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序論

はじめに

晴乳類の雌性生殖機能は､視床下部一下垂体一卵巣系と呼ばれるｼｽﾃﾑによ

って巧妙に制御されている｡各器官の間には種々の内分泌因子を媒体とした閉

鎖回路が形成され､それらによる正負のﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸ機構により､各器官の

機能は周期的に統合､推持されているoすなわち卵巣ovaⅣは､卵管､子宮､

腔､外陰部といった他の生殖器とは異なり､内分泌機能を営む唯-の生殖器官
である｡

卵巣内部には､多数の卵胞ovarian follicleが存在する｡各卵胞は卵胞膜で囲

まれ､内部に多数の卵胞上皮細胞と-個の卵母細胞oocyteをもっている｡卵巣

は､中枢からの内分泌因子､具体的には下垂体前葉ﾎﾙﾓﾝである性腺刺数ﾎ

ﾙﾓﾝ(ｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝgonadotropin)の指示の元､各性周期ごとに特走数の

卵胞のみを発育させながら､次第にｴｽﾄﾛｹﾞﾝestrogenの産生､分泌量を増

大させる｡この性ｽﾃﾛｲﾄﾞﾎﾙﾓﾝは､最終的にﾎﾟｼﾞﾃｲﾌﾞ･ﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯ

ｸ機構により､下垂体からのｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝの大量分泌(ｻ-ｼﾞsurge)を引き

起こし､このｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝ･ｻ-ｼﾞが再び卵巣に返って成熟卵胞preovulatory

follicleに作用し､排卵ovulationが引き起こされるoこの一連の卵胞発育過程

folliculogenesisの中で､卵胞は機能的･形態的に劇的な変化を遂げる(参考図
1,'Gougeon, 1986) ｡

卵胞発育過程の概容

胎生期初期に､姶原生殖細胞primordial germ cellは卵巣原基-と到達後､卵

祖細胞へと分化し､体細胞分裂を繰り返し､無数の卵母細胞を生産する｡個々

の卵母細胞は､扇平な-層の卵胞上皮細胞層を伴い､卵巣表面の白膜に接して

配列し､減数分裂周期に入るoこの発育段階の最も未熟な原始卵胞primordial

foll主cleは､その後自然にその数を減少させつつ､出生時までに第一減数分裂の

前期を終えて-旦休止し､個体の性成熟を待ちながら排卵直前までの長い成長

期に入るo胎生期に形成される仝卵母細胞のうち､最終的に成熟･排卵される

ものは0･1%程度に過ぎず､大部分は閉鎖atresiaと呼ばれる過程を辿り､発育
途上で退行変性して消失する｡

出生後､原姶卵胞では卵母細胞径の増大や透明帯形成とともに､その周囲を囲

む-層の扇平な卵胞上皮細胞がより肥大化した額粒膜細胞granulosa cellへと

分化し､さらにその増殖により額粒膜細胞層の多層化が開始される｡ここまで

の過程は個体の性的な成熟度にあまり関係なく､出生より閉経に至るまでの永

きに渡って絶え間なく繰り返されており､ｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝ非依存性である｡
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その後､卵胞はより血管の豊富な髄質へと移動し､ｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝに大きく依

存するようになる｡この過程に先立ち､卵胞周囲には線碓芽細胞と豚原性線碓

が集まり､英膜細胞tbecacell層や卵胞膜が形成される｡願粒膜細胞､英膜細胞

では､それぞれの細胞膜上に卵胞刺数ﾎﾙﾓﾝfollicle stimulating hormone

(FSH)､黄体形成ﾎﾙﾓﾝ1uteinizinghormone (LH)という､異なるｺﾞﾅﾄﾞ

ﾄﾛﾋﾟﾝに対する受容体を発現し､以後の段階におけるｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝの作用

に備える｡ここまでの卵胞は､卵胞腔follicularantrum形成前であることから

preantral丘)11icleと呼ばれる｡

血管豊富な場所に移動した卵胞はFSHの作用により､願粒膜細胞層内に卵胞

液fTollicularfluidを湛えた卵胞腔を形成し､ antral fo11icleとなる｡願粒膜細胞

の-部は肥厚･分化して卵丘柵胞cumulus cellとなり､卵母細胞とともに卵丘

cumulusoophorusを形成する｡ｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝ応答性の獲得により､卵胞は性

ｽﾃﾛｲﾄﾞﾎﾙﾓﾝ(ｱﾝﾄﾞﾛｹﾞﾝandrogen､ﾌﾟﾛｹﾞｽﾃﾛﾝprogesteron､

ｴｽﾄﾛｹﾞﾝestrogen)の産生･分泌を行うようになる｡具体的には､ LHの

作周により英膜細胞でﾌﾟﾛｹﾞｽﾃﾛﾝおよびｱﾝﾄﾞﾛｹﾞﾝが生合成され､ｱﾝ

ﾄﾞﾛｹﾞﾝは基底膜を通って額粒膜細胞に取り込まれた後､ FSHの作用によって

ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ-と代謝されるという､所謂two cell-two gonadotropintheoryに

より､英膜細胞と顕粒膜柵胞が互いに協調し合って様々引生ｽﾃﾛｲﾄﾞﾎﾙﾓ

ﾝを産生している｡

FSH刺激を受けた顕粒膜細胞では､細胞の増殖やLH受容体の誘導が起こる｡

卵巣で産生されたｴｽﾄﾛｹﾞﾝは､中枢への内分泌作用以外に卵巣内における

傍分泌･自分泌作用も有しており､この作用によって額粒膜細胞ではｴｽﾄﾛ

ｹﾞﾝ産生能やFSH感受性などが加速度的に上昇する｡同時にｴｽﾄﾛｹﾞﾝの内

分泌作用により､下垂体へのﾎﾟｼﾞﾃｲﾌﾞ･ﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸ機構がはたらいてLH

ｻ-ｼﾞが起こり､ -気に排卵へと向かう｡排卵に先立ち､長く減数分裂を休止

していた卵母細胞が､卵核胞崩壊germinal vesicle breakdown (GVBD)を経

てようやく第-滅数分裂を完了後､第二減数分裂中期まで進行して再び停止し､

以後の減数分裂は受精を以って完了することとなる｡

排卵後､願粒膜維胞は黄体細胞へと分化し､大量のﾌﾟﾛｹﾞｽﾃﾛﾝを分泌して､

妊娠の成立･推持に必要な子宮内膜などの変化や乳腺の発達などを誘起する｡

黄体は受精の成否により､ﾘﾗｷｼﾝrelaxinを分泌する妊娠黄体へと発達を続

けるか､さもなければ白体へと変性して淘汰され､新たな性周期-と移行する｡

卵胞の発育を現走する因子

上記の⊥連の卵胞発育過程に関与する因子として､ｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝや性ｽﾃﾛ

ｲﾄﾞﾎﾙﾓﾝ以外にも､これらの産生｡分泌や応答性に影響を与える様々な因
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子が同走されている｡その中でも特に重要視されているのが､ TG叩

(transforming growth factor-β)ｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐﾘ-ﾒﾝﾊﾞ-とIGF

(insulin･1ike growth factor) /IGF結合蛋白(IGF binding proteins; IGFBPs)

による制御機構である(Monget etal･, 2000,'Khamsi etal., 2001; Findlay etal.,

2002)｡

以下に､本研究との関係から､ FSHおよびTGF-βｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐﾘ-ﾒﾝﾊﾞ

-､特にｱｸﾁﾋﾞﾝについて､簡単にふれておくことにする｡

FSH

卵巣磯能に重要なｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝとはFSHとLHの二種類を指す｡どちらも

下垂体前葉の好塩基性細胞から分泌される糖ﾀﾝﾊﾟｸ質で､甲状腺刺激ﾎﾙﾓ

ﾝtbyroid･stimulating bormone (TSH) ､ﾋﾄ械毛性性腺刺激ﾎﾙﾓﾝhuman

chorionicgonadotropinと構造的に近似しており､ -つのﾌｱﾐﾘ-を形成する｡

各ｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝは共通のαｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄと各因子特異的なβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄから

なるﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-であり､これに15-31%の糖質が結合した構造を有する｡

ｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝの分泌は視床下部から放出されるｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝ放出ﾎﾙﾓﾝ

gonadotropinreleasingbor皿One (GnRH)によって制御されているが､既に述

べたとおり､卵巣からの性ｽﾃﾛｲﾄﾞﾎﾙﾓﾝのﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸ機構による間
接的な分泌制御も受けている｡

FSH受容体は､卵巣内では顕粒膜細胞にのみ発現している.構造的にはGﾀ

ﾝﾊﾟｸ質共役7回膜貫通型受容体であり､主にAｷﾅ-ｾﾞ(PKA)経路を括性

化することによりｼｸﾞﾅﾙ伝達を行っている｡しかし実際はPKA経路以外に､

ﾎｽﾌｱﾁｼﾞﾙｲﾉｼﾄ-ﾙ3ﾘﾝ酸ｷﾅ-ｾﾞ(PI3K)経路やCｷﾅ-ｾﾞ(PKC)

経路､ ERKやp38などを含むMｷﾅ-ｾﾞ経路､ NFIKB経路なども括性化し

ていることが知られている(Gonzalez-Robayna etal., 2000; Seger etal_, 2001;

Wang etal･, 2002)｡ FSHの生理括性としては､顕粒膜細胞に作用してその増殖

を促進するだけでなく､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ生合成に関わるいくつかの酵素やLH受

容体を誘導することから､顕粒膜細胞の分化にも関与していることが知られて

いる(Ricbards, 1994)｡なお､英膜細胞の出現やそのLH受容体発現および下

流のｽﾃﾛｲﾄﾞ産生経路の代謝酵素の発現はFS王坤ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ欠損ﾏｳｽに

おいても認められることから､これらはFSHの作用に依存しておらず､額粒膜

細胞特異的な作用を示すことが明らかとされている(Burns etal., 2001)｡

FSHβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄや､その受容体の欠損ﾏｳｽの卵胞はpreantralfollicleで

発育が停止し､以降の段階に進むことが出来ないために不妊となる(Kumaret

al･, 1997･'I)ierich etal･, 1998,'Burns etal･, 2001)｡このことは､ FSfIの卵胞発

育後期における重要性と初期段階におけるｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝ以外の因子の作用を

示唆している｡これらの知見は､下垂体切除ﾗｯﾄを用いた解析によって以前



より示唆されていたことを､より分子ﾚﾍﾞﾙで直接的に示している｡

FSHによる額粒膜細胞の増殖促進作用には､細胞周期Gl期の進行に重要な

ｻｲｸﾘﾝDのﾌｱﾐﾘ-の中でも特にｻｲｸﾘﾝD2が関与していることが､

その遺伝子破壊ﾏｳｽや野生型幼若ﾏｳｽおよびﾗﾂﾄを用いた解析により調

べられている｡このことについては後述する(Sicinski etal., 1996,'Robker etal.,

1998a)｡

TGF-βｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐﾘ-

TG叩ｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐﾘ-とは､TG叩と構造の類似した-群のﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞを指

し､ TGF･P､ｱｸﾁﾋﾞﾝ､ BMP､ GI)F､ MIS､ Nodalなど､多くの因子が含ま

れる｡ 200-400ｱﾐﾉ酸からなる前駆体のうち､ｼｽﾃｲﾝに富むC末端側

110-140ｱﾐﾉ酸が切り出され､ｼﾞｽﾙﾌｲﾄﾞ結合によるﾎﾓまたはﾍﾃﾛﾆ

量体を形成して生理括性を示す｡なお､例外的にGDF3､ GDF9には二量体化

に関与するｼｽﾃｲﾝが保存されていない｡

TGF-βｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐﾘ-の受容体は受容体型ｾﾘﾝ/ｽﾚｵﾆﾝｷﾅ-ｾﾞで

あり､ Ⅰ型受容体とⅠⅠ型受容体からなる｡ Ⅰ型およびⅠⅠ塑受容体はﾘｶﾞﾝﾄﾞ刺

激依存野に四量体化し､Smadと呼ばれる下流のｼｸﾞﾅﾙ伝達分子のﾘﾝ酸化を

介して細胞内にｼｸﾞﾅﾙを伝える｡ｱｸﾁﾋﾞﾝの場合､二種類のⅠⅠ型受容体

(ActRIIA､ ActRIIB)と-種類のⅠ型受容体(ALE4/ActRIB)が同走されて

おり､これらによってSmad2､ Smad3がﾘﾝ酸化を受け､ﾘﾝ酸化依存的に

smad4と複合体を形成して核内に移行し､転写因子として機能する｡ただし､

smadの認識DNA配列CAGACは特異的な作用を示すには非常に短く､実際の

転写調節には他の共役因子を必要とする｡現在までにSmadと相互作用する多

数の核内因子が同走されており､それらはSmadと協調的に転写制御を行うこ

とが示されている(Moustaka声etal., 2001)｡

ﾗﾂﾄ卵巣では､多くの種類のⅠ型およびⅠⅠ型受容体､Smadが発現しており､

実際には､多くのTGF-βﾌｱﾐ1)-因子が卵胞発育制御に関与していることが

考えられる(I)rummond etal. 2002)｡中でもGDF･9およびBMP-15/GDF-9B

は卵母細胞を唯-の産生細胞とし､卵巣特異的な傍分泌因子として卵胞発育制

御に与ることが知られている(Dong etal., 1996,'Dube etal., 1998)｡

ｱｸﾁﾋﾞﾝ

ｱｸﾁﾋﾞﾝはｲﾝﾋﾋﾞﾝβ鎖の二量体で､現在までにA､ B､ C､ Eの4種類の

β鎖が知られており､多棟なｱｲｿﾌｵ-ﾑが存在するが､各ｱｲｿﾌｵ-ﾑの

違いについてはあまり判っていない｡ｱｸﾁﾋﾞﾝに関するほとんどの研究はｱ

ｸﾁﾋﾞﾝA (βAβAﾎﾓﾆ量体)について行われたものである｡なお､ｱｸﾁﾋﾞ

ﾝA､ B (βBβBﾎﾓﾆ量体)､ AB (βAβBﾍﾃﾛﾆ量体)については単離の報告

があるものの､その他については､実際にどのようなｱｲｿﾌｵ-ﾑとして生
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体内に存在しているのかは不明である｡ｱｸﾁﾋﾞﾝは様々な組織･細胞で産生

されるが､卵巣額粒膜細胞はその中でも主たる産生細胞の-つである｡

これに村しｲﾝﾋﾋﾞﾝα鎖とβ鎖のﾍﾃﾛﾆ量体はｲﾝﾋﾋﾞﾝinbibinと呼ば

れ､ｱｸﾁﾋﾞﾝとは仝く異なった括性を示し､その産生部位も卵巣と精巣にほ

ぼ限局される｡

そもそもｱｸﾁﾋﾞﾝとｲﾝﾋﾋﾞﾝは､下垂体からのFSHの分泌を促進､また

は抑制する括性をもつ内分泌因子として同定された｡その後の研究から､ｱｸ

ﾁﾋﾞﾝは下垂体のFSH産生柵胞のみならず､様々fi,*田胞に対して作用すること

が次第に明らかとなったが､中でもｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙ初期肱における中肱葉

誘導作用や臓器の左右対称性-の関与は広く知られるところである｡`ただし初

期肱におけるｱｸﾁﾋﾞﾝの発現ﾊﾟﾀ-ﾝなどから考えて､ｱｸﾁﾋﾞﾝの中肱葉

誘導作用は同じ受容体を共有するNodalなど､他のTGF-Pｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐﾘ-

因子に対する機能的相同性に由来するものと思われる.-方､ｲﾝﾋﾋﾞﾝはFSH

分泌抑制以外に目立った作用は示さないが､ｱｸﾁﾋﾞﾝの棟々な括性に対して

弱く括抗することは知られている｡近年､ｲﾝﾋﾋﾞﾝの受容体としてβ･glycan

や/InhBP/p120などが同定され､ｱｸﾁﾋﾞﾝに対する受容体ﾚﾍﾞﾙでの括抗作

用が明らかとなったものの､ｲﾝﾋﾋﾞﾝの作用機構に関しては未だ不明な点が

多い(Lewis etal･, 2000,'Chong etal., 2000; Chapman etal., 2001; Bernard et

al., 2002).

また､ｱｸﾁﾋﾞﾝには結合因子ﾌｵﾘｽﾀﾁﾝfo11istatinやその近緑の

Follistatin-Related Gene (FLRG) ､ secreted pr'otein acidic and rich in cyst｡ine

(SPARC)､ mac25などが存在し､ｱｸﾁﾋﾞﾝのⅠⅠ型受容体への結合を阻害す

ることが知られている｡すなわちｱｸﾁﾋﾞﾝのｼｸﾞﾅﾙ伝達機構は様々な因子

によって幾重にも制御されている｡ﾌｵﾘｽﾀﾁﾝは主に顕粒膜細胞で産生さ

れ､ｱｸﾁﾋﾞﾝ以外にBMP2､ BMP4､ BMP7､ BMP15､ｲﾝﾋﾋﾞﾝなどの他

のTGF-βｽ-ﾊﾟ-ﾌｱﾐﾘ-因子とも結合することが報告されているが､その

新口性はｱｸﾁﾋﾞﾝの場合ほど高くはない(Shimonaka etal., 1991,･ Fains｡d et

al･, 1997, Iemura etal･, 1998; Otsuka etal., 2001b) ｡ FLRG､ SPARC､ mac25

なども卵巣での発現が報告されているものの､その生理的役害帖関する研究報
告は少なく､今後の解析が待たれる｡

ｱｸﾁﾋﾞﾝは上記FSH分泌促進作用以外に､単独､あるいはFSHと協調的

に額粒膜細胞の増殖を促進することや､額粒膜細胞におけるFSH受容体発現を

誘導し､願粒膜細胞の分化やFSH依存的なｽﾃﾛｲﾄﾞﾎﾙﾓﾝの産生を促進す

ることなどが知られている(Hasegawa etal･, 1988; Nakamura etal., 1993,･ Li

etal･･ 1995;Shimasaki etal･, 1999)｡しかしながら､ｱｸﾁﾋﾞﾝは性成熟前の

幼若ﾗｯﾄの卵胞径を増大させるが､成獣の卵胞には同様の作周を示さないこ
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とが報告されている｡逆にTGF-βの場合は幼若ﾗﾂﾄの卵胞径を増大させか-

代わりに成獣の卵胞径を増大させることから､ｱｸﾁﾋﾞﾝおよびTGF-βの願粒

膜細胞に対する増殖促進作用は､個体の年齢に依存することが示唆されている

(Liuetal.,1999)｡また別の報告によると､成獣(56日齢)のﾏｳｽより調製

したsmall preantral follicleは､ FSH存在下で1arge preantral follicleと共培

養した場合は卵胞径に増大が認められか-が､ 1arge preantralfollicleを除くこ

とによりsmall preantral丘'11icleは増大に転じることが見出されているoさら

にﾌｵﾘｽﾀﾁﾝ存在下では､同じ共培養条件下でもFSH刺激によるsmall

preantralfo11icleの卵胞径増大が認められることから､成獣の卵巣では､比較

的大きなpreantral follicleから分泌されたｱｸﾁﾋﾞﾝが近傍のより小さい卵胞

を休止状態にとどめており､ 1argepreantralfollicleの閉鎖や排卵によってこの

発育抑制ｼｸﾞﾅﾙが解除された場合､発育を停止していた卵胞が新たに発育を

開始するという機構が存在するのではか-かと推察されている｡すなわちｱｸ

ﾁﾋﾞﾝは幼若個体の卵胞発育を制御するだけでなく､成獣においても卵胞の選

別に寄与しているものと考えられている(Mizunumaetal.,1999)｡またｱｸﾁ

ﾋﾞﾝおよびFSHは､顛粒膜細胞に作用してｱｸﾁﾋﾞﾝ阻害因子ﾌｵﾘｽﾀﾁﾝ

を誘導することが知られており､この結果､卵胞発育過程の進行とともに願粒

膜細胞のｱｸﾁﾋﾞﾝ応答性が次第に減衰するという機構が提唱されている

(shintani etal_, 1997).

ｱｸﾁﾋﾞﾝβAｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄの遺伝子破壊ﾏｳｽは､ﾋｹﾞおよび下顎門歯を欠

き､ﾛ蓋裂を起こして出生後24時間以内に死亡する(Matzuk et al･, 1995;

Ferguson et al., 1998). -方､ βB遺伝子欠損ﾏｳｽの場合は成体まで成長し､

妊娠可能であるが､眼険形成異常､妊娠期間の長さ､出産後の授乳行動などに

異常があり､死亡率が高い(Schrewe etal., 1994,'Vassalli etal., 1994)｡また

これらの二重欠損ﾏｳｽは､それぞれを個別に破壊した場合の相加的な表現型

になった(Matzuketal.,1995b).さらにβAｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄをβBｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄで

置換したﾉﾂｸｲﾝﾏｳｽの場合､ βA欠損時よりも生存期間は延長するが､や

はり野生型に比べると生存期間は短い｡このﾏｳｽは野生型よりも血中FSH濃

度は高いものの､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝやﾌﾟﾛｹﾞｽﾃﾛﾝの濃度は寧ろ低い.また成熟

卵胞の数が少なく､受精率は低下する(Brownetal.,2000)｡ -方､ βc､ βE遺

伝子の欠損ﾏｳｽには特に目立った異常は見られない(Lauetal.,2000)｡これ

らのことから､ βA遺伝子の機能はβB遺伝子によって完全に相補出来る訳ではな

いこと､少なくともβB､ βc､ βE遺伝子は卵胞発育過程に必須ではか､ことなど

が示唆される｡

ActRIIA欠損ﾏｳｽは､顎顔面形成異常､雌不妊､血中FSHﾚﾍﾞﾙの低下を

示す｡卵巣のｻｲｽﾞは小さく､額粒膜細胞の萎縮による閉鎖卵胞の増加が見ら
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れ､黄体の形成はあまり見られない(Matzuk etal., 1995)｡ ActRIIB欠損ﾏｳ

ｽでは､左右･前後軸の形成異常に加え､心臓､肺､牌臓､脊椎などの形成異

常により､生後間もなく死亡する(Ohetal.,1997)｡ただし､ActRIIA､ ActRIIB

はBMPやNodalに村する受容体としても機能することから､これら受容体の

欠損ﾏｳｽで見られる表現形は必ずしもｱｸﾁﾋﾞﾝ特異的な作用を反映したも

のであるとは言い切れない(Yamashita etal., 1995)｡

またALX4仏ctRIBを欠損させたﾏｳｽでは､原腸陥入､原始線条に異常が見

られ肱性致死となるが､中肱葉形成は認められる(Guetal., 1998)｡

ちなみに､ｱｸﾁﾋﾞﾝ受容体下流のｼｸﾞﾅﾙ伝達分子として重要なSmad2, 3,

4についても欠損ﾏｳｽが作製され､研究が行われている｡ Smad2欠損ﾏｳｽ

は､原腸形成および前後軸形成の異常により胎生敦死となる｡野生型の肱体外

組織によりさらに発生段階を進めることは可能であるが､頭部形成異常や単眼

症などのために発生段階で敦死となる(Heyer etal., 1999)｡ Smad4欠損ﾏｳ

ｽの場合も､ Smad2の場合と同様､原腸形成不仝により胎生致死となる(Sirard

etal., 1998; Yang etal., 1998)｡

Smad3欠損ﾏｳｽの場合はSmad2, 4とは異なり､成獣までの成長は遂げる

ものの､野生型よりも個体が小さく､前肢の形態異常が認められ､免疫不仝に

より生後8ｹ月以内に死亡する(Yang etal., 1999,･Datto etal., 1999;Ashcroft

etal., 1999).また､生後4-6ｹ月において大腸癌を発症するようになるとも

報告されている(Zhu etal., 1998)｡この中でZhuらは､ Smad3のexon 2欠

損ﾏｳｽでは雌の生殖機能には異常が認められず､妊娠可能であったとしてい

る(Zhu etal., 1998).

