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　本報告書は平成2，3年度の2ヶ年にわたる科学研究費補助

金〈一一般研究C＞『家禽卵胞の穎粒膜細胞と卵胞膜細胞の機能

分化に関する研究sの研究成果をまとめたものである。

　本研究では、家禽卵胞の穎粒膜細胞と卵胞膜細胞の機能分化

について、特に卵胞成熟にともなうステロイド産生能の変化に

焦点をあてた。また卵子成熟に対する役割を明ちかにするため、

卵成熟促進因子（MPF）についても解析を加えた。　MPFは

ひろく細胞分裂の制御に対して重要な役割を担う因子として注

目を集めているeそこでMPFを比較内分泌学的に明らかにす

るために、マウス卵子のMPFについても検討を加えた。

　家禽の産卵現象は複雑であるが、本研究では穎粒膜細胞と卵

胞膜細胞、および卵子の相互関係を分子レベルで解明すること

によって少しでも理解を深めようと努力した。本報告書が、産

卵生理学を研究するものにとって参考になれば幸いである。
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緒　　論

　産卵性を向上させるように高度に家畜化された鳥類の卵巣には、さまざまな大

きさの卵胞が無数に存在している。そのうちの小さな白色卵胞のいくっかは、血

中かちビテロゲニンを取り込みはじめ、黄色卵胞となって排卵にいたる。この過

程は卵胞の成熟と呼ぱれている、卵胞の構造をみると、中心には卵子があり、こ

れを卵胞膜と頼粒膜の2層の細胞性の膜が取り囲んでいる。卵胞の成熟過程には

これらの細胞の機能的変化が重要な役割を果たしているが、そのメカニズムにつ

いてはまだ不明な点が多い（Johnson，1983）。

　卵胞の成熟の最終的段階である排卵の数時間前から、卵子の成熟が始まる。艀

卵中のウズラやニワトリの卵原細胞は、体細胞分裂によって増殖しているが、艀

卵10日目頃に増殖を停止し、減数分裂の過程に入り、一次卵母細胞と呼ばれる

ようになる。そして第一減数分裂前期の細糸期、合糸期、太糸期を経て、艀化時

には複糸期に到達している。卵子の減数分裂はここで一旦中断し、次に移動期を

経て第一減数分裂中期に移行するのは排卵の数時間前である。この時期には卵子

の核膜の消失、すなわち卵核胞崩壊（GVBD＞が観察される。その後第一極体

を放出して第二減数分裂中期まで進行し、成熟卵となって排卵される。卵子成熟

と呼ばれている現象は、卵核胞の崩壊かち第二減数分裂中期の過程をさしている。

この過程についても卵胞膜や穎粒膜の細胞の機能的変化が重要な役割を果たして

いるが、卵胞の成熟と同様、その詳細についてはまだ不明な点が数多くある（

◎lsen　and　Fraps，　195◎；　Cftllebaut，　1973）。

　卵胞の成熟および卵子の成熟過程で、形態的にも機能的にも大きな変化がみち

れるのは頼粒膜細胞である。この細胞にはコレステロール側鎖切断酵素や△5－3

β　一・ステロイド水酸基・脱水素酵素が存在し、下垂体前葉から放出される黄体形成

ホルモン（LH）の刺激によってプロゲステロンを合成分泌する（M◎ri，1986）。

この反応は卵胞の成熟とともに増加し、卵核胞崩壊の時期に最大となっているく

Mori　and　Kant◎u，1987）。一方、卵胞の成熟にしたがって頼粒膜細胞の細胞数は

増加するが、全細胞に対する分裂中の細胞の割合を測定すると、卵胞の成熟とと

もに減少しているので、増殖速度は次第に遅くなると考えちれているくMarrone

and　Crissmaft，1988）。また穎粒膜細胞は囲卵膜を通して卵子と接触しているが、

特に胚盤に接した細胞の分裂頻度が高く、ここが穎粒膜細胞の増殖の中心と考え

ちれている（Perry　et　al．，1978）e－一方、プロゲステロンの合成分泌は胚盤に
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接した穎粒膜細胞では低いことが観察されており（Marrone　et　al．，199⑪〉、細

