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第 1 章 序論 

 

日本における不妊治療を受ける患者は年々増加しており、体外受精により出

産に至った児は年間 3 万人を超える (日本産科婦人科学会平成 25 年度倫理委

員会・登録・調査小委員会報告、2014)。しかしながら、体外受精による妊娠お

よび出産率の向上は頭打ちとなっており、着床および妊娠維持機構の解明は早

急に解決すべき課題である。 

ヒトを含む多くの哺乳動物において、排卵後に形成される黄体は妊娠の成立

と維持に必須のプロジェステロン (P4) を分泌する一過性の内分泌器官である 

(Schams と Berisha、2004)。黄体は P4 に加え、アンドロジェンやエストラジオ

ール (E2) を多く分泌し、黄体期の主なステロイドホルモン産生源である。また、

妊娠が成立しなかった場合、次周期の卵胞発育を再開するために、黄体はすみ

やかに退行しなければならない (Niswendert ら、2000)。以上のように黄体の形

成、発育、退行および黄体維持機構は妊娠の成立と維持に深く関与しており、

その制御機構の解明はヒトの生殖医療技術向上に繋がることが期待される。 

 

1-1. 卵胞の黄体化 

顆粒層細胞および卵胞内膜細胞の黄体化は視床下部由来の黄体化形成ホルモ

ン (LH) により引き起こされる (Duncan ら、2009)。LH が LH レセプター 

(LHr) に結合することにより adenylate cyclase および phospholipase C が刺激

される。この adenylate cyclase の活性化により protein kinase A の活性化が引き

起こされ、phospholipase C の活性化により、inositol trisphosphatediacylglycerol 

(IP3) および diacylglycerol (DG) が生成される。IP3 は小胞体に作用し Ca
2+

 が

放出され、DG は protein kinase C の活性化を引き起こす。これら protein kinase 

の活性化によりタンパク質のリン酸化が起こり、酵素の活性化や遺伝子発現な
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どが誘導される (Davis、1994)。 

ヒトにおいて、主席卵胞から分泌される E2 は LH サージ直前に急激に増加

し、排卵期にピークに達する。一方、P4 分泌は LH サージまで 低く、排卵期

でもわずかな増加にとどまる (Christenson と Devoto、2003)。LH サージから 

24-36 時間以内に卵母細胞の減数分裂再開、また卵母細胞の基底膜と顆粒層細胞

との gap junction の結合が緩み卵胞壁が崩壊することによる排卵、さらに顆粒

層細胞の黄体化ならびに黄体発育が開始する (Rodgers ら、2003)。 

排卵前の顆粒層細胞は細胞周期促進に関連するタンパク質である cyclin B や

卵胞刺激ホルモンレセプター  (FSHr)、ステロイド産生酵素である 

3β-hydroxysteroid dehydrogenase (3β-HSD) および aromatase を発現している。発

育卵胞の顆粒層細胞における LHr 発現は FSH により誘導され、LH サージに

より cyclin や他の遺伝子が変化し、細胞増殖が阻害されることが報告されてい

る (Rodger ら、1998; Jirawatnotai ら、2003; Filicori ら、2005)。また、LH サー

ジにより顆粒層細胞および卵胞内膜細胞の黄体化が開始することにより、血中 

P4 濃度が増加し、さらに顆粒層細胞における LHr および P4 レセプター (PR) 

発現が増加する (Takao ら、1997; Suzuki ら、1994)。 

 

1-2.  ステロイド生成 

ヒト黄体はステロイド産生細胞 (小型および大型黄体細胞) および非ステロ

イド産生細胞 (血管内皮、免疫および繊維芽細胞) から構成されており、このう

ち約 30% がステロイド産生細胞である (Carrasco ら、1996)。小型黄体細胞は

卵胞内膜細胞が、大型黄体細胞は顆粒層細胞が分化したものである (Smith ら、

1994)。 

P4 合成には主に steroidogenic acute regulatory protein (StAR) および二つの酵

素、P450 cholesterol side-chain cleavage (P450scc) ならびに 3β-HSD、が関係して
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いる。StAR は LH 刺激により生成され、すべてのステロイドホルモンの前駆