しかし興味探いことに最近､ Tomicらによって作製されたSmad3のex｡n 8

欠損ﾏｳｽでは､ Zbuらのexon2欠損ﾏｳｽとは異なる結果が示された｡彼ら

の研究報告によると､ smad3を欠損した雌のﾏｳｽは不妊であり､野生型に比

べて原始卵胞の数が多く､以後のpreantral-antralfo11icleへの進行が妨げら

れていることが観察されており､ Smad3が卵胞発育の比較的初期段階に重要で

あるとする報告を行っている(Tomic etBl., 2002)｡

願粒膜細胞のS皿adに関する最近の研究では､ Smad2, 3はともにpreantral

follicleには発現が認められるが1arge antral follicleには発現が認められか-こ

と､ S皿ad2は黄体化に際して再び発現が認められるがSmad3では発現が認め

られないこと､Smad2,3ともにTGF･βおよびｱｸﾁﾋﾞﾝの両方に応答して核内

に移行すること､このうちSmad2の方が比較的ｱｸﾁﾋﾞﾝ依存性が高く､逆に

Smad3はTGF･B刺激依存性が比較的高いことなどが報告されている(Ⅹu etal.,

2002)oまた,卵母細胞のみから産生される重要な卵胞発育制御因子GDF-9は､

受容体としてはⅠⅠ型BMP受容体に結合するが､その下流ではSmadlよりも寧
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ろSmad2のﾘﾝ酸化を介してｼｸﾞﾅﾙ伝達を行っているとの報告もなされて

いることより､ GDF-9のⅠ型受容体はⅠ型ｱｸﾁﾋﾞﾝ受容体である可能性が高

い(Vitt etBl., 2002; Roh etal., 2003)｡

ﾌｵﾘｽﾀﾁﾝ欠損ﾏｳｽは､口蓋裂､肋骨の部分的欠損など､骨格系の異肯

などにより､発育不良となり､生後数時間で死亡する(Matzuk etal., 1995)｡

道に､誘導性ﾌﾟﾛ.ﾓ-ﾀ-制御下にﾌｵﾘｽﾀﾁﾝを強制発現させたﾄﾗﾝｽ

ｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽの雌では､ FSHﾚﾍﾞﾙの低下が見られ､卵胞発育はantral

follicleやそれ以前で停止し､卵胞閉鎖が増加するために不妊となる｡この中で､

血中FSH濃度がそれほど低下しなかった個体においても卵胞発育の早期停止が

見られたことは､ｱｸﾁﾋﾞﾝの局所作用を考える上で非常に興味深い(Guoetal.,

1998)｡

このように､ｱｸﾁﾋﾞﾝは卵胞の発育に重要な役割を果たしていることが知ら

れているが､上記遺伝子変異ﾏｳｽの卵巣に見られた異常の主要因がｱｸﾁﾋﾞ

ﾝによる下垂体でのFSH分泌制御の異常によるものなのか､またはｱｸﾁﾋﾞﾝ

による卵巣内での作用の異常によるものであるのか､その判別は極めて困難で

ある｡さらにTG叩ﾌｱﾐﾘ-因子からのｼｸﾞﾅﾙは初期発生に重要な役割を

担っているものが多く､上記の様に多くのﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽを作製したとし

ても発生過程で異常を来すため､生後の臓器内での役割を解析することが困難

となることがしばしばである｡しかも既に述べたように､いくつかのTGF-βﾌ

ｧﾐﾘ-因子が受容体や下流のｼｸﾞﾅﾙ伝達分子を共有しているため､各ﾘｶﾞ

ﾝﾄﾞとⅠ型およびⅠⅠ型受容体､結合ﾀﾝﾊﾟｸ質､ Smadの組み合わせの数は非

常に複雑かつ多岐に渡っており､それらを-種類の組み合わせに限走すること

が出来ないのも解釈を混乱させる結果となっている｡このような理由により､

卵巣を含む特定組織でのｱｸﾁﾋﾞﾝの作用についてより理解するためには､組

織または時期特異的な欠失ﾏｳｽの作製やﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆﾂｸﾏｳｽ間での臓

器移植による実験の他､組織･維胞ﾚﾍﾞﾙでの培養実験などによる､より詳細

な解析が要求される｡

1995年､Liらのｸﾞﾙ-ﾌﾟは卵母細胞と数層の顕粒膜細胞層のみからなる

preantral follicleを2週齢のﾗﾂﾄより採取し､ｱｸﾁﾋﾞﾝを含む非常に簡単

な卵胞培養系を用いて､ FSH非依存的な卵胞径の増大､ FSH依存的な卵胞腔形

成やｽﾃﾛｲﾄﾞ産生､ LH依存的な排卵様の卵胞崩壊､といった-連の卵胞発育

過程について形態的にではあるが､ 1'D Tq'tTOで見事に再現してみせた(Li etal.,

1995)｡この結果は､実際の生体内では棟々な因子によって規走されている卵胞

発育過程も､少なくともpreantral follicleから排卵までの過程ではｱｸﾁﾋﾞﾝ

またはｱｸﾁﾋﾞﾝ様作用を示す因子が非常に重要であり､その作用機構を理解

することは､卵胞の発育を考える上で非常に重要な意味をもつものと考えられ
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る｡

坤鞄周期制御因子と卵巣機能

体細胞分裂の細胞周期は､DNA複製期であるS期と細胞分裂期であるM期に

加え､間期にあたるGlおよびG2期､休止期にあたるGO期からなる｡細胞外

からの増殖刺激を受け取った細胞は､ do期を抜けてGl期に入り､増殖を開始

する｡このGl期は細胞周期中で唯-細胞外ｼｸﾞﾅﾙによる制御を受ける時期で

あり､ GOもしくはGl期に受け取った刺激により､分化状態の推持､増殖､分

化などの細胞運命が決定される｡ Gl/S期境界付近にあるR点を-旦通過した細

胞は､以後のS-G2--Mの各細胞周期過程ではﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ制御機構を働

かせながら自律的に進行させて増殖を完了し､次の細胞外からの刺数による運

命決走に従う｡

増殖刺激に受けた細胞では､ D､ E､ A､ Bの四種のｻｲｸﾘﾝが順に誘導さ

れるoそれぞれが対応するｻｲｸﾘﾝ依存性ﾘﾝ酸化酵素cyclin･dependent

kinase (cdk)と複合体を形成して順次括性化させることにより､秩序立った細

胞周期進行が成立する｡ Gl期では､増殖刺激によって誘導されたｻｲｸﾘﾝD

がcdk4またはcdk6を､またGl期後期からS期にかけては､ｻｲｸﾘﾝEが

c曲2を括性化する｡両者の主たる基質の-つであるpRbは､これらのｻｲｸﾘ

ﾝ･c肱複合体によるﾘﾝ酸化を受けて高ﾘﾝ酸化型となる結果､ S期の開始･

進行に必要な因子の転写に関わるE2FがpRbから解離､括性化し､ Gl期から

S期への移行が行われるというﾓﾃﾞﾙが広く受け入られている(参考図2;

Ortega et al., 2002) ｡

-方､細胞周期の進行を負に調節するための細胞内因子として､ cdkｲﾝﾋﾋﾞ

ﾀ-が存在するocdkｲﾝﾋﾋﾞﾀ-は､すべてのcdkの括性を阻害しうるCiprKip

ﾌｱﾐﾘ- (p21CiplrWd､ p27Ⅹipl､ p57Kp2)と､ cdk4/6の括性のみを阻害して

Gl期進行を妨げるINK4ﾌｱﾐﾘ- (p16INX4a､ p15INK4b､ p18INK4c､ p19INK4d)

からなるoこれらcdkｲﾝﾋﾋﾞﾀ-は､ﾁｪｯｸﾎﾟｲﾝﾄ機構の括性化や捌虫

阻止､分化刺激など､状況に応じて細胞周期の進行を減速､停止させ､場合に

よっては細胞周期を離脱させることにより､細胞を分化やｱﾎﾟﾄ-ｼｽに導く

ものと考えられる｡また､CiprKipﾌｱﾐﾘ-は当初cdkｲﾝﾋﾋﾞﾀ-として見

つかったが､その後の解析から､その阻害の標的は主にｻｲｸﾘﾝE-c地2複合

体であるとされ､ｻｲｸﾘﾝD-cdk4/6に対しては複合体形成促進や核外移行阻

害に働き､寧ろその活性を促進する方向に作用することを示唆する報告が数多
くなされている(Sherretal., 1999)｡

以下で､現在までに卵巣機能との関係で研究がをされたいくつかの因子につい

て､簡単にふれておくことにする｡
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ｻｲｸﾘﾝD2

ｻｲｸﾘﾝDにはDl-3の三種類があり､それぞれ細胞特異的な役割を担っ

ている｡三種のｻｲｸﾘﾝDの冗長性については永らく不明であったが､この

点に関する最近の研究により､基本的には三種のｻｲｸﾘﾝDは相互に補完可

能であり､組織特異的発現は各ｻｲｸﾘﾝDﾀﾝﾊﾟｸ質自体の機能的差異のた

めというよりも､寧ろそれぞれのｻｲｸﾘﾝDに村する組織特異的な転写調節

機構の差異に起因している､とする輿味深い報告がなされた(Ciemerych etal.,

2002)｡

三種類のｻｲｸﾘﾝDのうち､ｻｲｸﾘﾝD2欠損ﾏｳｽでは卵巣以外の臓器

における目立った異常は認められないことから､卵巣､特に願粒膜細胞の増殖

に関して､ｻｲｸﾘﾝD2が重要な役割を果たしていることが明らかとされてい

る(Sicinski et al., 1996)｡このﾏｳｽの卵巣では､ preantral-early antral

follicleの願粒膜細胞層が野生型およびﾍﾃﾛ体の半分以下にしか多層化してお

らず､さらにFSH応答時の増殖も著しく低下しており､ｻｲｸﾘﾝD2は願粒

膜細胞のｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝ依存性増殖はもちろん､それ以前の非依存性増殖過程

にも関与していることが示唆された｡その後､実際に野生型ﾏｳｽやﾗﾂﾄを

用いた実験により､ FSHまたはｴｽﾄﾛｹﾞﾝによるｻｲｸﾘﾝD2の誘導が確

認されている(Sicinski etal., 1996; Robker etal., 1998a)｡なおその際のｻｲ

ｸﾘﾝD2発現量の経時変化に関し､ FSHとｴｽﾄﾛｹﾞﾝの場合では異なるこ

とが報告されている(Robker etal., 1998a)｡

またFSHの場合とは逆に､ 1'n v7'voでhCG投与(LH刺激に相当)された下

垂体切除ﾗﾂﾄでは､願粒膜細胞のｻｲｸﾘﾝD2の発現が急激に減少すること

も認められている(Robker etal., 1998a).

ｻｲｸﾘﾝD2欠損ﾏｳｽでは自発的排卵は-もちろん､人為的ﾎﾙﾓﾝ処理に

よっても排卵が認められず､不妊となる｡ただし卵胞腔形成やｴｽﾄﾛｹﾞﾝ産

生､黄体化自体は誘発可能であることから､これらのFSHによる卵胞の分化誘

導過程にはｻｲｸﾘﾝD2は必須ではないものと考えられる｡さらに､摘出した

卵母紳胞の成熟や受精､肱盤胞までの初期発生能は正常であるため､これらの

制御とｻｲｸﾘﾝD2は無関係である｡

なお上記ｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝ非依存性過程にお古ﾅるｻｲｸﾘﾝD2の寄与は､

FSHβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ欠損ﾏｳｽの卵巣においてｻｲｸｰﾘﾝD2の発現が認められ

ることからも支持される(Burnsetal.,2001).

ｻｲｸﾘﾝD3

発生過程のﾏｳｽの卵巣では､体維胞においてのみｻｲｸﾘﾝD3の発現が認

められるが､出生後2.5日の卵巣では､卵母細胞と初期卵胞の額粒膜細胞の核に

おいてｻｲｸﾘﾝD3の発現が認められる｡その後卵胞の発育とともに､卵母細
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胞および願粒膜細胞におけるｻｲｸﾘﾝD3の発現ﾚﾍﾞﾙは次第に低下する｡成

体の卵巣では､ -部の黄体細胞にｻｲｸﾘﾝD3の発現が認められる(Zhanget
al., 1999).

p27Kpl

ｻｲｸﾘﾝD3と同様､卵成熟が進行するにつれ､ﾏｳｽ卵母細胞における

p27mplの発現ﾚﾍﾟﾙは減少する(Zhang etal., 1999)｡ -方､願粒膜細胞では

LH刺激によりp27Kip1が誘導されることが報告されている｡このことより､額

粒膜繍胞の黄体細胞への分化にはp27Ⅹiplが重要な役割を果たしていることが予

想される(Robker etal., 1998a)｡

p27Ⅹiplの欠損ﾏｳｽでは､卵巣をはじめ､下垂体､胸腺､網膜といった種々

の臓器において過形成が認められ､個体全体が巨大化し､場合によっては癌に

なる(Nakayama etal., 1996; Kiyokawa etal., 1996,･ Fero etal., 1996)｡これ

らの雌ﾏｳｽでは､ LHｻ-ｼﾞにより排卵や額粒膜細胞の黄体化を示す遺伝子の

誘導は認められるものの､不妊である｡その原因は完全には解っていないが､

黄体化の際､細胞周期停止を伴わずに分化が進行し､願粒膜柵胞の増殖停止時

期に明らかな遅延認められている｡その際､妊娠の成立に必要とされるﾌﾟﾛｹﾞ

ｽﾃﾛﾝの濃度上昇にも遅延が生じる｡このことよりp27Eiplは､黄体細胞への

分化開始よりも寧ろ黄体珊胞の機能発現に必要であるものと推測されるが､こ

の機構についてはまだ不明な点が多い(Tong etBl., 1998)｡
cdk4

ﾏｳｽ卵巣の場合､ cdk4は願粒膜細胞や英膜細胞では発現しているのに対し､

卵母紳胞では発現が認められないことが報告されている(Zhang etal., 1999)｡

cdk4欠損ﾏｳｽはこつのｸﾞﾙ-ﾌﾟからの報告がある｡どちらも生存可能であ

ったが､個体ｻｲｽﾞがやや小さく､いくつかの臓器で異常が認められ､雌雄と

も不妊であった(Rane etal., 1999;Tsutsuietal., 1999)｡卵巣では､臓器ｻｲ

ｽﾞはやや小さいが各発育段階の卵胞が認められた｡しかし排卵の効率が30-

40%悪くなり､排卵せずに黄体化する卵胞も認められた(Tsutsui et al., 1999;

Moons etBl･, 2002a)oこれらのﾏｳｽでは血中ﾌﾟﾛｹﾞｽﾃﾛﾝ濃度が低く､ま

た排卵された卵子の着床も悪いことから､黄体細胞の機能低下が不妊の一因で

あると考えられた｡さらに性周期の進行にもやや遅延が認められ､通常4-5日

で一周する性周期が､欠損ﾏｳｽでは-周に5-9日を要した｡以上より､排卵

前までの卵胞の分化自体にはcdk4は必須ではないことが示唆されたが､排卵や

黄体の機能にはcdk4が積極的に関与しており､この機能についてはcdk6によ

り補完可能でか-ことが明らかとなったoﾌﾟﾛｹﾞｽﾃﾛﾝが排卵後だけでなく

排卵自体に重要であることは､ﾌﾟﾛｹﾞｽﾃﾛﾝ受容体遺伝子欠損ﾏｳｽで排卵

が認められないことなどより明らかである(Ijydonetal., 1995)｡
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また､ cdk4欠損型ﾏｳｽに野生型ﾏｳｽの卵巣を移植~しても不妊であったが､

野生型ﾏｳｽに欠損型ﾏｳｽの卵巣を移植した場合､非常に低い確率ながらへ

ﾃﾛ体の子供が産まれた｡また､ cdk4欠損型ﾏｳｽの血中FSHﾚﾍﾞﾙは､野

生型の50%程度であった｡これらのことより､ cdk4欠損ﾏｳｽが不妊である原

因は､卵巣機能の低下よりも､寧ろ視床下部一下垂体系における内分泌系の機

能低下の影響の方が大きいことが示唆された(Rane etal., 1999).この点に関

してはその後さらに研究が進められ､ cdk4欠損ﾏｳｽにおける下垂体前葉のﾎ

ﾙﾓﾝ産生細胞のうち､ｺﾞﾅﾄﾞﾄﾛﾋﾟﾝ産生細胞gonadotrophには影響が認め

られないが､ﾌﾟﾛﾗｸﾁﾝ産生細胞1actotrophや成長ﾎﾙﾓﾝ産生細胞

somatotrophに増殖不仝が認められること､ cdk4欠損ﾏｳｽへのﾌﾟﾛﾗｸﾁﾝ

投与により､血中ﾌﾟﾛｹﾞｽﾃﾛﾝ濃度および排卵された卵子の着床に回復が認

められることが報告されている(Moonsetal.,2002b)｡以上の知見から､卵巣

発育過程におけるcdk4の役害は､基本的にはcdk6などの他のcdkにより補完

可能であると考えられる｡

その他

黄体紳胞におけるp15INX4bおよびp21Cipl偶･flの発現が認められている他､下

垂体切除ﾗﾂﾄに村する1'n vl叩でのﾎﾙﾓﾝ投与実験により､ FSHおよびｴ

ｽﾄﾛｹﾞﾝによる紫粒膜細胞でのｻｲｸﾘﾝEの発現上昇､ hCGによるp21

ciplrWaflの誘導とｻｲｸﾘﾝEの減少が報告されている(Robker et al., 1998a,･

Robker etal., 1998b; Burns etal., 2001)｡また､ p21CipINTaflの欠損ﾏｳｽの卵

胞発育には明らかな異常は認められないが､ p27Ⅹiplとの二重欠損ﾏｳｽでは､

p27Ⅹiplの欠損によって見られた卵巣の過形成などの異常が助長されることが報

告されている(Jirawatnotai etal., 2003)｡卵成熟とMPF (ｻｲｸﾘﾝB･cdc2

複合体)括性との関係については非常に研究が進んでいる分野ではあるが､本

研究とはあまり関係がないので､あえてここではふれない｡

本研究の日的および実験系の設走

実際の生体内では､実に多くの因子が卵巣機能の推持に関与している｡その中

でもｱｸﾁﾋﾞﾝは､少なくともpreantraﾄantral fouicleにおける顕粒膜細胞

の増殖および横能の両面に作用し､しかもその寄与は､ FSH依存性および非依

存性の両方の卵胞発育段階に亘ることから､ｱｸﾁﾋﾞﾝの作用機構の研究は､

卵胞発育過程を考える上で非常に大きな意義を持つと考えられる｡

よって本研究では､細胞周期制御の面から､額粒膜締胞に対する増殖促進因子

としてのｱｸﾁﾋﾞﾝについて､その作用機構を分子ﾚﾍﾞﾙで審らかにする事を

目的とし､研究を行った｡

最近20年間に数多くの顕粒膜細胞株が作製されたものの､そのうちFSH応
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答性を有するものとしては､ v-myc遺伝子の導入により不死化したﾏｳｽ額粒

膜細胞株GRM､ﾋﾄ顕粒膜細胞にSV40ﾗ-ｼﾞT抗原､ Harvey-ras､ FSH受

容体を共発現させたrFSHR117､変異原性物質9,10-dimethyl-1,2-

benzantbracene処理によって樹立されたﾗﾂﾄ紫粒膜細胞株ROG､ﾋﾄ額粒

膜細胞種由来のKGN､温度感受性変異p53であるp53vBl135遺伝子と

Harvey-ms遺伝子の共発現により得られたﾋﾄ願粒膜細胞株HGP153など､樹

立されている顕粒膜細胞株の稔数からするとほんの-部に過ぎない(Briers et

al･, 1993,'Keren･Tal et al･, 1993･'Li et al･, 1997,'Nishi et al., 2001,･ Tajima et

al･, 2002)｡このうちROGは､ｱｸﾁﾋﾞﾝ依存的に無血清培養条件下で増殖す

る細胞株として報告されている(Lietal.,1997)｡しかし､これら-見有用な細

胞株も､この分野仝体から見た場合､どれも中心的な実験系を構築するに至っ

ていないのが現状である｡

そこで本研究では実験材科として､ DES処理を行った3週齢ﾗﾂﾄより卵巣

を摘出し､そこから調製した願粒膜細胞を用いた｡卵胞発育制御に関する研究

の多くがこの週齢のﾗﾂﾄを用いて行われており､この時期の卵巣は主に

preantral丘,11icleで占められている｡ﾗｯﾄは通年性繁殖動物であり､かつ多

産であることから､卵胞の研究に適した動物としてよく用いられる｡さらにﾏ

ｳｽよりも個体がやや大きいことから健常な卵胞を多く得られるという点で優

れているo卵巣磯能の研究は畜産学の分野でも盛んに行われており､そこで用

いられるｳｼ､ﾌﾞﾀ､ﾋﾂｼﾞ､ｳﾏなどの大動物は､柵胞の数の面､食周に供

しない卵巣は屠場で安価に入手可能であるという面など､ﾏｳｽ･ﾗｯﾄと比

べた場合にいくつかの点で大きな利を有する｡しかしながら､分子生物学的研

究を行う上で必要となる遺伝子やﾀﾝﾊﾟｸ質に関する情報量､抗体などの実験

材料､そして培養維持の容易さなどの面での比較となると､やはりﾗｯﾄやﾏ

ｳｽに譲る部分となる｡

ﾗｯﾄの性周期は4-5日と短いが､この点に関しては､下垂体切除動物や未

成熟個体を用いて適当なﾎﾙﾓﾝ注射を行うことにより､卵胞の1･BVIvoでの発

育状態をある程度人為的に同調､制御する技術が確立されているため､問題と

はならをいo本研究においても､ -部の実験を除き､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ類縁体であ

るｼﾞｴﾁﾙｽﾃｲﾙﾍﾞｽﾄﾛ-ﾙdiethylstilbestrol(DES)を投与することで､

preantraﾄearly antral follicleの額粒膜細胞を1'n d叩で増殖させた上で実験
に用いた｡

16



FSHβナ

FSHRイ

叫厳　弼　　　　　　　一

感

貯

15％甲％5古％

二三－ユニ∴

＝＿＿÷妄ギユニトニ∴ニニニ＿＝　＼

盛

醜富農

空確報や　節肛5浪　凛亘翫廣
一馳1が衷
轡姉娘塵庸I誌‡托鰊昏曹は蛋象

朝顔癖
9C

伊鈍軋甫現掴

習

愚

轟電

海慧
享l寄与

窓翫魯

雛

も草二㌫琵琶摩3箋海醤㌔㌔翔
蚤ニ＝

摘闇融減臓嫡
鶴野

tr

■■

も“〟

啓
・′

き琵
タ

参考図1　ヒトの卵胞発育過程の概要

野

卵胞は、Primordialfo11icle、Preantralfo11icle、antralfo11icle、PreOVulatory

払11icleへと発育・成熟し、各過程で特徴的な形態的変化を遂げながら排卵に至

る。仝発育過程を通じて顆粒膜細胞の持続的な増殖が認められる。また、卵胞

の閉鎖も全発育過程を通じて認められるが、その頻度はantralfo11icleにおいて

最も高くなる。FSH受容体の発現はprimary～SeCOndaryfo11icleの段階で発現

しているが、FSHβサブユニットやFSH受容体の欠損マウスの解析より、その

作用点は卵胞腔形成以降であるとされる。なお、図はGougeonによる文献から

転載したものにFSHの作用点を書き足したものである（Gougeon，1986）。gC＝

granulosacell

17

増



窃u著懸登藍潅舵載

Di恥柑nti3tぬn

参考図2 Gl/S移行制御の分子機構
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S

Ortegaの給説より抜粋(Ortega etal･, 2002)o細胞周期のGl期進行は､ pRb

ﾌｱﾐﾘ-のpRb､ plO7､ p130の機能調節によって制御されている｡ GO期で

はRbﾀﾝﾊﾟｸ質はﾘﾝ酸化されておらず､他の因子､とりわけ転写因子E2F

に結合可能な状態にあり､ E2Fによる転写を阻害しているo Gl期で見られる最

初の現象の-つは､増殖因子制御下にあるｻｲｸﾘﾝD (Dl, D2, D3)の誘導

を介した､ cdk4もしくはcdk6 (図中ではCdk4/6)の括性化である｡ｻｲｸﾘ

ﾝD･cdk4/6複合体によるpRbのﾘﾝ酸化の結果､ pRb-は-部不括性化し､ E2F

によるｻｲｸﾘﾝElなどの転写誘導が開姶する｡cdk4/6の括性は､ cdkｲﾝﾋ

ﾋﾞﾀ-のINK4ﾌｱﾐﾘ-因子によるｻｲｸﾘﾝDとの結合阻害やATPとの結

合阻害などにより負の制御を受けるoまたｻｲｸﾘﾝD-cdk4/6複合体は

CiprKipﾌｱﾐﾘ-因子と結合することで､それらとｻｲｸﾘﾝE･cdk2複合体

との会合によるcdk2括性の阻害を抑制し､結果的にcdk2を活性化する｡ｻｲ

ｸﾘﾝE-cdk2複合体によるpRbの高ﾘﾝ酸化状態への移行は適切なGl/S移行

とs期の開始に必要であるo太い矢印はﾋﾄの癌においてしばしば認められる

変異を示し､Gl/S進行に対する促進(†)または抑制(↓)作用を表している｡

また､図中のR点restrictionpoint (R)の位置はそれほど厳密ではないとの土
とである｡
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材科と方法

童墓

ｱｸﾁﾋﾞﾝは､味の素中央研究所の江藤譲博士より供与していただいた

recombinant human EDF/activin Aを用いた｡ FSHは､AspenBio, Inc.の

human pituitary FSHを用いた｡ﾌｵﾙｽｺﾘﾝforskolinおよびphorbol

myristate acetate (PMA)､ DES､ sesame oil､ﾌｱｲﾌﾞﾛﾈｸﾁﾝbovine

plasma丘bronectin (0.1 % solution) ､ bovine serum albumin (BSA) ､ DNase

I ､ 5-bromo-2'-deoxyuridine ( BrdtJ ) ､ propidium iodide ( PI ) ､

3･isobutyl-1-methykanthine (IBMX)はSigma-Aldrichより､ Dulbecco's

Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 1:1 Mixture (D･MEMm-12､

code: 12400-024) ､ gentamicin sulfate､ fungizone､ trypsin､ trypsin inhibitor､

ｲﾝｽﾘﾝbovine insulin､ﾄﾗﾝｽﾌｪﾘﾝbovine transferrin, holo fTorm､

Superscript II､ oligo-(deoxythymidine)12-18 Primer (oligo-dTﾌﾟﾗｲﾏ-)に

ついては､すべてInvitrogenCorp.より購入し､実験に用いた｡その他の試薬お

よび器具とその購入先については､必要と思われるものに限り下記の文中に示

した｡

速昼

抗ｻｲｸﾘﾝDl抗体sc-450､抗ｻｲｸﾘﾝD2抗体sc-593およびsc-452､

抗ｻｲｸﾘﾝD3抗体sc-453､抗cdk2抗体sc･163､抗cdk4抗体sc-260､抗cdk6

抗体sc-177､抗p21抗体sc･397-G､抗p27抗体sc-527､以上の抗体はすべて

SantaCruzBiotechnology, Inc.より購入したoまた､抗pRbﾏｳｽﾓﾉｸﾛ-

ﾅﾙ抗体14001A､抗BrdUﾏｳｽﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体RPN202は､それぞれ

