
はじめに

脳下垂体から一過的に放出された LH（LHサージ）

は，十分発育した排卵前卵胞の顆粒膜細胞に発現する

LH受容体（LHCGR）に作用し，顆粒膜細胞の黄体化，

卵丘細胞の膨潤，卵子の成熟を促し，膨化した卵丘細胞

と共に卵子は卵管へと排卵される［１，２］．最近のマイ

クロアレイを用いた発現遺伝子の網羅的解析や，遺伝子

欠損マウスの解析から，この LHにより誘起される排卵

現象に関わる生理活性因子，それにより活性化される細

胞内のシグナル伝達系が明らかとなってきた［３―５］．Park

et al．［６］は，顆粒膜細胞においてEGF like factorで

ある amphireguin（AREG），β―cellulin（BTC），epiregulin

（EREG）が，LH刺激により急激に発現し，それが顆粒

膜細胞と卵丘細胞に発現する EGF受容体（EGFR）に

作用すること，この刺激が，卵丘細胞の膨潤と卵子成熟

に必須であることを示した．さらに，Hsieh et al．［７］

は，EGFRの機能欠失型変異マウスと Areg 遺伝子欠損

マウスを交配し，その両変異マウスは，顆粒膜細胞にお

ける ERK１/２のリン酸化が低下し，排卵数の減少が認め

られることを報告した．われわれも EGF like factorに

着目し，プロスタグランジン合成酵素をコードする Ptgs

2の遺伝子欠損マウスで，Areg, Btc, Ereg の発現が低下

すること，これが Ptgs2欠損マウスの排卵現象における

機能低下の原因となっていることを示した［８］．さら

に，EGF like factorが細胞膜貫通型タンパク質である

こと，それが ADAM１７により遊離され，標的細胞を刺

激すること，その結果，顆粒膜細胞と卵丘細胞で ERK１

/２系が活性化されることも明らかとした［９］．これら

の報告から，LH刺激によりスタートする排卵現象は，

顆粒膜細胞で発現・分泌される EGF like factorを介し

た ERK１/２系により制御されていることが強く示唆され

た．そこで，この ERK１/２の役割を解明するために，顆

粒膜細胞と卵丘細胞特異的に両遺伝子を欠損させたマウ

スを作出し，その詳細を解析した［１０］．さらに，ERK１

/２の活性化に関わるポジティブフィードバック機構に

ついても新知見を得たので，本稿で紹介する．

顆粒膜細胞特異的ERK１/２欠損マウス

ERK１と ERK２は，共に成長因子受容体の下流におい

て RAS,c―RAF,MEK１系によりリン酸化・活性化され，

その基質特異性も同様の性質を示すことから，両者は補

完的に働いていると考えられる．したがって，排卵期に

おける ERK１/２の作用を解明するには，両者を欠損させ

た変異型マウスを作出する必要がある．ERK１を欠損し

たマウスは，正常に発育し，妊孕性も有する［１１］，し

かし，ERK２欠損マウスは胎生致死であることから［１２］，

Cre―LoxPを用いて，Erk1‐／‐；Erk2flox/flox；Cyp19a1 Cre

マウスを作出した．これは，ヒト Cyp19a1遺伝子のプ

ロモーター領域の転写開始点（０）から１８０bp上流ま

で（―１８０b）に Cre をつないだものであり，このプロモー

ターを用いることで顆粒膜細胞と卵丘細胞でのみ Cre

が発現することから［１３］，排卵前卵胞の顆粒膜細胞と

卵丘細胞でのみ ERK１/２が欠損したマウスを作出でき

る．

このマウスにおいては，卵胞発達に異常は認められな

かったが，妊孕性は全くみられなかった．この原因を追

及するために過剰排卵処理を行ったが，排卵が確認され

ないことから，完全不妊マウスであることが示された

［１０］．そこで，この顆粒膜細胞特異的に ERK１/２が欠損

したマウスの排卵刺激後における顆粒膜細胞をサンプル

としたマイクロアレイ解析を行い，排卵刺激による ERK

１/２のリン酸化により発現する遺伝子を網羅的に検出し

た．その結果，３７６遺伝子が ERK１/２依存的に排卵刺激

により発現していた．そのなかには，Ptgs2や Cyp11a1，

Star などのプロスタグランジンやプロジェステロン合

成に関わる遺伝子のみでなく，エストロジェンの代謝に
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関わる Sult1e1，細胞分裂を停止させる Cdkn1b，制御