物質であるコレステロールをミトコンドリア内へと輸送するタンパク質である 

(Arakane ら、1998)。StAR により輸送されたコレステロールがミトコンドリア

内膜に位置する P450ssc により pregnenolone へ変換され、その後、滑面小胞体

上の 3β-HSD により P4 へ変換される (Smith ら、1994)。LH サージ前、ヒト

顆粒層細胞には StAR が存在せず、コレステロール前駆体から P4 を合成する

ことができない (Chaffin ら、2000)。一方、排卵前のヒト卵胞内膜細胞には多く

の StAR と E2 生成に必要な酵素がすべて存在し、ステロイドホルモンの一種

であるアンドロジェンが生成される (Kiriakidou ら、1996)。卵胞内膜細胞で生成

されたアンドロジェンが卵胞の基底膜を通過し顆粒層細胞へアロマターゼ基質

として供給されることにより、顆粒層細胞でエストロジェンが産生される (2 細

胞機構)。LH サージによる黄体化に伴いコレステロールをアンドロジェンに変

換する 17α-hydroxylase (C17、C20 lyase) (P45017α) 活性が低下することにより P4 

合成が増加し、E2 合成は低下する (Voutilainen ら、1986)。ヒト黄体において、

StAR タンパク質発現は初期ならびに中期黄体に最も高く、卵胞膜-黄体細胞で

の StAR 発現は黄体期に関わらず顆粒層-黄体細胞に比べ高い。免疫組織化学的

手法を用いた研究では、StAR 発現は初期黄体で中程度、黄体中期で増加、黄体

後期で減少していた (Devoto ら、2001)。また、ヒト黄体内の 3β-HSD 発現は

黄体初期に最も高く、中期および後期は低下していた (Duncanら、1999)。これ

ら StAR および 3β-HSD の発現変化は血中 P4 濃度の変化と一致している。 

 

1-3. 黄体退行 

非妊娠周期に起こる黄体退行は機能的退行および構造的退行の二つの局面か

ら成る (Stocco ら、2007)。機能的退行として黄体の P4 産生能が低下し、その

後、細胞死を伴う構造的退行が起こる。黄体退行のメカニズムは明らかでない
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が、脳からの LH パルスおよび黄体細胞の LHr 発現が低下していないにも関わ

らず黄体退行が起こることから、LH レセプターよりも下流の因子がステロイド

合成機能ならびに黄体の構造的退行に関与していることが示唆されている 

(Duncan ら、1996)。 

機能的黄体退行の主な特徴は黄体の P4 産生能の減少であり、それは StAR 

の遺伝子およびタンパク質発現の減少と関連している。StAR 発現の減少は他の

ステロイド合成酵素発現の低下より先行しており、黄体の P4 産生に StAR が

重大な役割を果たしていることを示している (Ronen-Fuhrmann ら、1998)。実際、

ヒト黄体後期に hCG を投与することにより血中 P4 および E2 濃度だけでな

く、低下していた StAR 発現が黄体中期の水準にまで回復する (Kohen ら、

2003)。また、反芻動物において、子宮からのプロスタグランディン F2α (PGF2α) 