BD Biosciences､ Amersbam Biosciences Corp･のものを用いた｡抗β-ｱｸﾁﾝ

ﾏｳｽﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体A-5316はSigma･Aldrichより購入した｡

二次抗体として用いた抗ｺﾞ-ﾄIgGﾗﾋﾞｯﾄ抗体､抗ﾗｯﾄIgGﾗﾋﾞｯﾄ抗

体はICNBiomedicals, Inc･より購入した｡また､ HRP標識抗ﾏｳｽIgG抗体､

TexasRed標識抗ﾗﾋﾞｯﾄ抗体､ FITC標識抗ﾏｳｽIgG抗体､およびHRP標

識proteinAについては､すべてAmersham Biosciencesより購入したものを実
験に用いた｡

細胞の調製と培養条埋

細胞の調製および培養に関しては､ Nakamuraらの細胞調製法およびLiらの

卵胞培養系を参考にした(Nakamura etal., 1993;Lietal., 1995)｡実験動物と

して用いた21日齢の雌のSprague-Dawleyratは､日本ﾁﾔ-ﾙｽﾞ･ﾘﾊﾞ-､
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日本ｸﾚｱ､日本ｴｽｴﾙｼ-のいずれかより購入し､飼育を行った｡購入し

た21日齢ﾗｯﾄに対し､24日齢までの4日間､連日10mg/mlDES/sesameoil

をo･2mlずつ皮下に投与した｡最後のDES投与より48時間後､動物実験施設

内において､ 26日齢に達したﾗｯﾄを断頭により屠殺し､放血後､開腹して卵

巣を摘出したo摘出した卵巣はD-MEM/F-12培地(20 LLg/ml gentamicin sul払te､

500ng/mlfungizone含有)に移し､研究室に持ち帰った.なお､以上の実験動

物の飼育および解剖にあたっては､奈良先端科学技術大学院大学動物実験指針
に従い､これを遵守した｡

研究室に持ち帰った卵巣から周囲の結合組織を除去し､高濃度(o.2 mg血1)

のgentamicin sul鮎eを含むb-MEM/F-12培地で三回洗浄した後､通常の

D-MEMm112培地(20 LLg/ml gentamicin sulfate､ 500 ng/ml fungizone)に浸

したo 26G注射針で各卵巣を200回程度刺すことにより穴を空け､すべての卵

巣を処理した後10分間､ CO2ｲﾝｷｭﾍﾞ-ﾀ-内に放置した｡培地をﾒｯｼｭ

ｻｲｽﾞ40pmのﾅｲﾛﾝﾒｯｼｭcellstrainer (BD Biosciences)により涼過

し､卵巣外に放出された細胞を回収したoまた､卵巣内に残った細胞について

も､茶漉し上で軽く加庄して卵巣外に押し出し､同様にcell strainerよる涼過

を行って､先の回収液と混合したo細胞懸濁液を遠沈(500×g､ 5分)し､

D~MEMm･12培地に再懸濁後､ trypsin処理(o.o25%､ 37℃､ 1分)し､続い

てtrypsininhibitorおよびDNaseI (ともに50LLg/mi)で37℃､ 1分処理して

反応を停止させたo細胞の遠沈(500×g､ 5分)とD-MEM/F-12培地への再懸

濁を2ないし3回繰り返して洗浄し､最終的にﾄﾗﾝｽﾌｪﾘﾝ(5けg/nl)､

BSA (0･1 %)を含むD･MEM/F-12培地に浮遊させたo o･2 %trypanblue (和

光純薬) /PBS溶液で生細胞を計数し､最終的に1×106/miの細胞密度に調製し

た後､ﾌｱｲﾌﾞﾛﾈｸﾁﾝ(5pg/ml)を添加し､予めpoly･D-1ysin?で被覆処理
(10pg/cm2)したﾃﾞｲﾂｼｭまたはｶﾊﾞ-ｽﾘｯﾌﾟに播種(1.5×105/cm2)し､

培養を開始した(5%CO2､ 37℃)oﾃﾞｲﾂｼｭの被覆処理にはBDBiosciences

より購入したpoly-D-1ysine, hydrobromideを用い､ 50 LLg/ml PBS溶液を必要

量加え､室温に5分から1時間放置した後､培地で二回以上洗浄することによ

り余分なpqly廿1ysineを除き､乾燥させてから､実験に用いた｡またｶﾊﾞ-ｽ

ﾘｯﾌﾟの場合､ 150LLg/mlPBS溶液中に12mmｶﾊﾞ-ｽﾘｯﾌﾟ(桧浪硝子工業)

を浸け､同じく室温に1時間程度放置して被覆し､以後同様に実験に供した｡

培養開始から24-36時間後､ｲﾝｽﾘﾝ(5ug/mi)､ｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng/ml)､

FSH (30 ng/ml)などの増殖因子や､ protein kinase activatorなどの必要を試

薬を添加した培地に交換し､ｱｯｾｲを開始した○ただしその際､ﾌｱｲﾌﾞﾛ
ﾈｸﾁﾝの添加は行わなかった｡

以上の-連の作業の流れを､本章末の参考図3に示した｡
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cAMPｱﾂｾｲ

細胞内cAMP濃度の走量は､ YMASA CyclicAMPAssay Kit (ﾔﾏｻ醤抽)

を用い､添付文書に従って行った｡ﾗｯﾄ願粒膜細胞を24穴ﾌﾟﾚ-ﾄで培養(2.5

×105/cm2)し､ FSH (100ng/ml)またはﾌｵﾙｽｺﾘﾝ(50pM)を､ﾌｵ

ｽﾌｵｼﾞｴｽﾃﾗ-ｾﾞ阻害剤IBMX (50 uM)とともに培地に添加して-定時

間作用させた後､培地を除去し､氷冷PBSで3回洗浄した｡氷冷o.1M塩酸を

添加し､凍結と融解､超音波処理により細胞の破砕を行った｡遠心(17,000×g､

4℃､ 10分)後､上清を子ｸｼﾆﾙ化反応に供した｡ｶﾞﾗｽ製小試験管内で､細

胞抽出液とｽｸｼﾆﾙ化剤(o.4Mｺﾉヽｸ酸ﾄﾘｴﾁﾙｱﾐﾝ/ｼﾞｵｷｻﾝ)各

100山を混合し､ 10分間反応させた後､ｲﾐﾀﾞｿﾞ-ﾙ緩衝液(o.3M塩酸ｲﾐ

ﾀﾞｿﾞ-ﾙ,pH6.5) 800plを添加し､最終的にｽｸｼﾆﾙ化cAMP溶液1miを

得た(Cailla etal., 1973)｡試料100巾に対し[I125]cAMP液(cAMPﾖｳ化ﾁ

ﾛｼﾝﾒﾁﾙｴｽﾃﾙ) 100山を添加し､抗ｽｸｼﾆﾙ化cAMP血清100plに

村するｽｸｼﾆﾙ化cM間での競合反応(4℃､ 12-48時間)を行わせた｡

翌日､ Bm分離剤(ﾃﾞｷｽﾄﾗﾝ被覆括性炭懸濁液) 500山を添加し､遊離型

I125標識cAMP誘導体を括性炭に吸着(氷水中､ 5-30分)させた後､遠心分離

(2,000×g､ 4℃､ 5分)した上清500山の放射能をｵ-ﾄｶﾞﾝﾏ-ｶｳﾝﾀ-

COBRAII AUTO･GAMMA (PACKARD)にて測走し､ cM濃度既知の検体

を用いて作成した標準曲線からcAMP濃度を算出した｡その後､ IBMXのみで

処理した場合の換算値を差し引き､正味のcAMP産生量とした｡

MTTｱｯｾｲ

Roche Molecular Biochemicalsより購入したMTT assay kitを用いた｡細胞

を96穴ﾌﾟﾚ-ﾄ(100Pwell)で培養し､ｱﾂｾｲの4時間前に5mg/mi

3- 【4,5-qimethylthiazol-2-yd12,5-diphenyltetrazoliuふbromide (MTT) pBS溶

液を10山ずつ各ｳｪﾙに加えて4時間反応させた後､可溶化試薬(10%SDS､

0.01 M塩酸) 100 plを各ｳｪﾙに加え､約16時間可溶化を行った｡その後ﾏ

ｲｸﾛﾌﾟﾚ-ﾄﾘ-ﾀﾞ-THERMOmax (Molecular Devices)および解析ｿﾌ

ﾄｳｪｱSo氏Maxを利用して試料波長570 n血と対照波長650 nmにおける吸

光度の差を測定し､培地のみでの測定値を差し引くことにより､細胞の生存括

性を測走した｡

RT-PCR

RNAの抽出には､ RNA抽出試薬ISOGEN (ﾆﾂﾎﾟﾝｼﾞ-ﾝ)を用いたacid

guanidium thiocyanate-phenol･chloroform (AGPC)抽出法により､全RNA
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画分を調製したo細胞をPBSで2回洗浄し､ ISOGENを加えて掻き採り､ 27G

注射針でｹﾞﾉﾑを断片化した後､室温で5分間放置して珊胞を可溶化し､ｸﾛ

ﾛﾎﾙﾑ処理､ｲｿﾌﾟﾛﾋﾟﾙｱﾙｺ-ﾙ沈殿を行って､仝RNA画分を得た｡260

nmにおける吸光度によりRNAを走量後､ 1LLg相当の全RNA画分に対し､ 200

Uの逆転写酵素SuperscriptIIおよびoligo･dTﾌﾟﾗｲﾏ-500ngを用い､ 42℃

で50分間反応させることによりcDNAの合成を行ったoその際の反応条件や操

作の詳細についてはすべてSuperscript IIの添付文書に従ったため､その記戟

については割愛する｡なお､ LH受容体に対するRT･PCRを行った際は5×105
cells/cm2で培養を行った｡

合成したcDNAを鋳型とし､ PCRにより明らかな指数関数的増幅が認められ

る鋳型量または反応ｻｲｸﾙ数の範囲を求めた上で､走量的な増幅反応を行っ

たoその後､ 2%ｱｶﾞﾛ-ｽｹﾞﾙを用いて増幅産物の電気泳動を行った｡以下に

各ﾌﾟﾗｲﾏ-の配列､ｱﾆ-ﾘﾝｸﾞ温度および予想増幅断片ｻｲｽﾞを示す｡

LH受容体; 52.8℃､ 767bp

sense: 5'･CTG ATT TGG CTG ATTAATA㌣3'

antisense: 5'-GGA TTG GCA CAA GAA TTG A-3'

ｻｲｸﾘﾝD2;56･7℃､ 188bp

sense: 5'･CAT TGA GCA CAT CCT TCG CAA･3'

antisense: 5'-CAT TCA CTT CCT CGT CCT GCT･3,

GAPDH ; 57.7℃､ 452bp

sense: 5'一ACC ACA GTC CAT GCCATC AC-3'

antisense: 5'-TCC ACCACC CTG TTG CTG TA-3,

また､ｱｸﾁﾋﾞﾝ受容体の発現確認とｸﾛ-ﾆﾝｸﾞを目的としたnestedPCR

を行ったので､その際に用いたﾌﾟﾗｲﾏ-の配列のみ､以下に付記する｡
ActRIA/ALK2 ,'

丘rst･PCR, sense: 5'･GGT TATACAATG GTC GAT GGA GC-3,

arst･PCR, antisense: 5'-GCA TTGACT CTC CTT CTT GAC AC-3,

second-PCR, sense: 5'･GGA TCC ACAATG GTC GAT GGA GCA-3,

second-PCR, antisense: 5'-GGA TCC CCG GTG ACAATG TCAACA-3,

ActRIB/ALI【4 ;

first･PCR, sense: 5'-GCG GTTACTATG GCG GA･3,

丘rst･PCR, antisense: 5'-CAA GAG GTA GGC CTC CA-3,

second･PCR, sense: 5'-GGAATT CTTACTATG GCG GAG TCG G-3,

second-PCR, antisense:

5'-GGAATT CTG CGTAGG CAG AGGAAC A-3,
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免疫染色

poly･D-1ysineｺ-ﾄｶﾊﾞ-ｽﾘｯﾌﾟ上に培蕃した細胞を､PBSで2回洗浄し､

3.7%formaldehyde/PBSによる固走を10分間行い､再度PBSによる洗浄を2

回行った後､ o.5%TritonX･100/PBSで10分間処理した｡さらにPBSで2回

洗浄し､ﾌﾞﾛｯｷﾝｸﾞ溶液(2.5%ｽｷﾑﾐﾙｸ/PBS)で15分処理した後､ﾌﾞ

ﾛﾂｷﾝｸﾞ溶液で100倍希釈した抗ｻｲｸﾘﾝD2抗体(sc-593)を1時間反

応させた｡PBSにて2回洗浄後､ﾌﾞﾛﾂｷﾝｸﾞ溶液で100倍希釈したTexasRed

標識抗ﾗﾋﾞｯﾄIgG抗体およびHoechst 33342 (10 pg/ml､ Molecular Probes,

Inc.)で暗所にて30分間処理し､最後にPBSで2回洗浄後､vectashield (Vector

Laboratories, Inc.)または退色防止剤I)ABCO (1,4･diazabiccyclo-2,2,2-octane､

5 %)を添加したPermaFluor (Thermo Electron Corp.)を用いてｽﾗｲﾄﾞｶﾞ

ﾗｽ(松浪硝子工業)上に封入し､共焦点ﾚ-ｻﾞ-顕徴鏡LSM410 (CarlZeiss

Microlmaging, Inc.)により染色画像の解析を行った｡

BrdUの取り込み率による細胞の増殖括性測走では､細胞をBrdU (100 LIM)

で30時間標識し､ PBSで2回洗浄後､ 1) acidic ethanol (70 % ethanouglycine

buffer; 50 mM glycine, pH 2.0)により-30℃で20分から-晩､ 2) 4 %

paraformaldehyde/PBSにより室温で15分､ 3) 3.7 % formaldehyde/PBSによ

り室温で10分､のいずれかの方法により細胞を固走した｡その後PBSで2度

洗浄し､0.5 %TritonX･100/PBSで10分問処理後､再度PBSで2回洗浄した｡

ここで､方法2)または3)にて固定を行った場合に限り､ 1.5または4M塩酸

で15分問処理してDNAを単鎖化させ､ﾎｳ酸･ﾎｳ砂緩衝液(o.1MNa2B407,

pH9.0)により塩酸を中和し､最後にPBSにより2回洗浄した上で以後の操作

を行った｡ﾌﾞﾛﾂｷﾝｸﾞ溶液で15分処理した後､ 37℃で抗BrdU抗体溶液によ

り1時間抗体反応を行った｡反応終了後､ PBSにて2回洗浄し､ﾌﾞﾛｯｷﾝｸﾞ

溶液で軽く処理した後､ﾌﾞﾛﾂｷﾝｸﾞ溶液で100倍希釈したFITC標識抗ﾏｳ

ｽIgG抗体と室温で30分間､暗所にて反応させた｡その後PBSで2回洗浄し､

最終的にPIrPBS (5汁g/ml)に浸し､上記のいずれかの封入剤によりｽﾗｲﾄﾞ

ｶﾞﾗｽ上に封入した｡蛍光顕微鏡Axiopbot (Carl Zeiss Microlmaging, Inc.)

および120esﾃﾞｼﾞﾀﾙｶﾒﾗｼｽﾃﾑ(Pixera)を用いて検鏡を行った｡ﾊﾞﾝ

ﾄﾞﾊﾟｽﾌｲﾙﾀ-にBP450-490を用い､ FITCとPIとの二重染色によって黄

色く染まった核の数をBrdU陽性細胞数､ PIによって赤または黄色に染まった

核の数を全細胞数とし､両者の比からBrdtJ陽性細胞の割合を求め､ BrdtT取り

込み率とした｡

ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-

trypsin処理により細胞を剥離させ､血清添加により反応停止後､細胞を回収
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し穀1

し､遠心(400×g､ 4℃､ 10分)後､ 1mMEDTA/PBSに懸濁し､さらに遠心

(600×g､ 4℃､ 5分)し､上清を捨て､ PI染色液(o･1 %TritonX-100, 50pg/mi

PI, 0･1mMEDTA, 50pg/mlRNaseAinPBS)に再懸濁し､ 37℃で30分もし

くは室温で-晩､暗所にて反応させ､最後に35m皿のﾅｲﾛﾝﾒｯｼｭを通し

て細胞集塊を除去後､ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒ-ﾀ-FACScanおよびcell Quest

software (BDBiosciences)により､ DNA量の測走を行った｡得られたﾋｽﾄ

ｸﾞﾗﾑをModFit IJT program (Verity So氏ware House, Inc.)で処理し､ｶ-
ﾌﾞﾌｲﾂﾄによりS期細胞の割合を算出した｡

粗換えﾀﾝﾊﾟｸ質の作製と精製

ﾏｳｽｻｲｸﾘﾝD2のcDNAについては､本学動物分子遺伝学講座教授､

加藤順也博士にご提僕頂いた発現べｸﾀ-pRc/RSV-D2よりSpeI-ⅩbaI断片と

して切り出したものを用いたo得られたDNA断片は､まずGFP発現ﾍﾞｸﾀ-

pcMX--gAHⅣ145F (本学分子発生生物学講座より入手)のNheI部位にｻﾌﾞｸ

ﾛ-ﾆﾝｸﾞし､ｻｲｸﾘﾝD2全長289ｱﾐﾉ酸(1-289)のN未にGFPを融

合させた形で発現可能なﾍﾞｸﾀ-を作製したo得られたﾍﾞｸﾀ-をBamHI処理

後､ selfligationさせることにより､ c未21ｱﾐﾉ酸のみ(268-289)をGFP

に融合させたoまた､切り出されたBamHI断片を元のpCMX･SAH付145Fの

BamHI部位にｻﾌﾞｸﾛ-ﾆﾝｸﾞし､ C末部位20ｱﾐﾉ酸を欠失した変異体

(1･269)をGFP融合ﾀﾝﾊﾟｸ質として発現可能なﾍﾞｸﾀ-を得た｡理由は不

明であるが､これらのGFP融合ｻｲｸﾘﾝD2は､ HEE293細胞に導入しても

発現が認められなかったため､ GST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質として大腸菌で発現させる

こととしたo各GFP融合ﾀﾝﾊﾟｸ質発現ﾍﾞｸﾀ-をEcoRVおよびHpaIで切

断し､得られたI)NA断片をpGEX-2TK (Amersham Biosciences)のSmaI

切断部位に対し､ｺ-ﾃﾞｲﾝｸﾞ領域の3,側にSV40tintronを含む形で新たにｻ
ﾌﾞｸﾛ-ﾆﾝｸﾞした｡

各発現ﾍﾞｸﾀ-を有する大腸菌ｸﾛ-ﾝ(JMIO9)の終夜培養液を､ｱﾝﾋﾟ

ｼﾘﾝ(50pg/ml)入りLB培地に1/10希釈後引き続き37℃で培養を行い､OD60.

=o･5となった時点よりIPTG (1mM)にて目的ﾀﾝﾊﾟｸ質の誘導を開始した｡

37℃で4時間培養後､遠心(5,000×g､ 4℃､ 10分)により集菌し､ so血ation

buffer (50mMTris, pH 8･0, 50mMNaCl, 1mMEDTA, 1mMDTT)で菌体を

洗浄後､pMSF (1 mM)を添加したNETN150 b嘩r (20 mMTris-HCl, pH 8.0,

150 mMNaCl, 1 mMEDTA, 0･5 %IGEPAL CA-630)に再懸濁し､超普波発生

機UD-201(ﾄﾐ-精工)を用いて氷上で菌体の破砕を行った(出力5､50%duty､

5分)o一遠心(2,000×g､ 4℃､ 10分)により樹脂を沈降させ､得られた上清に

50 % slurry glutahione-Sepharose (Amersham Biosciences)を添加し､ 4℃で

24



F

30分以上撹拝することで､樹脂上にGST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を吸着させた｡

NETN150bufferで5回洗浄し､還元型ｸﾞﾙﾀﾁｵﾝ(20mM)およびpMSF

(1 mM)を含むsonication bufferを樹月旨体積と等量添加し､ 4℃で10分以上

撹拝することで各GST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質を溶出させた｡遠心(2,000×g､ 4℃､

10分)により樹脂を沈降させ､上清中のﾀﾝﾊﾟｸ質の量を吸光度(280nm)お

よびCBB染色により走量後､ Westernblottingに供した｡

核柑出液の調製

核抽出液の調製に際しては､基本的にはScbreiberらのﾐﾆ･ｴｸｽﾄﾗｸﾄ

法に基づいて行ったが､実際にはこれを元に核内ｻｲｸﾘﾝDlを調製して実験

を行ったLiouらの文献や､額粒膜細胞の核抽出液を用いてEMSAを行った文

献などを参考に行った(Schreiber etBl., 1989; Liou etal., 2002; Yazawa etal.,

2003)｡ｽｸﾚｲﾊﾟ-により細胞をPBS中に懸濁させて回収し､遠心(1,500

×g､ 4℃､ 10分)により得られた細胞のﾍﾟﾚｯﾄを低張液(10mMHEPES,pH

7.9, 10 mMKCl, 1血MEDTA, 0.5 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 0.1

mM Na3VO4, 200 KIU/ml aprotinin)に再懸濁し､氷上に15分保って膨潤させ

た｡ 10 % IgePALCA-630を終濃度o.6 %になるよう加え､ 10秒間きつめに撹

拝して柵胞膜を破壊した後､遠心操作(15,000×g､ 4℃､ 5分)によって核の

みを沈降させた｡得られたﾍﾟﾚｯﾄを低張液で軽く洗浄し､ SDS-samplebufEer

に溶解し､ Western Blottingに僕した｡

Western Blottinど､ IP-Western

氷冷PBSで3回洗浄した細胞に､ 6×SDS-sample bufferを加えて給ﾀﾝﾊﾟ

ｸ質を溶解し､さらに90℃で5分間加熟した｡冷却後､超音波処理によりｹﾞﾉ

ﾑDNAを断片化し､ SDS-PAGEを行った｡ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙの濃度は､ pRb

については7.5%､β一ｱｸﾁﾝについては10%､p21およびp27については15%､

その他のﾀﾝﾊﾟｸ質については基本的に12.5%のものを作製し､泳動を行った｡

免疫沈降の場合は､細胞氷冷PBSで3回洗浄した細胞をDTT (1mM)､ NaF

(1 mM) ､ Na3VO4 (0.1 mM) ､ β･glyceropbospbate (10 mM) ､PMSF (0.1 mM) ､

およびaprotinin (200 KIU/mi)を加えたTween-IP bufEer (50 mM HEPES, pH

7.5, 1 mMEDTA, 150mMNaCl, 2.5mMEGTA, 0.1 %Tween20)に溶解させ､

-旦液体窒素により凍結後､再融解した｡その後4℃で30分-1時間かけてさ

らに細胞を溶解させ､遠心(17,000×g､ 4℃､ 10分)により不溶性画分を除去

した後､ﾀﾝﾊﾟｸ質走量ｷｯﾄBio-Radprotein assay (BioIRad Laboratories,

Inc.)を用い､ Bradford法(Bradford, 1976)による給ﾀﾝﾊﾟｸ質濃度の走量

を行った｡各試科の濃度を合わせた後､ Tween-IPbufEerにより50% slurryと
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したｾﾌｱﾛ-ｽ樹脂proteinA-Sepharose CL･4B (Amersham Bi｡sciences) ､

または予めこれに抗ﾗﾂﾄIgGﾗﾋﾞｯﾄ抗体を結合させたものを20 plｶﾛえて

30分前処理を行い､樹脂や二次抗体への非特異的成分を吸着させた｡遠心(8,000

×g､ 4℃､ 10秒)して上清を回収し､予め1 LLgの-次抗体を結合させた樹脂

20plを新たに加え､4℃で2時間撹拝し､目的とするﾀﾝﾊﾟｸ質を吸着させた｡

遠心(8,000×g､ 4℃､ 10秒)により樹脂を沈降させ､上清を捨てて新たに

Tween･IP bufEerを加え､転倒させて懸濁することにより樹脂の洗浄を行った｡

この洗浄操作をさらに4回行い､最終的に上清を捨てた後､ 2×SDS･sample
bufEerを20巾加えて90℃で3分間加熟することにより､結合しているﾀﾝﾊﾟ

ｸ質を溶出させたoその後､上述した給ﾀﾝﾊﾟｸ質の電気泳動の場合と同じく

SDS-ﾎﾟﾘｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ電気泳動(SDS-PAGE)を行った｡

泳動終了後､ﾀﾝﾊﾟｸ質をPVDF膜lmmobilon-P membrane (Miuipore

Corp･)に転写し､ 5 % BSA伊BS･T (0.1% Tween20/PBS)､一次抗体､ 5 %ｽ

ｷﾑﾐﾙｸmBS-T､二次抗体で順次処理し､最終的にHRP標識抗体の希釈液

でPVDF膜を処理し､洗浄後､ｼｸﾞﾅﾙの検出を行った｡ｼｸﾞﾅﾙの検出には

化学発光検出試薬Enhanced ChemiLuminescence reagent (Amersham

Biosciences)を用い､ Ⅹ線ﾌｲﾙﾑﾌﾟﾛｾｯｻ-およびⅩ線ﾌｲﾙﾑにより現

像を行ったoまた､ﾊﾞﾝﾄﾞ強度の走量にはIS440CFおよび1D image analysis

software (いずれもEastmanKodak Company)を用い､解析を布った｡

互童菱堕塞

必要に応じ､ﾃﾞ-ﾀ間の有意差検走を行ったo検走では有意水準を5%として

t一検定を行い､その差が有意とみなされたものについてasterisk(*)を付した｡
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結呆

