膜細胞において，FSH-FSHR の下

流には，PI3K-Aktシグナルが存在することが報告されている (Casarini and Crépieux, 2019)。

実際，山下は FSH と LH を添加した培地でブタの顆粒膜細胞を培養すると，Srebp-1a，Srebp-

2，Scap の発現が上昇するが，この上昇は PI3K阻害剤 (LY294002)により抑制されることを

報告している (山下泰尚，博士論文，2007)。さらに，Liu らは (2009)，マウス顆粒膜細胞に

おいて FSH による PI3K-Aktシグナルの活性化が転写因子 Forkhead box-containing protein, O 

sub-family 1 (FOXO1)のリン酸化を誘導し，FOXO1 が核内から細胞質へと移行する結果，

Srebp-1 と Srebp-2 の発現が上昇することを明らかにしている (Liu et al., 2009)。このことか

ら，卵胞発育期の顆粒膜細胞では，FSH-PI3K-Akt-FOXO1 を介して SREBP-1, SREBP-2 およ
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び SCAP の発現が誘導されていると考えられる。一方，肝臓における INSIG-1 の発現は

SREBP 依存的に発現上昇することが明らかになっていることから (Horton et al., 2003)，肝

臓では，SREBP の発現と N末端側の切断による活性化がまず先行して起こり，それに続い

て INSIG-1 の発現が増加する。一方，卵巣では，後期胞状卵胞の顆粒膜細胞では，N 末端

SREBP が切断・核移行していないにもかかわらず，INSIG-1 が高発現していた。この結果

は，肝臓に認められる SREBP が INSIG-1 の発現を誘導するというメカニズムが卵巣では機

能していないことを示唆し，卵巣独自の INSIG-1 発現上昇メカニズムが卵巣には存在する

と考えられた。 

本研究において，Insig-1 mRNA 発現は，排卵刺激後の顆粒膜細胞においても比較的高く

維持されていたが，タンパク質レベルでは，排卵刺激以降に急激な消失が誘導されていた。

このことから，排卵刺激後の INSIG-1 の急速な消失は mRNA 発現の低下によるものではな

く，タンパク質の翻訳後修飾の関与が示唆された。肝臓では，この INSIG-1 の翻訳後修飾に

関する研究が報告されており，E3ユビキチンリガーゼである glycoprotein 78 (gp78)が INSIG-

1に結合し，INSIG-1のユビキチン化により消失することが報告されている (Song et al., 2005; 

Lee et al., 2006; Lee et al., 2006; Tsai et al., 2012; Liu et al., 2012; Han et al., 2019)。排卵後の顆粒

膜細胞において，gp78 の発現やその機能に関する報告は全く存在しないが，上記システム，

もしくはそれに準ずるメカニズムにより排卵刺激後の顆粒膜細胞では INSIG-1 の急速な消

失を生じさせている可能性が示唆された。 

本研究において，Fatostatin をマウスに投与すると，Cholesterol 生合成と Cholesterol を基

質として合成される Progesterone量が著しく低下し，排卵数が劇的に減少した。加えて，黄

体内に卵子が留まった異常な黄体形成が認められた。この表現系は，PGR の遺伝子欠損雌

マウスや PGR のターゲット (Adamts1, Pparg)遺伝子欠損雌マウスと全く同様の表現系であ

ったことから (Robker et al., 2000; Park et al., 2020)，Fatostatin による Cholesterol 生合成の抑

制は Progesterone 減少を伴うため，上記の PGR の遺伝子欠損雌マウスや PGR のターゲット

遺伝子欠損と同様の表現形となったことが強く示唆された。加えて，PGR の遺伝子欠損雌

マウスで，排卵は抑制されるが卵丘細胞の膨潤や卵子成熟は抑制されていないことも示さ

れている。本研究においても Fatostatin の投与は，卵丘細胞膨潤と卵子成熟に全く影響しな

かったことから， SREBP は，Progesterone-PGR系による排卵誘導にのみ重要であると考え

た。 

本研究結果をまとめると，卵胞発育期の顆粒膜細胞において SREBP-1, SREBP-2, SCAP が

発現するが，INSIG-1 が発現しているため，SREBP による Cholesterol 新規生合成は行われ

ないことが明らかになった。排卵刺激後に INSIG-1 を急速に消失するため，SREBP の N末

端が切断され，核内に移行する結果，初めて Cholesterol が新規生合成されることも本研究

により初めて明らかになった。さらに，この新規生合成された Cholesterol を基に Progesterone

が産生され，成熟卵子の排卵が誘導されることも明らかになった。したがって，卵胞発育期

に顆粒膜細胞で発現する SREBP-1，SREBP-2，SCAP，INSIG-1 と排卵期における INSIG-1 の
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急激な消失は，成熟卵子の排卵に極めて重要である。   
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Table 1

Table 1. qRT-PCRに用いたプライマーの塩基配列、アニーリング温度、
プロダクトサイズおよびアクセッションナンバー

mRNA Primer sequences Product size(bp)
Anneling

temperature(X゜C)
Accession No.

Rpl19
F:5'-CTG AAG GTC AAA GGG AAT GTG-3' 

196 60 BC058135

R:5'-GGA CAC AGT CTT GAT GAT CTC-3' 

Srebp-1a
F: 5'-CCG GGG AAC TTT TCC TTA AC-3'

170 60 AB072350

R: 5'-GTT GTT GAT GAG CTG GAG CA-3'

Srebp-2
F: 5'-CCA TCT TCC CCT CTC TTT CC-3'

224 64 NM033218

R: 5'-AGG GAA GAT CCT GGG AGA AA-3'

Scap
F: 5'-TCT CAG GCC TTC TAC AAC CA-3'

200 60 NM001001144

R: 5'-GGC TCT CCT TGT TTG TGG TC-3'

Insig-1
F: 5'-GTG GAG CTT GCA ATC TGT GA-3'

234 62 NM1533526

R: 5'-CTT CTC CGG AAT AGC TCG TG-3'

Hmgcr
F: 5'-TGG AGA TCA TGT GCT GCT TC-3'

154 60 NM008255

R: 5'-GCG ACT ATG AGC GTG AAC AA-3'

Cyp51
F: 5'-TTG AGA ATT TGA GGC CAA CC-3'

172 60 NM020010

R: 5'-CTG GAT CTC ATG GAG GCA TT-3'

Dhcr7
F: 5'-CGC TCC CAA AGT CAA GAG TC-3'

233 60 NM007856

R: 5'-GTG TCT TGG CCC AAA TGT CT-3'

Ctsl
F: 5'-TCT GTT GCT ATG GAC GCA AG-3'

219 60 NM009984 

R: 5'-CCG GTC TTT GGC TAT TTT GA-3'

Snap25
F: 5'-AAA AAG CCT GGG GCA ATA AT-3'

224 64 M22012

R: 5'-GCG ATT CTG GGT GTC AAT CT-3'

Pgr
F: 5'-GGT GGA GGT CGT ACA AGC AT-3'

158 62 NM008829

R: 5'-CTC ATG GGT CAC CTG GAG TT-3'

Star
F: 5'-GCA GCA GGC AAC CTG GTG-3' 

249 60 NM011485

R: 5'-TGA TTG TCT TCG GCA GCC-3' 

Cyp11a1
F: 5'-GGG AGA CAT GGC CAA GAT GG-3' 

279 60 BC068264

R: 5'-CAG CCA AAG CCC AAG TAC CG-3'

Hsd3b1
F: 5'-GGT GCA GGA GAA AGA ACT GC-3' 

197 60 NM001304800

R: 5'-TGA CAT CAA TGA CAG CAG CA-3' 

Scarb1
F: 5'-CAG GCT GTG GGA ACT CTA GC-3'

248 60 NM_016741

R: 5'-GAA AAA GCG CCA GAT ACA GC-3'

Has2
F: 5'-GAG CAC CAA GGT TCT GCT TC-3'

154 62 NM008216

R: 5'-CTC TCC ATA CGG CGA GAG TC-3'

Tnfaip6
F: 5'-TTC CAT GTC TGT GCT GCT GGA TGG-3' 

330 64 NM009398.2

R: 5'-AGC CTG GAT CAT GTT CAA GGT CAA A-3' 

Ptx3
F: 5'-GTG GGT GGA AAG GAG AAC AA-3'

190 64 NM008987.3

R: 5'-GGC CAA TCT GTA GGA GTC CA-3' 
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Antibody Cat No. Company

Dilution used

WB IHC IP

SREBP-1

(Full-length)
E11-8425B Eno Gene 1 : 1000

SREBP-1

(Full-length/N-terminal)
SAB2102992 Sigma-Aldrich 1 : 1000 1 : 100

SREBP-2

(Full-length/N-terminal)
10007663

Cayman

Chemical
1 : 1000 1 : 100

SCAP GTX109474 Gene Tex 1 : 3000 1 : 50

INSIG-1
NB110-

55244SS

Novus

Biologicals
1 : 1000

b-ACTIN #4967
Cell Signaling

Technology
1 : 10000

Anti-rabbit IgG HRP-

linked antibody
#7074

Cell Signaling

Technology
1 : 3000

Table 2

Table 2. Western Blotting (WB), 免疫組織化学染色 (Immunohistochemistry; IHC),
免疫沈降法 (Immunoprecipitation; IP)に用いた抗体情報
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Figure 1. 卵胞発育および排卵を誘導した顆粒膜細胞におけるSREBP, SCAP, およびINSIG-
1の経時的発現変化

マウス (Non-stimulated; NS)にeCGを投与し，48 時間後 (eCG 48h)にhCGを投与した後，卵
巣から顆粒膜細胞を経時的に回収した (hCG 2, 4, 6, 8, 12h)。
A-D;顆粒膜細胞におけるSrebp-1a (A), Srebp-2 (B), Scap (C), Insig-1 (D) mRNA発現
E-I; 顆粒膜細胞におけるf-SREBP-1 (E, F), f-SREBP-2 (E, G), SCAP (E, H), INSIG-1 (E, I)の
タンパク質発現を示すバンド画像と定量化されたバンドの濃淡を数値化した時のグ
ラフ

遺伝子発現およびタンパク質発現を示すデータは，NSの平均値を1.0とした時の相対値と
して表記した。

a，b:異符号間に有意差あり(p<0.05)
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Figure 2. hCG投与が顆粒膜細胞におけるf-SREBP-1, f-SREBP-2, SCAP,およびINSIG-1の発現に及ぼす影響

マウスにeCG投与後 (eCG 48h)にhCGを投与し，2時間後 (hCG 2h)の顆粒膜細胞を回収。
A-E; 抗SCAP抗体あるいは抗 Normal Rabbit IgG抗体を用いて免疫沈降後，WBによりf-SREBP-1 (A, B), f-

SREBP-2 (A, C), INSIG-1 (A, D), SCAP (A, E)を検出し，バンド像をGel-pro analyzerにより数値化した。
F-L;精製前のサンプルを用いたWBにより，f/n-SREBP-1 (G, H), f/n-SREBP-2 (I, J), INSIG-1 (K), SCAP (L)を

検出した後，バンド像をGel-pro analyzerにより数値化した。
タンパク質発現を示すデータは，NSの平均値を1.0とした時の相対値として表記した。
*:処理区間に有意差あり(p<0.05)
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Figure 3. hCG投与が顆粒膜細胞におけるn-SREBP-1およびn-SREBP-2の局在に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し，48時間後(eCG 48h)にhCGを投与し，2時間後 (hCG 2h)の卵巣を免
疫組織化学染色によりn-SREBP-1とn-SREBP-2の局在を解析
A, C; eCG 48h (A)あるいはhCG 2h (C)の卵巣における n-SREBP-1の染色像
B, D; eCG 48h (B)あるいはhCG 2h (D)の卵巣における n-SREBP-1の染色 +ヘマトキシリン

染色像

F, H; eCG 48h (F)あるいはhCG 2h (H)の卵巣における n-SREBP-2の染色像
G, I; eCG 48h (G) あるいはhCG 2h (I)の卵巣における n-SREBP-2の染色 + ヘマトキシリン