が強力な黄体退行因子であることが知られている (Neuvians ら、2004)。しかし、

ヒト子宮を摘出しても黄体は退行し排卵が維持されることから、ヒトにおいて、

子宮由来の PGF2α は黄体退行の必須因子ではないと考えられている (Neill ら、

1969; Beling ら、1970; Metcalf ら、1992)。ヒトでは黄体からも PGF2α が産生

されるが、黄体中期にピークとなり黄体退行と関連するとした報告 (Patwardhan 

と Lanthier、1985) や関連はないとする報告 (Challis ら、1976; Swanston ら、

1977) があり見解は一致しておらず、黄体退行における PGF2α の生理的役割は

定かではない。また、エストロジェンはヒト黄体細胞の 3β-HSD 活性を阻害す

ることが報告されている (Vegaら、1994)。さらに、in vitro において 腫瘍壊死

因子 (TNFα) が黄体細胞のアポトーシスを誘導すること (Matsubara ら、2000)、

また TNFα を産生するマクロファージが退行期黄体内で増加することが示され

ている (Suzuki ら、1998)。PGF2α、エストロジェン、TNFα だけでなくインタ

ーロイキン-1β、エンドセリン、monocyte chemoattractant および活性酸素種など

も黄体退行に関与する可能性が示されている (Devoto ら、2002)。 
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構造的黄体退行には細胞死が関与し、実際に後期-退行期のヒト黄体において、

初期-中期と比較しアポトーシス細胞数が増加する (Shikone ら、1996; Yuan と 

Giudice、1997; Vaskivuo ら、2002)。しかし、ヒト黄体の生死を調節する遺伝子

発現に関する見解は一致していない。黄体のステージに関わらず細胞生存因子

である BCL-2 発現は一定であったとの報告 (Rodger ら、1995) がある一方、

BCL-2 発現は黄体後期に減少し、さらに子宮外妊娠の黄体では増加したとの報

告がある (Sugino ら、2000)。また、アポトーシス促進タンパク質である Bax は

黄体期を通じヒト黄体内で変化しないとの報告 (Rodger ら、1998) や、退行黄

体あるいは非妊娠黄体では増加したとの報告 (Sugino ら、2000) もあり、構造

的黄体退行のアポトーシスを制御するメカニズムは未だ明らかでない。一方、

サルやヒトにおいて、退行黄体にアポトーシスとは異なる細胞死であるオート

ファジーやネクローシスが誘導されることが報告されている (Fraser ら、1999; 

Del Canto ら、2007)。退行黄体内のアポトーシス陽性細胞数は 5%-7% と非常に

少ないとする報告 (Vega ら、2000) もあり、アポトーシスとは異なる細胞死を

含めた構造的黄体退行機構の解明には更なる検討が必要である。 

 

1-4. 妊娠周期における黄体維持機構 

ヒト絨毛性ゴナドトロピン (hCG) は着床した受精卵の栄養膜細胞から分泌

される糖タンパク質であり、LH と相同性が高く、LHr に結合することにより

作用する。女性へ β-hCG 抗体を投与し内因性の hCG を不活性化させることに

より 血中 P4 濃度が減少し月経が発来したことから、hCG が黄体維持作用を

有することが示された (Pal と Singh、2001)。血中 hCG は着床時期 (排卵後 8 

日目) 頃から測定可能であり、妊娠 12 週まで連続的に増加する。経腟超音波に

より測定された黄体サイズは初期妊娠時に急激に増加するが、P4 および E2 の

増加割合と一致しない。一方、黄体サイズと 血中 hCG 濃度は正の相関関係に
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ある。これらのことから初期妊娠の黄体の成長は主に非ステロイド合成細胞の

増殖によることが示唆される (Glock ら、1995)。 

妊娠黄体における機能的および構造的変化について不明点は多い。黄体後期

に LH または hCG を投与することにより黄体が維持される (Zeleznik、1998)。

また hCG 投与により後期黄体の StAR の mRNA およびタンパク質発現量が、

血漿 P4 濃度と同様に中期黄体の水準まで上昇すること (Kohen ら、2003)、ヒ

ト黄体化顆粒層細胞における hCG によるアポトーシスの抑制はアポトーシス

シグナルとして知られる Fas 経路だけでなく Bcl/Bax 経路の阻害により調節

されていることが報告された (Matsubara ら、2000)。 

黄体局所における P4 の役割の詳細は明らかでない。ヒト黄体には P4レセプ

ターが発現しており、黄体後期では減少する (Ottander ら、2000)。また、ヒト

およびサルの黄体組織中  P4 濃度は後期黄体で低下する  (Vega ら、1987; 