初代ﾗﾂﾄ塀粒頃郷胞の調製とFSH応答性の確選

序論の最後で述べた理由に加え､本研究の実験系ならびに研究対象としてﾗｯ

ﾄを選択し､これに対するｱｸﾁﾋﾞﾝの作用に注目した理由としては､ Li.らが

確立したl'n n'tTO卵胞培養系において､ｱｸﾁﾋﾞﾝの顕粒膜細胞の増殖や分化に

対する重要性が示唆されたことに起因する(Lietal., 1995)｡残念ながらこの系

は､形態的変化やELISAなどの実験には有効であると思われるが､ﾀﾝﾊﾟｸ質

ﾚﾍﾞﾙや遺伝子ﾚﾍﾞﾙでの分子生物学的実験を行うには細胞数がやや少なく､

当時Endocrinology誌の表紙を飾る程大きく取り上げられた割には､この系を

括用した実験は現状ではほとんど行われていない｡そこでLiらの実験系を基に､

もう少し発育段階の進んだ卵胞より額粒膜細胞を調製し､分子生物学的研究を

行えるよう､彼らの用いた14日齢よりも発育の進んだ3週齢のﾗｯﾄに対して

DES処理を行い､実験系の改変を試みることにした｡

DES処理した26日齢雌ﾗｯﾄ卵巣から､機械的操作(needlepricking)と酵

素処理(trypsinization)により顕粒膜細胞の調製を行った｡細胞調製にあたっ

ては､旧群馬大学生体調節研究所生理活性ｾﾝﾀ-助教授､現福井医科大学生

化学第二講座教授､宮本薫博士にご指導いただいた｡この週齢のﾗｯﾄは妊娠

可能週齢に達する少し前であり､調製される願粒膜柵胞は比戟的早期発育段階

の卵胞に由来しており､ FSH受容体の発現は認められるが､ LH受容体の発現

は認められない､比較的未分化な願粒膜細胞であると考えられる｡そこでまず

私は､調製した紳胞のFSH応答性とLH受容体の発現ﾚﾍﾞﾙを確認し､調製し

た柵胞が顕粒膜細胞であることの確認を行った｡

培養条件の設定にあたり､ﾗﾂﾄ顕粒膜柵胞の初代培養に関する初期の研究に

おいて､血清培地中ではFSH応答性が損なわれるとの報告に基づき､すべての

実験を無血清培養により行うこととした｡また具体的な培養条件には､序章で

言及したLiらの卵胞培養系と同じく､ poly廿1ysine被覆処理ﾃﾞｲﾂｼｭ､ｲﾝ

ｽﾘﾝ､ﾄﾗﾝｽﾌｪﾘﾝ､ BSA､ﾌｱｲﾌﾞﾛﾈｸﾁﾝ､および抗生物質を含

むD･MEM/F･12培地を用い､実験を行った(Orly etal., 1980; Li etal., 1995)｡

FSH受容体は7回膜貫通型のGﾀﾝﾊﾟｸ質共役塑受容体であり､ Gﾀﾝﾊﾟｸ

質を介し､ｱﾃﾞﾆﾙ酸ｼｸﾗ-ｾﾞによる-過性のcAMPの産生を促すことが分

かっている(Nakamura etal･, 1994)｡そこでFSH (100ng/ml)刺激による細

胞内払MPの経時的変化を測定したところ､陽性対照として用いたﾌｵﾙｽｺ

ﾘﾝ(50LLM)の場合と同様､刺激から10分後における-過性のcAMP産生が
認められた(図1)｡
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また、FSH刺激により誘導される遺伝子の一つであるLH受容体の発現につ

いても確認を行った。培地に100ng／mlのFSHを添加後、24時間培養を行い、

全RNA画分を調製し、RTLPCRを行ったところ、未刺激区の細胞ではほとんど

LH受容体の発現が検出されなかったのに対し、FSH刺激後24時間の細胞では

LH受容体が明らかに誘導されていることが確認された（図2）。

以上の結果より、ラット卵巣より調製した細胞は顆粒膜細胞であることが確認

された。これに加え、調製された細胞は既にFSH応答性を有していること、用

いた培養系がこの応答を阻害しないこと、の二点についても確認することが出

来た。

培養条件の至適化とアクチビンの増殖促進作用

14日齢ラットの卵胞培養系で示されたアクチビンの増殖促進効果が、3週齢

DES投与ラットより調製された顆粒膜細胞の単層培養系でも認められることを

確認するため、種々の濃度のアクチビンを培地に添加し、刺激から3日後の細

胞を計数したところ、10ng／ml以上の範囲において、アクチビン濃度に依存し

た細胞数の増加が認められた（図3）。

ここまでの培養は、前培養の段階からすべてインスリン存在下で行った。イン

スリンは無血清細胞培養系でしばしば用いられる成長因子であるが、ラット顆

粒膜細胞に対する増殖因子として作用するとの報告もなされている（Bleyefβム

1991；Bleyefβん1992）。細胞増殖因子の作用解析には、前培養により細胞を休

止期に同調させた上で実験を行うことが望ましいが、血血で無血清条件下に

おかれた顆粒膜細胞は、自発的にアポトーシスに向かう可能性があり、インス

リン無添加で前培養を行えるかどうかについて把握しておく必要がある。そこ

で、前培養におけるインスリンの有無の影響をMTTアツセイによって調べたと

ころ、インスリン無添加で24時間培養した際の細胞数は、インスリン添加時に

比べてやや細胞数の減少が認められたものの、その差は10％程度に過ぎなかっ

た（小川拓哉、修士論文）。よって以後の実験では、インスリンを添加せずに前

培養を行った。

顆粒膜細胞は種々の生理活性物質を分泌し、増殖・分化に対する自分泌・傍分

泌制御を行っており、アクチビンもそうした因子の一つとして知られる

（Ⅵわodruぽefβ上，1993）。また、顆粒膜細胞の・ゴナ・ドトロピン応答性は、細胞

密度や凝集状態に影響されることも報告されている（Amsterdamefβん1981；

FarookhietBL，1986；BleyetaL，1992；HarandianetaL，1998）。そこで、培

養開始時の細胞密度によるアクチビンの増殖促進効果への影響についても調べ

た。96穴プレートに顆粒膜細胞を0．5～2．5×105ceus／cm2の密度になるよう播

種し、インスリン（5匹釘ml）、アクチビン（0～100帽血1）を加えて3日間培
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養を行い､ MTTｱﾂｾｲにより細胞数の変化を調べた結果､ 3日間を通じての

ｱｸﾁﾋﾞﾝ応答性がもっとも良好であった1.5×105cells/cm2を､以後の実験に

おける培養開始密度とした(小川拓哉､修士論文)｡またｱｸﾁﾋﾞﾝの濃度につ

いては50ng/mlを至適濃度とし､以後の実験に用いた(図3)｡

また0-20LLg/miのｲﾝｽﾘﾝを培地に添加し､刺激から3日目にMTTｱｯ

ｾｲを行い､ｲﾝｽﾘﾝ単独での効呆についても調べた｡しかしながらｲﾝｽ

ﾘﾝ自体の増殖促進括性はあまり高くなく､LLg/mlという比較的高濃度での刺激

を行ったにもかかわらず､ｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng血1)刺激の括性に比べると40-

60 %程度の括性しか示さず､濃度依存性もそれほど認められなかった(小川拓

乱修士論文)｡よって条件の変更による培養条件改善効果がそれほど見込めな

いものと判断し､これまで通り5 LLg/mlのｲﾝｽﾘﾝ濃度により培養を行うこ
ととした｡

柵胞数の経時変化を見ると､ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺数後24時間後の細胞数には､ｲﾝ

ｽﾘﾝ刺激のみの場合と比較しても有意な差が認められなかったが､ 48-72時

間では明らかな差が認められた(図4)｡

MTTｱﾂｾｲは､細胞の代謝括性と細胞数の比例関係を前提とした間接的柵

胞計数法である土とから､細胞の代謝括性自体がｱｸﾁﾋﾞﾝによって影響を受

けるような場合､正確な増殖括性を測走できない可能性がある｡そこで他の方

法によってもMTTｱｯｾｲと同様に増殖促進括性が認められることを確認す

るため､ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺激によるBrdU取り込み率の変化を測走した｡培地にｱ

ｸﾁﾋﾞﾝおよびBrdUを添加し､ 30時間後の細胞に対し､抗BrdtJ抗体を用い

た間接蛍光抗体法により､ BrdUを取り込んだ細胞､すなわち細胞周期がGl期

からS期に進行した細胞の割合を調べたところ､ｲﾝｽﾘﾝのみではその割合

は10 %以下であったが､ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺激によりその約3倍にあたる25 %の細

胞でBrdtTの取り込みが認められた(図5)｡

なお､調製した細胞のｱｸﾁﾋﾞﾝ応答性に関しては､ Ⅰ型ｱｸﾁﾋﾞﾝ受容体

ALK2､ ALK4に村するRT-PCRによってもその発現を確認したことを付けｶﾛ
えておく(ﾃﾞ-ﾀ未掲戟)

ｱｸﾁﾋﾞﾝによるRbﾘﾝ酸化g克進

ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺数による増殖過程についてより詳細に調べるため､細胞周期

Gl/S期制御に注目し､まずpRbのﾘﾝ酸化状態を調べることにした｡ pRbは

棟々な細胞外の増殖刺激によるGl期からS期への移行を制御しており､ pRb

が高ﾘﾝ酸化状態で不括性化する結果､S期進行に必要な因子の誘導が開始され

ることから､ pRbのﾘﾝ酸化状態は細胞周期の進行における重要な決定要素と
みなされる(Taya, 1997)｡
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‾DES未処理3週齢ラットから採取した顆粒膜細胞を用いて血清刺激を行った

実験で、刺激後18時間付近において［3H】チミジンの取り込みがピークを示した

とする報告を元に、アクチビン刺激後20時間におけるpRbのリン酸化レベル

を調べた（Miroefβ上，1996）。その結果、アクチビン刺激により高リン酸化状

態のpRb（ppRb）の割合が増加していることが確認された（図6）。

次に、pRbリン酸化レベルの経時的変化についても調べた。アクチビン刺激か

ら7時間ごとに細胞を回収し、WbsternblottingによりpRbのリン酸化状態を

調べたところ、6時間後ではそれほど各刺激条件での差が顕著ではなかったが、

刺激後12時間ではpRbのリン酸化状態に有意な差が認められた。また、24時

間後でもアクチビン存在下での高リン酸化型pRbのバンドが見られ、この時点

での細胞周期はまだ一周していないものと考えられた（図7）。

FSHによるアクチビン刺激の増強作用とS期進行への効果

FSHの顆粒膜細胞への作用に関して、単独では増殖因子としての活性はあま

り高くないものの、アクチビン存在下では協同的に作用し、その増殖促進活性

を増強することが過去に報告されている（Liefβん1995；Miroefβム1996）。そ

こで、FSH刺激によるアクチビンの作用への影響を調べた。

まず、添加するFSH濃度の至適化のため、種々の濃度（0～200nかml）のFSH

とともにBrdUを加えて30時間標識し、その取り込み率を間接蛍光抗体法によ

り調べたところ、25から50ng／mlにおける値が最も高く、それ以上の濃度では

より低い取り込み率を示した（データ未掲載）。これによりFSHの至適濃度を

30nかmlに設定し、以後の実験を行った。なお、このときのBrdU取り込み率

のピークの億は、インスリンのみの場合の2倍程度（約15％）であった。

FSH（30n釘ml）刺激によるpRbのリン酸化レベルの変化を調べたが、イン

スリンのみの場合とあまり差が認められなかった。一方、アクチビンとともに

FSHを作用させた場合には、アクチビンによるpRbのリン酸化克進をさらに増

強していることが示唆された（図6）。

そこでこのFSHによるpRbリン酸化克進への影響をさらに詳しくみるため、

リン酸化レベルの変化を経時的に調べたところ、やはり単独ではインスリンの

みの場合と同じく、あまり変化が認められなかったのに対し、アクチビン存在

下では刺激後12時間において、顕著な増強効果を示した（図7）。しかし、国中

の標準偏差の大きさから判る通りデータのばらつきが多少大きく、今回行った5

回の実験からでは、FSHによるアクチビンの作用増強効果を検定によって有意

であると認めることは出来ず、その傾向を示すに留まった。

次にフローサイトメトリーにより、種々の刺激によるS期進行の測定を行った。

その結果、刺激条件に関わらず、増殖刺激後約12時間からS期細胞集団の出現
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が検出されたが､ｱｸﾁﾋﾞﾝ非存在下ではそのﾋﾟ-ｸは非常に小さなものであ

った｡すなわち､ほんのわずかの柵胞がｲﾝｽﾘﾝまたはFSHによって増殖し

たものの､これらの条件下では大部分の細胞はGO/Gl期にとどまっていること

が示唆されたoこの結果はFSH存在下でも同様であったが､ｱｸﾁﾋﾞﾝ存在下

では12時間以降も持続的なS期進行が認められ､比較的多くの細胞が増殖期に

入ったことが示唆された｡さらにｱｸﾁﾋﾞﾝとFSHを同時に作用させたところ､

ﾋﾟ-ｸの細胞数に明らかな差が認められ､ｱｸﾁﾋﾞﾝの作用がFSHによって著

しく増強されていることが示された｡また､刺激後30時間付近においては､ｱ

ｸﾁﾋﾞﾝ単独での債よりも寧ろ小さい値を示す結果となった(図8)｡これらの

結呆は図7で見られたpRbのﾘﾝ酸化状態の変化と非常によく対応しており､

ppRbの増加がﾗﾂﾄ紫粒膜細胞のS期進行に関与していることを示唆してい

る｡また､この経時変化は既報における血清刺激後の【3H]ﾁﾐｼﾞﾝの取り込み量

の変化とも非常によく対応しており､両ﾃﾞ-ﾀの整合性を示しているものと考

えられる(Miro etal., 1996)｡さらに､ｲﾝｽﾘﾝのみでもわずかにS期-の

進行が認められたことは､ｲﾝｽﾘﾝのみでも24時間後にわずか.に細胞数の増

加が認められたことと関係しているものと思われる(図4)｡

また､ｱｸﾁﾋﾞﾝ存在下にFSH刺激を行い､ 30時間標識した後のBrdUの取

り込み率を間接蛍光抗体法により調べたが､ FSHの有無による差はほとんど認

められなかった(ﾃﾞ-ﾀ未掲戟)｡仮にｱｸﾁﾋﾞﾝとFSHによる協同効果が､

それぞれに応答した全く狐立の細胞集団に由釆する相加的なものであるならば､

両因子による効果はそれぞれを単独で作用させた場合の和になる筈である｡こ

のことからｱｸﾁﾋﾟﾝおよびFSHは､それぞれ独立した細胞集団に対して作用

したのではなく､寧ろほぼ同じ柵胞集団に対して作用したものであろうと考え

られる｡同棟のことはppRb/pRb比からも言える｡すをわち､もしｱｸﾁﾋﾞﾝ

とFSHが独立した細胞集団に対して作用している場合､ ppRb/pRb比はｱｸﾁ

ﾋﾞﾝまたはFSH単独で作用させた場合のうち､より値の高か.った方以上になる

ことはありえか-｡よって､ｱｸﾁﾋﾞﾝとFSHは協同的に細胞の増殖を促進す
るものと結論付けられた｡

ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺激にと_bなうｻｲｸﾘﾝD2の誘導

ここまでの結果から､ｱｸﾁﾋﾞﾝによる顕粒膜細胞の増殖の賦括化と､それに

ともなうpRbのﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙの上昇が確認された｡ pRbはcdk4または6の

基質として知られるo細胞外から増殖刺激を受けた細胞はｻｲｸﾘﾝDを誘導

し､ cdk4/6と複合体を形成してこれを括性化するという細胞周期制御の分子機

構は90年代前半に確立され､現在では広く受け入れられている(Hunter, 1993,･

Sherr, 1994)oｱｸﾁﾋﾞﾝによる細胞周期制御機構についてより詳細に知るため､
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増殖刺激から12時間後のｻｲｸﾘﾝD､ cdk､ cdkｲﾝﾋﾋﾞﾀ-のﾀﾝﾊﾟｸ質

ﾚﾍﾟﾙでの発現状況について調べた(図9)｡

三種類のｻｲｸﾘﾝDのうち､ｻｲｸﾘﾝDlの発現は認められなかったが､

ｻｲｸﾘﾝD2およびD3については､増殖刺激に依存した発現ﾚﾍﾞﾙの変化を

捉えることが出来た｡ｻｲｸﾘﾝD2については､未刺数時にも非常に弱いｼｸﾞ

ﾅﾙが検出されたが､増殖刺数により明らかな誘導が認められた｡しかもその

発現はｱｸﾁﾋﾞﾝ依存的であり､ｱｸﾁﾋﾞﾝ存在下では､ｲﾝｽﾘﾝのみでの

場合に比べて顕著な発現上昇を示した｡ -方FSHの場合は､ｱｸﾁﾋﾞﾝの有無

に関わらずｻｲｸﾘﾝD2の発現ﾚﾍﾞﾙにはほとんど影響を及ぼさなかったoｻ

ｲｸﾘﾝD3に関しては､未刺激時にはまったくｼｸﾞﾅﾙが検出されなかったが､

ｲﾝｽﾘﾝ刺数にともなって発現誘導が認められた｡しかしｻｲｸﾘﾝD2の場

合とは異なり､その発現はｱｸﾁﾋﾞﾝやFSHによる刺敵とは無関係であった○

また､ cdk2/4/6や､ cdkｲﾝﾋﾋﾞﾀ-p21Cipl､ p27Kiplについても同様に発現

を調べたが､これらの発現ﾚﾍﾞﾙはほぼ-定であった｡しかし詳細に見た場合､

p27Kiplについては非常にわずかな変化ではあったものの､ｻｲｸﾘﾝD2とは

逆にｱｸﾁﾋﾞﾝ依存的に減少していることが再現性を伴って確認された｡ -般

にp27Eiplの発現量はGo期で高く､増殖刺激によるGl期移行に伴って急激に減

少し､ Gl期の後期よりM期を終えるまで低く保たれている｡この発現量の調節

は転写後ﾚﾍﾞﾙ､特にﾀﾝﾊﾟｸ質分解によって主に制御されていることが知ら

れている｡S期からG2期にかけての分解はThr･187のﾘﾝ酸化に依存し､F-box

ﾀﾝﾊﾟｸ質であるSkp2を含むSCF複合体を介した､ﾕﾋﾞｷﾁﾝ･ﾌﾟﾛﾃｱｿ

-ﾑ経路により核内での分解を受けるが､ Gl期初期から中期にかけての分解は

skp2とは別のﾕﾋﾞｷﾁﾝ･ﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ経路に依存しており､この場合は

KISという酵素によるSer-10ﾘﾝ酸化とCRMlに依存的な核外移行の結果､

柵胞質で分解されることが､ Skp2欠損ﾏｳｽやp27ⅩiplのT187A変異体ﾉｯｸ

ｲﾝﾏｳｽを用いた解析などより明らかとされている(Nakayamaetal.,2000;

Gan.th et al., 2001,･ Hara etal., 2001,･ Malek etal., 2001,'Boehm etal･, 2002).

これらのことから考えて､ p27Ⅹiplの減少も､やはりｱｸﾁﾋﾞﾝ刺激による穎粒

膜細胞の細胞周期進行を示唆するものと思われる｡

次に､ｻｲｸﾘﾝD2の経時的な発現変化を調べた｡増殖刺激から0､ 6､ 12､

24時間後の細胞を回収し､ Westernblottingを行ったところ､刺激後6から12

時間において､ｻｲｸﾘﾝD2がｱｸﾁﾋﾞﾝ依存的に誘導されているのが認めら

れた｡また､ 24時間後にはその発現は既に認められなくなっていた(図10上

段)｡ｻｲｸﾘﾝDは増殖因子によって誘導され､時期特異的に-過性発現を示

す因子であり､ Gl期進行とS期-の移行における役割を終えたｻｲｸﾘﾝD

は､その後S期で核外に排出され､速やかに分解へと向かうことが知られてい
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る(BaldinetBl., 1993;Alt etal., 2000)｡ 24時間以内にｻｲｸﾘﾝDが減少へ

と向かったことは､ 24時間後には大半の柵胞がS期への移行を終えていること

と符合する(図8)｡

El-He払awyらはDES未処理のﾗｯﾄを用いた実験により､ｱｸﾁﾋﾞﾝおよ

びFSHは､同時に作用させた場合にのみｻｲｸﾘﾝD2やS期の指標となる

proliferating cell nuclear antigen (PCNA)を誘導し､それぞれ単独では誘導

能がないとする報告を行っており､本研究と-部矛盾する可能性がある

(El-Hefnawy etal., 2001)｡そこで､図9および10で示されたｱｸﾁﾋﾞﾝ刺

激依存的なｻｲｸﾘﾝD2の誘導が､ DES刺激時に特異的な現象であるか否か

について明らかにするため､ DES処理を行わずに額粒膜細胞を調製し､同様に

ｱｸﾁﾋﾞﾝの効果を調べることにした｡なお､ DES処理によりﾗｯﾄｰ個体よ

り通常約3×106個の細胞が調製可能であったのに対し､DES処理を行わなかっ

た場合､ 12個体からわずか1×106弱の細胞しか得ることが出来なかった｡こう

してDES投与を行わずに調製した細胞に対し､これまでの実験と同棟に増殖刺

激を行ったが､ DES処理区と同く､ｱｸﾁﾋﾞﾝ依存的をｻｲｸﾘﾝD2の誘導

が認められた(図10下段)｡

ｱｸﾁﾋﾞﾝによるｻｲｸﾘﾝD2の誘導が､転写ﾚﾍﾞﾙで行われているかどう

か調べるため､ RT-PCRを行った｡増殖刺数から0､ 1.5､ 3､ 6､ 12､ 24時間後

の細胞から全RNA画分を調製し､内部標準としてglyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH)を用いてRT-PCRを行った結果､ Western blotting

によりﾀﾝﾊﾟｸ質ﾚﾍﾞﾙで見られたのと同様にｱｸﾁﾋﾞﾝ依存的なｻｲｸﾘﾝ

D2の誘導が認められた(図11上段)｡なお､図には0､ 3､ 6時間後の結果のみ

を示したが､ 12時間後においても､依然ｼｸﾞﾅﾙの増幅は認められた｡しかし

24時間後ではｼｸﾞﾅﾙを検出することは出来なかった(ﾃﾞ-ﾀ未掲載)｡

図1で示したように､ FSH受容体の括性化は細胞内cAMP濃度を上昇させ､

PKA経路やその他の様々な細胞内ｼｸﾞﾅﾙ伝達経路を括性化する

(Gonzalez-Robayna etal., 2000; Seger etal., 2001; Wang et&1., 2002) ｡また､

FSHおよびﾌｵﾙｽｺﾘﾝ刺激によりｻｲｸﾘﾝD2が誘導されることを示し

た論文もある(Sicinski etal., 1996,'Robker etal., 1998a).そこで､ FSHの代

わりにﾌｵﾙｽｺﾘﾝ(10LLM)を用い､刺激後12時間におけるｻｲｸﾘﾝ

D2の発現とpRbのﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙを調づたが､やはりﾌｵﾙｽｺﾘﾝによる

ｻｲｸﾘﾝD2の誘導は検出されなかった(囲12下段)｡また､ﾌｵﾙｽｺﾘ

ﾝはFSHと同様にｱｸﾁﾋﾞﾝ非存在下ではpRbのﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙにほとんど

変化を及ぼさなかったが､ｱｸﾁﾋﾞﾝ存在下では､ ppRbのｼｸﾞﾅﾙを増強する

ことが観察された(図12上段)｡
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これらの結果から､ｱｸﾁﾋﾞﾝはｻｲｸﾘﾝD2を転写ﾚﾍﾞﾙで誘導すること､

この誘導能はDES投与の有無に依存しか-こと､ｱｸﾁﾋﾞﾝはおそらくｻｲｸ

ﾘﾝD2の誘導を介してpRbのﾘﾝ酸化を克進させていることが示唆された｡

さらに､ FSHはｻｲｸﾘﾝD2の発現誘導とは仝く別の機構によりpRbのﾘﾝ

酸化を促進していること､その経路はﾌｵﾙｽｺﾘﾝによって括性化され得る

こと､の二点も推察された｡

FSH ･ｱｸﾁﾋﾞﾝの協同作用の分子牒構

ここまでの芙験から､ｱｸﾁﾋﾞﾝによる細胞周期進行への影響に関しては､お

そらくｻｲｸﾘﾝD2の誘導が重要な役割を果たしている?であろうというこ

とが示唆されたが､ -方でFSH刺数によるｱｸﾁﾋﾞﾝとの協同効果の作用機構

に関しては､ pRbのﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙに差が見られたこと以外は明らかにするこ