染色像

E, J; hCG 2hの卵巣におけるヘマトキシリン染色像
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Figure 4. hCG投与が顆粒膜細胞におけるCholesterol生合成酵素およびCholesterol量に及ぼす影響

マウスにeCG投与前 (Non-stimulated; NS)およびeCGを投与し，48時間後 (eCG 48h)にhCGを投与
した後，卵巣から顆粒膜細胞を経時的に回収した (hCG 2, 4, 6, 8, 12h)。
A-C;顆粒膜細胞におけるHmgcr (A), Cyp51 (B), Dhcr7 (C) mRNAの経時的発現
D; eCG 48hおよびhCG 2h後の顆粒膜細胞におけるCholesterol量 (D)
遺伝子発現を示すデータは，NSの平均値を1.0とした時の相対値として表記した。
a, b:異符号間に有意差あり(p<0.05)
#:処理区間に有意差あり(p<0.05)
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Figure 5. Fatostatin投与がCholesterol生合成およびProgesterone産生に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し42時間後にFatostatin (30 mg/kg)を投与し，6時間後に hCGを投与した後，卵巣ある
いは顆粒膜細胞を回収した (A-I; hCG 2h) (J-M; hCG 4h) (N-P; hCG 12h)。
A-E; 顆粒膜細胞におけるf-SREBP-1 (A, B)とn-SREBP-1 (A, C)あるいはf-SREBP-2 (A, D)とn-SREBP-2 (A,

E)の検出と定量化
F-I;顆粒膜細胞におけるHmgcr (F), Cyp51 (G), Dhcr7 (H) mRNA発現とCholesterol量 (I),
J-M;顆粒膜細胞におけるPgr (J), Star (K), Cyp11a1 (L), Hsd3b1 (M) mRNA発現
N-P;卵巣のProgesterone量 (N)と顆粒膜細胞におけるSnap 25 (O)とCtsl (P) mRNA発現
遺伝子発現およびタンパク質発現を示すデータは，Noneの平均値を1.0とした時の相対値として表記した。
a, b, c:異符号間に有意差あり(p<0.05)
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Figure 6. Scap siRNAがCholesterol生合成およびProgesterone産生に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し，48時間後に顆粒膜細胞を回収した後，Scramble (Negative Control; NC)
あるいはScap siRNA (siRNA)をトランスフェクションした。その後，AREGを添加し，4 時間
(A, B), 12時間 (C-J)あるいは16時間 (K)培養した。
A, B; AREG添加 4時間後の顆粒膜細胞におけるScap mRNA (A)あるいはSCAPタンパク質 (B)の

発現

C-E; AREG添加 12時間後の顆粒膜細胞における Hmgcr (C), Cyp51 (D), Dhcr7 (E) mRNA発現
F-H; AREG添加12時間後の顆粒膜細胞におけるStar (F), Cyp11a1 (G), Hsd3b1 (H) mRNA発現
I, J; AREG添加 12時間後の顆粒膜細胞におけるFilipin III 染色像 (I)とその蛍光強度を数値化し
た (J)

K; AREG添加 16時間後の培地中Progesterone濃度 (K)
遺伝子発現，タンパク質発現およびCholesterol量を示すデータは，NCの平均値を1.0とした時
の相対値として表記した。

*:異符号間に有意差あり(p<0.05)
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Figure 7. Cholesterolの外部導入がProgesterone産生に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し，48時間後にhCGを投与した後，顆粒膜細胞 (Granulosa cells; GC) (hCG 0, 2, 6,
12h)あるいは黄体細胞 (Corpus Lutea; CL) (hCG 24, 48h)を回収した (A)。また，血清および卵胞液は
hCG 投与 2時間後の雌マウスから回収した (B)。eCG 投与 48時間後のマウスから回収した顆粒膜細
胞をFCSを添加 していない(FCS (-))，あるいは添加 (FCS (+)) を添加したAREG培地で12 時間培養
(C, D)あるいは 16時間 (E)培養した。
A;顆粒膜細胞 (GC)あるいは黄体細胞 (CL)におけるScarb1 mRNAの経時的な発現
B; hCG投与2時間後の血清中 (Serum)あるいは卵胞液中 (Follicular fluid)のCholesterol濃度

C, D; AREG添加 12時間後の顆粒膜細胞におけるFilipin III染色像 (C)と数値化した蛍光強度 (D)
E; AREG添加 16時間後の培地中Progesterone濃度
遺伝子発現を示すデータは，hCG 0hの平均値を1.0とした時の相対値として表記した。
Filipin IIIの蛍光強度を示す値は，FCS (-)の平均値を1.0とした時の相対値として表記した。
N.D; Not detected
*: hCG 0hに対して有意差あり(p<0.05)
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Figure 8. Fatostatin投与が卵丘細胞の膨潤および減数分裂再開に与える影響

マウスにeCGを投与した42時間後にFatostatin (30 mg/kg)を投与し，6時間後に hCGを投与した。
hCG 投与 4時間 (A-C)あるいは12 時間後(D-F)のマウス卵巣からCumulus-Oocyte Complex (COC)
を回収した。

A-C; COCにおけるHas2 (A), Tnfaip6 (B), Ptx3 (C) mRNA発現
D, E;膨潤したCOCの画像 (D)とCOC直径 (E)
F;裸化した卵子をDAPI染色後，核相を観察しMII率を測定
a, b:異符号間に有意差あり(p<0.05)
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Figure 9. Fatostatin投与が排卵および黄体化に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し42時間後にFatostatin (30 mg/kg)を投与し，6時間後に hCG

を投与した。hCG 投与 16時間後の卵管 (A)あるいは48 時間後の卵巣(B-K)を回

収した。

A;卵管に排卵された卵子の数

B-K; hCG投与48時間後の卵巣におけるHE染色画像 (B-I)，黄体数 (J)および黄体
内に卵子が残存した異常な黄体数 (Oocyte-residual CL; ORCL) (K)

黒矢印; ORCL

a, b:異符号間に有意差あり(p<0.05)
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第三章 

 

LH が誘導する顆粒膜細胞の AMPK の不活性化は，INSIG-1 の消失と SREBP の賦活化を誘

導する 

 

序論 

 

 第二章から，卵胞発育刺激後のマウスの顆粒膜細胞では SREBP-1，SREBP-2，SCAP，お

よび INSIG-1 が発現し，SREBP-SCAP-INSIG-1 が複合体を形成するため Cholesterol は生合

成されないが，その後の排卵刺激により顆粒膜細胞では，INSIG-1 の急速な消失により

SREBP が核移行し，Cholesterol 生合成のスイッチが ON となり，これを基質に産生される

Progesterone により排卵が誘導されることを明らかにした。本研究結果は，Pgr KO マウスに

認められる「成熟卵子の排卵不全」と同様の表現系であることから，Progesterone-PGR 経路

の上方制御に必須である「排卵刺激後の顆粒膜細胞における INSIG-1 の消失」は，排卵に極

めて重要であるが，この詳細な消失メカニズムを明らかとなっていない。 

近年まで Cholesterol同化組織である肝臓において，INSIG-1 の消失メカニズムは不明であ

った。2019年に Han らは，肝臓において「細胞内の代謝を司るマスタースイッチ」にあた

る AMP-activated Protein Kinase (AMPK)が以下の順序で INSIG-1 のタンパク質を分解するこ

とを初めて報告した (Han et al., 2019)。 

① 細胞外部の Glucose濃度が低下し，細胞内の ATP が低下し ADP と AMP が増加すると，

AMPK の Thr172残基がリン酸化され活性化状態となり，Glucose Transporter (GLUT)や

代謝酵素の発現を亢進させる。 

② 細胞外 Glucose の増加に伴い，分泌される Insulin および EGF は，肝細胞や筋細胞の細

胞膜上の Insulin 受容体 (IR)/EGF 受容体 (EGFR)に結合し，細胞質に存在する Glucose 

transporter 4 (GLUT4)を細胞膜へ細胞内輸送する結果，細胞内に取り込まれた Glucose が

解糖系，TCAサイクル，電子伝達系を介して大量に ATP を産生させる。 

③ この細胞内の ATP量の増大は，AMPK の不活性化を誘導し，不活性型 AMPK が INSIG-

1 のユビキチン化を誘導し急速に分解する。 

第二章において，hCG 刺激後の顆粒膜細胞では INSIG-1 が mRNA レベルでは恒常的であ

るにも関わらず，タンパク質レベルでは急激に発現量が低下していた。このことから，排卵

刺激後の顆粒膜細胞においても肝臓に認められる INSIG-1 タンパク質の翻訳後修飾による

分解によるものである可能性が高い。しかし，卵巣では，顆粒膜細胞や卵丘細胞，卵子にお

ける GLUT4 の発現・局在や AMPK の存在については報告があるものの (Tosca et al., 2005; 

Tosca et al., 2006; Tosca et al., 2007; Downs et al., 2010; Tian et al., 2017; Xu et al., 2019)，排卵刺

激後の顆粒膜細胞において GLUT4 の細胞膜への移行が生じ，Glucose の取り込み促進に伴
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う AMPK の不活性化が生じるのか，また上記現象が，INSIG-1 消失と SREBP の活性化，そ

れにより生じる排卵現象に関与するかについては，明らかにされていない。 

 そこで第三章では，排卵刺激後の顆粒膜細胞において発現する EGF-like factor により不活

性されると考えられる AMPK が卵子成熟および排卵に及ぼす影響を調べる目的で，以下の

in vivo解析および in vitro解析を実施した。まず，排卵 (hCG)刺激後の顆粒膜細胞において

発現する EGF-like factors により活性化する EGFR シグナルの亢進に伴い GLUT4 が細胞膜

へ移行するか，また，これに伴い Glucose利用による ATP 合成が AMPK の不活性化を誘導

するかを調べた。次に，hCG 刺激と共に AMPK 活性化剤 (AICAR)を投与し，顆粒膜細胞に

おける SREBP，SCAP，INSIG-1 の発現，SREBP の核内移行，Cholesterol 生合成酵素の発現

と Cholesterol 生合成量，Progesterone産生量に与える影響を調べた。最後に hCG と AICAR

を投与したマウスにおける排卵および卵子成熟に及ぼす影響を調べ，AMPK が INSIG-1 消

失と SREBP の賦活化に及ぼす影響を調べた。 
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材料および方法 

 

試薬の調整 (PBS, PBS-T, 生理食塩水, eCG, hCG, 単離培地, 最終培地, ヒアルロニダー

ゼ)，マウスの維持，顆粒膜細胞と COC の回収，Total RNA抽出，Quantitative RT-PCR, タン

パク質濃度測定，卵巣切片の作製，HE 染色，免疫組織化学染色，細胞内 Cholesterol の抽出

と測定，ステロイドホルモンの抽出と Progesterone濃度の測定，排卵数，黄体数および統計

処理は，第二章と同様に行なった。 

 

試薬の調製 
� AG1478 (EGFR チロシンキナーゼ阻害剤) 

 AG1478 (Cayman CHEMICAL)は，DMSO により 0.33 mg/100 µl に溶解した。使⽤直前に，
総投与量に対する DMSO 濃度が 10% (v/v)以下になるように⽣理⾷塩⽔で希釈した。
AG1478 は，Xi ら (Xi et al., 2020)の報告に基づいて，3 週齢の未成熟な雌マウスに eCG 5IU

を投与し 44 時間後に 1 kg あたり 10 mg の濃度で投与した。 

� AICAR (AMPK活性化剤) 

 AICAR (abcam plc, Cambridge, UK)は，⽣理⾷塩⽔により 2.5 mg/100 µl に溶解した後，先
⾏研究に基づいて (Lanner et al., 2013; Hunter et al., 2018; Townsend et al., 2021)，3 週齢の未
成熟雌マウスに eCG 5 IU を投与し 48 時間後に hCG と同時に 1 kg あたり 250 mg の濃度で
投与した。 

� LY294002 (PI3K 不活性化剤) 

 LY294002 (Chemscene Inc., NJ, USA)は，DMSO により 10 mM に溶解し，最終培地で 10 

µM に希釈し使⽤した。 

� U0126 (ERK1/2活性化阻害剤) 