Hild-Petito と Fazleabas、1997)。これまで P4 は培養黄体化顆粒層細胞の生存性

を高め (Makrigiannakis ら、2000)、LHr 発現およびステロイド産生酵素発現に

影響すると報告されている (Jones ら、1992; Chaffin ら、2000)。すなわち、P4 が

黄体細胞の生存性や機能における直接的な黄体維持作用を有していることが考

えられる (Stouffer、2003)。しかしながら、黄体後期に低下した PRs 発現は hCG 

を投与しても回復しないことから (Duncan ら、2005)、妊娠時の黄体維持機構に

おける P4 の役割の解明には更なる検討が必要である。 

以上のような知見から、hCG は P4 を介して黄体の生存を調節している可能

性があるが、その詳細は不明である。また、ヒト黄体の維持および退行機構の

解明には黄体細胞の培養系による研究が不可欠であるが、正常なヒト黄体細胞

の入手は容易でなく、多数のサンプルを集めることは困難である。そこで本研

究では、ヒト黄体機能調節メカニズムの一端を解明する目的で、ヒト黄体モデ

ルとしてヒト黄体化顆粒層細胞 (hLGCs) の培養条件を確立し、その生存性に及
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ぼす hCG の影響を検討した。 
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第 2 章 ヒト黄体化顆粒層細胞の培養条件の確立 

 

第 1 節 緒言 

 序論でも述べたように、ヒト黄体の維持および退行機構の解明には黄体細胞

の培養系による研究が不可欠である。しかし、正常なヒト黄体細胞の入手は容

易でなく、多数のサンプルを集めることは困難である。一方、体外受精の採卵

時に得られる hLGCs を用いた研究は Stangel ら (1970) による報告を含め、現

在まで多くなされている。 

hLGCs の培養はその実験の目的に合わせ様々な条件で行われている。例えば

Taketani ら (2008) は細胞を培養開始後、ただちに成長ホルモンを添加し 24 時

間後の P4 産生量を測定し hLGCs に及ぼす成長ホルモンの影響を検討した。

Engmann ら (2006) は Matrigel matrix をコートした培養プレートへ hLGCs を

播種し 3 日間培養後に試験物質を添加し、その後の生存性を検討した。一般的

に培養容器底面にコーティングされた細胞外基質は細胞の足場となり、細胞の

接着や増殖を促進することが知られている (Emerman と Pitelka、1977; Yang と 

Nandi、1983)。細胞外基質としてはコラーゲン、ラミニンおよびファイブロネク

チンなどが代表的であり、内皮細胞、肝細胞、筋細胞など多様な細胞の培養に

用いられている。また初代培養細胞の機能は培養期間によって変化することが

知られている。例えば、初代培養肝細胞はグリコーゲンの合成と分解を含むほ

ぼすべての肝機能を有し生体内と同等レベルの機能発現が見られるが、これら

の機能は培養開始後の数日間しか維持されない (Okamoto、1998)。またラット培

養黄体細胞において培養開始 2 日目までは上皮成長因子が P4 分泌を増加さ

せるが、3 日目には刺激しないことから (Tekpetey ら、1995)、培養日数が細胞

のホルモン分泌能に影響することが考えられる。さらに、年齢が増加すると卵

巣機能が低下することがよく知られている (Pellicer ら、1995)。ヒト卵丘細胞の
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プロテオーム解析により代謝、酸化的リン酸化および転写機構に関連する遺伝

子ならびにタンパク質発現が年齢と相関すること (McReynolds ら、2012)、また

高齢女性から採取された卵丘細胞において、卵胞発育を調節する抗ミュラー管

ホルモン mRNA 発現が若齢女性と比較し高いことが報告されている (Kedem 

ら、2014)。これらのことから hLGCs のホルモン産生能に年齢が影響する可能

性が考えられる。 

そこで、黄体モデルとして用いるための hLGCs の培養条件の確立を目的とし、

培養プレートに施すコラーゲンコートの有無および至適培養日数を検討した。

また、女性年齢が hLGCs のホルモン分泌能に及ぼす影響を併せて検討した。尚、

本研究は岡山二人クリニック倫理委員会の承認 (No. FC-2009-06-03-3) を得た

後に実施した。  
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第 2 節 材料と方法 

 