とが出来なかった｡そこでこの点を解明すべく､以後の研究を行った｡

まず､ｻｲｸﾘﾝD2のﾊﾟ-ﾄﾅ-と考えられるcdk4またはcdk6の括性が

FSHの作用によって上昇しているのではないかと考え､ｻｲｸﾘﾝD2､cdk4､

cdk6に対する抗体を用い､ GST-Rbを基質とした1'n T77'tTOｷﾅ-ｾﾞｱﾂｾｲを

試みた｡しかしながら､陰性対照として用いたGSTのみでも強いｼｸﾞﾅﾙが検

出されてしまい､実験系自体をうまく働かせることが出来なかった｡そこで､

cdk4特異的なpRbのﾘﾝ酸化部位として知られる780番目のｾﾘﾝに対する

ﾘﾝ酸化抗体を購入し､non･RIでのｷﾅ-ｾﾞｱﾂｾｲについても同棟に試みた｡

しかし､血清刺数したNIH3T3から調製した抗cdk4抗体免疫沈降物でもほと

んどｼｸﾞﾅﾙを検出出来ず､抗体をうまく働かせることが出来なかった｡そこ

でｷﾅ-ｾﾞｱﾂｾｲを諦め､ｻｲｸﾘﾝD2とcdkによる複合体形成の状況に

ついて調べてみることにした｡

増殖刺激から0および12時間後の細胞抽出液に対し､抗ｻｲｸﾘﾝD2ﾗｯ

ﾄﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体sc-452によるIP-Westernを行ったところ､免疫沈降物

の量にFSH刺激依存的な差が認められ､ FSHとｱｸﾁﾋﾞﾝの同時刺激を行っ

た方が､ｱｸﾁﾋﾞﾝのみでの場合よりも強いｼｸﾞﾅﾙが検出された(図13上)｡

この差が免疫沈降効率の差であるのか､またはｻｲｸﾘﾝD2ﾀﾝﾊﾟｸ質の抽出

効率の差によるものであるのかについて明らかにするため､同じ細胞抽出液を

用い､免疫沈降を行わずに直接Western blottingに供した｡その結果得られた

ｻｲｸﾘﾝD2のｼｸﾞﾅﾙのﾊﾟﾀ-ﾝは､図9などで認められたﾊﾟﾀ-ﾝと同じ

であり､明らかにIP-Westernの場合とは異なった(囲13上段および中段)｡さ

らに､細胞指出液中のβ-ｱｸﾁﾝの量には全く差が認められなかった(図13下

段)｡つまり､ IP-Westernにより見られたﾊﾟﾀ-ﾝは細胞抽出の効率によるも

のではなく､ FSH刺激の有無によってｻｲｸﾘﾝD2を含む免疫沈降物に何ら
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かの変化が生じているものと推察された｡また同棟の傾向はｲﾝｽﾘﾝ刺激に

よってわずかに誘導されたｻｲｸﾘﾝD2についても認められ､ｲﾝｽﾘﾝ刺激

のみの実験区ではほとんど免疫沈降物が検出されないが､ FSH刺激により､わ

ずかに強いｼｸﾞﾅﾙが検出されるようになった(囲13上段)｡

次いでｻｲｸﾘﾝD2と共沈したcdkについて調べるため､ FSH刺激による

免疫沈降効率に差が出ないよう､別の抗ｻｲｸﾘﾝD2抗体sc-593に変えて

IP･Westernを行ったが､この場合も図13と同様の結果となった(図14上)b

しかし､ cdk4およびcdk6に対する抗体を用い､共沈したcdkの量を調べたと

ころ､ｻｲｸﾘﾝD2と結合したcdk4とcdk6の量に差が認められた｡ cdk4の

場合は､ｻｲｸﾘﾝD2との共沈量はｻｲｸﾘﾝD2の量に比例し､ FSH刺激

依存的な増加を示したが､ cdk6の共沈量はFSHに依存せず-走であった(図

14中段および下段)｡

図13､ 14での免疫沈降実験に用いたこつのｻｲｸﾘﾝD2抗体のうち､図13

で用いたsc-452抗体はﾏｳｽｻｲｸﾘﾝD2仝長を免疫して作成されたもので

ある(Vallanceetal.,1994). -方､ sc-593はｻｲｸﾘﾝD2のC末20ｱﾐﾉ

酸について作製されたものである､と以前の添付文書には明記されていた(現

在は公表されていない)｡ﾒ-ｶ-に間い合わせたところ､ sc･452のｴﾋﾟﾄ-ﾌﾟ

は不明であるとのことであった｡この抗体の作製に携わった､本研究室の前助

教授､現動物分子遺伝学講座敦授である加藤順也先生にもお話を伺ったが､残

念ながらこの点に関しての情報はお持ちではなかった｡そこで､ｻｲｸﾘﾝD2

の仝長､ C末部位欠失変異体およびc末部位のみのｵﾘｺﾞﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞを組換えﾀ

ﾝﾊﾟｸ質として大腸菌で発現させ､両抗体による認識部位の比較を行ったとこ

ろ､予想通り認識部位未同走の抗体sc-452はsc･593と同様にｻｲｸﾘﾝD2の

C末部位を認識し､ C未20ｱﾐﾉ酸を欠く欠損変異体にはｼｸﾞﾅﾙを示さなか

った(図15)｡

図14ではｻｲｸﾘﾝD2抗体を用いた免疫沈降を行い､共沈するcdk4および

cdk6の量を調べたが､今度は逆にそれぞれのcdkに対する抗体を用いて免疫沈

降を行い､共沈するｻｲｸﾘﾝD2の量について調べた｡しかしながら､どちら

のcdkに対する抗体を用いた免疫沈降においても共沈するｻｲｸﾘﾝD2の量

にFSH刺激依存性は認められず､ FSHはｻｲｸﾘﾝD2とcdkの複合体形成

を促進している訳ではないことが明らかとなった(図16)｡

そこで､図13および14で見られたｻｲｸﾘﾝD2の免疫沈降の効率の差は､

抗ｻｲｸﾘﾝD2抗体のｴﾋﾟﾄ-ﾌﾟ部分に対する何らかの分子の会合の違いに

よるものであることが考えられたため､ﾊﾞｯﾌｱ-に変性剤として0.1%のSDS

を加えて同様に免疫沈降を行ったところ､ FSH刺激の有無による免疫沈降物の

量の差が認められなくなった(図17)｡
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サイクリンDの細胞周期促進活性は、その発現量の変化に加え、細胞内局在

によっても制御を受けることがよく知られている（BaldinetaL，1993；Diehlet

βん1997；Dieblef∂ん1998；A址efβん2000）。そこで抗サイクリンD2抗体

sc－593を用いて免疫染色を行い、サイクリンD2の局在がFSH刺激の有無によ

り影響を受けるかどうかについても調べることにした。その結果、アクチビン

刺激から12時間後ではサイクリンD2はFSH刺激の有無に関わらず核内に優

位な局在を示したが、FSH非存在下では細胞質にサイクリンD2のシグナルを

示す細胞が多数観察されたのに対し、FSH存在下では細胞質にシグナルを示す

細胞があまり認められず、より核に限局して存在するようになることが示唆さ

れた（図18）。

しかしながらここまでの実験から、抗サイタリンD2抗体による認識はサイク

リンD2のC末部位の状態変化の影響を受けることが示唆されていることより、

図18で見られた核内サイクリンD2のシグナルが実際の核内タンパク質存在量

を反映していない可能性も考えられたため、実際に培養細胞より核抽出液を調

製してWbsternBlottingを行った。その結果、確かに核内サイク1）ンD2の存

在量が上昇していることが確認された（囲19）。
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図1 FSH応答性その1;cAMP産生

60

21日齢雌ﾗﾂﾄに4日問DES投与を行い､最終DES投与より48時間

後､ 26日齢の時に卵巣を摘出し､顕粒膜柵胞の採取を行った｡ 2.5×105

cells/cm2の密度で播種して24時間前培養を行った後､ 5 LLg/miｲﾝｽﾘ

ﾝ､ 50 p.MIBMXとともにFSH (100ng/ml, -○-)またはﾌｵﾙｽ

ｺﾘﾝ(50pM,-●-)を添加し､ 0､ 5､ 10､ 30､ 60分後の細胞内cAMP

濃度を､ RIAにより測定した｡有意差検定は､ 0時間での測定値に対し､

有意水準5%で行った(n=3)｡
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図2　FSH応答性その2；LH受容体mRNAの発現誘導

5×105ce11s／cm2で細胞を播種し、24時間後にインスリン（5pg／ml）お

よびFSH（100ng／ml）を作用させた。刺激後24時間の細胞より仝RNA

画分を調製してcDNAを合成後、20、25、30サイクルのPCRを行った。
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1．5×105cells／cm2で細胞を播種し、24時間培養後、インスリン（5LLg／ml）

とともに0～100nかmlのアクチビンで細胞を刺激し、さらに3日間培養

を行った。その後、tryPanblue分染法（●、左軸、n＝3）およびMTT

アツセイ（○、右軸、n＝5）の二種類の異なる方法により、アクチビン

の細胞増殖促進作用と、その用量依存性について調べた。また、有意差

検定はアクチビン無添加（Ong／ml）時の測定値に村して行った。
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園4　アクチビン刺激時の増殖曲線

1．5×105cells／cm2で細胞を播種し、24時間後にインスリン（5囲血1）（○）、

またはインスリンおよびアクチビン（50n釘ml）（●）による刺激を行い、

刺激開始から0、24、48、72時間における細胞数の変化について、MTT

アツセイにより調べた。0時間の細胞数を1とし、その測定値に対する相

対値を図示した。なお、有意差検定は0時間での測定値に対して行った

（n＝4）。
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図5ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺激時のBrdU取り込み率

1.5×105 cells/cm2で細胞を播種し､ 24時間後､ｲﾝｽﾘﾝ(5 pg/mi)

およびBrdU (100pM)とともにｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng/ml)を添加し､さ

らに30時間培養を行ったoその後､抗BrdUﾏｳｽﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体

およびFITC標識抗ﾏｳｽIgG抗体を用いた間接蛍光抗体法により､

BrdUを取り込んだ細胞の計数を行った｡同時に全細胞のDNAをPIで

染め､ﾊﾞﾝﾄﾞﾊﾟｽﾌｲﾙﾀ-BP450-490を用いて励起し､ FITCおよび

pIの二重染色により黄色く染まった細胞の割合をもとめた｡右側の画像

は,それぞれのうちの-視野を示したもの(-;ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺激なし､

+;ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺激あり)であり,左に示したのは,それらの結果をｸﾞ

ﾗﾌ化したものである(n=3)｡なお,図中に示したｽｹ-ﾙﾊﾞ-の長さ

は50pmを表す｡
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図6増殖刺激によるpRbのﾘﾝ酸化状態の変化

(h)

ｲﾝｽﾘﾝ(5岬/ml)とともに､ｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng/ml)またはFSH(30

ngﾉml)を作用させ､刺激開始からoおよび20時間後に細胞を回収し､

抗pRbﾏｳｽﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体を用いてWesternblottingを行ったo
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図7　pRbのリン酸化状態の経時変化
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インスリン（5囲／ml）とともにアクチビン（50ng／ml）またはFSH（30

ng／ml）を作用させ、刺激開始から0、6、12、24時間後に細胞を回収し、

抗pRbマウスモノクローナル抗体を用いてWesternblottingを行った

（上）。また、高1）ン酸化状態（ppRb）と低リン酸化状態（pRb）のバン

ド強度をもとめ、その比を計算し、図示した（下）。なお、有意差検定は

0時間での測定値に対して行った（n＝5）。

44



′-ゝ

諾ーヽ

申
的

感
!室

昆

宅乃

0
0 12 24 36

Time (hrs)

ﾆ#■l蒜蒜■一■

⊂二二二二二二=

≡垂≡

♯

activin/ FSH

′-

+/･-

-′+

+/+

図8ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-によるS期細胞の割合の経時的変化

ｲﾝｽﾘﾝ(5い′g/ml)とともにｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng/ml)またはFSH (30

ng/ml)を作用させ､刺数開始から0､ 7､ 10､ 13､ 16､ 20､ 22､ 30､ 36

時間後に細胞を回収してTriton処理を行い､未固定で核内DNAをPI染

色した｡ 488nmで励起し､蛍光強度に対するﾋｽﾄｸﾞﾗﾑを得た後､ｶ

-ﾌﾞﾌｲﾂﾄによりS期紳胞の割合を計算し､その経時変化を上に図示

した｡また､変動係数は5.0±0.8%であり､最大で7.1% (ｱｸﾁﾋﾞﾝ･

FSH同時刺激36時間後)であった.
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図9　増殖刺激によるGl期制御因子の発現変化

（hrs）

インスリン（5帽／ml）とともにアクチビン（50ng／血）またはFSH（30

ng／血）を作用させ、刺激開始から0および12時間後に細胞を回収し、

各抗体を用いてWesternblottingを行った。なお、サイクリンD2の検

出にはラビットポリクローナル抗体配－593を用いた。
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図10ｻｲｸﾘﾝD2の経時的発硯変化とDES投与の影響

21日齢ﾗﾂﾄを購入し､うち12個体についてはそのまま薬剤処理を行

わずに飼育を続け､残りのﾗｯﾄには他の実験と同様､ 4日間のDES投

与を行った｡ DES投与群,非投与群からの卵巣摘出と細胞の採取は同じ

日(26日齢)に行った｡その後,ｲﾝｽﾘﾝ(叫g/ml)とともにｱｸﾁ

ﾋﾞﾝ(50ng/ml)またはFSH (30ng/ml)を作用させ､刺激開始からo､

6､ 12､24時間後に細胞を回収し,抗ｻｲｸﾘﾝD2ﾗﾋﾞｯﾄﾎﾟﾘｸﾛ-

ﾅﾙ抗体sc･593を用いてWestern blottingを行った｡
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図11ﾌｵﾙｽｺﾘﾝ刺激によるｻｲｸﾘﾝD2およびpRbﾘﾝ酸化-の影響

ｲﾝｽﾘﾝ(5ﾄIg/ml)とともにｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng/ml)またはﾌｵﾙｽ

ｺﾘﾝ(10pM)を作用させ､刺激開始から0および12時間後に細胞を

回収した｡濃鮪ｹﾞﾙと, 7.5 %ｹﾞﾙおよび15 %ｹﾞﾙから成る二段ｹﾞﾙを

作製し､ SI)SIPAGEを行った｡ PVDF膜への転写後､ 62 kDaのﾏ-ｶ

-付近で上下を切り離し,それぞれを抗pRbﾏｳｽﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体

(上段)および抗ｻｲｸﾘﾝD2ﾗﾋﾞｯﾄﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体sc-593(下

段)で処理し､ｼｸﾞﾅﾙを検出した｡
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図12　サイクリンD2mRNAの発現変化

インスリン（5膵／ml）とともにアクチビン（50ng／ml）またはFSH（30

ng／ml）を作用させ、刺激開始から0、3、6時間後の細胞より全RNA画

分の調製、およびcDNA合成を行った。得られたcDNAを1／10、1／100、

1／1000に希釈後、これらを鋳型として、サイクリンD2（上）および

GAPDH（下）に対する特異的プライマーにより、30サイクルのPCRを

行った。ここには増幅が飽和に達していない鋳型量での結果のみを示す。
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図13 FSHに依存したｻｲｸﾘﾝD2の免疫沈降効率の変化

ｲﾝｽ1)ﾝ(5ﾄ将/ml)とともにｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng/ml)またはFSH (30

ng/ml)を作用させ､刺激開姶から0および12時間後に細胞を回収し､

抗ｻｲｸﾘﾝD2ﾗﾂﾄﾓﾉｸﾛｰﾅﾙ抗体sc-452による免疫沈降を行

った｡その後Western blottingを行い､免疫沈降したｻｲｸﾘﾝD2量

の比較を行った(上)｡また､同じ細胞柚出液の-部を用い､抽出液中の

総ｻｲｸﾘﾝD2量(中)および総β-ｱｸﾁﾝ量(下)についても調べた｡
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園14　抗サイクリンD2抗体による免疫沈降とcdkの共沈

インスリン（5帽／ml）とともにアクチビン（50ng／ml）またはFSH（30

ng／ml）を作用させ、刺激開始から12時間後に細胞を回収し、抗サイク

リンD2ラビットポリクローナル抗体錨・593による免疫沈降を行った。

その後Westernblottingを行い、免疫沈降物中のサイクリンD2（上）、

cdk4（中）、Cdk6（下）の量について比較を行った
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図15抗ｻｲｸﾘﾝD2抗体sc-452およびsc･593のｴﾋﾟﾄ-ﾌﾟ部位の比較

ﾏｳｽｻｲｸﾘﾝD2の仝長(1-289)､ C末部位欠失変異体(1-269)､お

よびC末部位のみ(268-289)をGST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質として大腸菌JMIO9

で発現させ､ glutathione-ｾﾌｱﾛ-ｽ樹脂を用いてｱﾌｲﾆﾃｲ-精製

を行った｡得られたGST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質(50ng/1ane)を泳動し､ﾗｯ

ﾄﾓﾉｸﾛ-ﾅﾙ抗体sc-452 (crfulllengthCycD2)､ならびにｳｻｷﾞﾎﾟ

ﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体sc-593 (α･CycD2 C-term)を用いてWesternblotting

を行い､両抗体の認識ﾊﾟﾀ-ﾝの比較を行った｡また､抗GST抗体を用

い､各ﾚ-ﾝのGST融合ﾀﾝﾊﾟｸ質の相対量についても確認を行った｡
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IP: α-cdk4

activin - + - +

FSH - - + +

CycD2

cdk4/6

α-cdk6

- + - +

- - + +

(hrs)

図16抗cdk抗体による免疫沈降とｻｲｸﾘﾝD2の共沈

ｲﾝｽﾘﾝ(叫g/ml)とともにｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng/ml)またはFSH (30

ng/ml)を作用させ､刺激開始から0､ 12時間後に細胞を回収し､抗cdk4
ﾗﾋﾞｯﾄﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体(左)または抗cdk6ﾗﾋﾞｯﾄﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅ

ﾙ抗体(右)による免疫沈降を行った｡その後Westernblottingを行い､

免疫沈降物中のｻｲｸﾘﾝD2 (上)､ cdk4または6 (下)の量について

比較を行った｡
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lP: α-CycD2

activin + +

FSH - +

0.1%SDS - -

CycD2

+ +

- +

+ +

12

図17 0.1%SDS存在下でのｻｲｸﾘﾝD2の免疫沈降

(hrs)

ｲﾝｽﾘﾝ(5岬/ml)とともにｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng/ml)またはFSH (30

ng/ml)を作用させ､刺激開姶から12時間後に細胞を回収し､ 0.1%SDS

存在下または非存在下で抗ｻｲｸﾘﾝD2ﾗﾋﾞｯﾄﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体

sc-593による免疫沈降を行った｡その後westernblottingを行い,免疫

沈降物中のｻｲｸﾘﾝD2の量について比較を行った
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図18 FSH刺激にともなうｻｲｸﾘﾝD2の細胞内局在変化

細胞をpoly廿1ysine処理したｶﾊﾞ-ｽﾘｯﾌﾟ上に1･5×105 cells/cm2で

播種し､前培養後,ｲﾝｽﾘﾝ(叫g/ml)とともにｱｸﾁﾋﾞﾝ(50ng/ml)

またはFSH (30 ng/ml)を作用させた｡刺激開始から12時間後に抗ｻ

ｲｸﾘﾝD2ﾗﾋﾞｯﾄﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体sc･593を用いて免疫染色を行

い､ｻｲｸﾘﾝD2の細胞内局在を調べた(上)｡その際､同時にHoechst

33342を用い､核DNAについても染色を行った(中)｡下は位相差像で

あり､図中に示したｽｹ-ﾙﾊﾞ-の長さは2叫mを表す(下)o
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図19　f、SH刺激にともなう核内サイクリンD2量の上昇

（kDa）

－83

－32．5

インスリン（5けg／ml）とともにアクチビン（50ng／ml）またはFSH（30

ng／ml）を作用させ、刺激開始から12時間後に細胞を回収し、核抽出液

調製後、抗サイクリンD2ラビットポリクローナル抗体sc－593を用いて

Westernblottingを行い、サイクl）ンD2の核内存在量を調べた（下）。

上ほ内部標準として用いたpRbである（上）。
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考察

ｱｸﾁﾋﾞﾝとFSHの雌性生殖における重要性は､いくつかのﾄﾗﾝｽｼﾞｪﾆ

ｯｸﾏｳｽを用いた研究から明らかとされている｡しかしながら序論で述べた

通り､ｱｸﾁﾋﾞﾝの卵胞発育過程における役割をより詳細に理解するためには､

さらに別の系での研究が必要である｡このような考えに基づき､本研究ではｱ

ｸﾁﾋﾞﾝの生理的作用のうち､額粒膜細胞の増殖促進作用に注目し､この点に

関する研究を初代細胞の無血清単層培養系を用いて行った｡

穎粒膜細胞の増殖過程におけるｻｲｸﾘﾝD2の関与は､ｻｲｸﾘﾝD2欠損

ﾏｳｽの解析から既に明らかとされていた(Sicinski etal., 1996).額粒膜細胞

におけるｻｲｸﾘﾝD2の誘導作用を持つ因子として､これまでにFSHおよび

ｴｽﾄﾛｹﾞﾝが知られていた(Sicinski etal., 1996; Robker etal., 1998a)｡FSH

やｴｽﾄﾛｹﾞﾝは､卵胞腔形成とそれ以後の増殖過程に必要とされる重要な因

子である(Kumar etal_, 1997; Dierich etal., 1998; Burns etal., 2001)｡しか

しながら､ｻｲｸﾘﾝD2欠損ﾏｳｽでは卵胞腔形成前のpreantral丘)11icleの

願粒膜細胞にも増殖不仝が認められることや､ FSHβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ欠損ﾏｳｽの

卵巣においてもｻｲｸﾘﾝD2の発現が認められることから､ FSHやｴｽﾄﾛ

ｹﾞﾝ以外にもｻｲｸﾘﾝD2を誘導し､額粒膜柵胞の増殖を賦活する因子がある

ことが予想された(Sicinski etal., 1996; Burns etal., 2001)｡この点に関して､

本研究においてｱｸﾁﾋﾞﾝがｻｲｸﾘﾝD2の誘導能を示したことは､ｻｲｸﾘ

ﾝD2欠損ﾏｳｽやFSHβｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ欠損ﾏｳｽで見られた表現型を解釈する

上でも非常に意義のあるものと思われ､おそらくpreantral丘)11icleの額粒膜細

胞では､ｱｸﾁﾋﾞﾝか､これと類似の作用を示すTGF-βﾌｱﾐﾘ-因子が作用

し､ｻｲｸﾘﾝD2の誘導を介して細胞の増殖を促進しているものと考えている｡

また本研究では､ｲﾝｽﾘﾝ刺激によって願粒膜柵胞でｻｲｸﾘﾝD3が誘導

されることも見出した｡ｻｲｸﾘﾝD2欠損ﾏｳｽの卵巣の願粒膜細胞は増殖能

が著しく低下してはいるが､卵胞培養を行った場合､ｻｲｸﾘﾝD2欠損ﾏｳｽ

でも多少の増殖が認められている｡また､組織切片のpreantral丘)11icleを見て

も､ 10層にまで多層化したﾍﾃﾛ体の顕粒膜細胞には劣るものの､それでも4

層程度までの多層化は認められている｡このことより､ｻｲｸﾘﾝD2欠損ﾏｳ

ｽで認められたわずかな願粒膜細胞の増殖は､ｲﾝｽﾘﾝなどの刺激によって

誘導されるｻｲｸﾘﾝD3によるものである可能性も考えられる(Sicinskietal.,

1996)｡実際､ｻｲｸﾘﾝD3は生後間もないごく初期の卵胞の額粒膜細胞にお

いて発現しているが､その後は卵胞の発育とともに次第に発現が低下すること

が報告されており､ｻｲｸﾘﾝD3は卵胞発育過程のごく初期の顕粒膜細胞の増
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殖に寄与していることが推察される（Zbangefβん1999）。このことから、実際

の卵巣におけるインスリンや類似作用を持つ因子の顆粒膜細胞への寄与はごく

初期に限定され、その増殖促進活性自体も比較的小さいことが予想されるとと

もに、本研究におけるサイクリンD3依存性増殖を示す初期卵胞由来の顆粒膜細

胞の混入の影響は、サイクリンD2依存的な増殖活性に比べた場合、比較的小さ

かったものと考えられる。

本研究では、アクチビンによる細胞増殖刺激効果とこれに対するFSHの協同

効果によって、刺激後12時間付近で細胞がS期に進行することが見出された。

一方、El・HefnawyらがDES未処理の3週齢ラットを用いて行った実験による

と、アクチビンおよびFSHは、同時に作用させた場合にのみサイクリンD2や

PCNAを誘導して顆粒膜細胞を増殖させるが、それぞれの因子単独ではサイク

リンD2誘導能がないとする報告を行っており、本研究と矛盾する結果を示して

いる（El・HefnawyetaL，2001）。本研究では、アクチビンはI）ES処理の有無

に依らずサイクリンD2を誘導することも示し、El－Hefnawyらとの結果の違い

は実験系の違いによるものでないことが証明された。

彼らは本研究と同様にneedleprickingにより顆粒膜細胞調製後、10％血清を

含む培地で一晩かけて細胞を培養容器に接着させ、翌日上清を除いて無血清培

地に置き換え、さらに24時間前培養を行った後、アクチビンやFSHを含む琴

地に置き換え、そこから48時間刺激を行った細胞について解析を行っている。

本研究では24時間以内のサイクリンD2の発現変化について経時的に解析を行

ったが、彼らの研究で調べられているのは48時間後の一点のみで、他の時間帯

については言及していない。しかも彼らは、サイクリンD2やPCNAという細

胞周期依存的に増減する因子の発現を、ステロイド合成系の酵素やLH受容体

といった分化状態依存的に発現する因子と同列に比較しているが、この比較は

あまり意味をなさない。実際、本研究においても、サイクリンD2の発現は増殖

刺激後24時間で消失しているのが見られており、48時間目には細胞周期は一

周以上していることが予想される。

アクチビンは顆粒膜細胞に対してFSH受容体誘導作用を示すことが知られて

いることから、アクチビン刺激後48時間以内にFSH応答性は著しく増強され

ていることが予想される（HasegawaetaL，1988；NakamuraetaI，1993；Liet

βん1995）。一方でアクチビンやFSHは顆粒膜細胞に作用し、アクチビン阻害

因子フォリスクテンを誘導することが知られている（Shintanietal．，1997）。加
えて顆粒膜細胞では抑制型SmadであるSmad6およびSmad7が発現している