 U0126 (Cell Signaling Technology)は，DMSO により 10 mM に溶解し，最終培地で 10 µM

に希釈し使⽤した。 

� EGF 

 EGF (Sigma Aldrich)は，DMEM により 100 µg/ml に溶解し，最終培地で 100 ng/ml に希釈
し使⽤した。 

� 培養プレートコーティング⽤培地 

 顆粒膜細胞の接着を促進する⽬的で，培養前⽇に DMEM に 10% (v/v) FCS と 1%  (v/v) 

抗⽣物質を添加し, 培養⽤プレート (As one)をコーティングした。培養直前にコーティン
グ培地を除去し，最終培地，グルコース含有培地あるいはグルコース除外培地に交換した。 

� グルコース含有培地およびグルコース除外培地 

 グルコースの有無が顆粒膜細胞にどのような影響を及ぼすかを明らかにする⽬的で，グ
ルコース含有培地，およびグルコース除外培地を下記のように作成した。グルコース含有
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培地およびグルコース除外培地は，DMEM Low Glucose とDMEM No Glucose (Fujifilm Wako)

に 0.5% (v/v)抗⽣物質を添加して作成し，37ºC, 5% CO2インキュベーターで均衡化した。 

� TBS (Tris buffered saline) 

超純⽔に 5 mM Tris, 13.8 mM NaCl, 0.27 mM KCL を溶解した後，pH メータにより pH を
測定しながら塩酸を加え pH 7.6 に調整し，メスフラスコ内で超純⽔を加えてメスアップし
TBS を作成した。 

� TBS-Tween (TBS-T) 

TBS 500 ml に Tween 20 を 1 ml 添加し，TBS-T を作製した。 
 

Western blotting 

 各処理区のサンプル溶解液は，WCEB によりタンパク質量が 10 μl あたり 20 μg に希釈し
た後，試料緩衝液 (SDS-PAGE ⽤，2倍濃縮，2-ME 含有，Nacalai Tesque)により 2倍希釈し
た。その後，第⼆章と同様の⽅法で SDS-PAGE を⾏い，展開ゲルを PVDF membrane に転写
した。 

� PVDF membrane のブロッキング 

 転写した PVDF membrane は PBS (-) で共洗い後，10 分間洗浄した。洗浄後， PVDF 

membrane を 5 ml TBS に 0.15 g BSA (Nacalai tesque)を溶解した 3% (w/v)BSA/TBS で 2 時間
ブロッキングした。 

� ⼀次抗体反応 

 TBS-T 1 ml に 0.03 g BSA を溶解し 3% BSA/TBS-T を作製した。この溶液を⽤いて，PVDF 

membrane を 1 : 10000 で希釈した抗 β-ACTIN 抗体，1 : 1000 で希釈した抗 GLUT4 抗体，抗
AMPK 抗体 (Cell signaling technology)，抗 Phospho-AMPK Thr172 (Cell signaling technology)，
抗 Phospho-EGFR (Tyr1056)抗体 (Cell Signaling Technology), 抗 EGFR 抗体 (Santa Cruz 

Technology, Inc., TX, USA), 抗 Phospho-p44/42MAPK (T202/Y204) 抗体  (Cell Signaling 

Technology), 抗 f/n-SREBP-1 抗体，抗 f/n-SREBP-2 抗体あるいは抗 INSIG-1 抗体に浸して 4 

ºC で⼀晩反応させた。 

� 洗浄 

 ⾮特異的に結合した抗体を除去する⽬的で，⼀次抗体と反応させた PVDF membrane を
PBS-T で 2 時間以上洗浄した。 

� ⼆次抗体反応 

3% (w/v)BSA/TBS-T を⽤いて 1：3000 で希釈した Anti-Rabbit IgG, HRP-linked Antibody あ
るいは 1 : 5000 で希釈した Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling Technology)

を PVDF membrane に浸して常温で 1 時間反応させた。 

� 洗浄 

 ⾮特異的に結合した⼆次抗体を除去する⽬的で，⼆次抗体と反応させた PVDF membrane

を PBS-T で 1 時間振盪した。 
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� 検出 

 HRP 活性の検出には，第⼆章と同様の⽅法により ECL Plus Western Blotting Detection 

Reagents を⽤いて⾏った。まず予め 4ºC で保存されていた ECL 試薬 A と試薬 B をそれぞ
れ 37ºC で 30分保温した後，1：1 で混合した。混合した ECL 試薬を洗浄した PVDF membrane

のおもて⾯に 5分間反応させた後，PVDF membrane に付着した ECL 試薬を除去し，サラ
ンラップに巻いた。PVDF membrane の表⾯を上にしてフィルムカセッテに貼り付け，PVDF 

membrane と X-Ray Film を重ねて感光させた。感光後，X-Ray Film を現像液 (ハイレンド
ール) に 1 分間，停⽌液 (3% 酢酸)に 5 分間，定着液 (ハイレンフィクス) に 3 分間浸漬
し，⽔で約 20分間洗浄した後，乾燥させた。 

� 定量 

検出された標的タンパク質およびb-ACTIN バンド画像をスキャナーで取り込み，Gel Pro 

Analyzer により定量化した。標的タンパク質のバンド画像の濃淡から得られる値をb-

ACTIN あるいは AMPK のバンド画像から得られる値で割り，グラフ化した。 

 

顆粒膜細胞の体外培養 
 eCG 投与 48 時間後のマウスから卵巣を回収し，単離⽤培地中で 25 ゲージの針で顆粒膜
細胞および COC を弾き出した後，単離⽤培地を全てエッペンドルフチューブに回収し，
4,500 rpm で 5分間遠⼼した。遠⼼後，培地を除去し，培養⽤培地を 100 µl 加え，静かに混
和した後，サンプルとトリパンブルーを 1 : 1 で混合し，⾎球計算盤を⽤いて，⽣存細胞数
をカウントした。コーティング⽤培地でコーティングした 96 ウェル培養プレートに 1 × 104

個，48 ウェル培養プレートに 2 × 105個あるいは 12 ウェル培養プレートに 1 × 106個の細胞
数に調整した顆粒膜細胞を播種し，前培養を⾏った。2 時間後，最終培地で 3回以上洗浄し，
EGF, LY294002, U0126 を添加し培養した。培養後，顆粒膜細胞を免疫蛍光染⾊，qRT-PCR, 

Western blotting に供試した。 

 

顆粒膜細胞内 ATP 量の測定 

 顆粒膜細胞中の ATP 濃度は，『細胞の』ATP 測定キット™ (TOYO INK Co., Ltd., Tokyo, 

Japan) を用いて測定した。まずマウス卵巣から顆粒膜細胞を回収後，50 µl の WCEB でホモ
ジナイズした後，タンパク質濃度を測定した。その後，サンプルを WCEB で 10 倍希釈し，
『細胞の』ATP測定キット™ (TOYO INK Co., Ltd.) を用いて以下の手順で ATP濃度を測定

した。 

1. 96 ウェル黒色プレートに，Blank, Standard あるいはサンプルを 100 µl添加した。 

2. 全てのウェルに ATP測定キット内の蛍光試薬を 100 µl ずつ添加した。 

3. VARIOSKAN FLASH (Thermo electron corporation)内で遮光しながら 30 分間振盪した。 

4. 振盪後，Blank を対照として，蛍光強度を測定した。 

5. Standard を用いて標準曲線を作製し，細胞内 ATP濃度を測定した。 
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6. 細胞内 ATP濃度をタンパク質濃度で除し，顆粒膜細胞中の ATP濃度を算出した。 

 

顆粒膜細胞内 Glucose 量の測定 

顆粒膜細胞中の Glucose 量は，Glucose Assay Kit-WST を⽤いて測定した。まずマウス卵巣
から顆粒膜細胞を回収後，50 µl の WCEB でホモジナイズした後，タンパク質濃度を測定し
た。その後，細胞溶解液を WCEB で 10 倍希釈しサンプルとした。96 ウェルクリアプレー

トに，Blank, Standard あるいはサンプルを 50 µl添加した後，各ウェルに Working solution 50 

µl ずつ添加し，37ºC で 30分間インキュベートした。インキュベート後、VARIOSKAN FLASH 

(Thermo electron corporation)を用いて 405 nm波長で吸光度を測定した。Standard から標準曲

線を作製し，細胞内の Glucose濃度を算出した。さらに細胞内 Glucose濃度をタンパク質濃

度で割り，この値を顆粒膜細胞中の Glucose量とした。 

 

免疫蛍光染⾊ 

 卵巣切⽚が接着したスライドガラスはキシレン中で脱パラフィン後，100%, 90%, 80% 

Ethanol で親⽔処理を⾏った。その後，PBS (-)で洗浄した後，抗原を賦活化するために，卵
巣切⽚を 98ºC の 10 mM クエン酸バッファー (pH 6.0)に 30分間浸した後，ゆっくり冷却し
た。卵巣切⽚を PBS (-)で洗浄し，3% (w/v)BSA/PBS (-)で 2 時間，室温でブロッキングした
後，3% BSA/PBS (-)を⽤いて抗 GLUT4 抗体を 1 : 200 および抗 N-Cadherin (NCAD)抗体 (Cell 

Signaling Technology)を 1 : 1000 に希釈し，4ºC で⼀晩，⼀次抗体反応を⾏った。また⾮特異
的な呈⾊を避けるため，ネガティブコントロールとして 3% BSA/PBS (-)のみを滴下した。
⼀次抗体反応後，PBS (-)で洗浄し，3% BSA/PBS (-)で 1 : 100 に希釈された⼆次抗体 (Anti-

Rabbit IgG (whole molecule) F (ab’) 2 Fragment-Cy3 antibody (Sigma Aldrich)および Anti-Mouse 

IgG(Whole molecule), F(ab’)2 fragment-FITC antibody (Sigma Aldrich)) を滴下し，遮光しながら
室温で 2 時間反応させた。反応後，⼆次抗体を除き PBS (-)で洗浄した後，VECTORSHIELD 

Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories, Inc.)で細胞核を染⾊し，カバーガラスを乗
せ蛍光顕微鏡 (FLUOVIEW FV10i, OLYMPUS)で観察・撮影した (Cy3波⻑; 559 nm, FITC波
⻑; 473 nm, DAPI波⻑; 405 nm)。 

 培養後の顆粒膜細胞における GLUT4, NCAD の発現局在を解析するため，ウェル内の培
地を除去した後，4% PFA/PBS (-)を添加し 10 分間静置により顆粒膜細胞を固定した。PBS 

(-)で洗浄後，細胞膜透過処理する⽬的で，0.1% Triton-X/PBS (-)を添加し室温で 3分間静置
した。3分後，すぐに PBS (-)で洗浄し，3% BSA/PBS (-)で 30分間室温でブロッキングした。
その後，3% BSA/PBS (-)で 1 : 200 に希釈した抗 GLUT4 抗体，1 : 1000 に希釈した抗 NCAD

抗体を滴下し，4ºC で⼀晩，⼀次抗体反応を⾏なった。⼀次抗体反応後，PBS (-)で洗浄し，
3% BSA/PBS (-)で 1 : 100 に希釈された⼆次抗体 (Anti-Rabbit IgG (whole molecule) F (ab’) 2 

Fragment-Cy3 antibody および Anti-Mouse IgG(Whole molecule), F(ab’)2 fragment-FITC antibody) 

を滴下し，遮光しながら室温で 2 時間反応させた。反応後，⼆次抗体を除き PBS (-)で洗浄
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した後，VECTORSHIELD Mounting Medium with DAPI を滴下し，10分間静置し細胞核を染
⾊した。その後，VECTORSHIELD Mounting Medium with DAPI を除き，PBS (-)で⼗分に洗
浄し，最後に PBS (-)を 200 µl 添加し蛍光顕微鏡 (FLUOVIEW FV10i, OLYMPUS)で観察・撮
影した (Cy3波⻑; 559 nm, FITC波⻑; 473 nm, DAPI波⻑; 405 nm)。 
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結果 

 