1. 黄体化顆粒層細胞の単離 

研究への同意が得られた体外受精患者のうち、男性因子、卵管因子または原

因不明により体外受精の適応と判断された症例のみを対象とした。性腺刺激ホ

ルモン放出ホルモン (GnRH; Nafarelil, 150 単位/日, Fuji Pharma Co.,) アナログ

併用調節卵巣刺激法のもとで卵胞発育観察を行い、主席卵胞径が 18 mm 以上に

発育した時点で 10,000 IU hCG を筋肉内投与し、35.5 時間後に経膣超音波ガイ

ド下に採卵した。卵母細胞回収後の卵胞液を遠心分離 (200 × g, 5 分) し、上清

を廃棄した。クリーンベンチ内で PBS (-) 3 ml を加え混和後、顆粒層細胞を単

離するために 3 ml の 45% Isolate (Irvine Scientific; 99264) に重層し、遠心分離 

(200 × g, 20 分) した。境界面に集まった細胞を回収し、等量の PBS (-) を加え

混和後遠心分離 (200 × g, 5 分) し上清を廃棄した。細胞懸濁液中に混在する赤

血球を溶血反応により除去する目的で Tris-NH4Cl 緩衝液 5 ml を加え、穏やか

に 30 回ピペッティングを行った後、直ちに遠心分離し、上清を廃棄した。約 3 

ml の 10% 子牛血清 (CS, Invitrogen; #16170078)、20 µg/ml gentamicin (Invitrogen; 

#15750-060)、2 µg/ml amphotericin B (Sigma-Aldrich; #A9528) を含む Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium と  Ham’s nutrient mixture F-12 の  1:1 混合培養液 

(DMEM/Ham’s F-12, with 15 mM HEPES and L-Glutamine [Sigma-Aldrich; 

#D-8900]) に細胞を再懸濁し、再び遠心分離した後、上清を廃棄した。このよう

な遠心洗浄処理を 3 回行った後、DMEM/Ham’s F-12 を 1 ml 加え、24 G カテ

ラン針を接続したシリンジで 50 回吸排出を繰り返し、細胞を単離した。こう

して得られた黄体化顆粒層細胞懸濁液の一部を 0.4% トリパンブルー溶液で染

色し、血球計算器を用いて生細胞数を算定した。生細胞が 2x10
5
 cells/ml になる

ように培養プレートへ播種し、以下の実験に用いた。 
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実験 1.  培養プレートにおけるコラーゲンコート有無による接着性の検討 

 単離した hLGCs を生細胞数が 2x10
5
 cells/ml になるように 48 穴培養プレ

ート (Greiner, #677180) に播種した。培養プレートは無処理プレートと播種 1 

時間前にコラーゲンコートした培養プレートをそれぞれ用いた。播種 24 時間

後、非接着細胞および赤血球の除去のため培養液で 2 回洗浄し、顕微鏡下 

(Olympus, IX70) で細胞の接着状態を観察した。 

 

実験 2.  hLGCs の P4 および E2 分泌に及ぼす培養期間の影響 

 コラーゲンコートした 48 穴培養プレートに細胞を播種し、24 時間後に非接

着細胞および赤血球の除去のため培養液を交換し、その後 24 時間ごとに培養

液を交換した。5日目まで培養を継続し、24 時間ごとに回収した上清中の P4 お

よび E2 濃度を酵素免疫測定法 (EIA) により測定した。 

 

実験 3.  年齢別の hLGCs の P4 産生量の検討 

コラーゲンコートした 48 穴培養プレートに細胞を播種し 3 日間培養後、培

養液を 0.1% BSA (Roche Diagnostics; #15408)、sodium selenite (Sigma-Aldrich; 