胞の増殖とプロゲステロン産生は反比例すると思われる。

　そこで著者は、穎粒膜細胞の増殖とプロゲステロンの合成分泌に焦点をあて、

卵胞の成熟に伴う変化の要因を探ることにした。このためにウズラの頼粒膜細胞

の単層培養を無血清培養液を用いて試み、培養中に起こる変化を経時的に観察し

た。

材　料　及び　方　法

　毎日定期的に産卵時刻を観察し、2週間以上一定時刻に産卵を繰り返し、クラ

ッチパターンのはっきりしている日本ウズラを実験動物として用いた。排卵予定

時刻の8～10時間前、すなわち内因性のLHサージの起こる前にウズラを断頭屠

殺し、体表面を1％フェノール溶液でよく洗浄した後に滅菌した解剖用具で開腹

し、最大卵胞と第2卵胞を採取した。生理食塩水中で卵黄と卵胞膜から穎粒膜を

分離し、ハンクス平衡塩溶液に溶解した500単位／mlのコラゲナーゼ溶液中で

37℃で10分間インキュベーションして穎粒膜細胞を単離した。この間3分毎

に合計3回激しく撹拝した。この操作終了後にカルシウムとマグネシウムを含ん

でいないハンクス平衡塩溶液を2阻1加え、86xgで3分間遠心して細胞を沈澱さ

せ、沈澱を5％牛血清アルブミン3滴に懸濁し、さらにホルモンを含んでいない基

礎培養液を2ml加えて遠心した。この操作をもう一度繰り返すことによって細胞

を洗浄し、得ちれた細胞の沈澱は、最大卵胞の場合には基礎培養液1副に、第2

卵胞の場合には0．5mlに懸濁した。この懸濁液をトリパンブルー溶液で2倍に

希釈して染色細胞と非染色細胞を計数し、1　m1あたり10x105個の生存細胞が

含まれるように調製した。

　培養は1ウェルあたり2μ9の牛血漿由来フィプロネクチンで表面処理を施した

24穴のマルチウェルプレートを用い、1ウェルの生存細胞が1x105個になる

ように細胞を加え、培養液は全体で0．8mlとした。このようにすると細胞密度

は5x104cell／cm2となる。

　基礎培養液としてはマッコイ5aとハムF12の等量混合液に、グルタミン、

HEPES、牛血清アルブミン、および抗生物質としてストレプトマイシン、ペ

ニシリンを添加し、重炭酸ナトリウムでpHを7．4に調製したものを使用した。
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すべての細胞は培養開始後6時間まではこの基礎培養液を用いて細胞を接着させた。

　細胞に対する影響を調べる培養液は6時間後の最初の培養液の交換から使用し

た。無血清培養液としては、基礎培養液にインスリン、トランスフェリン、コル

チコステロンを添加したもので、コルチコステロンの溶媒として使用したエタノ

…一・・L汲ﾌ最終濃度は0．05％以下となるよう調製した。牛胎児血清や合成血清（ダ

イゴGF21，日本製薬）を用いる場合には、これちを基礎培養液に添加した。第

2回目の培養液の交換は培養開始後24時間におこない、以降は原則として2日

間隔でおこなった。

　LHに対する反応性を調べるにあたっては、それまでの培養液を除去した後に、

HEPES、グルコk・・…一・スおよび牛血清アルブミンを含むクレブスリンガー溶液中

で細胞を3時間インキュベーションし、つぎに上記の溶液に100ng／mlの羊L

Hを添加して同じく3時間インキュベーションしたeそれぞれの溶液中に放出さ

れたプロゲステロン量をラジオイムノアッセイ法で測定し、前者をプロゲステロ

ンの基礎放出量、後者をLHの刺激による放出量とした。

　培養終了後の細胞数の測定は、EGTAとトリプシンの溶液でウェルを10～

20分間インキュベーションすることによって細胞を剥離することによっておこ

なった。またDNAの定量は、細胞をエタノールで固定した後、風乾し、サケ精

巣DNAを標準品として3，5一ジアミノ安息香酸法によりおこなった。

結　　果

培養申の頼粒膜細胞が分泌するプロゲステロン量の経時的変化

　穎粒膜細胞を無血清培養液中で培養し、一定時間毎に回収した培養液に含まれ

るプロゲステロン量の変化を測定した。1ウェルあたり2x105の穎粒膜細胞を

0．8mlの無血清培養液中で、39℃に設定した炭酸ガス培養装置（気相15％

炭酸ガスー95％空気〉内で培養したところ、最大卵胞の穎粒膜細胞では、8ぺ

…一・・一 W上図のように培養0～24時間の培養液中のプロゲステロン量がもっとも多

く、ついで培養24～48時間であった。培養48～72時間ではきわめて少量

になっている。培養開始かち48時間まで培養液を交換せずに続けて培養した場

合、もし培養液中に分泌されたプmゲステロンがそのまま蓄積されているのであ
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れば、培養0～48時間の培養液中のプロゲステロン量は0～24時間と24～