実験1.  卵胞発育および排卵を誘導した顆粒膜細胞における EGF-like factors の発現 EGFR

のリン酸化，GLUT4 発現，AMPK 活性および INSIG-1 の経時的変化 

本実験では，まず，卵胞発育期および排卵期の顆粒膜細胞における EGF-like factors (Areg, 

Ereg)の mRNA 発現変化を調べるため，未成熟な雌マウス (Non-stimulated; NS)に卵胞発育

を誘導する FSH と同作用を持つ eCG を投与し，48 時間後 (eCG 48h)に排卵を誘起する LH

と同作用を示す hCG を投与した後，経時的に顆粒膜細胞を回収した (hCG 0.5, 1, 2h)。Areg 

mRNA 発現は，eCG 48h と比較して hCG投与 0.5 時間後に 150倍以上増加し，Ereg mRNA

においても，有意な差は認められなかったものの，発現量が 3倍程度増加した (Figure 1A，

B)。EGF-like factors の発現増加に伴い，hCG投与 0.5 時間後に EGFRも強くリン酸化され，

hCG 刺激 2 時間後までリン酸化 EGFR を示す濃いバンドが認められた (Figure 1C, D)。加

えて，顆粒膜細胞内の GLUT4タンパク質発現を示すバンドも，NS と eCG 48h では全く認

められず，hCG 投与 0.5 時間後および 1 時間後に顕著に濃いシグナルを検出した (Figure 

1C, E)。次に，卵胞発育期と排卵期の顆粒膜細胞における AMPK の経時的な活性変化を調

べるため，AMPK の Thr172部位がリン酸化された活性型 AMPK (pAMPK (Thr172))および

AMPK の総発現量を Western blotting により解析した。この結果，AMPK の総発現量は NS，

eCG 48h，hCG 0.5，1，および 2h の顆粒膜細胞において変化が認められなかった (Figure 

1C)。他方で，pAMPK (Thr172)を示すバンドは NS において認められ，eCG投与 48 時間後

の顆粒膜細胞においても NS と同程度に強いシグナルのバンドが検出された (Figure 1C)。

しかし，hCG投与 0.5 時間後の顆粒膜細胞では eCG 48h と比べて pAMPK (Thr172)を示す

バンドが薄くなり AMPK 活性が有意に低下し，hCG 投与 1 時間および 2 時間後において

も有意に低い値が維持された (Figure 1C, F)。このとき，INSIG-1 の発現を調べたところ， 

NS では INSIG-1タンパク質発現を示すバンドが認められず，eCG投与 48 時間後に NS と

比較して強いシグナルのバンドが認められた (Figure 1C, G)。一方，hCG投与 0.5 時間後に

は eCG 48h と比べて INSIG-1タンパク質発現が有意に低い値を示し，hCG投与 2 時間後ま

で低い値が維持され，pAMPK (Thr172)の変化と同調的に INSIG-1 が減少した (Figure 1C, 

G)。 
 
実験2.  EGFR の下流シグナルが GLUT4 の細胞膜移行および AMPK 不活性化に及ぼす影

響 

実験 1 において，hCG 刺激直後の顆粒膜細胞では，EGF-like factors による EGFR のリン

酸化と同時に AMPK 活性が低下したことから，EGF-like factors が EGFR のリン酸化を介

して AMPK が不活性化されると仮説立て実証を試みた。そこで以降の実験では，EGF-like 

factors-EGFR が GLUT4 の発現亢進と細胞膜への移⾏を誘導し，AMPK活性が低下される
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か調べる⽬的で，未成熟な雌マウスに eCG を投与し，44 時間後に EGFR チロシンキナー
ゼ阻害剤 (AG1478)を投与した後，4 時間後に hCG を投与し卵巣あるいは顆粒膜細胞を回
収した (hCG+AG1478)。まず，免疫組織蛍光染⾊により卵巣内顆粒膜細胞における GLUT4

タンパク質と細胞膜マーカーである N-Cadherin (NCAD)の細胞内局在を解析した結果，
hCG を投与していない None 区および AG1478 区では GLUT4 を⽰す⾚い蛍光シグナルが
わずかに検出されたが，NCAD (緑⾊)との共局在は全く認められなかった (Figure 2A)。⼀
⽅，hCG を投与し 0.5 時間後の顆粒膜細胞では，⾚⾊の強いシグナルが観察され，NCAD

の蛍光シグナルと重なることを認めた (Figure 2A)。しかし，AG1478 を投与したマウスに
hCG を投与すると，顆粒膜細胞における GLUT4 の蛍光シグナルは，顕著に減弱し，NCAD

との共局在も全く認められなかった (Figure 2A)。次に，Figure 2B において，細胞内 Glucose

量を測定した結果，None では，0.113±0.07 µmol/protein であったのに対して，hCG 投与区
では，0.290±0.04 µmol/protein と 2倍以上増加した。しかし，AG1478 を投与した AG1478

区および hCG+AG1478 区では，それぞれ 0.147±0.0002 µmol/protein，0.160±0.002 

µmol/protein と None と同じレベルまで低下した。また，hCG 投与区では，細胞内 Glucose

量の増加に伴い，細胞内 ATP 量が，None と⽐べて有意に⾼い値を⽰したが (None; 3.16±

0.70 pmol/protein vs hCG; 51.12±4.65 pmol/protein)，AG1478 を投与すると，細胞内 ATP 量
の増加は全く認められず，None と同程度の値を⽰した  (hCG+AG1478; 4.63±1.07 

pmol/protein)。さらに，pAMPK (Thr172)を⽰すバンドは，hCG を投与したマウス顆粒膜細
胞と⽐較して，hCG を投与しない None区，AG1478 単独投与区および hCG+AG1478区に
おいて強く検出された (Figure 2D)。加えて，hCG 投与区では INSIG-1 タンパク質発現を
⽰すバンドが検出されなかったのに対して，None, AG1478 および hCG+AG1478 では
INSIG-1 タンパク質が発現することを認めた (Figure 2D)。 

最後に，N末端 SREBP-1 (n-SREBP-1)および N末端 SREBP-2 (n-SREBP-2)の核移⾏への
影響を調べた結果，hCG を投与したマウスの顆粒膜細胞において，n-SREBP-1 あるいは n-

SREBP-2 を⽰す茶⾊のシグナルが細胞核に局在することを認めたが (Figure 3C, D, K, L)，
None，AG1478 あるいは hCG+AG1478 を投与したマウスの顆粒膜細胞では，茶⾊のシグナ
ルが細胞質に均⼀に検出され (Figure 3A, B, E, F, G, H, I, J, M, N, O, P)，EGFR の活性化を
阻害することにより SREBP の核移⾏が抑制される結果が得られた。 

 

実験3.  AICAR が INSIG-1 発現および n-SREBP の発現と局在に及ぼす影響 

  顆粒膜細胞における AMPK の不活性化が INSIG-1 消失と SREBP の活性化を誘導するか

を調べる目的で，未成熟な雌マウスに eCGを投与し，その 48時間後に hCGと同時にAICAR 

を投与した後，2 時間後に顆粒膜細胞を回収した。Figure 4A において，hCG を投与したマ

ウスの顆粒膜細胞における pAMPK (Thr172)を示すバンドは，None と比べて薄くなったが，

AICAR あるいは hCG+AICAR を投与すると hCG よりも濃いバンドが認められた。さらに

INSIG-1 タンパク質発現を示すバンドは，hCG 投与区では認められなかったが，None, 
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AICAR および hCG+AICAR 区で認められた (Figure 4A)。次に，不活性型 SREBP-1/2 (f-

SREBP-1/2)および活性型 SREBP-1/2 (n-SREBP-1/2)を検出した結果，hCG 投与により f-

SREBP-1 および f-SREBP-2 を示すバンドが認められたとともに，n-SREBP-1 と n-SREBP-2

を示すシグナルが検出された (Figure 4A)。他方で，None，AICAR および hCG+AICAR を

投与すると，f-SREBP-1 および f-SREBP-2 を示すバンドが認められたが，n-SREBP-1 と n-

SREBP-2 を示すバンドは hCG投与区と比較して減少していた (Figure 4A)。次に，SREBP-

1 あるいは SREBP-2 の N 末端が核内に移行するかを免疫組織化学染色法により調べた結

果，hCG を投与したマウスの顆粒膜細胞では n-SREBP-1 あるいは n-SREBP-2 を示す茶色

のシグナルが細胞核に認められたが  (Figure 5C, D, K, L)，None, AICAR あるいは

hCG+AICAR を投与した顆粒膜細胞では，茶色のシグナルが細胞質に均一に検出され 

(Figure 5 A, B, E, F, G, H, I, J, M, N, O, P)，AMPK の阻害により SREBP の核内移行が抑制さ

れる結果が得られた。 

 

実験4.  AICAR 投与が Cholesterol 新規合成酵素の発現，Cholesterol 新規合成および

Progesterone産生に与える影響 

AICARを投与した結果，INSIG-1消失とSREBP賦活化が抑制されたことから，Cholesterol

新規合成および Progesterone 産生に影響を及ぼすと考えられた。そこで，実験 3 と同様の

マウスを用いて顆粒膜細胞における Cholesterol 新規合成酵素群 (Hmgcr, Cyp51, Dhcr7)の

mRNA 発現を測定した結果，hCG と比較して None, AICAR あるいは hCG+AICAR を投与

したマウス顆粒膜細胞では，Hmgcr, Cyp51, Dhcr7 mRNA 発現が有意に低下した (Figure 6A-

C)。Cholesterol 新規合成酵素群の発現低下に伴い，hCG+AICAR 区の顆粒膜細胞内

Cholesterol 量も hCG 区と比較して有意に減少した  (hCG; 30.49±6.14 ng/protein vs 

hCG+AICAR; 11.75±5.05 ng/protein) (Figure 6D)。さらに，hCG あるいは hCG+AICAR投与

12 時間後の卵巣における Progesterone 量も hCG と比較して hCG+AICAR 区において有意

に低い値を示した (hCG; 674.9±125.6 pg/protein vs hCG+AICAR; 211.9±62.80 pg/protein) 

(Figure 6E)。 

 

実験5.  AICAR が卵子成熟，排卵と黄体化に及ぼす影響 

実験 5 では，AICAR が卵子成熟や排卵，黄体化に及ぼす影響を調べた。hCG あるいは

hCG+AICAR を投与し，12 時間後の卵巣における卵丘細胞卵子複合体 (Cumulus-Oocyte 

Complex; COC)を観察した結果，None および AICAR単独投与したマウスでは，COC の膨

潤が認められなかったが，hCG 刺激により膨潤した COC が観察された (Figure 7A)。しか

し，hCG+AICAR を投与すると卵丘細胞の膨化は認められず (Figure 7A)，COCs の膨潤直

径も hCG 区と比較して有意に減少した (Figure 7B)。さらに，これらの卵子の核相を観察

したところ，第二減数分裂中期 (MII)に達した卵子は，hCG 区では 95.5±0.77 %であった

のに対して hCG+AICAR区では 63.9±12.9 %となり，有意に低下した (Figure 7C)。None区
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および AICAR区では，MII に達した卵子は全く認められなかった (Figure 7C)。Figure 7D

では 16 時間後の卵管へ排卵された卵子の数を測定した。その結果，卵管に排卵された卵

子数は，None 区および AICAR 区では全く観察されなかったが，hCG 投与区では 53.5±

6.49 COCs/mouse に対して, hCG+AICAR区では 5.18±2.56 COCs/mouse となり，AICAR を

投与することにより排卵数が 95 %以上減少した (Figure 7D)。また，hCG あるいは

hCG+AICAR を投与し 48 時間後の卵巣において形成された黄体を観察した (Figure 8A)。

この結果，hCG+AICAR を投与したマウスの卵巣内黄体数は，hCG投与と比較して有意に

低下していた (hCG; 22.5±4.50 個/ovary vs hCG+AICAR; 1.0±0.58 個/ovary) (Figure 8B)。  
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考察 

  