ことが知られている（Drummondefβヱ2002）。抑制型Smadは、Ⅰ型受容体に

よるSmadのり．ン酸化を阻害する他、核内ではヒストン脱アセテル化酵素
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HDACや共役転写抑制因子Hoxc・8などと複合体を形成して転写抑制にも関与

する因子であり、Smad経路依存的に転写誘導されることが知られている

（MoustakasetaL，2001；BaietaL，2002）。よってアクチビン刺激を受けた願

粒膜細胞の細胞内では、Smad6，7を介したネガティブフィードバックループが

形成されているものと考えられる。また、アクチビンヤアSHを含む多くの因子

がインヒビンの分泌も促進することが知られており、さらにインヒビンは

β一dycanなどとの結合を介し、顆粒膜細胞に対するアクチビンの作用に括抗的

に働くことも示唆されている（LaPolt et al．，1989；Lewis et al．，2000；

Chapmanefβ上，2001）。このような知見に基づき、アクチビンの顆粒膜細胞に

対する作用を抑制する機構が卵胞発育過程の進行とともに何重にも作用するよ

うになり、次第に減弱に向かうとする考え方が提唱されている（ShintanietaL，

1997）。このため、48時間後のアクチビン応答性は刺激後24時間以内と比べて

低下しており、逆にFSH応答性は確実に増強されているものと考えられる。よ

って、アクチビンによって誘導されたサイクリンD2は刺激後24時間以内に分

解され、48時間後にはアクチビン応答性の低下によりサイクリンD2の誘導が

検出されないが、FSHをともに作用させた場合、アクチビンによるFSH応答

性克進により、FSH依存的なサイクリンD2の誘導が検出されたのではないか

と考えている。FSH依存的なサイクリンD2の誘導効果については後程考察す

る。

アクチビンのサイクリンD2誘導の経路について考えてみたい。アクチビン受

容体下流のシグナル伝達経路は、主にSmad経路の活性化によって行われてい

る。アクチビンは顆粒膜細胞のcAMP産生に変化を及ぼさないことは、RIAに

よる細胞内cAMPの定量によって実際に確かめられている（Nakamuraefβん

1994）。一方、腎メサンギウム細胞において、TGF－βによりcAMP非依存的に

PXAが活性化され、ファイブロネクテン産生を行うことが報告されている

（Ⅵhngefβヱ，1997）。しかしながら、本研究でフォルスコリン刺激によっても

サイクリンD2の誘導が認められなかったことから、アクチビンによるサイクリ

ンD2の誘導にはPKA経路の関与は否定され、Smad経路など、PXA経路以外

のシグナル伝達経路が重要であるものと推察される。

最近、ヒト顆粒膜細胞枚KGNを用いたアクチビンシグナル経路に関する研究

報告がなされた（Mukasa efβん2003）。それによると、ⅩGN細胞では

ActRIA仏⊥K2とActRIIBの発現量が高く、ActRIB仏LK4およびActRIIBの8

倍のmRNAを発現しているとされている。また、KGN細胞はTGF－βに対して

応答するもののアクチビン応答性がそれほど高くはなかったが、ALK4や

Smad2の過剰発現によりアクチビン応答性が強められ、ALK2やSmad3を過
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剰発現した場合では同様の効果は認められなかったとされている｡ｱｸﾁﾋﾞﾝ

は幼若個体の額粒膜細胞の増殖を惹起するが､成熟個体に村しては同棟の効果

を示さないことは既に述べたとおりである｡ KGN細胞は成体由来の細胞である

ことから､ｱｸﾁﾋﾞﾝの年齢依存的な願粒膜細胞増殖促進作用は受容体の発硯

ﾚﾍﾞﾙで調節を受けており､下流のｼｸﾞﾅﾙ伝達ではSmad2が中心的役割を担

っていることが示唆されたが､生体内でも同様の機構が作用しているのか､初

代培養細胞や1'B Vl'voでの解析によって整合性を確認する必要性があろう｡

遺伝子被壊ﾏｳｽの研究では､Smad2およびsmad4の欠損ﾏｳｽは発生過程

で致死となるため､生後の卵巣における機能については別の手段による解析が

待たれるが､ Smad3のexon 8欠損ﾏｳｽは不妊であり､卵巣内の原始卵胞の

数が野生型に比べて多く､卵胞発育の初期過程に遅延が認められることが報告

されている(Tbmic etal., 2002)｡ SmadはCAGACというDNA配列を認識し

て結合し､標的遺伝子の転写を正または負に関与することが知られている｡そ

こで､ﾗﾂﾄ(U87099)､ﾏｳｽ(AFO15788)､字ﾄ(U47284)のｻｲｸﾘﾝ
D2ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-について､ CAGAC配列を検索してみた結果､いずれのｻｲｸ

ﾘﾝD2ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-上においても同様の配列を見出すことが出来たのに加え､

この周辺の配列は種間で非常によく保存されていた｡このことはSmadによる

ｻｲｸﾘﾝD2の転写制御機構が種を超えて存在していることを示唆している

のかも知れない｡しかしながら､ CAGACという短い配列はｹﾞﾉﾑ上のいたる所

に存在しており､実際のSmadによる転写制御には､ Smadと複合体を形成し

得る様々な転写因子との共役が重要とされる(Moustakas etal., 2001)｡

卵胞発育過程におけるTGF-βﾌｱﾐﾘ-の重要性については数多くの研究が

行われているにも関わらず､その際のSmadに関する研究はあまり進んでいな

い｡そのため現在までに同定されている多くのSmadとの共役因子に関しても､

｢卵胞発育におけるSmadとの共役作用｣という観点から研究が行われた例は

ない｡しかしながら､最近報告された-連のﾌｵ-ｸﾍﾂﾄﾞﾌｱﾐﾘ-転写調

節因子(FKHR/FOXOl､ FKHRLl/FOXO3､ AFX/FOXO4､ FOXL2)の顕粒

膜細胞における発現は､同じﾌｵ-ｸﾍﾂﾄﾞ因子FAST-1やFAST-2が代表的な

Smadの共役因子であることや､額粒膜細胞に村するTG叩ﾌｱﾐﾘ-因子の

作用などから考えると､非常に興味深い報告である(Crisponi et al., 2001;

Richards et al., 2002).

FOXOl, 3,4については､その発現やﾘﾝ酸化がFSHやｴｽﾄﾛｹﾞﾝなどに

よる制御を受けていることが報告されている(Richards etal., 2002)｡また最

近､ FOXO3a遺伝子欠損ﾏｳｽが作成され､このﾏｳｽが異常な卵胞発育克進

の結果､早期卵胞閉鎖が頻発して加齢依存的に不妊に陥ることが見出され､卵

胞発育の開姶･進行に抑制的に作用していることが報告された(Castrillon etal.,
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2003）。

これらFOXOサブファミリーの研究報告に加え、他のフォークヘッド因子サ

ブファミリーに属すFOXL2についても興味深い報告がなされている。FOXL2

はBPES症候群blepharophimosisbtosis／epicanthusinversussyndromeの原

因遺伝子として同定されたが、その発現は発生過程では眼瞼に、そして出生後

では顆粒膜細胞に限局していることが報告されている。BPES症候群では眼瞼

異常が認められるが、アクチビンβB欠損マウスが眼険形成異常を呈することを

考え合わせると、FOXL2がアクチビンのシグナル伝達に関与している可能性も

推察される（Ⅶssalliefβ上，1994）。またFOXL2は、インヒビンαやFSH受容

体、LH受容体などとともに、早期卵巣機能廃絶症prematureovarianfailure

という卵胞発育不全による不妊症の原因遺伝子の一つであることが報告されて

いる（Harrisefβ上，2002）。これらの知見より、出生後に卵巣特異的な発現パタ

ーンを示すFOXL2は、Smadとともにアクチビンや他のTGF一βファミリーの

シグナル伝達に関与して卵胞発育過程に重要な役割を担っていることが予想さ

れることから、卵巣内におけるFOXL2の機能解析が待たれる（Prueitt eta），
2001）。

一方、顆粒膜細胞におけるサイクリンD2の転写調節に関しては、当初FSH

刺激ヤフオルスコリン刺激による誘導がRichardsらのグループにより報告され

ており、PKA経路依存的であるとされていた（SicinskietaL，1996；Robkeret

β上，1998a）。本研究で用いた実験系において、CAMP産生やLH応答性、アク

チビンとの協同的な細胞増殖促進、さらにはコネクシン43のリン酸化制御など、

多くの面からFSH応答性が確認されていることより、細胞のFSH応答性自体

に問題があった訳ではなレ†と言える（「払goefβん2002）。にも関わらず、本研

究ではFSH刺激でもフォルスコリン刺激でも、サイクリンD2の誘導は認めら

れなかった。

本研究が既報のFSH依存的なサイタリンD2の転写調節と食い違う結果とな

った原因について、現時点では正確にはよく判らないものの、いくつかの可能

性は挙げられる。最も考えられる原因として、解析を行った時間の問題がある。

Robkerらは、FSH以外にエストロゲンにも顆粒膜細胞に対するサイクリンD2

誘導作用があることを報告しているが、その際、誘導されるサイクリンD2発現

量の経時的変化が異なることを見出している（Robker・efβ上，1998a）。彼らの報

告によれぼ、サイタリンD2は元＝血相でのFSH刺激後2時間で速やかにピー

クに達するが、12時間後では再び基底レベル近くにまで減少するのに対し、エ

ストロゲンは2時間後以降にピークがあり、発現レベルの経時的変化はFSHの

場合よりも緩やかであり、本研究でのアクチビンの場合に近い。血血では、

Robkerらの他にもいくつかのグループが、FSH刺激後速やかにサイクリンD2
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mRNAの発現ﾚﾍﾞﾙが上昇することが報告されているが､ﾀﾝﾊﾟｸ質ﾚﾍﾞﾙで

の報告はなされていない｡本研究では2時間後のﾀﾝﾊﾟｸ質量の変化は調べて

いないが､仮にこの時点で既報と同様のｻｲｸﾘﾝD2の発現誘導が検出された

としても､ﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-やBrdU取り込み率の変化からFSH単独では

細胞増殖がそれほど顕著でなかったことより､ FSH刺激後2時間で誘導される

ｻｲｸﾘﾝD2は､細胞増殖促進とは別の機能を担っている可能性がある｡細胞

増殖に寄与しないｻｲｸﾘﾝD2の誘導に関しては､ﾘﾎﾟﾎﾟﾘｻｯｶﾘﾄﾞやｲﾝ

ﾀ-ﾌｪﾛﾝγなどで刺激されたﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞの系などで報告があるが､そ

の生理的意義についてはよく解っていない(Vadiveloo etal., 1998; Dey etal.,

2000)｡他の可能性として､用いたFSHの濃度や非括性の差も考えられる｡

Robkerらは額粒膜細胞に100 ng/mlのFSHを作用させているのに対し､本研

究では30 ng/mlで実験を行った｡このため､ FSHが用量依存的にｻｲｸﾘﾝ

D2の誘導を行っており､ 30ng/mlではｻｲｸﾘﾝD2誘導能が極めて低く､本

研究では検出されなかったのかも知れない｡この他の可能性として､;実際には

FSHによる誘導が多少起こっていたとしても､ｱｸﾁﾋﾞﾝのｻｲｸﾘﾝD2誘

導作用がFSHの作用よりもはるかに強かったため､相対的に見て有意とは認め

られなかったことも考えられる｡

上述した通り､ FSH以外にｴｽﾄﾛｹﾞﾝにもｻｲｸﾘﾝD2誘導作用がある

ことが報告されているが､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ産生を行うｱﾛﾏﾀ-ｾﾞの発現はFSH

の制御下にあること､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ受容体(ER) αおよびERβの二重欠損ﾏｳ

ｽでは額粒膜細胞の増殖能が低下することなどから考えて､ｴｽﾄﾛｹﾞﾝは

FSH刺激によるｻｲｸﾘﾝD2の誘導に関与し､結果的に額粒膜細胞の増殖に

も重要な役割を果たしていることが推察されるが､それ以前のFSH非依存性増

殖過程でのｻｲｸﾘﾝD2の発現制御に重要であるとは考えにくく､そこで見ら

れるｻｲｸﾘﾝD2の誘導は他の増殖因子によるものであることが考えられる

(Dupont etal., 2000)｡しかしながら､現在までにそのような他の増殖因子に

よるｻｲｸﾘﾝD2の誘導に関しては､本研究以外では報告されていない｡また

本実験ではｴｽﾄﾛｹﾞﾝの前駆体となるｱﾝﾄﾞﾛｹﾞﾝなどのｽﾃﾛｲﾄﾞを培地

に添加していないことより､仮に本研究で用いた実験系においてｴｽﾄﾛｹﾞﾝ

合成経路が括性化していたとしても､ｱｸﾁﾋﾞﾝのｻｲｸﾘﾝD2誘導作用にｴ

ｽﾄﾛｹﾞﾝが関与する可能性は低い｡

いずれにせよ願粒膜細胞におけるｻｲｸﾘﾝD2の転写調節機構については､

ｱｸﾁﾋﾞﾝやPKA経路による制御を合め､ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-ｱﾂｾｲなどによるよ

り詳細な解析を行う必要があろう｡

三種のｻｲｸﾘﾝDの冗長性については永らく不明であったが､最近の研究

でCiemerychらは､三種のｻｲｸﾘﾝのうちこつを欠失させて-種類のｻｲｸ
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リンDのみしか発現出来ないようにしたマウスをDl、D2、D3それぞれについ

て作成し、解析した結果を報告している（CiemerychetaL，2002）。それによれ

ば、本来の発現部位ではない臓器においても残されたサイクリンDが異所的に

誘導されるため、どの単一サイクリンD発現マウスでも発生過程は進行して生

まれるところまでは来ることが報告されている。これらのマウスでは生後の発

育には問題が生ずるが、単一サイクリンDのみの異所性発現によって発生過程

が進行し、生後の死因となる特定臓器の発育不全はサイクリンDの異所的発現

レベルが不十分であったためであることも示されており、三種のサイクリンD

は機能的には相互に補完可能であることが示唆された。すなわち、組織特異的

な各サイタリンDの役割を理解するためには、サイクリンDのタンパク質レベ

ルでの解析よりも組織特異的な転写調節機構を理解することが重要であると考

えられ、今後のサイクリンDに関する研究の多くは、組織特異的発現制御機構

の解析が主流となるものと思われる。こうした点からも、顆粒膜細胞における

サイクリンD2の転写制御機構は、発育段階特異的な顆粒膜細胞の増殖制御機構

を理解する上で、今後の最も重要な課題と言える。

cdk4欠損マウスの雌では生殖機能の低下が認められるが、成熟卵胞の形成ま

での卵胞発育過程自体にはあまり影響が見られない（RaneetaL，1999；Tsutsui

efβん1999；Moonsef－βヱ，2002a）。また本研究で、サイクリンD2がcdk4とも

cdk6とも複合体を形成していることが明らかとなった。これらの知見より、顆

粒膜細胞の増殖過程にはcdk4，6の両方が関与しているものの、少なくともcdk4

の機能はcdk6で代償可能であるものと考えられる。

しかしながら、本研究ではFSHのサイクリンD2－Cdk複合体に対する作周は

サイタリンD2／cdk4複合体に優位に認められたことより、Cdk4は顆粒膜細胞の

FSH依存的な増殖過程において、Cdk6よりも重要であることが推察される。こ

の点に関しては、Cdk4欠損マウスの卵巣は野生型に比べて20％ほど小さいこと

や、PMSG処理（五＝承乃でのFSH刺激に相当）によって卵胞の発育は進むが、

形成されるpreovulatoryfo11icleの数は野生型に比べて30％ほど少なく、その

大きさも小さいことが報告されている（Moons efβ上，2002a）。このことより、

顆粒膜細胞のFSH依存性増殖過程においてはcdk4‘がcdk6よりも優位に機能

しているものと思われる。図19で、FSH未刺激時の核画分に検出された弱い

サイクリンD2のシグナルは、そのほとんどがcdk6との複合体なのかも知れな

い。なお、Cdk4とcdk6の機能的差異についてはあまり多くは知られていない

が、一般にキナーゼ活性の測定時、Cdk4とcdk6は界面活性剤に対する感受性

に異なることが知られていることから、やはり何らかの機能的差異が存在する

のであろう。また、C／EBPαがcdk4およびcdk2の活性を阻害するのに対し、
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cdk6の括性は阻害しないとする報告は､ C/EBPαおよびC/EBPβの卵胞発育制

御への関与を示唆する報告も過去になされている点から考えると興味深い

(piontkewitz et al,, 1996; Wang et al., 2001)

BrdUの取り込み率の測走やﾌﾛ-ｻｲﾄﾒﾄﾘ-から､ｱｸﾁﾋﾞﾝによる額

粒膜細胞の増殖は30%程度の細胞でしか認められなかった｡卵胞内には様々な

発育段階の卵胞が存在している｡本研究で用いたﾗﾂﾄの卵巣がpreantraﾄ

antral fo11icleを多く含むことは､本研究と同様のDES投与3週齢ﾗｯﾄの卵

巣を用いた実験系で行われた研究の組織切片像などからも明らかであり､ある

程度は同調的に発育を進行しているものと考えられる(Lietal., 1998)｡しかし､

仝ての卵胞を完全に同調させることは困難であると思われ､ある程度の幅での

発育段階のばらつきは止むを得ない｡また､個々の卵胞内においても額粒膜細

胞の分化状態は内層と外層では異なっていることが予想される｡この点に関し

て言えば､例えば卵母細胞から分泌されるGDF9やBMP15は額粒膜細胞の

FSH応答を抑制して分化を阻害する作用があるため､卵母細胞に近い内層側と

外層側の願粒膜細胞ではFSH応答性に差が生じ､この差が結果的に卵丘細胞や

他の額粒膜細胞の機能的な差となり､それぞれを特徴付けていることが示唆さ

れている(Ⅵtt etal.,2000; Otsuka etal., 2001a)｡よって､本研究において細

胞の増殖が-部の細胞でしか見られなかった理由は､おそらくｱｸﾁﾋﾞﾝや

FSHに対する応答性に個々の細胞で差があったためであり､また､このことが

結呆的に倍化時間に3日を要したことにつながったのではないかとも考えてい

る｡ -方､卵巣のALK4発現量は日齢が進むに従って低下することや､ DES処

理によりⅠⅠ型ｱｸﾁﾋﾞﾝ受容体の低下が認められたことなどが報告されており､

これらも増殖刺激に対する応答性の低さと関係があるのかも知れか- (Findlay
etal., 2001,'Drummond etal. 2002).

抗ｻｲｸﾘﾝD2抗体を用いた免疫沈降実験より､ｻｲｸﾘﾝD2に相互作用

する何らかの因子のFSH刺激依存的な解離､もしくはFSH刺数依存的な間接

的なｻｲｸﾘﾝD2の構造変化が示唆された(図20A)｡図13で用いたsc-452

抗体はｻｲｸﾘﾝD2仝長を免疫して作成されたものであるが､囲15より､そ

の認識部位としてはC末21ｱﾐﾉ酸領域のみで十分であった｡このことより､

FSHによってｻｲｸﾘﾝD2から解離すると考えられる因子は､ sc-452および

sc-593の認識部位であるｻｲｸﾘﾝD2のC末20ｱﾐﾉ酸部分に結合している

ことが推察される｡ｻｲｸﾘﾝD2のC未20ｱﾐﾉ酸部分は､ｻｲｸﾘﾝDl

では細胞内局在および分解に重要とされる部位に相当する(図20B)｡この部分

に位置するｻｲｸﾘﾝDlの286番目のｽﾚｵﾆﾝ(Thr-286)は､ glycogen
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synthasekinase･3β (GSK-3P)によってS期に核内でﾘﾝ酸化されることが知

られており､ Thr-286のﾘﾝ酸化を受けたｻｲｸﾘﾝDlはCRMl依存的に核

外に移行し､細胞質で26Sﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑ依存的に分解を受けることが明らか

とされている(Baldin etal., 1993; Diehl etal., 1997; Diehl etal., 1998;Alt et

al., 2000)｡このGSK-3βによるThr-286ﾘﾝ酸化依存的なｻｲｸﾘﾝDlの分

解は､ cdkと複合体形成していか-単量体ｻｲｸﾘﾝDlとGSK･3βとの反応性

の低さからcdkとの複合体に特異的な経路であり､単量体ｻｲｸﾘﾝDlのﾕ

ﾋﾞｷﾁﾝ化と分解には別の経路か関与している模様である(Germain et al.,

2000)｡また､ﾘﾝ酸化ｾﾘﾝ/ｽﾚｵﾆﾝ依存性ﾌﾟﾛﾘﾙｲｿﾒﾗ-ｾﾞPinlも

Thr-286ﾘﾝ酸化ｻｲｸﾘﾝDlと結合し､核局在の促進や分解の阻害に作用す

ることが知られている(Liou etal., 2002)｡この他､ cdkｲﾝﾋﾋﾞﾀ-p21Cipl

およびp27mp1などは､ GSK-3βによるｻｲｸﾘﾝDlのﾘﾝ酸化には影響しな

いが､ CRMlとﾘﾝ酸化ｻｲｸﾘﾝDlとの相互作用を阻害するため､結果的

にｻｲｸﾘﾝDlの核局在に寄与していることが示唆されている(Alt et･-al.,

2002)｡ｻｲｸﾘﾝDlのGSK-3βﾘﾝ酸化部位はｻｲｸﾘﾝD2においてもよ

く保存されていることから､ｻｲｸﾘﾝD2の場合も同様の分子機構により核局

在や分解の制御を受けている可能性は十分に考えられる｡ただしPinl欠損ﾏｳ

ｽの表現型は､個体ｻｲｽﾞの減少､精巣の萎縮､網膜の退行､乳腺の増殖不仝

などを示し､これらの異常はｻｲｸﾘﾝDl欠損ﾏｳｽのそれに類似しているこ

とから､ｻｲｸﾘﾝDlの機能発現に関わっていることが報告されているが､そ

の異常は3ｹ月以上経ってから顕在化してくるものであることや､卵巣には明

らかな異常が認められなかったと報告されていることなどから考えて､ｻｲｸ

ﾘﾝD2の機能発現にはPinlはそれほど寄与していないかも知れない(Liouet

al., 2002).