48時間のプロゲステロン量の合計量になるはずである。しかし培養0～48時

間の培養液中のプロゲステロン量は非常に低い値となっていた。培養0～72時

間のプロゲステロン量についても同様で、いったん培養液中に放出されたプロゲ

ステロンが他のものに代謝されている可能性を示唆する結果となった。

　第2卵胞の穎粒膜細胞の培養液中のプロゲステロン含量の経時的変化も調べた

が、8ページ下図のように、最大卵胞の穎粒膜細胞の場合と比較すると、量的に

は少ないが同じ様な傾向であった。

LHの刺激によって分泌されるプロゲステロン量の経時的変化

　上記の培養条件と同様の条件下で、最大卵胞と第2卵胞の穎粒膜細胞がLHの

刺激によってどれくらいプロゲステロンを分泌するかを培養時間を追って調べた。

最大卵胞の頼粒膜細胞では、9ページ上図のように培養開始後6時間では105細

胞あたり約100ngのプロゲステロンを分泌し、培養開始後24時聞でも少しは

減少するもののほぼ同様であった。これらの値は培養前の穎粒膜細胞とほぼ匹敵

する値であり、LHに対する反応性が充分にあることがわかる。ところが培養開

始48時間以降ではこのようなLHに対する反応性は認められなくなった。

　第2卵胞の頼粒膜細胞の場合にも同様で9ページ下図のように、培養6時間後

や24時間後には有意に認められた反応性は、培養開始48時間以降ではほとん

ど検出できなくなってしまったe

培養中のプロゲステロンの代謝

　前の実験結果かち、この培養条件では24時間までしかLHに対する反応性を

維持できないことが明ちかになった。また一旦培養液中に分泌されたプロゲステ

ロンが培養中に他の物質に代謝されてしまう可能性も示唆された。そこで放射性

炭素で標識したプロゲステロンをトレ・・一・一サーとして培養液に添加し、プロゲステ

ロンの代謝を経時的に調べたe培養液に放射性プロゲステロンを添加した以外は

前の実験とほぼ同じ培養条件で穎粒膜細胞を培養した。培養終了後、塩化メチレ

ンでステロイドを培養液かち抽出し、薄層クmマトグラフィーで代謝物を分離し、

オートラジオグラフィーによって放射性代謝物の位置を検出したeその結果、最

大卵胞の穎粒膜細胞も、第2卵胞の穎粒膜細胞も、量的な違いはあるがプロゲス
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テロンを2種類の代謝物に代謝することがわかった。10ページ上左図は最大卵