血糖上昇により膵臓のb細胞から分泌される insulin は，肝臓，筋肉，および脂肪細胞にお

いて，GLUT4の細胞膜への移行と取り込まれたGlucoseの分解によるATP増加によりAMPK

の不活性を誘導し，これが INSIG-1 の消失に伴う SREBP の活性化を誘導する (Jaldin-Fincati 

et al., 2017; Han et al., 2019; Chadt and Al-Hasani, 2020)。筋肉は成人男性の場合，体重に対し

て 35〜40%弱を占めることから (原田脩平ら, 理学療法―臨床・研究・教育, 第 25 巻 1 号, 

2018)，これらの糖質の取り込みとそれを基質として脂質を合成する insulin の作用は，血糖

値の上昇を直ちに感知し，効率的かつ急速に血糖値を低下させるため極めて理にかなった

メカニズムであると言える。本研究結果から，未成熟および卵胞発育期のマウス顆粒膜細胞

では，hCG 刺激後 0.5 時間で EGF-like factor の Areg mRNA 発現は有意に上昇し，この時間

において EGFRも強くリン酸化されていた。さらに hCG 刺激 0.5 時間後に GLUT4 が発現上

昇し細胞膜移行に伴って，細胞内 Glucose量と ATP量が有意に増加した。加えて，排卵刺激

前では顆粒膜細胞の AMPK はリン酸化され高い活性を維持したが，hCG 刺激 0.5 時間後に

脱リン酸化され不活性化し，これと同調して INSIG-1 の発現の低下と n-SREBPs の増加が認

められ，これらは AG1478 のマウスへの投与により完全に抑制された。筋肉や脂肪細胞で

は，Insulin は，Insulin receptor下流の PI3K-Akt 経路を介して GLUT4 の細胞膜への移行を誘

導することが明らかになっている (Jaldin-Fincati et al., 2017; Chadt and Al-Hasani, 2020)。卵巣

でもこれらの経路は hCG 刺激後に活性化されることから，これらの経路を介したシグナル

により GLUT4 の細胞膜への移行と AMPK の不活性化が誘導されていると考えられた。し

たがって，卵巣では排卵刺激により卵巣局所で発現上昇する EGF-like factor が卵胞内で排卵

を誘導するために急速にその要求量が高まる Progesterone 産生へ Cholesterol 生合成経路の

活性化を介して寄与するという新たなメカニズムが存在することが本研究により初めて明

らかになった。 

第二章において，Fatostatin のマウスへの投与は，SREBP の賦活化を抑制し，Cholesterol

生合成量の減少に伴い Progesterone 産生量が低下した。この Fatostatin の投与は，排卵数が

減少するものの，卵子成熟が正常に起こることから，Cholesterol 生合成経路の活性化により

産生される Progesterone は，卵子成熟には関与しないが，排卵に極めて重要であることが明

らかになった。本章の研究においても，AICAR のマウスへの投与は，INSIG-1 消失を伴う

SREBP の賦活化を阻害し，Cholesterol 生合成と Progesterone 産生量が減少し排卵が抑制さ

れ，加えて卵丘細胞の膨化，減数分裂再開および黄体化も一部抑制されていた。この表現系

は，Fatostatin を投与したマウスでは認められず，AICAR は排卵のみならず，卵子成熟にも

影響することが明らかになった。これまでの研究により，この排卵と卵子成熟の両方に影響

する経路には ERK1/2 経路が明らかとなっており，顆粒膜細胞特異的な Erk1/2 遺伝子欠損 

(Erk1/2gc-/-) 雌マウスを用いた解析により，ERK1/2 経路は PGE2 が卵子成熟を誘導する一方，



54 
 

ERK1/2 経路依存的に分泌される Progesterone は排卵を誘導することが明らかになっている 

(Fan et al., 2009)。本章において，AICAR は，PGE2産生酵素 (Ptgs2)および Progesterone産生

酵素 (Star および Cyp11a1)の発現を抑制し (Supplemental Figure 1)，この結果得られた卵子

成熟と排卵の抑制を伴った表現系は，雌の Erk1/2gc-/-マウスと類似した結果となっている。

加えて，本章では，マウスへの AG1478 投与により GLUT4 の細胞膜移行および AMPK の

不活性化が抑制されたこと，顆粒膜細胞の初代培養系において EGF と Glucose の両方を添

加すると GLUT4 の細胞膜への移行が促進され，AMPK の不活性化される結果を得ているこ

とから (Supplemental Figure 2)，ERK1/2 は，GLUT4 の細胞膜移行を介して下流の AMPK を

不活性化し，この結果，PGE2産生による卵子成熟と Progesterone産生による排卵を制御し

ていることが本章により初めて明らかとなった。加えて，Tosca らはラットの顆粒膜細胞の

初代培養系を用いて，FSH により誘導される ERK1/2 のリン酸化が AICAR により抑制され

ることを明らかにしている (Tosca et al., 2005)。同様に本章では，AICAR は hCG により誘導

される ERK1/2 のリン酸化を抑制する結果を得ていることから (Supplemental Figure 3)，

ERK1/2 は AMPK の不活性化を誘導し，AMPK の不活性化は ERK1/2 の活性化も誘導すると

いうループを形成していると考えられる。したがって，排卵刺激により顆粒膜細胞では，

ERK1/2―AMPK のループが PGE2 産生を誘導するとともに INSIG-1 の消失と SREBP の活

性化を介した Progesterone産生を亢進しており，その結果 PGE2 により制御される卵子成熟

と Progesterone により制御される排卵が誘導されると考えられる。 

   本章の結果をまとめると，卵胞発育期の顆粒膜細胞では，細胞内 Glucose 量と ATP 量

が低く，AMPK が活性化されていた。一方，排卵刺激後直ちに発現上昇する AREG が EGFR

をリン酸化し，下流の ERK1/2 経路の活性化を介して GLUT4 の細胞膜移行に伴う細胞内

Glucose量と ATP量の増加，これによる AMPK の不活性化が誘導された。この AMPK の不

活性化は，INSIG-1 消失と SREBP の活性化を誘導し，Cholesterol 生合成と Progesterone産生

を急速に高め，排卵が誘導されることを初めて明らかにした。さらに，AMPK の不活性化

は，ERK1/2 のリン酸化を促進し，Ptgs2 発現の上昇を誘導し，卵子成熟や黄体化を促進する

ことも明らかにした。以上の結果から，排卵刺激により活性化する EGFR-ERK1/2 経路は

ERK1/2―AMPK 不活性化のループを誘導し，PGE2産生による卵子成熟と Progesterone産生

による排卵，黄体化に寄与する極めて重要な経路であることが本研究により初めて明らか

になった。 
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Table 1

Table 1. qRT-PCRに用いたプライマーの塩基配列、アニーリング温度、
プロダクトサイズおよびアクセッションナンバー

mRNA Primer sequences Product size(bp) Anneling
temperature(X゜C) Accession No.

Rpl19
F:5'-CTG AAG GTC AAA GGG AAT GTG-3' 

196 60 BC058135
R:5'-GGA CAC AGT CTT GAT GAT CTC-3' 

Areg
F: 5’-CGG TGG AAC CAA TGA GAA CT-3' 

198 62 NM_009704
R: 5'-TTT CGC TTA TGG TGG AAA CC-3'

Ereg
F: 5’-CCG TTT TCC TGG TAC ATG CT-3' 

187 60 NM_007950
R: 5’-GCA TGT GTC CTT GTG TTT GC-3'

Hmgcr
F: 5'-TGG AGA TCA TGT GCT GCT TC-3'

154 60 NM008255
R: 5'-GCG ACT ATG AGC GTG AAC AA-3'

Cyp51
F: 5'-TTG AGA ATT TGA GGC CAA CC-3'

172 60 NM020010
R: 5'-CTG GAT CTC ATG GAG GCA TT-3'

Dhcr7
F: 5'-CGC TCC CAA AGT CAA GAG TC-3'

233 60 NM007856
R: 5'-GTG TCT TGG CCC AAA TGT CT-3'

Star
F: 5'-GCA GCA GGC AAC CTG GTG-3' 

249 60 NM011485
R: 5'-TGA TTG TCT TCG GCA GCC-3' 

Cyp11a1
F: 5'-GGG AGA CAT GGC CAA GAT GG-3' 

279 60 BC068264
R: 5'-CAG CCA AAG CCC AAG TAC CG-3'

Hsd3b1
F: 5'-GGT GCA GGA GAA AGA ACT GC-3' 

197 60 NM001304800
R: 5'-TGA CAT CAA TGA CAG CAG CA-3' 

Ptgs2
F: 5’-TGC AGA ATT GAA AGC CCT CT-3' 

181 60 NM_011198
R: 5’-GCT CGG CTT CCA GTA TTG AG-3'
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Antibody Cat No. Company
Dilution used

WB IHC IF

EGFR sc-03 Santa Cruz 
Biotechnology 1 : 1000

Phospho-EGF Receptor #3777 Cell Signaling
Technology 1 : 1000

GLUT4 NBP1-
49533

Novus
Biologicals 1 : 1000 1 : 200

Phospho-AMPKa
(Thr172) #2535 Cell Signaling

Technology 1 : 1000

AMPKa #2532 Cell Signaling
Technology 1 : 1000

N-Cadherin #14215 Cell Signaling
Technology 1 : 1000

SREBP-1
(Full-length/N-terminal)

SAB21029
92 Sigma-Aldrich 1 : 1000 1 : 100

SREBP-2
(Full-length/N-terminal) 10007663 Cayman

Chemical 1 : 1000 1 : 100

INSIG-1 NB110-
55244SS

Novus
Biologicals 1 : 1000

b-ACTIN #4967 Cell Signaling
Technology 1 : 10000

pERK1/2 #9106 Cell Signaling
Technology 1 : 1000

Anti-rabbit IgG HRP-linked
antibody #7074 Cell Signaling

Technology 1 : 3000

Anti-mouse IgG HRP-linked
antibody #7076 Cell Signaling

Technology 1 : 5000

Anti-Rabbit IgG(Whole
molecule), F(ab’)2 fragment-Cy3 

antibody
C2306 Sigma-Aldrich 1 : 100

Anti-Mouse IgG(Whole
molecule), F(ab’)2 fragment-

FITC antibody
F2883 Sigma-Aldrich 1 : 100

Table 2

Table 2. Western Blotting (WB), 免疫組織化学染色 (Immunohistochemistry; IHC),
免疫蛍光染色 (Immunofluorescence; IF)に用いた抗体情報
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Figure 1.卵胞発育および排卵を誘導した顆粒膜細胞におけるEGF-like factors, EGFRのリン
酸化, GLUT4発現, AMPK活性およびINSIG-1の経時的な変化

マウス (Non-stimulated; NS)にeCGを投与し，48 時間後 (eCG 48h)にhCGを投与した後，卵
巣から顆粒膜細胞を経時的に回収した (hCG 0.5 1, 2h)。
A, B;顆粒膜細胞におけるAreg (A), Ereg (B) mRNA発現
C-G;顆粒膜細胞におけるpEGFR (C, D), GLUT4タンパク質発現 (C, E), pAMPK (Thr172) (C,

F), INSIG-1タンパク質発現 (C, G)を示すバンド画像と定量化されたバンドの濃淡を
数値化したグラフ

遺伝子発現およびタンパク質発現を示すデータは，NSの平均値を1.0とした時の相対値と
して表記した

a, b, c:異符号間に有意差あり(p<0.05)
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Figure 2. EGF-like factorsによるEGFRのリン酸化はGLUT4の細胞膜移行とGlucose利用性向上さ
せAMPK活性を低下させる

マウス (Non-stimulated; NS)にeCGを投与し，44時間後に生理食塩水あるいはAG1478 10 mg/kg
を投与した後，4時間後にhCGを投与し，0.5時間後に卵巣あるいは顆粒膜細胞を回収した。
A;卵巣におけるGLUT4の発現局在を示す蛍光画像 (Red; GLUT4, Blue; DAPI, Green; NCAD)
B, C;顆粒膜細胞内のGlucose量 (B)とATP量 (C)
D;顆粒膜細胞におけるpAMPK (Thr172)とINSIG-1タンパク質発現を示すバンド画像
a, b:異符号間に有意差あり(p<0.05)
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Figure 3. EGF-like factorsによるEGFRのリン酸化はGLUT4の細胞膜移行とGlucose利用性向上さ
せAMPK活性を低下させる