GSK-3βはPKB/Aktの主要な基質の-つであり､ PI-3K経路依存的にﾘﾝ酸

化されて不括性化する(Cross eta上, 1995; Dudek etBl., 1997; Vanhaesebroeck

etal., 1997) ｡他方､ phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphateの3位脱ﾘﾝ酸

化酵素であり､ PI-3K経路に括抗する形で働くPTENを過剰発現させた細胞で

は､ｻｲｸﾘﾝDlの発現量と核局在が減少する結果､細胞を増殖停止させるこ

とから､やはりPI-3ⅩからGSK･3βに至る経路がｻｲｸﾘﾝDlの機能発現に

重要であることが報告されている(Radu et al., 2003)｡ FSH受容体はcAMP

産生によりPKA経路を括性化させるだけでなく､ cAMP-GEF侶pacの括性化を

も介し､最終的にAktを括性化することが知られていることから､この経路が

額粒膜細胞内でのFSH依存的なｻｲｸﾘﾝD2のC末端会合因子の制御に関与

している可能性も考えられる(Gonzalez-Robayna et al., 2000)｡この他にも､

Aktによるﾀﾝﾊﾟｸ質翻訳後ﾚﾍﾞﾙでの細胞周期制御機構が存在するとの報告
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が近年相次いでなされている｡ p21Ciplの145番目のｽﾚｵﾆﾝはAktまたは

pⅨAによってﾘﾝ酸化されるが､このﾘﾝ酸化の結呆､p21Ciplの核移行やcdk4､

PCNAとの会合が抑制されることが報告されている(Scott etal., 2000,'Zhou et

al., 2001; Rossig etal., 2001)｡同様にp27KiplもAktの標的ﾀﾝﾊﾟｸ質の-つ

であることが同定され､その157香目のｽﾚｵﾆﾝのﾘﾝ酸化により､やはり

核局在が抑制されることが明らかとされた(Shin et al., 2002; Liang et al.,

2002;Vigliettoetal.,2002)｡ただし､ p27Kiplのﾘﾝ酸化は､ｻｲｸﾘﾝDlの

核局在には影響を及ぼさず､ p27KiplのｻｲｸﾘﾝE/cdk2に村する阻害括性の

抑制に寄与していると報告されているが､すべての組織で同様の機構が作用し

ている可能性を保証するものではない(Shin etal., 2002)｡いずれにせよこれ

らのことより､ｱｸﾁﾋﾞﾝによって誘導されたｻｲｸﾘﾝD2のC末端に相互

作用し､その免疫沈降を阻害した因子の侯補としてGSK-3β､ Pinl,'cRMl､

p21Cipl､ p27Kplが考えられ､その相互作用の制御には､ FSHによるAktまた

はPKA経路の括性化が関与していることも十分に考えられる｡

-方､別の可能性として､何らかの因子がcdk4との相互作用を介して間接的

にｻｲｸﾘﾝD2のC末端部位の構造に変化をもたらしたという機構も考えら

れる｡ Cip/Kipﾌｱﾐﾘ-の他に､ｻｲｸﾘﾝ/cdk複合体と相互作用し､その

括性を抑制し得る因子として､ INK4ﾌｱﾐﾘ-因子が考えられる｡ INK4ﾌｱ

ﾐﾘ-のcdkｲﾝﾋﾋﾞﾀ-は､-般にcdk4/6に結合し､ｻｲｸﾘﾝDとの結合

を競合的に阻害する因子と考えられているが､既に形成されたｻｲｸﾘﾝ

D/cdk4/6複合体にも作用し､ﾍﾃﾛ三量体化した状態でも存在し得ることも報

告されている(Reynisdottir et al., 1997)｡構造解析の結果､ INK4はcdk6の

触媒溝のATP結合部位の隣に結合し､その反対側に括性化ｻｲｸﾘﾝｻﾌﾞﾕﾆ

ﾂﾄが結合すること､ INK4はcdk6のﾘﾝ酸化触媒溝をゆがめてATP結合を

妨げることなどが明らかとされている(Russo etal., 1998;Je飽･ey etal., 2000)｡

よって､おそらくｻｲｸﾘﾝとINK4が直接結合することはなく､またINK4

とcdkとの結合が間接的にｻｲｸﾘﾝDの､しかもそのC末部位に構造変化を

引き起こし得る可能性は､全く否走するということはできないものの､そのよ

うな機構は現在までに知られている構造解析の結果から見るとやや考えにくい｡

いずれにせよ､ｻｲｸﾘﾝD2のC未部位への抗体親和性変化の詳細な分子機

構については､ｻｲｸﾘﾝD2のC末端のﾘﾝ酸化状態や会合因子について調

べ､ cdk4とcdk6で違いが認められた原因も含め､今後実験的に明らかにする

必要性があろう｡具体的な手法としては､ｻｲｸﾘﾝD2のC末以外の部位に

村する抗体による免疫沈降物の解析や､細胞膜透過性ﾀｸﾞ配列及び免疫沈降用

ﾀｸﾞ配列を付加した種々の組み換えｻｲｸﾘﾝD2ﾀﾝﾊﾟｸ質を細胞内に導入

後､免疫沈降物を解析する方法､抗cdk4およびcdk6抗体による免疫沈降物の
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構成因子について､ FSH刺激依存的に解離する分子を同走するなどの方法によ

り可能となるものと考えられるが､これは今後の課題である｡

実際の卵胞内にはｱｸﾁﾋﾞﾝ以外にも､TGF一β､GDF9､BMP4､BMP6､BMP7､

BMP15､ MIS､ｲﾝﾋﾋﾞﾝなど､数多くのTGF-βﾌｱﾐﾘ-因子が存在し､顛

粒膜細胞の増殖および分化を削御しているが､それらの中には括性化する受容

体やSmadといった分子機構においても､また額粒膜細胞に対する作用の申で

も､機能的に重複する部分が多い(Findlay etal., 2002).

このような多種類の因子が存在するのは､おそらくそれぞれの卵胞発育段階や

卵胞内での部位に村し､各因子が特異的に作用する必要があるからであろう｡

ﾌｵﾘｽﾀﾁﾝはｱｸﾁﾋﾞﾝ以外にもいくつかのTGF-βﾌｱﾐﾘ-因子の作用

を阻害する｡卵胞中ではｱｸﾁﾋﾞﾝとﾌｵﾘｽﾀﾁﾝがともに合成･分泌され

るが､割合的にはﾌｵﾘｽﾀﾁﾝがやや過剰に存在するため､ほとんどのｱｸ

ﾁﾋﾞﾝはﾌｵﾘｽﾀﾁﾝと複合体を形成し､見かけ上ｱｸﾁﾋﾞﾝ括性は阻害さ

れていると考えられている｡しかも上述した抑制性Smadやｲﾝﾋﾋﾞﾝ産生に

よるﾈｶﾞﾃｲﾌﾞﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸﾙ-ﾌﾟの存在が想走されることより､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ

の括性は次第に減弱する方向に向かうものと思われる｡この様な理由から､あ

くまで仮説に過ぎか､のだが､卵胞発育過程の進行は-組のTGF･βﾌｱﾐﾘ-

因子および受容体に依存するのではなく､あるﾘｶﾞﾝﾄﾞおよび受容体が一過的

に括性化して発育を促進した後､別の新たなﾘｶﾞﾝﾄﾞにその作用を委ねること

により､幾重にも張り巡らされたﾈｶﾞﾃｲﾌﾞﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞｯｸを回避しながら卵

胞発育過程を進行させるために､上記のように多種のﾘｶﾞﾝﾄﾞが発育段階特異

的に順次必要とされるのではないだろうか｡

FSHやｱｸﾁﾋﾞﾝはﾌｵﾘｽﾀﾁﾝの分泌を促進することから､上記の様な

ｱｸﾁﾋﾞﾝ阻害機構はFSH応答性の克進とともに顕著になることが予想される｡

-方､ｱｸﾁﾋﾞﾝはFSH受容体の発現を誘導することにより顕粒膜細胞のFSH

応答性獲得に寄与し､ FSH依存性の卵胞発育段階へと移行させる｡本研究で示

したｱｸﾁﾋﾞﾝとFSHの協同的増殖促進により､ある時点で-気に願粒膜細胞

の増殖が加速された卵胞は､同時に大量のﾌｵﾘｽﾀﾁﾝやｲﾝﾋﾋﾞﾝを分泌

して周辺の卵胞の発育を抑制しつつ､自身はｱｸﾁﾋﾞﾝ非依存的かつFSH依存

的に発育過程を進行させ､結果的に特走少数の主席卵胞dominant丘)11icleとし

て選別され､排卵まで辿り着くという機構が考えられる｡すなわちｱｸﾁﾋﾞﾝ

がFSHと協同効果を示す時期はほんの短い期間のみで､その後不括性化されて

しまうものの､この短い間に行われているFSHとの協同的な作用こそ､ FSH

非依存性過程から依存性過程への橋渡しに相当し､さらには主席卵胞の選別に

も繋がる重要を作用であるとは考えられないだろうか｡
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近年､ﾋﾄﾛ腔扇平上皮細胞(角化締胞)の株化に関する研究で､ｻｲｸﾘﾝ

Dlまたは優性不能型p53を用い､いずれか-方の過剰発現のみでは株化は行え

なかったが､両方を共発現させることにより､ telomerase括性に非依存的にﾃ

ﾛﾒｱ長を推持する機構が括性化し､細胞の不死化が可能となったとの報告を

行っている(Opitzetal"2001)o -方､本研究からｱｸﾁﾋﾞﾝによる細胞増殖

促進作用におけるｻｲｸﾘﾝD2の誘導が見出され､ｻｲｸﾘﾝD2がFSH非

依存性増殖にも重要であることが示唆された｡ｱｸﾁﾋﾞﾝは願粒膜細胞に対し

てFSH受容体を誘導する作用があることは既に述べた通りである｡このことか

ら考えて､ｻｲｸﾘﾝD2､もしくは恒常的括性型瓜E4を不括性化型のp53

とともに過剰発現するなどの方策により､卵胞発育過程の研究に有周な顕粒膜

細胞株を樹立することが可能となるかも知れないo特にALK4の恒常的括性化

体は､樹立細胞株にFSH応答性を与える可能性があるo角化細胞において奏効

したｻｲｸﾘﾝDとp53変異体の共発現による不死化が､顕粒膜細胞の場合に

おいても有効であるかどうかの保証は今のところ全くないものの､樹立されれ

ぼ雌性生殖の研究分野において非常に有用な研究材料となり得るものと期待さ
れる｡

本研究では､ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺激後の額粒膜細胞の柵胞周期進行とその際のGl期

制御因子の変化について調べることにより､ｱｸﾁﾋﾞﾝ刺激によるｻｲｸﾘﾝ

D2の-過的発現上昇と､ pRbのﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙの克進を見出した｡またFSH

はｱｸﾁﾋﾞﾝによるpRbのﾘﾝ酸化を克進し､ｻｲｸﾘﾝD2の細胞内局在に

影響を及ぼした｡つまり､ FSHとｱｸﾁﾋﾞﾝの両因子共通の作周点はｻｲｸﾘ

ﾝD2であり､ FSHはｱｸﾁﾋﾞﾝと協同的に細胞の増殖を促進することが示唆
された(図21)｡

また考察の結果､ 1)新粒膜細胞におけるｻｲｸﾘﾝD2の転写制御磯構､ 2)

ｻｲｸﾘﾝD2の誘導に対するFSHの用量依存性､ 3)ｻｲｸﾘﾝD2のC末

端領域に結合すると予想される因子の同走とその細胞周期制御機構､などが未

解明の課題として残されたoしかしながら､ FSHの作用点はこれまで考えられ

ていたｻｲｸﾘﾝD2の誘導ではないことを示し､ FSHの願粒膜細胞増殖促進

作用について再考を促すことが出来たこと､ FSH以外の因子によってもｻｲｸ

ﾘﾝD2を介した批膜細胞の増殖制御が行われていることを示し､これまであ

まり分かっていなかったFSH非依存性卵胞発育過程を理解する上で有舶知見

を見出したことの二点については､卵胞発育制御機構を理解する上で非常に意
義ある硯象の発見であったと自負している｡
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図20　アクチビンとFSHによるサイクリンD2への協同作用

（A）免疫沈降実験よりアクチビンによって誘導されたサイクリンD2は、

FSH処理による抗体親和性の克進が見られた。この事実から類推される

FSHのサイクリンD2への作用機構として、何らかの因子Ⅹの解離（上）

もしくはサイクリンD2／cdk4複合体自体の構造変化（下）によるエピト

ープマスクの解除が考えられる。（B）晴乳類サイクリンDlおよびD2

のC末端部位のアミノ酸配列。ラットサイクリンD2の下線を施した個

所が、今回用いた抗体のエピトープ部位にあたるC末側20アミノ酸部位

である。また、矢印（†）で示した部分が、サイクリンDlのGSK－3βに

よるリン酸化部位のThrセ86である。

69



A．
アクチビン

汀SH分泌 盲

ノ
ゝ－●

脅

田

B．
アクチビン

汗SH分泌室

．ノ

CycD2†

l

PpRb

l
■■●～

旨　欄Ⅷ

骨

田

†

：

」董

享

≡

CycD2†

1

ppRb††

l

増オ††

F＄HR＋

⑳

下垂体

下糾
FSH

図21　アクチビンおよびFSHによる顆粒膜細胞の増殖制御

（A）本研究以前、アクチビンの作用として、顆粒膜細胞のFSH受容体

発現誘導と増殖促進の他、下垂体からのFSHの分泌促進作用などが知ら

れていた。一方、FSHについては、顆粒膜細胞にサイタリンD2を誘導

し、増殖を促進するとされていた。（B）本研究から、FSHによる顆粒膜

細胞の増殖促進にはアクチビンのようなサイクリンD2誘導因子の存在

が前提であり、FSHはサイグリンD2の核局在克進などの、サイクリン

D2複合体形成からpRbのリン酸化に至る過程において作用し、アクチ

ビンと協調的に顆粒膜細胞の増殖を促進していることが示唆された0

70



謝辞

本研究を行う機会を与えて下さり、遂行にあたっても貴重なご指導および数々

のご助言を賜りました奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科細

胞増殖学講座教授、竹家達夫博士に対しまして、謹んで感謝致します。

また、厳しくも価値ある多くのご意見等を賜りました細胞増殖学講座助教授、

宍戸知行博士に対しまして、心より御礼申し上げます。

そして、入学時より細部に渡り、終始ご懇篤なるご指導、ご鞭撞を賜りました

細胞増殖学講座助手、石田教弘先生に対しまして、深く御礼申し上げます。

また博士後期課程の大半におきまして、ともにラット顆粒瞑細胞の研究に勤し
んだ同輩であり、また同じ東北大学の先輩でもあります細胞増殖学講座助手、

与語圭一郎博士に対しまして、深く感謝致します。

さらに、本研究の遂行にお力添えを賜りました、味の素株式会社中央研究所応

用研究所主席研究員、江崎譲博士、並びに福井医科大学生化学第二講座教授の

宮本薫博士に対しましても、厚く御礼申し上げます。

そして、種々の有益なるご助言を賜り、学位論文審査もお引き受け頂きました

動物分子遺伝学講座教授、加藤順也博士、同じく学位論文審査をお引き受け下

さいました、動物遺伝子機能学講座の川市正史教授、並びに石田靖雅助教授、

さらに様々なご指導を賜りました、東京工業大学大学院生命理工学研究科生体

システム専攻細胞・発生生物学講座助手、田中利明博士の諸先生方に対しまし

て、深く感謝致します。

最後に、常日頃ご厚情を賜りました細胞増殖学講座、動物分子遺伝学講座、植

物遺伝子機能学講座の皆様、そして何より私を愛し、励まし、援助し続けてく

れた私の両親ならびに妻に対しまして、心より感謝致します。

平成15年8月27日

71

1

】

l

t

メ

君

i

】

1

－

ゴ

l

弓

蓼

】

l

，！

－1

」

P

l

［

二■

」

］

Ⅰ

1

j

J

■

f

∃

■

妄



参考文献

1･Alt JR, Cleveland JL, Hannink M, Diehl JA. (2000).

Phosphorylation-dependent regulation of cyclin Dl nuclear export and

cyclin I)1･dependent cellular transformation･ Genes Dev･ 14 (24),
3102-14.

2･Alt JR, GladdenAB, Diehl JA･ (2002)･ p21CipI Promotes cyclin Dl nuclear

accumulationvia direct inhibition of nuclear export. J BioI Chem. 277
(10), 8517-23.

3･Amsterdam A, Knecht M, Catt KJ･ (1981)･ Hormonal regulation of
cytodifEerentiation and intercellular communication in cultured

granulosa cells･ Proc NatlAcad Sci U S A. 78 (5), 3000-4.

4･ Ashcro氏GS, Yang X, GlickAB, Weinstein M, Letterio JL, Mizel DE,

Anzano M, Greenwell-Wild T, Wahl SM, Deng C, Roberts AB. (1999).

Mice lacking Smad3 show accelerated wound healing and an impaired

local in鮎mmatory response･ Nat Cell Biol. 1 (5), 260-6.

5･ Bai S, Cao X･ (2002)･ A nuclear antagonistic mechamism ofinhibitory

smads in transfoming growth factor-P signaling･ J BioI Chem･ 277 (6),
4176-82.

6･ Baldin V, Lukas J, Marcote MJ, Pagano M, Draetta G･ (1993). cyclin Dl

is a nuclear protein requiredfor cell cycle progression in Gl. Genes Dev.
7 (5), 812-21.

7･ Bernard DJ, Chapman SC, WoodruffTK･ (2002)･ Inhibin binding protein

(InhBP/p120), β-glycan, and the continuing search for the inhibin

receptor･ MoI Endocrinol. 16 (2), 207･12.

8･ Bley MA･ Simon JC, Saragueta pE, Baranao JL. (1991). Hormonal

regulation of rat granulosa cell deoxyribonucleic acid synthesis: effects of

estrogens･ BioI Reprod. 44 (5), 880-8.

9･ Bley MA, Simon JC, EstevezAG, deAsua LJ, Baranao JL_ (1992). Effect

offo11icle-stimulating hormone on insulm-1ike growth factor-I-stimulated

rat granulosa cen deoxyribonucleic acid synthesis･ Endocrinology･ 131 (3),
1223-9.

10･ Boehm M, Yoshimoto T, Crook MF, Nallamshetty S,True A, Nabel GJ,

Nabel EG･ (2002)･ A growth factor-dependent nuclear kinase

phosphorylates p27Kpl and regulates cell cycle progression. EMBO J.
21(13), 3390-401.

72



11・BradfordMM・（1976）・Arapidandsensitivemethodforthequantitation

Ofmicrogramquantitiesofproteinutilizingtheprincipleofprotein－dye

binding．AnalBiochem．72，248・54．

12．BriersTW；vandeVbordeA，VandersticheleH．（1993）．characterization

Ofimmortalizedmousegranulosacenlines．InⅥtroCellDevBioIAnim．

29A（11），847－54．

13．BrownCWHouston－HawkinsDE，WbodruffTK，LMatzukMM．（2000）．

InsertionofInhPBintotheInhPAlocusrescuestheInhPArnullphenotype

andrevealsnewactivinfunctions．NatGenet．25（4），453－7．

14・BurnsKH，％nC，KumarTR，MatzukMM．（2001）．Analysisofovarian

geneexpressioninfo11icle－Stimulatinghormoneβknockoutmice．

Endocrinologyl142（7），2742・51．

15・Caillia，HL，Racine・WbisbuchMS，DelaageMA．（1973）．Adenosine3，，5，

CyC】ricmonophosphateassayatlO‾15molelevel．AnalBiochem，56（2），

394－406．

16・CastrillonDH，MiaoL，Ⅹ011iparaR，HornerJWDePinhoRA．（2003）．

Suppressionofovarianfo11icleactivationinmicebythetranscription

factorFoxo3a．Science．301（5630），215－8．

17・ChapmanSC，WbodrufETE・（2001）．Modulationofactivinsignal

transductionbyinhibinBandinhibin・bindingprotein（INhBP）．MoI

Endocrinol．15（4），668－79．

18・ChongH，PangasSA，BernardDJ，Ⅵ厄ngE，GitchJ，ChenW；I）raperLB，

CoxETtWbodrufETK・（2000）．structureandexpressionofamembrane

COmPOnentOftheinhibinreceptorsystem．Endocrinologyl141（7），2600－7．

19・CiemerychMA，KenneyAM，SicinskaE，KalaszczynSkaI，BronsonR℃

RowitchDH，GardnerH，SicinskiR（2002）．Developmentofmice

expressingasingleDrtypecyclin．GenesDev二16（24），3277－89．

20・CrisponiL，DeianaM，LoiA，ChiappeRUdaM，AmatiRBiscegliaL，
ZelanteL，NagarajaR，PorcuS，RistaldiMS，MarzellaR，RocchiM，

NicolinoM，Lienhardt－RoussieA，NivelonA，V6rloesA，SchlessingerD，

GaspariniRBonneauD，CaoA，PiliaG．（2001）iTheputativeforkhead

transcriptionfactorFOXL2ismutatedinblepharophimosis／如osis／

epicanthusinversussyndrome．NatGenet．27（2），159・66．

21・CrossDA，AlessiDR，CohenRAndjelkovichM，HemmingsBA．（1995）．

Inhibitionofglycogensynthasekinase－3byinsulinmediatedbyprotein

kinaseB．Nature．378（6559），785－9．

73

づ

】

「

【

1

l

Fl

l

】

【

l

l

I

l

【

l

：：



22. Datto MB, Frederick JP, Pan L, BortonAJ, Zhuang Y, Wang XF. (1999).

Targeted disruption of Smad3 reveais an essential roie in transforming

growth fhctor β-mediated signal transduction. MoI Cell Biol. 19 (4),

2495-504.

23. DeyA, Li W (2000). cell cycle･independent induction ofDl and D2 cyclin

expression, but not cyclin-Cdk complex formation or Rb phosphorylation,

by IFNy in macrophages. Biochim Biophys Acta. 1497 (1), 135-47.

24. Diehl JA, Zindy F, Sherr CJ. (1997). Inhibition ofcyclin DI

phosphorylation on threonine･286 prevents its rapid degradation via the

ubiquitin-proteasome pathway. Genes Dev. 11 (8), 957･72.

25. Diehl JA, Cheng M, Roussel MF, Sherr CJ. (1998). Glycogen synthase

kinase-3β regulates cyclin Dl proteolysis and subcellular localization.

Genes Dev. 12 (22), 3499･511.

26. Dierich A, Sairam MR, Monaco L, Fimia GM, Gansmuller A, LeMeur M,

Sassone-Corsi P. (1998). Impairing follicle-stimulating hormone (FSH)

signaling ln Vivo: targeted disruption of the FSH receptor leads to

aberrant gametogenesis and hormonal imbalance. Proc Natl Acad Sci U

SA. 95 (23), 13612-7.

27. Dong J, Albertini DF, Nishimori K, Kumar TR, Lu N, Matzuk MM.

(1996). Growth differentiation factor-9 is required during early ovarian

folliculogenesis. Nature. 383 (6600), 531-5.

28. DrummondAE, Le MT, Ethier JF, Dyson M, Findlay JK. (2002).

Expression and localization of activin receptors, Smads, and β glycan to

the postnatal rat ovary. Endocrinology. 143 (4), 1423-33.

29. Dube JL, Wang P, Elvin J, Lyons KM, CelesteAJ, Matzuk MM. (1998)｡

The bone morphogenetic protein 15 gene is X-1inked and expressed in

oocytes. MoI Endocrinol. 12 (12), 1809-17.

30･ Dudek H, Datta SR, Franke TF, Birnbaum MJ, Yao R, Cooper GM, Segal

RA, Kaplan DR, Greenberg ME. (1997). Regulation ofneuronal survival

by tbe serine･threonine protein kinase Akt. Science. 275 (5300), 661-5.

31･ Dupont S, KrustA, GansmullerA, DierichA, Chambon P, Mark M.

(2000)･ Effect of single and compoundknockouts of estrogen receptors α

(ERα) and β (ERβ) on mouse reproductive phenotypes. Development. 127

(19), 4277-91.

32. El-Hefnawy T, Zeleznik AJ. (2001). synergism between FSH and activin

in the regulation of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and cyclin

74



D2 expression in rat granulosa cells. Endocrinology. (2001). 142 (10),

4357-62.

33･ FainsodA, Deissler K, Yelin R, Marom K, Epstein M, Pillemer G,

Steinbeisser H, Blum M･ (1997)･ The dorsalizing and neural inducing

gene fTollistatin is an antagonist ofBMP-4. Mech Dev. 63 (1), 39-50.

34･ Farookhi R, Desjardins J. (1986). Luteinizing hormone receptor

induction in dispersed gran山osa cells requlreS eStrOgen. MoI Ce皿

Endocrinol. 47 (1･2), 13･24.

35･ Ferguson CA, Tucker AS, Christensen L, Lau AL, Matzuk MM, Sharpe

PT･ (1998)･ Activin is an essential early mesenchymal signalin tooth

development that is required for patterning of the murine dentition_

Genes Dev. 12 (16), 2636･49.

36･ Fero ML, Rivkin M, Tasch M, Porter P, Carow CE, Firpo E, Polyak K,

Tsai LH, Broudy V, Perlmutter RM, Kaushansky K, Roberts JM. (1996).

A syndrome of multiorgan hyperplasia with features of gigantism,

tumorigenesis, and female sterility in p27Kipl-de丘cientmice. Cell. 85 (5),

733-44.

37･ Findlay JK, DrummondAE, Dyson M, Bai11ie AJ, Robertson DM, Ethier

JF･ (2001)･ Production and actions of inhibin and activin during

folliculogenesis in the rat. MoI Cell Endocrinol. 180 (1-2), 139-44.

38･ Findlay JK, Drummond AE, Dyson ML, Baillie AJ, Robertson DM,

Ethier JF. (2002). Recruitment and development of the follicle,･ the r.1es

of the transforming growth factor-β superfamily.

MoI Ce止Endocrinol. 191 (1), 35-43.

39･ Ganoth D, Bornstein G, Ko TK, Larsen B, Tyers M, Pagano M, Hershko A.

(2001)･ The cell･cycle regulatory protein Cksl is required for

SCFSkp2-mediated ubiquitinylation ofp27. Nat Cell Biol. 3 (3), 321-4_

40･ Germain, D･, A･ Russell, A･ Thompson, and J. Hendley. (2000).

Ubiquitination of丘ee cyclin Dl is independent of pbospllOrylation on

threonine 286. J. Biol. Chem. 275 (16), 12074-12079.

41･ Gonzalez-Robayna IJ, Falender AE, Ochsner S, Firestone GL, Richards

JS･ (2000)･ Follicle-Stimulating hormone (FSH) stimulates

phosphorylation and activation ofprotein kinase B (PKB/Akt) and serum

and glucocorticoid-1nduced kinase (Sgk): evidence for A

kinase-independent signaling by FSH in granulosa cells. MoI Endocrinol.

14 (8), 1283･300.

75

∃

1

1

[

l

】

--

i

!

P

L

i

ﾄ

E

(

:

E

F

(

■

r

l

】

1

】

t

l

〕

:･

■

l

l

r

l

l

r

J

l

】

】

】
､

】

⊇

l

l

l

【

【

･:

】

弓

】

.!