#S5261; 5 ng/ml)、 holo-transferrin (Sigma-Aldrich; #T3400; 5 µg/ml) を含む 

DMEM/Ham’s F-12 phenol red free と交換し、hCG (Fuji Pharma; 100 IU/ml) を添加

し、さらに 24 時間培養した。培養終了後に上清を回収し、P4 濃度を測定する

まで -30°C で保存した。また、上清を回収した培養プレートは DNA 量を測定

するまで -30°C で保存した。 

 

2. コラーゲンコート処理 

ラット尾部由来コラーゲンを 0.1% (W/V) コラーゲン溶液となるよう 0.1 M 

酢酸液中に滴下した。使用直前に 0.1% コラーゲン溶液と 0.1 M 酢酸を 1:9 の



14 

 

割合で混合し、48 穴培養プレートに 250 μl/well となるよう分注し 1 時間静置

した。静置後、コラーゲン溶液を吸引除去し、PBS (-) により 2 回洗浄、

DMEM/Ham’s F-12 により 1 回洗浄を行った。 

 

3.  Cell viability test 

培養 24 時間後、1-methoxy PMS (Dojindo; #345-04001) と WST-1 (Dojindo; 

#342-06451) を 1：9 の割合で混合した発色液を加え、37°C、5% CO2、95% in air 

気相条件下で 1 時間インキュベートした。インキュベート終了後、各 well の

吸光度を波長 450 nm で測定した (BIORAD Model 450 microplate)。細胞生存率

は無添加区を基準として以下に示す式にしたがって算出した。 

細胞生存率 (%) = (添加区の吸光度) x 100 / (無添加区の吸光度) 

 

4.  EIA 用イムノプレートの作成 

96 穴イムノプレート (Nunc; #442404) に Coating buffer (緩衝液一覧参照) で

希釈した二次抗体を 100 µl/well ずつ分注し、室温で 2 時間インキュベートし

た。二次抗体として、 P4 測定用プレートに  13.2 µg/ml に希釈した 

anti-rabbit-IgG (H+L)-goat (生化学工業; 50 µg/ml) を使用した。その後、デカント

することにより、プレートに結合しなかった二次抗体を除去し、さらに well 中

で非特異的に蛋白質が結合する箇所をなくす目的で、0.1% BSA を含む Assay 

buffer (緩衝液一覧参照) を 250 µl/well ずつ分注し、室温で 30 分間インキュベ

ートした。二次抗体をコートしたプレートは測定に使用するまで 4°C で保存し

た。測定の際には 0.1% BSA を含む Assay buffer をデカントし、0.05% Tween 80 

で 2 回洗浄した後、プレートをキムタオル上にたたきつけることによって、well 

内の Tween 80 を完全に除去した。 
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5.  ホルモン 濃度の測定 