マウス (Non-stimulated; NS)にeCGを投与し，44時間後に生理食塩水あるいはAG1478 10 mg/kg
を投与した後，4時間後にhCGを投与し，0.5時間後に卵巣あるいは顆粒膜細胞を回収した。
A, C, E, G; None (A), hCG (C), AG1478 (E)あるいはhCG+AG1478 (G)の卵巣における n-SREBP-

1の染色像
B, D, F, H; None (B), hCG (D), AG1478 (F)あるいはhCG+AG1478 (H)の卵巣における n-SREBP-1

の染色 +ヘマトキシリン染色像
I, K, M, O; None (I), hCG (K), AG1478 (M)あるいはhCG+AG1478 (O)の卵巣における n-SREBP-

2の染色像
J, L, N, P; None (J), hCG (L), AG1478 (N) あるいはhCG+AG1478 (P)の卵巣における n-SREBP-2

の染色 +ヘマトキシリン染色像
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Figure 4. AICARがINSIG-1発現およびn-SREBPの発現と局在に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し，48 時間後にhCGと同時にAMPK活性化剤 (AICAR)を250 mg/kg投
与した後，2時間後に顆粒膜細胞を回収した (A)。
A; 顆粒膜細胞における活性型AMPK (pAMPK (Thr172))，INSIG-1タンパク質発現，不活
性型SREBP-1/2 (f-SREBP-1/2)，および活性型SREBP-1/2 (n-SREBP-1/2)を示すバンド画
像
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Figure 5. AICARがn-SREBP-1とn-SREBP-2の局在に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し48時間後にhCGと同時に生理食塩水 (hCG)あるいはAICAR 250
mg/kg (hCG+AICAR)を投与した後，2時間後の卵巣を免疫組織化学染色によりn-SREBP-1
とn-SREBP-2の局在を解析
A, C, E, G; None (A), hCG (C), AG1478 (E) あるいはhCG+AG1478 (G)の卵巣における n-

SREBP-1の染色像
B, D, F, H; None (B), hCG (D), AG1478 (F) あるいはhCG+AG1478 (H)の卵巣における n-

SREBP-1の染色 +ヘマトキシリン染色像
I, K, M, O; None (I), hCG (K), AG1478 (M) あるいはhCG+AG1478 (O)の卵巣における n-

SREBP-2の染色像
J, L, N, P; None (J), hCG (L), AG1478 (N) あるいはhCG+AG1478 (P)の卵巣における n-

SREBP-2の染色 +ヘマトキシリン染色像
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Figure 6. AICARがCholesterol生合成酵素の発現，Cholesterol量およびProgesterone量へ及ぼ
す影響

マウスにeCGを投与し48時間後にhCGと同時に生理食塩水 (hCG)あるいはAICAR 250
mg/kg (hCG+AICAR)を投与した後，2時間後に顆粒膜細胞 (A-D)あるいは 12時間後に卵巣
を回収した (E)。
A-C;顆粒膜細胞におけるHmgcr (A), Cyp51 (B), Dhcr7 (C) mRNA発現
D;顆粒膜細胞におけるCholesterol量
E;卵巣におけるProgesterone量
遺伝子発現を示すデータは，NSの平均値を1.0とした時の相対値として表記した
*;処理区間に有意差あり (p<0.05)
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Figure 7. AICAR投与が卵子成熟および排卵へ及ぼす影響

マウスにeCGを投与し48時間後にhCGと同時に生理食塩水 (hCG)あるいはAICAR 250

mg/kg (hCG+AICAR)を投与した後，12時間後に卵巣とCOCs (A-C)あるいは16時間後に卵

管に排卵されたCOCs (D)を回収した。

A;卵巣のHematoxylin & Eosin (HE)染色画像および卵巣から回収されたCOCsの画像

B, C; COCsの膨潤直径 (B)およびMIIに達した卵子の割合 (C)

D;卵管に排卵された卵子の数

a, b, c;処理区間に有意差あり (p<0.05)
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Figure 8. AICAR投与が黄体化へ及ぼす影響

マウスにeCGを投与し48時間後にhCGと同時に生理食塩水 (hCG)あるいはAICAR 250
mg/kg (hCG+AICAR)を投与した後，48時間後の卵巣を回収した (A, B)。
A, B;卵巣のHE染色画像 (A)および卵巣内の黄体数 (B)
a, b;処理区間に有意差あり (p<0.05)
ND; Not Detected
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Supplemental Figure 1. Progesterone産生酵素 (A, B, C)およびProstagladin産生酵素 (D)の発
現に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し，48 時間後にhCGと同時にAMPK活性化剤 (AICAR)を250 mg/kg

投与した後，2時間後に顆粒膜細胞を回収した (A-D)。

A-D;顆粒膜細胞におけるStar (B), Hsd3b1 (C), Cyp11a1 (D), Ptgs2 (D) mRNA発現
a, b;処理区間に有意差あり (p<0.05)

A B

C D
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Supplemental Figure 2. GlucoseおよびEGFの添加がGLUT4の細胞膜移行およびAMPK活性
に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し，48 時間後に卵巣から顆粒膜細胞を回収し，0.5時間前培養後に
EGF (100 ng/ml)/Glucose (5 mM)添加 (EGF (+)/Glucose (+))あるいは無添加 (EGF (-)/Glucose
(-))培地で培養し，0.5時間培養した (A, B)。
A; 顆粒膜細胞におけるGLUT4の発現局在を示す蛍光画像 (Red; GLUT4, Blue; DAPI,
Green; NCAD)

B;顆粒膜細胞における活性型AMPK (pAMPK (Thr172))を示すバンド画像
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Supplemental Figure 3. AICARがERK1/2経路の活性に及ぼす影響

マウスにeCGを投与し，48 時間後にhCGと同時にAMPK活性化剤 (AICAR)を250 mg/kg
投与した後，2時間後に顆粒膜細胞を回収した。回収後の顆粒膜細胞におけるpERK1/2
およびb-ACTINをWestern blottingにより検出した。
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第四章 

総合考察 

 
本研究の新知⾒とそれに基づく排卵および卵⼦成熟への影響の検討 
本研究では，排卵刺激後，急激に発現上昇する AREG が EGFR に結合し ERK1/2 経路を

活性化させ，GLUT4 の発現上昇と細胞膜移行に伴い細胞内 Glucose 量と ATP 量が増加し

AMPK が不活性化すること，これにより INSIG-1 消失を誘導し SREBP-1/2 を賦活化し，

Cholesterol 生合成と Progesterone産生が促進され卵子成熟と排卵が促進されることが明らか

になった。これらの結果から，排卵期の顆粒膜細胞では①Glucose 代謝能が増加すること，

②SREBP が活性化されることが明らかになった (図 1)。したがって，Glucose 取り込みとそ

の代謝および SREBP により転写促進される以下の経路が上方制御されることが，卵子成熟

や排卵に極めて重要であると強く示唆された。 

 

① Glucose 代謝能の増加より活性化する経路 (図 2) 

卵胞発育期において，卵胞液に含まれる Glucose は，卵胞サイズの増大に比例して増加す

る (Sutton-McDowall et al., 2005; Nandi et al., 2008)。本研究において， GLUT4 は，hCG投与

後のマウス顆粒膜細胞および卵丘細胞で急速に発現した後に細胞膜へ移行し，Glucose 代謝

促進に伴い AMPK の不活性化を介して卵子成熟および排卵を誘導していることが明らかに

なった。これまでの研究から，COC 培養時において Glucose の添加は卵子の発生能に重要

であるが  (O`Brien et al., 1996; Steeves and Gardner, 1999; Sutton et al., 2003) ，卵子には GLUT1，

GLUT3，および GLUT8 が発現しているものの，卵子の Glucose 取り込み能力は低いことが

明らかになっている (Dan-Goor et al., 1997; Augustin et al., 2001; Zheng et al., 2007; Pisani et al., 

2008)。一方，卵丘細胞には，最も Glucose と親和性の高いトランスポーターである GLUT4

が発現することが報告されている (Williams et al., 2001; Robert et al., 2004; Nishimoto et al., 

2006)。これらのことから，Glucose の取り込みは主に卵子には，ほとんど無く卵丘細胞に委

ねられていると考えられている。したがって，排卵期の Glucose の顆粒膜細胞の取り込みは，

顆粒膜細胞や卵丘細胞，卵子の以下のような経路の活性化を担っているものと考えられる。 

 

①-1 ピルビン酸代謝による卵子のエネルギー合成 

 Glucose の卵子における利用性については古くから明らかにされており，卵子自身は

Glucose を利用することができないが，卵丘細胞において Glucose 代謝により合成されるピ

ルビン酸が卵子に gap junction を介してもたらされ，TCAサイクル，電子伝達系などの酸化

的リン酸化反応により ATP を供給し，卵子の成熟に重要であることが明らかになっている

(Biggers et al., 1967; Brinster, 1971; Gardner et al., 1996; Richani et al., 2014; Richani et al., 2021)。

以上から，卵子の成熟や発生能重要と考えられるピルビン酸の合成を考慮することは極め

て重要であると考えられる。 
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①-2 ペントースリン酸経路と卵子の関係 

また，卵丘細胞に取り込まれた Glucose の一部は，ペントースリン酸経路を介して NADPH

を産生する。卵子成熟に重要である卵子のピルビン酸の酸化的リン酸化は，酸素の消費と共

に Reactive Oxygen Species  (ROS)の産生を増大させるが，ペントースリン酸経路で産生さ

れる NADPH は，ROS の除去を促進する卵子内の酸化型グルタチオンを還元し，卵子の DNA

損傷によるアポトーシスを防ぐことが知られている (Richani et al., 2021)。加えて，同様にペ

ントースリン酸経路で産生される Ribose 5-phosphate は，核酸の合成に利用され，卵子の減

数分裂再開と DNA修復を誘導する (Downs et al., 1998; Downs and Utecht, 1999; Cetica et al., 

2002)。したがって，卵子のアポトーシス抑制と減数分裂再開に関与することが示唆される

ペントースリン酸経路を卵丘細胞で活性化させることは極めて重要である。 

 

①-3 卵丘細胞の Glucose 代謝によるヒアルロン酸合成 

 卵丘細胞は，解糖系やペントースリン酸経路を介して Glucose を卵子が利用できる物質に

変換・供給し，卵子の質を担保するが (Richani et al., 2021)，卵丘細胞自身も Glucose をヘキ

ソキナーゼ経路により消費し，長鎖ヒアルロン酸合成に利用される (Salustri et al., 1989; Chen 

et al., 1990)。長鎖ヒアルロン酸は，排卵刺激後の卵丘細胞の間隙に細胞外マトリックスの主

成分として蓄積し，卵丘細胞の膨潤および卵子の減数分裂再開を誘導することが知られる

物質であるが (Sutton-McDowall et al., 2004; Assidi et al., 2008; Gebhardt et al., 2011)，それ以外

の働きとして，排卵時に COC を卵管へ放出する物理的衝撃を和らげる働きと共に，その保

湿力の高さによる粘着力により精子と COC の接着を促進する働きがあると考えられている 

(Ranganathan et al., 1994; Ranganathan et al., 1995; Ghosh et al., 2007)。さらにこれに加え，長鎖

ヒアルロン酸は，受精時の精子の頭部から分泌されるヒアルロニダーゼにより断片化され，

短鎖ヒアルロン酸となり卵丘細胞の膜上に発現する Toll-like receptor 2 (TLR2)と TLR4 に結

合し，ケモカインとサイトカインを分泌させる結果，精子のハイパーアクチベーションを引

き起こし，受精を促進する(Shimada et al., 2008)。したがって，卵丘細胞の膨潤を介した卵子

の保護と精子と卵子の受精率向上に重要と考えられる Glucose 代謝によるヒアルロン酸合

成活性の最大化は重要であると言える。 

 