系エキソサイトーシスにかかわる Snap25など，これま

で排卵に必須であると報告されている遺伝子が含まれて

いた［１０］．このマウスの解析結果から，ERK１/２が活性

化することが排卵をスタートさせる必至なキーファク

ターであることが明確化された．

EGF like factor による ERK１/２の活性化．体内と

体外での相違

これまでの研究から，LHにより発現する EGF like

factorが ERK１/２をリン酸化し，それにより排卵に関わ

る遺伝子発現が上昇することが明らかとなったが，顆粒

膜細胞の初代培養系においては EGF like factorの添加

では十分に体内と同様の効果が認められない．図１は，

その結果の一部であるが，ERK１/２のリン酸化は短期間

で消失し，かつ最大値においてもそのレベルは低い．ま

た，標的遺伝子の発現において，体外におけるそれは体

内と比較して著しく低値である．神経細胞においては，

ERK１/２の一過的な活性上昇は細胞増殖を促進し，持続

的な活性化は細胞の分化を誘導すると報告されている

［１４］．排卵期の顆粒膜細胞でも，この持続的な ERK１/２

のリン酸化が排卵現象の誘起に重要な役割を果たしてい

るのかもしれない．しかし，排卵期において ERK１/２の

リン酸化を増強し，かつ持続させる因子については全く

報告がない．

ERBB family の発現と活性化

EGF like factorが作用する EGFR以外にも，IGF受

容体など，他の成長因子に対する受容体の排卵前卵胞に

おける発現が報告されている［１５，１６］．しかし，IGF―

１は排卵刺激によりその発現量が低下すること，IGF―１

添加は PI ３―kinase―PKB系を活性化させるが，ERK１/２

のリン酸化は誘起させないと報告されている［１７］．そ

こで，EGFRは ERBB familyに属し，ERBB１（EGFR）

以外にも ERBB２，ERBB３，ERBB４が存在すること［１８］，

しかしこれらの卵巣における発現と活性化についての報

告はないことから，ERBB familyに着目した研究を行っ

た．

その結果，ERBB１のみでなく，ERBB２と ERBB３が卵

胞発育，排卵期に恒常的に発現していた（図２a）．ERBB

２と ERBB３の局在は，顆粒膜細胞，卵丘細胞に発現し，

図１ 顆粒膜細胞の体外培養における ERK１/２のリン酸化およ
び遺伝子発現と体内の排卵期におけるそれらとの比較
（a）eCG刺激マウスから回収した顆粒膜細胞を１００ng/

ml AREG添加培地で培養したとき，あるいは eCG
刺激後 hCGを投与したマウスから経時的に回収し
た顆粒膜細胞における ERK１/２のリン酸化．

（b）体内と体外の顆粒膜細胞における Ptgs 2と Cyp11a
1 の遺伝子発現．

図２ 卵胞発育，排卵期における ERBB family の発現，局在と活性化
の経時的変化
（a）eCG刺激後 hCGを投与し，経時的に回収したマウス卵巣

をサンプルとした ERBB family の発現解析．
（b）顆粒膜細胞（GC），卵丘細胞（CC）あるいは卵子（O）に

おける ERBB３の発現．
（c）免疫沈降法による ERBB２と ERBB３のヘテロ二量体形成と

リン酸化解析．
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卵子には認められなかった（図２b）．次に，ERBB２は