.‡

J

i

u

iii

I

妻
∃

】



42．GougeonA．（1986）．Dynamicsoffo11iculargrowthinthehumah：amodel

frompreliminaryresults．HumReprod．1（2），81－7．

43・GuZ，NomuraM，SimpsonBB，LeiH，FeijenA，VandenE軸de血rvan

RaajJ，DonahoePK，LiE．（1998）．ThetypeIactivinreceptorActRIBis

requiredforeggcylinderorganizationandgastrulationintheh・ouse．

GenesDev二12（6），844－57．

44・GuoQ，KumarTR，Wbodruff℃HadsellLA，DeMayoFJ，MatzukMM．

（1998）・0verexpressionofmousefo11istatincausesreproductivedefectsin

transgenicmice．MoIEndocrinol．12（1），96－106．

45・Hara℃Kamura℃NakayamaK，OshikawaK，HatakeyamaS，

NakayamaK．（2001）．Degradationofp27ⅩiplattheGo－GltranSition

mediatedbyaSkp2－independentubiquitinationpathway．JBioIChem．

276（52），48937－43．

46・HarandiえnFIFarookhi’R．（1998）．Contact・dependentcellinterac毛ions

determinehormoneresponsivenessanddesensitizationinratgranulosa

Cells．Endocrinolo訂139（机1700－7．

47・HarrisSE，ChandAL，Ⅵ花nshipIM，GersakK，AittomakiK，ShellingAN．

（2002）．IdentificationofnovelmutationsinFOXL2associatedwith

PrematureOVarianfailure．MoIHumReprod．8（8），729－33．

48・HasegawaY；MiyamotoX，AbeY；NakamuraT：SuglnOH，EtoY；ShibaiH，

IgarashiM・（1988）・Inductionoffo11iclestimulatinghormonereceptorby

erythroiddi鮎rentiationfactoronratgranulosacell・BiochemBiophys

ResCommun．156（2），668・74．

49・HeyerJ，Escalante－AIcaldeD，LiaM，BoettingerE，EdelmannW；

StewartCL，鱒ucherlapatiR・（1999）・Postgastru1ationSmad2－de丘cient

embryosshowdefectsinembryoturningandanteriormorphogenesis．

ProcNatlAcadSciUSA．96（22），12595・600．

50・HunterT（1993）．Brakingthecycle．Cell．75（5），839－41．

51・IemuraS，％mamotoTS，恥kagiC，UchiyamaH，NatsumeT：Shimasaki

S，SuginoH，UenoN・（1998）・Directbindingoffo11istatintoacomplexof

bone－mOrPhogeneticproteinanditsreceptorinhibitsventraland

epidermalcellfatesinearlyXenopusembryo．ProcNatlAcadSciUSA．

95（16），9337－42。

52・Je飽eyPD，TbngL，PavletichNE（2000），Structuralbasisofinhibiti。n。f

CDK－CyClincomplexesbyINK4inhibitors．GenesDev二14（24），3115－25．

76



53．JirawatnotaiS，MoonsDS，StoccoCO，FranksR，HalesDB，GiboriG，

KiyokawaH．（2003）．Thecyclin・dependentkinaseinhibitorsp27Ⅸipland

P21CipIcooperatetorestrictproliferativelifespanindiffbrentiating

ovariance11s．JBioIChem．278（19），17021・7．

54．Keren－ThlI，DantesA，SprengelR，AmsterdamA．（1993）．Establishment

Ofsteroidogenicgranulosacelllinesexpresslngfo11iclestimulating

hormonereceptors．MoICellEndocrinol．95（1・2），Rl－10．

55∴KhamsiFIRobergeS，協vasY；LacannaIC，ZhuX，WbngJ．（2001）．

Recentdiscoveriesinphysiologyofinsulin－1ikegrowthfactor－1andits

interactionwithgonadotropinsinfo11iculogenesis．Endocrine．16（3），

151・65．

56．KiyokawaH，KinemanRD，ManovalbdorovaKO，SoaresVC，Ho臨nan

ES，OnoM，KhanamD，HaydayAC，FrohmanIJA，KoffA．（1996）．

Enhancedgrowthofmicelackingthecyclin・dependentkinaseinhibitor

functionofp27Ⅹipl．Cell．85（5），721－32．

57・Kumar．TR，WangY，LuN，MatzukMM・（1997）・Folliclestimulating

hormoneisrequiredforovarianfo11iclematurationbutnotmalefertility．

NatGenet15（2），201－4．

58．LaPoltPS，SotoD，SuJG，CampenCA，VaughanJ，ValeW；HsuehAJ．

（1989）．ActivinstimulationofinhibinsecretionandmessengerRNA

levelsinculturedgranulosace11s．MoIEndocrinol．3（10），1666－73．

59．IJauAL，KumarTR，NishimoriK，BonadioJ，MatzukMM．（2000）．

ActivinβCandβEgenesarenotessentialformouselivergrowth，

di飽rentiation，andregeneration．MoICe11Biol．20（16），6127－37．

60・LewisKA，GrayPC，BlountAL，MacConellLA，WiaterE，Bilezi垣ianLM，

ValeW二（2000）．Betaglycanbindsinhibinandcanmediatefunctional

antagonismofactivinsignalling．Nature．404（6776），411－4．

61・LiJ，KimJM，ListonIILiM，Miyazaki℃MackenzieAE，KornelukRG，

TsangBK・（1998）・Expressionofinhibitorofapoptosisproteins（IAPs）in

ra七granulosacellsdurlngOVarianfo11iculardevelopmentandatresia．

Endocrinologyl139（3），1321－8．

62．LiR，PhillipsDM，MatherJR（1995）．Activinpromotesovarianfo11icle

developmentinvitro．Endocrinologyl136（3），849－56．

63・LiR，PhillipsDM，MooreA，MatherJfl（1997）．Follicle－Stimulating

hormoneinducesterminaldiffbrentiationinapredi飽rentiatedrat

granulosacellline（ROG）．Endocrinology1138（7），2648－57．

77



64・LiangJ，ZubovitzJ，Petrocelli℃KotchetkovR，ConnorMK，HanK，Lee

JH，CiaralloS，CatzavelosC，BenistonR，FranssenE，SiingeriandJM．

（2002）・PKB仏ktphosphorylatesp27，impairsnuclearimportofp27and

OPPOSeSP27－mediatedGlarrest．NatMed．8（10），1153・60．

65・LiouYC，RyoA，HuangHK，LuPJ，BronsonR，F両imori耳Uchida℃

HunterTtLuKE（2002）．LossofPinlfunctioninthemousecauses

PhenotypesresemblingcyclinDl－nullphenotypes．ProcNatlAcadSciU

SA．99（3），1335・40．

66・LiuX，AndohK，AbeY；KobayashiJ，％madaK，MizunumaH，IbukiY二

（1999）・Acomparativestudyontransforminggrowth払ctorサandactivin

Aforpreantralfo11iclesfromadult，immature，and

diethylstilbestrol－Primedimmaturemice．Endocrinologyl140（6），2480－5．

67・IqdonJIIDeMayoFJ，FunkCR，ManiSK，HughesAR，MontgomeryCA

Jr，ShyamalaG，ConneelyOM，OTMalleyBW（1995）．Micelacking

PrOgeSterOnereCePtOreXhibitpleiotropicreproductiveabnormalities．

GenesDev二9（18），2266－7臥

68・MalekNRSundbergH，McGrewS，NakayamaK，KyriakidesTR，

RobertsJM，KyriakidisTR・（2001）・Amouseknock－inmodelexposes

Sequentialproteolyticpathwaysthatregulatep27KiplinGlandS

Phase・Nature・413（6853），323・7・Erratumin：Nature（2001）．413（6856），
652．

69・MatzukMM，KumarTR，VassalliA，BickenbachJR，RoopDR，Jaenisch

R，BradleyA・（1995）・Functionalanalysisofactivinsduringm－ammalian

development．Nature．374（6520），354－6．

70・MatzukMM，KumarTR，BradleyA・（1995b）．Diffbrentphenotypesfor

micedeficientineitheractivinsoractivinreceptortypeII．Nature．374

（6520），356－60．

71・MiroFこHillierSG・（1996）・Modulationofgranulosacelldeoxyribonucleic

acidsynthesisanddiffbrentiationbyactivin・Endocrinologyl137（2），

72・MizunumaH，LiuX，AndohK，AbeY；KobayashiJ，協madaK，YbkotaH，

IbukiY；HasegawaY二（1999）．Activinfromsecondaryfo11iclescauses

Smallpreantralfo11iclestoremaindormantattherestingstage．

Endocrinologyl140（1），37－42．

73・MongetftBondyC・（2000）・ImportanceoftheIGFsysteminearly

fo11iculogenesis・MoICellEndocrinol．163（1－2），89－93．

78



74．MoonsDS，JirawatnotaiS，TsutsuiTIFranksR，ParlowAEHalesDB，

GiboriG，FazleabasA℃KiyokawaH．（2002a）．Intactfo11icular

maturationanddefectivelutealfunctioninmicedeficientforcyclin・

dependentkinase－4．Endocrinologyl143（2），647－54．

75．MoonsDS，JirawatnotaiS，ParlowAEGiboriG，KinemanRD，Kiyokawa

H．（2002b）．Pituitaryhypoplasiaandlactotrophdysfunctioninmice

deficientforcyclin－dependentkinase－4．Endocrinologyl143（8），3001－8．

76．MoustakasA，SouchelnytskyiS，HeldinCH．（2001）．smadregulationin

TGF・βsignaltransduction．JCellSci．114（Pt24）：4359－69．

77．NakamuraM，Minegishi℃Hase嘗aWaY；NakamuraK，IgarashiS，ItoI，

ShinozakiH，MiyamotoK，EtoY；IbukiY（1993）．Ef鈷ctofanactivinAon

fo11icle－Stimulatinghormone（FSH）receptormessengerribonucleicacid

level＄and FSH receptor expressionsin cultured rat granulosa cells．

Endocrinology133（2），538－44．

78・NakamuraK，NakamuraM，IgarashiS，Miyamoto K，EtoY；IbukiY；

MinegishiT（1994）．E飴ct ofactivin onluteinizing hormone－human

ChorionicgonadotroplnreCePtOrmeSSengerribonucleicacidingranulosa

cells，Endocrinologyl134（6），2329－2335．

79・NakayamaK，IshidaN，ShiraneM，InomataA，Inoue℃ShishidoN，

HoriiI，LohDY；NakayamaK．（1996）．Micelackingp27Kpldisplay

increasedbodysize，multipleorganhyperplasia，retinaldysplasla，and

pituitarytumors．Cell．85（5），707－20．

80．Na．kayamaE，NagahamaH，MinamishimaYA，MatsumotoM，

NakamichiI，KitagawaK，ShiraneM，TsunematsuR，Tsukiyama℃

IshidaN，KitagawaM，NakayamaK，HatakeyamaS．（2000）．恥rgeted

disruptionofSkp2resultsinaccumulationofcyclinEandp27Eipl，

POlyploidyandcentrosomeoverduplication．EMBOJ．19（9），2069－81．

81・NishiY；％naseT：MuYObaK，IchinoI，SaitoM，NomuraM，MukasaC，

Okabe℃GotoK，TakayanagiR，KashimuraY；HajiM，NawataH．（2001）．

Establishmentandcharacterizationofasteroidogenichuman

granulosa－1iketumorcelllme，KGN，thatexpressesfunctional

fo11icle－Stimulatinghormonereceptor．Endocrinologyl142（1），437－45．

82・OhSRLiE．（1997）．ThesignalingpathwaymediatedbythetypeIIB

activinreceptorcontroIsaxialpatterningandlateralasymmetryinthe

mouse．GenesI）ev二11（14），1812－26．

79



83･ Opitz OG, Suliman Y, Hahn WC, Harada H, Blum HE, RustgiAK. (2001).

Cyclin Dl overexpression and p53 inactivation immortalize primary oral

keratinocytes by a telomerase-independent me血anism. J Clin lnvest.

108 (5), 725･32.

84･ Orly J, Sato G, Erickson GF･ (1980)･ Serum suppresses the expression of

hormonally induced functions in cultured granulosa cells. Cell. 20 (3),

817-27.

85･ Ortega S, Malumbres M, Barbacid M. (2002). cyclin I)-dependent

kinases, INK4 inhibitors and cancer･ Bio血im Biophys Acta. 1602 (1),
73-87.

86, Otsuka F, Yamamoto S, Erickson GF, Shimasaki S. (2001a). Bone

morphogenetic protein- 15 inhibits follicle-stimulating hormone (FSH)

action by suppressing FSH receptor expression. J BioI Chem. 276 (14),

11387-92.

87･ Otsuka F, Moore RK, Iemura S, Ueno N, Shimasaki S. (2001b).

Follistatin inhibits the function of the oocyte-derived factor BMPT 15｡

Biochem Biophys Res Commun. 289 (5), 961-6.

88･ Piontkewitz Y, Enerback S, Hedin L. (1996). Expression of CCAAT

enhancer binding protein-alpha (C侶BP alpha) in the rat ovary:

implications for follicular development and ovulation. Dev Biol. 179 (1),

288-96.

89･ Prueitt RL, ZinnAR･ (2001)･ Afork in the road to fertility. Nat Genet. 27

(2), 132-4.

90･ RaduA, Neubauer V, AkagiT, Hanafusa H, Georgescu MM. (2003).'

･･ PTEN Induces Cell Cycle Arrest by Decreaslng the Level and Nuclear

Localization of Cyclin Dl. MoI Cell Biol. 23 (17), 6139-6149.

91･ Rane SG, Dubus P, Mettus RV, Galbreath EJ, Boden G, Reddy EP,

Barbacid M･ (1999)･ Loss of Cdk4 expression causes ins山in-de丘cient

diabetes and Cdk4 activation results in β-islet cell hyperplasia. Nat

Genet 22 (1), 44-52.

92･ Reynisdottir I, Massague J･ (1997)･ The･ subcellular locations ofp15Ink4b

and p27Kipl coordinate their inhibitory interactions withcdk4 and cdk2.

Genes Dev. 11 (4), 492-503.

93･ Richards JS･ (1994)･ Hormonal control of gene expression in the ovary.

Endocr Rev. 15 (6), 725-51.

80



94. Richards JS, Sharma SC, FalenderAE, Lo YH. (2002). Expression of

FKHR, FKHRLl, andAFX genes in the rodent ovary: evidence丑)r

regⅦ1ation by IGF･Ⅰ, estrogen, and the gonadotroplnS. MoI Endocrinol. 16

(3), 580-99.

95. Robker RL, Richards JS. (1998a). Hormone-induced proliferation and

difEerentiation of granulosa cells: a coordinated balance of the cell cycle

regⅦ1ators cyclin D2 and p27Kipl. MoI Endocrinol. 12 (7), 924-40.

96. Robker RL, Richards JS. (1998b). Hormonal control oftbe cell cycle in

ovarian cells: proliferation versus differentiation. BioI Reprod. 59 (3),

476-82.

97. Rob JS, Bondestam J, Mazerbourg S, Kaivo･Oja N, Groome N, Ritvos O,

Hsueh AJ. (2003). Growth differentiation免.ctor-9 stimulates inhibin

production and activates smad2 in cultured rat granulosa cells.

Endocrinology. 144 (1), 172-8.

98. Rossig L, JadidiAS, Urbich C, BadorffC, ZeiherAM, Dimmeler S. (2001).

Akt-dependent phosphorylation of p21Cipl regulates PCNA binding and

proliiTeration ofendothelial cells. MoI Cen Biol. 21 (16), 5644-57.

99. Russo AA, Tong L, Lee JO, Jeffrey PD, Pavletich NP. (1998), Structural

basis丘)r inhibition of the cyclin-dependent kinase Cdk6 by the tumo11r

suppres?or p16INⅨ4a. Nature. 395(6699) :237･43.

100･ Seger R, Hanoch T, Rosenberg R, DantesA, Merz WE, Strauss JF 3rd,

Amsterdam A. (2001). The ERK signaling cascade inhibits

gonadotropin-stimulated steroidogenesis. J BioI Chem. 276 (17),

13957-64.

101･ Schreiber E, Matthias P, Muller MM, Schaffner W. (1989)_ Rapid

detection of octamer binding proteins with `mini･extracts,'prepared from

a sman number ofcells. Nucleic Acids Res. 17 (15), 6419.

102･ Schrewe H, Gendron-Maguire M, Harbison ML, Gridley T. (1994).

Mice homozygous for a null mutation of activin βB are viable andfertile｡

Mech Dev. 47 (1), 43-51.

103∴ Scott MT, Morrice N, Ball KL. -(2000). Reversible phosphorylation at

the C･terminal regulatory domain of p2 1Waf1/Cipl modulates proliferating

cell nuclear antigen binding. J BioI Chem. 275 (15), 11529･37.

104･ Sherr CJ･ (1994)･ GI phase progression: cycling on cue. Cell. 79 (4),

551-5.

81



105・SherrCJ，RobertsJM・（1999）・CI）Kinhibitors：positiveand・negative

regulatorsofGl－Phaseprogression．GenesDev二13（12），i501－12．

106・ShimasakiS，ZachowRJ，LiD，KimH，IemuraS，UenoN，Simpath

K，ChangRJ，EricksonGR（1999）・Afunctionalbonemorphog占netic

PrOteinsystemintheovary・ProcNatlAcadSciUSA．96（13）；7282－7．

107・ShimonakaM，InouyeS，ShimasakiS，LingN．（1991）．Follistatin

bindstobothactivinandinhibinthroughthecommonsubunit．

Endocrinolo訂128（6），3313－5．

108・ShinI，協kesFM，RqjoEShinNYBakinAV；BaselgaJ，ArteagaCL．

（2002）・PKB仏ktmediatescell－CyCleprogressionbyphosphorylationof

P27Kiplatthreonine157andmodulationofitscellularlocalization．Nat

Med．8（10），1145－52．

109・ShintaniY；DysonM，DrummondAE，FindlayJK．（1997）．・・Regulation

Offo11istatinproductionbyratgranulosa6ellsinvitro・Endocrihology．
138（6），2544－51．

110・SicinskiRDonaherJL，GengY；ParkerSB，GardnerH，ParkMY：

RobkerRL，RichardsJS，McGinnisLK，BiggersJD，EppigJJ，Bronson

R℃ElledgeSJ，WbinbergRA・（1996）・CyclinD2isanFS＝－reSPOnSive

geneinvoIvedingonadalcellproliferationandoncogenesis．Nature．384

（6608），470－4．

111・SirardC，delaPompaJL，EliaA，ItieA，MirtsosC，CheungA，Hahn

S，Ⅵ屯kehamA，SchwartzL，KernSE，RossantJ，MakTW（1998）．The

tumorsuppressorgeneSmad4／Dpc4isrequiredforgastrulationand

laterforanteriordevelopmentofthemouseembryo・GenesDevl12（1），

112・TajimaK，HosokawaK，YbshidaY；DantesA，SassonR，KotsujiE

AmsterdamA・（2002）・EstablishmentofFSH－reSPOnSivecelllinegby

transfectionofpre－0Vulatoryhumangranulosacellswithmutatedp53

b53valI3a）and励772SgeneS．Mol．Hum．Reprod．8（1），48・57．

113・TayaY二（1997）・RBkinasesandRB－bindingproteins：newpointsof

View・TrendsBiochemSci．22（1），14・7．

114・TbmicD，BrodieSG，DengC，HickeyRJ，BabusJK，MalkasLH，

FlawsJA・（2002）・Smad3mayregulatefolliculargrowthinthemouse

OVary・BioIReprod．66（4），917・23．

115・TongW，KiyokawaH，SoosTJ，ParkMS，SoaresVC，ManovaX，

PollardJW，KofEA・（1998）・Theabsenceofp27Kipl，aninhibit。r。fGl

82



cyclin・dependentkinases，unCOuPlesdiffbrentiationandgrowtharrest

duringthegranulosa－＞1utealtransition．CellGrowthDi鮎r．9（9），

787－94．

116．　Tsutsui℃HesabiB，MoonsDS，PandoIAPIIHanselKS，KoffA，

KiyokawaH．（1999）．TargeteddisruptionofCDK4delayscellcycleentry

withenhancedp27EiplactivitylMoICellBiol．（10），7011T9．

117．Ⅴ左divelooPK，Ⅵ血oG，RoystonA軋NovakU，HamiltonJA．（1998）．

Proliferation－independentinductionofmacrophagecyclmD2，and

repressionofcyclinDl，bylipopolysaccharide．JBioIChem．273（36），

23104－9．

118．　VallanCeSJ，LeeHM，RousselMRShurtlefESA，KatoJYStromDK，

SherrCJ．（1994）．MonoclonalantibodiestomammalianD・tyPeGI

wclhs．Hybddoma．13（1），37－44．

119．　VanhaesebroeckB，LeeversSJ，PanayotouG，Whter丘eldMD．（1997）．

Phosphoinositide3－kinases：aconservedfami1yofsignaltransducers．

TrendsBiochemSci．22（7），267－72．

120．　Vassal1iA，MatzukMM，GardnerHA，LeeK耳JaenischR．（1994）．

Activin／inhibinβBsubunitgenedisruPtionleadstodefectsineyelid

developmentandfemalereproduction．GenesDev二8（4），414－27．

121．　VigliettoG，MottiML，BmiEMeh1loRM，DAlessioA，CalifanoD，
ⅥnciEChiappettaG，TsichhsftBellacosaA，FuscoA，SantOrOM．（2002）．

CytoplasmicrelocahzationandinhibitionofthecycliⅣdependentkinase

inhibitorp27EiplbyPKB／Akt－mediatedphosphorylationinbreastcancer．

NatMed．8（10），1136－44．

122．ⅥttUA，HayashiM，KleinC，HsuehAJ．（2000）．Growth　＝

di飽rentiationfactor－9stimulatesproliferationbutsuppressesthe

fo1五cle－Stimulatinghormone・induceddiffbrentiationofcultured

granulosacellsfromsmallantralandpreovulatoryratfouicles．BioI

Reprod．62（2），370－7．

123．VittUA，MazerbourgS，KleinC，HsuehAJ．（2002）．Bone

morphogeneticproteinreceptortypeIIisareceptorforgrowth

di鮎rentiationfactor－9．BioIReprod．67（2），473－80．

124．　W五ngH，IakovaRWildeM，WblmA，Goode℃RoeslerWJ，

ThchenkoNA．（2001）．CrEBPαarreStSCellproliferationthroughdirect

inhibitionofCdk2andCdk4．MoICe11．8（4），817－28．

83



125・WAngL，ZhuY；SharmaK（1998）・Transforminggrowthfactor・β1

StimulatesproteinkinaseAinmesangiaiceiis．JBioIChem．273（14），
8522・7．

126・Ⅵ払ngY；ChanS，TsangBK・（2002）・Involvementofinhibitorynuclear

factor－kB（NFKB）－independentNFKBactivationinthegonadotfOPic

regulationofX・linkedinhibitorofapoptosisexpressiondurlngOVarian

fo11iculardevelopmentinvitro・Endocrinologyl143（7），2732－40．

127・WbodrufETK，ⅩrummenL，McCrayG，MatherJR（1993）．Insitu

ligandbindingofrecombinanthuman［125Ⅰ】activin－Aandrecombinant

human［125Ⅰ］inhibin－AtotheadultratovarylEndocrinologyl133（6），

2998－3006．

128・ⅩuJ，OakleyJ，McGeeEA・（2002）．stage・SPeCificexpressionof

Smad2andSmad3duringfo1liculogenesis．BioIReprod．66（6），1571－8．

129・協mashitaH，tenD埴eIミHuylebroeckD，SampathTK，AndriesM，

SmithJC，HeldinCH，MiyazonoK・（1995）．osteogenicprotein・1bindst。

activintypeII－receptorsandinducescertainactivin－1ikee脆cts．JCell

Biol．130（1），217－26．

130・協ngX，LiC，ⅩuX，DengC・（1998）．Thetumors叩PreSSOr

SMAD4／DPC4isessentialforepiblastproliferationandmesoderm

inductioninmice・ProcNatlAcadSciUSA．95（7），3667－72．

131・協ngX，LetterioJJ，LechleiderRJ，ChenL，HaymanR，GuH，

RobertsAB，DengC・（1999）．TargeteddisruptionofSMAD3resultsin

impairedmucosalimmunityanddiminishedTcellresponsivenessto

TGF甘EMBOJ．18（5），1280－91．

132・協zawa℃MizutaniTt協madaK，KawataH，SekiguchiT：YbshinoM，

KajitaniTtShouZ，MiyamotoK（2003）Involvementofcyclicadenosine

5T－mOnOPhosphateresponseelement－bindingprotein，SterOidogenic鈷．ctor

l，andDax・1intheregulationofgonadotropln－inducibleovarian

transcription勉・CtOrlgeneexpressionbyfo11icle－Stimulatinghormonein

OVariangranulosacells・Endocrinologyl144（5），1920・30．

133・Ybgo－K，Ogawa℃AkiyamaM，IshidaN，恥keyaTl（2002）．

Identificationandfunctionalanalysisofnovelphosphorylationsitesin

Cx43inratprimarygranulosacells．FEBSLett．531（2），132－6．

134・ZhangQ，WangX，WblgemuthDJ・（1999）・Developmentallyregulated

expressionofcyclinD3anditspotentialinvivointeractingproteins

duringmurinegametogenesis．Endocrinology．140（6），2790－800．

84



135．ZhouBRLiaoY；XiaW；SpolmB，LeeMH，HungMC．（2001）．

Cytoplasmiclocalizationofp21Cipl／WlbyAkt－inducedphosphorylation

inHER・2／neu－OVereXPreSSingcells．NatCellBiol．3（3），245－52．

136．　ZhuY；RichardsonJA，ParadaLFIGraffJM．（1998）．smad3mutant

micedevelopmetastaticcolorectalcancer．Cel194（6），703－14．

85