①-4 COC におけるポリオール経路の役割 

 体細胞において，取り込まれた Glucose は，ポリオール経路を介してソルビトールとフル

クトースに変換される (Krause and Wegner, 2020) 。2022年，Sano らは，ポリオール経路の

活性化により産生されるフルクトースが，Glucose 代謝酵素の転写因子である Carbohydrate 

response element binding protein (ChREBP)の核内移行を促進し，細胞内 Glucose量および代謝

活性の調節を誘導することを明らかにした (Sano et al., 2022)。本研究により，排卵時の顆粒

膜細胞や卵丘細胞では，Glucose 代謝が活性化することから，ポリオール経路が活性化し，
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顆粒膜細胞や卵丘細胞などの体細胞，あるいは卵子自身の代謝活性を上昇させ，これらの細

胞における Glucose 代謝の調節を行い，卵子の発生能獲得を調節している可能性がある。 

 

②SREBP による脂肪酸合成と卵子成熟への影響 (図 3) 

本研究では，排卵刺激後の SREBP 賦活化は，排卵を誘導する Progesterone の産生に大き

く貢献することが明らかになったが，SREBP により活性化される経路には Cholesterol 生合

成経路のみならず，様々な経路を活性化することが知られる。肝臓において，SREBP-1 は，

ATP-Citrate lyaseや Acetyl-CoA synthase の発現を亢進し，クエン酸や酢酸から Acetyl-CoA を

産生するとともに，Cholesterol 新規合成酵素群および脂肪酸産生酵素群の発現を上昇させ，

Acetyl-CoA を基質に Cholesterol と脂肪酸を産生する (Horton et al., 2003)。本総合考察を行

うに際して行なった予備実験においても，Acetyl-CoA からパルミチン酸，ステアリン酸，オ

レイン酸を合成する酵素群(Acc，Fasn，Elovl6，Scd1)の顆粒膜細胞の発現は hCG により増加

し，この発現は，SREBP依存的に抑制されることを明らかにしている (Supplemental Figure 

4)。このことから，LH 刺激後の顆粒膜細胞においても生合成される脂肪酸も卵子成熟や卵

子の胚発生能向上に寄与すると考えられる。 

 

②-1 脂肪酸のb酸化による卵子成熟 

卵胞液では，排卵刺激前と比較して排卵刺激後にパルミチン酸やステアリン酸の濃度が

増加することが報告されている (Valckx et al., 2014; Abdulrahman Alrabiah et al., 2022)。卵胞

液中に蓄積した脂肪酸は，卵丘細胞および卵子に取り込まれ，ミトコンドリア内でb酸化に

より 1 分子の脂肪酸から 106 mol 以上の ATP が産生され，卵子の減数分裂再開に利用され

る (Downs et al., 2009; Sanchez-Lazo et al., 2014)。さらに，L-カルニチンは，脂肪酸のミトコ

ンドリアへの輸送が促進させ，b酸化により大量に ATP が産生させる結果，卵子成熟率の向

上に寄与することも報告されている (Dunning et al., 2012)。以上の結果から，脂肪酸は、卵

子の減数分裂再開や卵子成熟に重要な役割を担っていると考えられている。 

 

②-2 脂肪酸と初期胚発生の関係 

卵子成熟過程に供給される脂肪酸の一部は，卵子内の脂肪小滴に蓄えられる。ブタやウシ，

ヒツジの卵子では，受精後，貯蔵された脂肪酸は，b酸化により ATP産生に利用され，これ

により卵割を繰り返し胚盤胞へと発生することが可能となることが報告されている 

(McEvoy et al., 2000; Sturmey et al., 2006; Ferguson and Leese, 2006; Ambrousi et al., 2009; Jeong 

et al., 2009; Prates et al., 2014)。しかし，マウスやヒトでは，その他の動物種と比較して卵子

内に貯蔵される脂肪酸量が少ないため (Bigger et al., 1967; Conaghan et al., 1993; Harris et al., 

2009)，b酸化ではなく，未受精卵から 2 細胞期まではピルビン酸，8 細胞期以降は Glucose

を消費して，卵割を進行させ胚盤胞まで発生する (Whittinghm and Biggers, 1967; Whittingham, 

1969; Ginsberg and Hillman, 1975)。以上の結果は，初期胚発生を誘導するためのエネルギー
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源には種特異性が存在し，齧歯類やヒトでは Glucose 代謝により得られるピルビン酸に多く

を依存するが，家畜の卵子では脂肪酸が初期胚発生の基質として重要であり，この含有量を

向上させることが重要であることを示唆している。 

 

③-1 SREBP による脂質合成を介したタンパク質の翻訳後修飾の促進 

SREBP によって制御される Cholesterol 生合成経路や脂肪酸産生経路の中間生成物は，タ

ンパク質の翻訳後修飾に関与しており，標的タンパク質の活性化や安定化に貢献し得る。

Cholesterol 生合成経路の中間生成物であるファルネシル 2-リン酸は，ドリコールに変換さ

れ，このドリコールを介してタンパク質の糖鎖修飾 (グリコシル化)が誘導され，タンパク

質の安定化に寄与することが知られている (Cantagrel and Lefeber, 2011)。SREBP の正の制御

因子である SCAPもグリコシル化されることが知られており，SCAP がグリコシル化される

と SREBP が切断され転写活性が上昇する (Cheng et al., 2015)。本研究では，Glucose 取り込

み後に INSIG-1 が消失し，SREBP が賦活化することを示したが，排卵期の顆粒膜細胞では

Glucose量が著しく増加することから，SCAP の糖鎖修飾も十分に考えられ，INSIG-1 消失と

SCAP のグリコシル化の両方が SREBP の賦活化を促進することが示唆される。また，ファ

ルネシル 2-リン酸は，ゲラニルゲラニル 2 リン酸に変換され，これがプレニル基の供与体

として機能する結果，細胞膜貫通型受容体およびリソソームや小胞に結合するタンパク質

をプレニル化し，細胞膜への親和性を向上させる (Ha and Lee 2020)。加えて，脂肪酸合成に

より産生されるパルミチン酸は，タンパク質にパルミチン酸を付加するパルミトイル化お

よびグリコシルホスファチジルイノシトール (GPI)アンカーの構築に利用され，Gタンパク

質共役型受容体やその他の細胞膜貫通型受容体の膜輸送を促進するとともに細胞膜におけ

るタンパク質の安定性の向上に寄与する (Fujita and Kinoshita, 2012; Ko and Dixon, 2018; 

Kinoshita T, 2020)。顆粒膜細胞や卵丘細胞では，上記の翻訳後修飾機構やその重要性を示す

報告はないが，細胞膜上に発現する FSH受容体や LH受容体，EGF受容体にリガンドが結

合することで，卵胞発育や卵子成熟，排卵が誘導されることから，卵巣においてもタンパク

質の翻訳後修飾は極めて重要であると考えられる。また，GPIアンカーを産生する酵素を卵

子特異的に遺伝子欠損させたマウスは，受精が抑制され完全な不妊を示す (Alfieri et al., 

2003)。したがって，SREBP により活性化される Cholesterol 生合成経路と脂肪酸産生経路の

中間生成物が，タンパク質の翻訳後修飾に利用され，顆粒膜細胞，卵丘細胞および卵子に発

現する膜貫通型受容体を膜輸送し安定化させる結果，卵胞発育，排卵および受精に重要であ

ると考えられる。 

 

③-2 卵⼦膜における脂質の役割 
細胞膜は Cholesterol や脂肪酸を含む多くの脂質で構成されており，これらの脂質が無秩

序に分布していると考えられてきたが，近年，細胞膜に存在する脂質が整列した脂質ラフト

が形成され，この脂質ラフトに上記で記した翻訳後修飾された膜貫通型タンパク質が局在
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化しやすくなることが明らかとなっている (Lingwood and Simons, 2010)。実際に，精子では，

受精能獲得時に脂質ラフトが生じ，Juno のリガンドである Izumo-1 が精子頭部に局在し，

初めて卵子と受精可能となる (Inoue et al., 2005)。卵子においても，Juno は未成熟な卵子か

ら減数分裂が再開した卵子まで定常的に発現しているにもかかわらず (Suzuki et al., 2017)，

成熟した卵子の細胞膜にのみ Junoタンパク質の局在化が認められる (Jean et al., 2019)。一

方，卵子の細胞膜から Cholesterol を除去すると Juno タンパク質の発現局在は認められず 

(Hao et al., 2021; Xu et al., 2022)，受精率は著しく減少する。したがって，SREBP により産生

される脂質とタンパク質の翻訳後修飾は，卵子の膜構造を変化させることで，受精や胚発生

を促すことも示唆された。 

 

本研究により得られた新知見に基づいた応用例 

① 高品質な卵子を目指した IVM培地 

上記のように，LHサージ後の COC に供給される Glucose が，解糖系や酸化的リン酸化，

ペントースリン酸経路，ヘキソキナーゼ経路により消費され，卵子の減数分裂再開，受精お

よび胚発生に重要である。実際に，マウスの COC を低 Glucose濃度 (0-1.5 mM)の IVM培地

で培養すると，ATP産生量，核酸合成およびヒアルロン酸合成量が低下する結果，卵子の減

数分裂再開が抑制される (Sutton-McDowall et al., 2010)。他方で，10 mM< Glucose を含む IVM

でマウス COC を培養すると，卵子内 ROS 量が顕著に増加し，卵子成熟および胚発生能が

著しく低下する (Sutton-McDowall et al., 2010)。このことから，成熟過程における COC は，

適切な濃度の Glucose を要求するが，生体内の卵胞内では，血管から絶えず Glucose が供給

されるため，IVM 時には Glucose 濃度だけでなく安定的な Glucose の供給も検討すること

で，卵子成熟率の向上につながると考えられる。さらに，COC におけるポリオール経路の

存在と活性化メカニズムおよびその意義を解明することにより，相乗的に卵子の成熟率を

向上させることが可能となることが強く示唆される。 

 

② LUF に対する新たな治療法の可能性 

本研究において，SREBPs の賦活化抑制剤である Fatostatin をマウスに投与すると，排卵

刺激後の N末端 SREBP が切断されず Cholesterol新規合成が抑制され，Progesterone産生酵

素 (Star, Cyp11a1, Hsd3b1)の遺伝子発現に影響はないが，Progesterone産生量も有意に減少し

た。加えて，Fatostatin 投与により卵子は正常に成熟するものの排卵は行われず，黄体化は

誘導され，この結果，黄体内に卵子が取り残される異常黄体が形成され，LUF と酷似した表

現系を示していた。LUF では，Progesterone産生の減少が起因とされる排卵不全症の一つで

あるが，その原因は不明であり，LUF を根治する治療法も未確立である。現在，LUF 患者

の診断には超音波検査や体温測定，血中 Progesterone濃度の測定が実施されているが，これ

らは LUF の表現系をマーカーとして拾い上げているだけで，LUF の発症原因は特定されず，

LUF の完治・寛解には至らない。本研究では， Fatostatin投与により，LUF と同様の表現系
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となった知見から，以下の 2点が LUF の発症原因であると考えられる。 

1. 卵胞発育期の顆粒膜細胞における SREBP, SCAP, INSIG-1 いずれかの発現不足 

2. 排卵刺激後の INSIG-1 消失および SREBP 活性化不全に伴う Progesterone産生能の低下 

さらに，本研究において Fatostatin を投与したマウスに Progesterone を投与すると，排卵

数が回復したことから，卵巣細胞の細胞診断が可能になり上記原因が特定されれば，そのよ

うな LUF 患者に対する Progesterone 投与は排卵誘導に有効な手段になると考えられる。一

方，上記で論述した通り，SREBP は，Cholesterol 生合成経路だけでなく，脂肪酸合成経路も

活性化させ，合成される脂肪酸が，卵子の減数分裂再開や受精能，胚発生能の獲得に働くと

考えられる。このことから，LUF患者に対して，Progesterone投与による排卵誘導だけでな

く，特に，抗酸化力が高く，ROS を除去し卵子の高い代謝活性を維持させる不飽和脂肪酸

の投与や摂食による脂肪酸の補給が，高品質な卵子を生み出し，受精率や胚発生率を向上さ

せると考えられる。 

 