胞の願粒膜細胞の0～24時間、24～48時間、48～72時間のそれぞれに

加えた放射性プロゲステロンの代謝パターンを、オートラジオグラムをデンシト

メー一タで読み取ることによって表したものである。Pとあるのが基質として加え

たプロゲステロンの位置で、同じ24時間でも培養時間が長いほど代謝され易く

なることがわかる。代謝物のひとつ（Pの右のピーク）は薄層クロマトグラム上

でプロゲステロンよりも早い移動度を示し、クロム酸では酸化されないこと、ま

たアセチル化も受けないことから、水酸基を持っていないことがわかった。薄層

クロマトグラム上での移動度をさまざまな標準品と比較した結果、この代謝物は

プロゲステロンのA環の2重結合が還元された5．　β一一プレグナンー3，20一ダイオ

ンであると推定したe他のひとつの代謝物（Pの左のピーク）はクロム酸によっ

て5β一プレグナンー3，20一ダイオンに酸化されたので、ステロイド骨格の3ま

たは20、またはその両方の位置に水酸基が導入されたと考えちれ、さまざまな

標準品との薄層クロマトグラム上での移動度の比較から、この代謝物は3α一ハイ

ドロキシー－5β一プレグナンー20一オンであると推定した。最終的な同定はこれち

の放射性代謝物を標準品と混合し、いろいろな組合せの溶媒系を使って結晶化を

繰り返し、得ちれた結晶の放射比活性が変化しないことによって確認した。10

ページ下表にその結果を示した。

　この2種類の代謝物の構造かち、培養中の穎粒膜細胞では、プロゲステロンは

5β一一水素添加酵素の作用を受けて5β一一プレグナンー3，20一ダイオンになり、

次に3α一ステロイド水酸基・脱水素酵素の働きで3α一ハイドロキシー5β一プレ

グナンー20一オンに代謝されると考えられる（10ページ上右図）。そこで5β

一水素添加酵素の活性をこの2種類の代謝物の量かち求めたところ、11ページ上

図のように培養6時間後の細胞ではこの酵素の活性は弱いが、培養時間とともに

活性が上昇することがわかった。

穎粒膜細胞のプロゲステロン産生に対する抗酸化剤の効果

　培養申の頼粒膜細胞ではプロゲステロンが5β一水素添加酵素の作用を受けて他

の物質に代謝されることがわかったので、培養中の細胞に対する抗酸化剤の影響

を調べた。

　培養6～72時間までさまざまな濃度の抗酸化剤を添加して培養をおこない、
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72時間後にLHに対する細胞の反応性を調べたのが11～12ぺv・一ジの図であ