リガンド結合部位を欠損しているため，他の ERBB fam-

ilyとへテロ二量体を形成すること，ERBB３に高い親和

性を示すことから，免疫沈降法により両者の結合とリン

酸化の変化を解析した．排卵刺激は，ヘテロ二量体形成

を促し，その二量体はチロシン残基がリン酸化されてい

た（図２c）．このリン酸化は，EGFRのリン酸化と同様

に，排卵刺激２時間後に最大値を示したことから，顆粒

膜細胞と卵丘細胞に発現する ERBB２と ERBB３は，排卵

刺激により機能していることが明らかとなった．

ERBB３のリガンドの探索とその発現変化

ERBB３のリガンドには，Neuregulin１（NRG１），Neuro-

glycanなどが報告されている［１９，２０］．われわれの行っ

たラット卵丘細胞のマイクロアレイ解析のデータベース

から，ERBB３のリガンドの発現を探索した結果，Nrg1

の発現が認められた（野間ら，未発表データ）．Nrg1遺

伝子は複数の転写開始点が存在し［２１］，われわれが用

いた Affimetrixのラット発現解析用 DNAチップには８

個のプローブがセットされているが，マウスの発現解析

に一般的に用いられている DNAチップには１つのプ

ローブしかなく，この認識配列は，共通配列ではないた

め，マウスの排卵期の顆粒膜細胞や卵丘細胞のマイクロ

アレイ解析では Nrg1の発現上昇は検出されなかった（野

間ら，未発表データ）．

そこで，５’RACE法により，排卵期のマウス顆粒膜細

胞で発現する Nrg1のタイプの同定を試みた．共通部位

を認識する reverse primerを作製し，５’RACEを行った

結果，２本の産物が得られ，そのシークエンス解析から

Type �と Type �が発現していることが示された（図

３a）．Type �と Type �は，その転写開始点のみでな

くスプライシングの違いもあることから，それぞれ特異

的に認識するプライマーセットを用いた real time PCR

解析を行った．その結果，Type �が排卵刺激後２時間

以内に発現上昇がみられ，４時間後に最大値を示すこと，

一方，Type �は発現の変化がみられないことが明らか

となった．

NRG１は，C末端側にシグナル配列，膜貫通ドメイン

をもち，細胞外部位に EGF部位を有する．Type �は，

他のタイプとは異なり N末端側に疎水性のシステイン

に富む配列をもつことから，この配列により細胞膜を貫

通することで，EGF部位のみが細胞外につきだしたルー

プ構造を取ると考えられている（図３b参照）［２２］．EGF

部位を中心として C末端側には，ADAM１９による切断

配列があり［２３］，排卵期の顆粒膜細胞において，Adam

19の発現上昇が認められた．したがって，顆粒膜細胞

で発現する NRG１は，ループ構造は壊れ N末端側のみ

が細胞膜を貫通する直線構造となっていると推察され

る．顆粒膜細胞をサンプルとしたWesternblottingによ

り，発現する NRG１を検出した結果，ループ構造をとる

全長型 NRG１と思われる１１０kDaのバンドはほとんど検

出されず，排卵刺激２時間後において７５kDa付近に濃

いバンドが検出された．一方，卵巣全体をサンプルとし

たWesternblottingでは，７５kDaに加えて，４５kDa付近

にも濃いバンドが検出されたことから，７５kDaが直線・

細胞膜貫通型であり，４５kDaは卵胞液中に分泌された

分泌型 NRG１ type �であると推察した．しかし，これ

までに N末端側を切断する酵素に関する情報はないこ

とから，MEROPS the Peptidase Database（http : //

merops.sanger.ac.uk）により，切断部位と切断酵素の推

定を行った．その結果，１１７番目の Glyから Leu,Glyと

並ぶ Gly―Leu―Gly配列を排卵期に発現上昇することが

報告されている ADAMTS―４とMMP―２［２４，２５］が切

断しうることがわかった．NRG１は，顆粒膜細胞で主に

発現し，卵丘細胞には排卵期における発現上昇がみられ

ないこと，一方その受容体である ERBB３/ERBB２は，

卵丘細胞にも発現することから，排卵期の卵胞では，顆

粒膜細胞で発現した NRG１が ADAM１９と ADAMTS―４/

MMP―２により切り出され，オートクラインおよびパラ

クライン的に作用することが示唆された．今後，その切

断部の同定，ならびに ADAMTS―４とMMP―２を中心と

した切断メカニズムの解析を行う計画である．

図３ Neuregulin １（Nrg1 ）の発現解析
（a）５’RACE法による Nrg1 の転写開始点の探索．
（b）Type �あるいは Type �を特異的に認識する primer を用い