③ 代謝異常と SREBP による不妊症発症リスクの上昇の可能性 

本研究では，排卵刺激後に顆粒膜細胞内に取り込まれた Glucose が消費され ATP が増大

し不活性化する AMPK が，SREBP の賦活化に重要であったことから，適度な Glucose の取

り込みと代謝は SREBP の賦活化に極めて重要である。一方，肥満や二型糖尿病患者のよう

な Body mass index (BMI)が高い女性では，不妊症を発症する割合が高く，卵胞液中の Glucose

濃度および脂質濃度が増加する (Robker et al., 2009; Valckx et al., 2014)。したがって，過剰な

Glucose による脂質代謝異常が不妊症の原因の一つとなると考えられる。Hasty や Cheng ら

は，肝臓やがん細胞において，Glucose 濃度の増加に伴い N 末端 SREBP が切断され，

Cholesterol と脂肪酸が新規合成されることを報告している (Hasty et al., 2000; Cheng et al., 

2015)。顆粒膜細胞は，肝臓と同様の機構により SREBP が活性化することを本研究で明らか

にしたことから，血中 Glucose 濃度の高い肥満や二型糖尿病患者の顆粒膜細胞においても

SREBP の転写活性が上昇し，Cholesterol や脂肪酸が大量に産生される可能性が高い。

Yesilaltay らは，卵胞液中の過剰な Cholesterol が卵子に蓄積する結果，自発的に減数分裂が

再開・完了するため，単為発生胚となり受精できずに不妊を引き起こすことを報告している 

(Yesilaltay et al., 2014)。加えて，卵子が高濃度の脂肪酸に晒されると，卵丘細胞の膨化や卵

子成熟の抑制と共に ROS が産生され，胚発生能が著しく低下することも報告されている 

(Marei et al., 2009; Marei et al., 2017a; Marei et al., 2017b)。卵胞が途中で発育を停止する多能性

卵巣症候群 (PCOS; Polycystic Ovarian Syndrome)は，女性の 5〜10%で発症するといわれる不

妊症であるが，当研究室では高スクロース飲水，高脂肪食により二型糖尿病を発症したモデ

ルマウスでは，PCOS を発症すること，この PCOS 発症モデルマウスでは，卵胞発育期の顆

粒膜細胞で SREBP が異常に早期活性化し，これが Androgen 産生を誘導することを明らか

にしている。したがって，肥満や二型糖尿病のリスク因子は，発生能を十分に有さない卵子

の排卵不全，特に PCOS の原因となっている可能性が高く，この早急な原因究明とこれに基
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づく根本的な予防法・治療法の確立が急がれる。 

	

まとめ 

本研究では，排卵刺激後の顆粒膜細胞において，細胞内 Glucose 量と ATP 量の増加に伴

い AMPK が不活性化され，INSIG-1 が消失し SREBP が賦活化する結果，Cholesterol が新規

合成され，Progesterone産生に寄与することを明らかにした。この結果から，顆粒膜細胞と

卵丘細胞に供給される Glucose 量が，妊孕性の維持に極めて重要と考えられた。さらに，

SREBP の賦活化は，Cholesterol 生合成経路のみならず，脂肪酸産生経路を活性化し，卵子

成熟や受精，胚発生に必要不可欠なエネルギー源の供給，タンパク質の脂質化および膜構造

の変化に寄与することが示唆された。また，本研究では，卵胞発育期の顆粒膜細胞において

SREBP-1/2, SCAP, INSIG-1 が発現すること，加えて，LHサージ後に SREBP が賦活化する

ことが，成熟卵子の排卵に極めて重要であったことから，これらを標的とした LUF に対す

る診断項目の充足と不妊治療法の確立に寄与することが考えられた。さらに，不妊症発症リ

スクが高い肥満や二型糖尿病の患者では，卵巣におけるGlucose依存的なSREBP賦活化が，

不妊症発症の要因になると示唆された。 
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図 1. 卵胞発育期および排卵期の顆粒膜細胞におけるSREBP，SCAP，INSIG-1の発現と
INSIG-1消失によるSREBPの賦活化によるProgesterone産生機序
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Supplemental Figure 4.マウス顆粒膜細胞における脂肪酸合成酵素の発現

マウスにeCGを投与し，42時間後にFatostatin (30 mg/kg)を投与した後，6時間後に hCGを
投与し，顆粒膜細胞を回収

データは，hCGの平均値を1.0とした時の相対値として表記
Fato; SREBP活性化阻害剤
*:処理区間に有意差あり(p<0.05)
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第五章 

総括 

 

第一章: 緒論 

排卵不全症の一つである LUF は，健常な女性の 5〜10%と高頻度に認められるが，その発

症原因は明確にされていない。哺乳動物において，排卵は，LH サージ後の顆粒膜細胞で

Cholesterolを基に産生される Progesteroneが，PGRに結合することで誘導される。これまで、

Progesterone の基質となる Cholesterol は，Cholesterol の同化組織である肝臓で作られたもの

が卵巣に運搬され，Progesterone の産生に利用されると考えられてきた。しかし，

Transcriptome解析により肝臓において Cholesterol の新規合成を制御する転写因子 SREBP が，

卵胞発育期から排卵期の顆粒膜細胞で発現することを見出した。そこで，本研究では，卵胞

発育期および排卵期の顆粒膜細胞において発現する SREBP に着目した新規 Progesterone 産

生メカニズムと排卵機序の解明を試みた。 

 

第二章: 顆粒膜細胞に発現する脂質転写因子 SREBP と制御因子 (SCAP，INSIG-1)の経時的

発現変化とその役割 

肝臓においてCholesterol新規合成を制御するSREBP-1とSREBP-2は，正の制御因子SCAP

と結合することにより Cholesterol 新規合成酵素群の発現が亢進され，Cholesterol が新規合

成される。一方，SREBP-SCAP 複合体に INSIG-1 が結合し三量体を形成すると Cholesterol

の新規合成は抑制される。本章では，卵胞発育期および排卵期のマウス顆粒膜細胞における

SREBP-1, SREBP-2, SCAP, INSIG-1 の経時的な発現変化を調べた結果，後期胞状卵胞の顆粒

膜細胞において SREBP-1, SREBP-2, SCAP, INSIG-1 のタンパク質が高発現し三量体を形成し

たが，排卵刺激後，INSIG-1タンパク質が消失し，SREBP-1/2 の N末端が切断され核内に移

行することが明らかとなった。さらに，SREBP の賦活化に伴い Cholesterol新規合成酵素群 

(Hmgcr, Cyp51, Dhcr7)の遺伝子発現が上昇し Cholesterol量も増加した。次に，顆粒膜細胞で

発現する SREBP が，肝臓と同様に Cholesterol の新規合成に働くのかを調べるため，SREBP

の活性化阻害剤である Fatostatin をマウスに投与した。この結果，Fatostatin を投与したマウ

スの顆粒膜細胞では，hCG 刺激後の N 末端 SREBP-1/2 の切断が阻害されたとともに，

Cholesterol の新規合成経路が完全に抑制され卵巣内 Progesterone量も有意に減少した。さら

に，顆粒膜細胞の初代培養系を利用して Scap siRNA により Scap をノックダウンした結果，

in vivo と同様に Cholesterol の新規合成と Progesterone産生が抑制された。最後に，Fatostatin

による卵子成熟，排卵および黄体化への影響を調べた結果，卵丘細胞の膨化や減数分裂再開

に影響はなかったが，排卵数が著しく減少し黄体内に卵子が留まった異常な黄体が形成さ

れた。他方で，Fatostatin を投与したマウスに Progesterone を投与すると，排卵数と黄体数が

回復した。以上の結果から，後期胞状卵胞の顆粒膜細胞では，SREBP-1, SREBP-2, SCAP, 

INSIG-1 が発現し三量体を形成しているため，Cholesterol 新規生合成経路は活性化しない。
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しかし，LH サージ後，INSIG-1 が消失し N 末端 SREBP-1/2 が切断され核内に移行する結

果，Cholesterol 新規生合成酵素群の発現が上昇し Cholesterol が新規合成され，これを基に

Progesterone が産生され排卵が誘導されることが明らかとなった。 

 

第三章: LH が誘導する顆粒膜細胞の AMPK の不活性化は，INSIG-1 消失と SREBP の賦活化

を誘導する 

第二章の研究結果から，INSIG-1 消失は排卵を誘導するために極めて重要であることが明

らかになったが，排卵刺激後の INSIG-1 消失メカニズムは明らかになっていない。肝臓や筋

肉，脂肪組織では，インスリン依存的に GLUT4 が細胞膜に移行し，Glucose 代謝による ATP

増加により AMPK が不活性化し，この不活性化された AMPK が，INSIG-1 を消失させ，

SREBP の切断と核内移行を誘導する。卵巣では，排卵を誘導するキーファクターとして知

られる EGF-like factor である Areg mRNA 発現は，hCG投与 0.5 時間後の顆粒膜細胞におい

て高発現し，インスリンと同様のチロシンキナーゼ型受容体である EGFR を強くリン酸化

することから，本章では，肝臓などと同様なメカニズムで生じる AMPK の不活性化が INSIG-

1 の消失と SREBP の活性化に関与するかを検討した。その結果，hCG 刺激 0.5 時間後の顆

粒膜細胞では，hCG 刺激前と比較して GLUT4 が発現上昇し，細胞内 Glucose量と ATP量が

増加した。また，排卵刺激前の顆粒膜細胞では，AMPK がリン酸化され高い活性が維持され

たが，hCG 刺激後に AMPK が不活性化され，これと同調して INSIG-1 の発現の急激な低下

と SREBP の核内移行が認められた。これらの現象は，AG1478 のマウスへの投与により完

全に抑制された。さらに，LH様作用の hCG とともに AMPK の活性化剤をマウスへ投与す

ると，hCG 単独投与により顆粒膜細胞で生じる INSIG-1 の消失，SREBP の活性化および

Cholesterol 生合成酵素群の発現亢進を完全に抑制し，Cholesterol 合成量および Progesterone

産生量を著しく低下させることが明らかになった。したがって，本章において，排卵刺激後

の顆粒膜細胞において，局所的かつ急激に発現上昇する EGF-like factors が，ERK1/2 経路を

介して Glucose 代謝による AMPK の不活性化を誘導し，この不活性化された AMPK が，

INSIG-1 消失とそれに伴う SREBP の賦活化を誘導することが明らかになった。さらに，こ

の SREBP の賦活化は，Cholesterol 生合成経路の活性化を誘導し Progesterone が産生される

こと，これにより卵子が排卵されることを初めて明らかにした。 

第四章: 総合考察 

 本研究の結果から，排卵期の顆粒膜細胞において，Glucose 代謝能が増大すること，これ

により，INSIG-1 が消失し SREBP が活性化することが成熟卵子の排卵に極めて重要である

と考えられた。顆粒膜細胞を起源とする卵丘細胞においても，Glucose 取り込みとその代謝

能が高く，顆粒膜細胞および卵丘細胞における Glucose 代謝経路の活性化が，卵子の減数分

裂再開と受精能・胚発生能の獲得にどのように関与するかを考察した。加えて，顆粒膜細胞

に発現する SREBP は，Cholesterol 生合成経路だけでなく，脂肪酸合成経路も活性化させ，

卵丘細胞および卵子に供給することで，卵子成熟，排卵，受精および胚発生に必要不可欠な
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エネルギー供給，タンパク質の脂質化，膜構造の変化に寄与することが示唆された。さらに，

本研究では，卵胞発育期の顆粒膜細胞において，SREBP, SCAP, INSIG-1 が発現すること，そ

の後，LHサージ後に INSIG-1 が消失し SREBP が賦活化することが Progesterone産生と排卵

に極めて重要であったことから，これらを標的とした LUF に対する診断項目の充足と不妊

治療法の確立に寄与すると考えられた。最後に，不妊症発症リスクが高い肥満や 2型糖尿病

の患者では，卵巣において Glucose依存的に賦活化する SREBP が，不妊症発症の要因とな

ることが示唆された。 
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