る。ジフェニールフェニレンジアミン（11ページ下図〉、亜セレン酸ナトリウ

ム（12ページ上図〉の両者は添加量に呼応してLHに対する反応性は増加する

が、最大量加えてもプロゲステロンの産生量は培養6時間目の値の十分の一以下

であった。α一一トコフェロールおよびアスコルビン酸についても同様の実験をおこ

なったが、添加の効果はほとんど認めちれなかった。一方、ジメチルスルフォキ

シドについては、12ページ下図のように、25醐までは添加の効果は小さかっ

たが、100蜥添加することによって6時間目の反応と同程度の反応性が認めら

れた。

培養申の穎粒膜細胞の5β一水素添加酵素に対する抗酸化剤の効果

　頼粒膜細胞に対する抗酸化剤の効果を詳しく調べるために、培養6～72時間

までジフェニールフェニレンジアミン（DPPD＞またはジメチルスルフォキシ

ド（DMSO＞を添加した培養液で頼粒膜細胞を培養し、72時間目かち放射性

プロゲステロンを加えて3時間インキュベー．一“ションした。放射性ステロイドを塩

化メチレンで抽出し、代謝物を薄層クpマトグラフィーで分離し、5β一一プレグナ

ンー3，20一ダイオンと3α一ハイドロキシー－5β一プレグナンー20一オンの放射活

性から5β一水素添加酵素の活性を測定したところ、最大卵胞も第2卵胞も、どち

ちの穎粒膜細胞も何もいれないコントロールに比べてジメチルスルフtキシドを

添加するとこの酵素活性は低い値に抑えちれていた〈13ページ上図〉。

FSHによる穎粒膜細胞の反応性の出現

　最大卵胞および第2卵胞かち得た穎粒膜細胞を、ジフェニN－．b一ルフェニレンジア

ミンまたはジメチルスルフォキシドの存在下でFSHを添加した培養液で培養し、

72時間後のLHに対する反応性を調べた。最大卵胞の願粒膜細胞では、14ペ

ーe－一 W上図のように、培養することによっておこる反応性の低下はジメチルスルフ

ォキシドの存在で抑えることができる。ただしこの場合にはFSHの効果はみら

れなかった。一方、第2卵胞の穎粒膜細胞はジメチルスルフォキシドを含んだ培

養液で培養すると、FSHによってLHに対する反応性の増加を観察することが

でき〈14ページ下図〉、最大卵胞の穎粒膜細胞と同じようにプロゲステロンを

分泌できるようになった。
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考　　察

　本報告では、ウズラの穎粒膜細胞を無血清培養液を用いて、5％炭酸ガスを含

む空気中で培養した。最大卵胞の頼粒膜細胞は、培養開始時にはLHに反応して

プロゲステロンを分泌するが、この条件下で培養すると48時間以内にその反応

性が消失することを観察し、その原因のひとつとして5β一水素添加酵素の活性の

上昇を認めた。Schwar　tz　et　al．（1989＞はニワトリの穎粒膜細胞を10％牛胎児

血清を含むM199培養液で培養し、培養42時間まではLHに対する反応性が

残っているが、65時間以上培養すると反応性が失われること報告しているCsさ

らにZobell　and　Hertelendy（1986）も、ニワトリの穎粒膜細胞を長期間培養する

とプロゲステロンを代謝する酵素の活性が上昇することを認めているが、代謝物

の同定には至っていない。代謝物を同定し、酵素活性の変動を調べたのは本報告

が初めてである。また本報告では、培養液に抗酸化剤を添加することによってこ

の酵素の活性上昇を抑え、LHに対する反応性の低下を防ぐことができることを

示したeこれは細胞培養で一一般に用いちれている気相が、穎粒膜細胞にとっては

酸素分圧が高すぎる条件であることを示唆している。動脈血中の酸素分圧は10

0　mmHg前後であり、また細胞内ではその5分の1程度になること、さちに鳥類の

頼粒膜細胞は血管分布に乏しいこと、等を考え合わせると、生体内で細胞が置か

れていた状態を再現するためには酸素分圧を低く抑えるべきであろう。この点に

ついては研究を継続中であり、特に酸素分圧を低くした培養条件、すなわち5％

炭酸ガスと5％酸素を含んだ窒素ガス中での反応性の変化に焦点を当て、5β一水

素添加酵素の活性の変動とともに今後検討を加える予定である。

　Chotesaagasa　et　al．（1賠8）はニワトリの最大卵胞の穎粒膜細胞を本報告と同

じ培養液で4日間培養し、LHに対するプロゲステロン産生の反応を調べている

が、ノルエピネフリンで2日間培養することによってLHに対する反応が高くな

ることを観察しており、最大卵胞の穎粒膜細胞でプロゲステロン産生が高くなる

のはノルエピネフリンが関与していると考察している。またTHly　etal．（1991

）は、小卵胞から得た穎粒膜細胞をFSHと短時間インキュベートすることによ

って、LHに反応してプロゲステロンを分泌できるようになることを示した。本

報告でも第2卵胞の頼粒膜細胞がFSHによって最大卵胞の穎粒膜細胞のように

分化することを認めたが、これがその他の小さな卵胞かち得た願粒膜細胞でもお

こることか否かに関してはまだ明らかではない。Tillyetal．（1991＞が示した
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ように、本当に小卵胞の穎粒膜細胞でもFSHによってコレステn一ル側鎖切断

酵素の誘導が起こるのなちば、なぜ生体内では卵胞が充分成熟し、排卵が近くな

るまでコレステw一ル側鎖切断酵素の誘導が起こらないのかという大きな疑問が

生じてくる。卵巣の中にあるさまざまな成熟段階の卵胞は毎日一定の時刻にFS

Hの刺激を受けているはずである。同じ論文の申でかれらは、蛋白キナAv・・…ゼCを

活性化するような物質が存在するとFSHの効果がなくなることを指摘している

が、この点を考慮すると、小卵胞の穎粒膜細胞では、FSHによるコレステロー

ル側鎖切断酵素の誘導が蛋白キナーゼCを活性化するような物質によって抑制的

に支配されていると思われる。

　成熟途中の卵胞では頼粒膜細胞の増殖が盛んであるが、Yoshimura　and　Tanura

（1988＞は第2卵胞の穎粒膜細胞を10％子牛血清を含むイーグルMEM培養液で

7日間培養し、FSH、　LH、および上皮成長因子によって細胞の増殖が盛んに

なることを報告している。上皮成長因子がニワトリの穎粒膜細胞のプロゲステロ

ン産生を抑制すること（Pulley　ey　a1．，1986＞と考え合わせると、蛋白キナーゼC

を活性化することによって細胞の分化を抑えながち増殖を刺激する物質として上

皮成長因子をあげることができるであろう。この点について今後検討する予定で

ある。またインターロイキンー1は豚の穎粒膜細胞の増殖を刺激し、プロゲステロ

ン産生を抑制するので（Fukuoka　et　a1．，1989）、この因子の効果についてもウズ

ラの穎粒膜細胞で検討する必要があると思われる、
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