た顆粒膜細胞における遺伝子発現解析．

ERK１/２の活性化増強システムが，卵子成熟，卵丘細胞の膨潤，顆粒膜細胞の黄体化に必須である
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Nrg1 の Type 別発現制御機構

排卵刺激により Type �が発現上昇するのに対して，

Type �は恒常的に発現するメカニズムを解明するため

に，両 Typeの転写開始点から１，０００bp上流までをク

ローニングし，転写因子の結合サイトを推定した．Type

�には，cAMP responsible element，CCAAT/enhancing

binding protein（C/EBP）結合サイトがみられ，Type

�には STATや NFκB, SP１/３の結合サイトがみつかっ

た．そこで，両者のプロモーター領域を Luciferase遺伝

子の上流に組み込んだベクターを作製し，レポーター

アッセイを行った．その結果，Type �では，C/EBP

結合サイトが，Type �では SP１/３結合サイトがプロ

モーター活性の上昇に必須であった．実際に，排卵過程

の顆粒膜細胞における Nrg１ type �の発現上昇に果た

す C/EBPの役割を明らかとするために，顆粒膜細胞特

異的 C/EBPβ遺伝子欠損マウス（Cebpb flox/flox；Cyp19a1

Cre）［１０］における発現解析を行った結果，この遺伝

子欠損マウスでは，排卵刺激４時間後における発現量が

半減していた．これは，顆粒膜細胞には C/EBPαも発

現するために，完全な発現低下が認められないものと推

察し，C/EBPαおよび βを活性化する ERK１/２の顆粒膜

細胞特異的欠損マウスでも Nrg1の発現解析を行った．

その結果，その発現は完全に抑制されていた．以上の結

果から，Nrg1 type �は，排卵刺激により活性化する

ERK１/２―C/EBP系により発現が正に制御されているこ

とが明らかとなった．

一方，Type �のプロモーター活性の上昇に必至な SP

１/３サイトは，排卵期に発現が上昇する Pgr, Snap25,

Ereg, Adamts1のプロモーター活性も正に制御すること

が報告されている［２６―３０］．しかし，Nrg1 type �にお

いては排卵期に発現上昇がみられなかった．そこで，SP

１/３サイトが CGに富む配列であることから，そのメチ

ル化修飾に着目し，顆粒膜細胞から抽出した DNAを bi-

sulfite modificationを行った．Bisulfite modificationは

メチル化されていないシトシン（C）をウラシル（U）

へと変換し，メチル化されている Cは修飾を受けない

ことを利用したメチル化解析法である．この処理後，シー

クエンス解析を行った結果，顆粒膜細胞では bisulfite

modificationによる Uへの変換は全く認められなかっ

た．つまり，メチル化修飾により SP１／３サイトが機能し

ていないため（SP１がこのサイトに結合できないため），

Nrg1 type �は排卵刺激後の急激な発現上昇が起きない

（起こせない）と推察された．Nrg1 type �の発現が高

値である組織は胎児期の脳であるが，その発現は day５

から day１０ときわめて短い期間であり，その後は，脳に

おいても Type �が主となると報告されている［３１］．

この結果は，構造的な発現に関わる SP１/３サイトが Nrg1

のプロモーター領域ではメチル化されていることと，

Type Iの発現制御との関係を強く示唆するものと考え

ている．

NRG１Type �の機能解析

Nrg1の EGF部位をコードする部位を欠損させた変異

マウス（total NRG１ KO mice），type �を特異的に欠

損させたマウス（NRG１ type � KO mice），あるいは

受容体である Erbb３欠損マウス（ErbB３ null mice）で

は，胎生期あるいは出生直後に致死となるため，性成熟

した卵巣における NRG１の機能はこれまで全く解明され

ていない ［３１―３３］．そこで，われわれは，まず顆粒膜

細胞と卵丘細胞卵子複合体（COC）の体外培養系にお

ける添加実験を行った．

NRG１の添加は，顆粒膜細胞と卵丘細胞において PKB

をリン酸化したが，ERK１/２に影響はなかった．しかし，

NRG１と EGFRに作用する AREGの複合処理を行ったと

き，AREGにより誘導される ERK１/２のリン酸化が，複

合処理により増強され，かつ持続することがわかった．

この複合処理によるポジティブな効果は，NRG１が Src

tyrosine kinaseを活性化し，この活性化された Srcが

ERK１/２のリン酸化を増強し，かつ持続させていること

が，Src tyrosine kinase抑制剤を用いた実験から示され

た．以上の結果とプロモーター解析の結果を併せて考え

ると，ERK１/２依存的に発現上昇した NRG１が ERK１/２

の活性をさらに増強・持続させるという，NRG１による

ERK１/２のポジティブフィードバック作用の存在がはじ

めて明らかとなった（図４）．

この NRG１による ERK１/２の増強作用は，顆粒膜細胞

の初代培養系において，AREG単独区に比較して AREG

＋NRG１複合処理区でプロジェステロン合成に関わる

Star の発現が上昇し，プロジェステロンの分泌量も有

意に増加することから，黄体化促進に関わることがわ

かった．また，卵丘細胞におけるヒアルロン酸結合タン

パク質である Tnfaip6の発現も複合処理により上昇し，

卵丘細胞の膨潤も促進された．さらに，体外成熟培養し

た卵子の受精後の発生能が，複合処理により向上したこ

とから，卵丘細胞を介して NRG１は卵子成熟にも関与す

る因子であることが明らかとなった．この卵子成熟制御

機構として，NRG１が卵丘細胞における sphingosine１

phosphate（S１P）の産生が関与している可能性が示さ
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れたが，この S１Pが卵子に及ぼす影響については，今

後の検討が必要である．

以上の結果から，NRG１が ERK１/２活性増強システム

の中核を担い，排卵期に起こる顆粒膜細胞の黄体化，卵

丘細胞の膨潤，卵子の成熟を制御するという，きわめて

重要な役割を有する新規因子であることが示された（図

４）．現在，この in vitro で明らかとなった NRG１の役

割について，顆粒膜細胞特異的な Nrg1遺伝子欠損マウ

ス（Nrg1 flox/flox；Cyp19a1 Cre）を用いて，体内の排卵卵

胞における重要性を検証しているところである．

まとめ

排卵卵胞では，ERK１/２―C/EBPにより Nrg1 type �

が発現し，それが ADAM１９と ADAMTS―４/MMPにより

切り出され，卵胞液中に放出されること，その EGF部

位が顆粒膜細胞と卵丘細胞に発現する ERBB３/ERBB２

にオートクライン，パラクライン的に作用し，ERK１/２

のリン酸化による活性化を増強，かつ持続させ，黄体化，

卵丘細胞の膨潤および卵子成熟を誘起し，完結させる因

子であることが示された（図４）．われわれは，ブタ COC

を用いた体外成熟培養（IVM）において，培養２４時間以

降に NRG１を添加することが，卵成熟時の培養４８時間後

における卵丘細胞の生存率を上昇させ，卵子の体外受精

後の発生能も向上させるという結果を得ている［３４］．

また，ヒトの高度生殖医療において，卵巣刺激周期の採

卵時における顆粒膜細胞にも Nrg1が発現していること

から，ヒト IVMにも NRG１添加が卵成熟を向上させう

ると推察し，検討を行っている．
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