P4濃度の測定は、Okuda ら (1997) の方法に従った。P4 測定用の二次抗体を

コートしたプレートに P4 標準液 (0.39-100 ng/ml) または培養上清の希釈サン

プルを 20 µl/well ずつ加え、10 万倍に希釈した抗 P4 ウサギ血清 (OK-1; 岡山

大学 奥田潔博士作成) を 100 µl/well ずつ分注し、遮光下にて 20 万倍に希釈

した P4-HRP を 100 µl/well ずつ分注した後、4°C で一晩インキュベートした。

サンプルの希釈倍率は 1000 倍とした。なお、標準液、サンプル、OK-1 ならび

に P4-HRP は Assay buffer で希釈した。 

エストラジオール 17-β (E2) 濃度の測定は、Fujita ら (1996) の方法に従った。

E2 用の二次抗体をコートしたプレートに E2 標準液 (0.03125-8 ng/ml) または

培養上清の希釈サンプルを 30 µl/well ずつ加え、5 万倍に希釈した抗 E2 ヒツ

ジ血清 (GDN#244;コロラド州立大学 Gorodon D. Niswender 博士より供与) を 

100 µl/well ずつ分注し、4°C で一晩インキュベートした。インキュベート終了

後、遮光下にて 3 万倍に希釈した E2-HRP を 100 µl/well ずつ分注した後、4°C 

で 4 時間インキュベートした。なお、標準液は DMEM/Ham’s F-12 phenol red 

free、OK-1 ならびに E2-HRP は Assay buffer で希釈した。 

インキュベート終了後、プレート内の反応液をデカントし、0.05% Tween 80 で 

4 回洗浄した。プレートをキムタオル上にたたきつけることによって、Tween 80 

を完全に除去した後、Substrate buffer A および B (緩衝液一覧参照) の 1:1 混合

液を 150 µl/well ずつ氷冷下で分注し、35°C、40 分間振盪しながら遮光条件下

でインキュベートした。発色反応の後、反応を停止させる目的で 4N H2SO4 を 

50 µl/well ずつ加え、各 well の吸光度を波長 450 nm で測定した (BIORAD 

Model 450 Microplate Reader)。サンプル中のホルモン濃度は、標準液の吸光度に

基づいて作成した標準曲線より算定した。 
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6. DNA 量の測定 

培養終了後、上清を回収した 48 well 培養プレートは 10 秒間超音波処理す

ることにより細胞膜ならびに核膜を破壊した。また、標準液に子ウシ胸腺由来 

DNA (Sigma-Aldrich; #D1501; 40 µg/ml) を、使用時に 1.25-40 µg/ml となるよう

に 7 段階に希釈して用いた。このようにして得られた測定用サンプルあるいは

標準液 150 µl を 96 穴プレート (Greiner; #655076) に分注し、続いて蛍光色素 

bis-benzimide (Sigma-Aldrich; #B2883; 1 µg/ml) 100 µl を加えて遮光氷冷下で 10 

分間振盪させながら反応させた。その後ただちに分光蛍光光度計 (Fluoroskan 

Ascent, Labsystems) で各 well の蛍光強度を測定した。測定器の励起波長は 356 

nm、蛍光波長は 458 nm に設定した。標準液の測定値より標準曲線を作成して

サンプル中の DNA 量を算定した。 

 

7.  統計処理 

結果は同一実験区ごとに平均値 ± 標準誤差で表し、各実験区間の有意差検定は

分散分析後、Tukey’s multiple comparison test を用いて行った。  
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第 3 節 結果 

 

1. 培養プレートにおけるコラーゲンコートの有無による接着性の検討 

単離した hLGCs をコラーゲンコート無しの培養プレートに播種したところ、

細胞間の間隙が広く接着率が低かった。コラーゲンコートした培養プレートで

は隙間なく細胞が接着および伸長し、接着率の高いことが示された (Fig. 1)。 

 

2. ホルモン分泌能に及ぼす培養期間の検討 

P4 分泌量は培養 48 時間から 96 時間までは一定であったが、培養 120 時

間で低下した (Fig. 2A)。E2 分泌量は培養 72 時間が最も多く、培養 72 時間 と

比べ 120 時間培養では分泌量が低下した (Fig. 2B)。 

 

3. 年齢別の hLGCs の P4 産生量の検討 

hLGCs を採取した症例の年齢は 27 歳から 39 歳であった。症例別の DNA 

あたりの P4 分泌量にはばらつきが大きく、年齢による相関は認められなかっ

た。また、P4 産生量に及ぼす hCG の影響に、年齢による差異は認められなか

った (Fig. 3)。  
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Figure 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 1 

A 

B 

Adhesion of hLGCs. 2 x 10
5
 cells were plated on non-coated plates (A) or 

precoated with collagen (B). The plates were incubated at 37 C for 24 h, and the 

wells were washed to remove unattached cells. Photomicrographs were then 

taken of the plates using microscope equipped with relief contrast 

objectives.Total magnification is 400x. 



19 

 

Figure 2  

Fig. 2 

A 

B 

Changes in concentration of P4 secretion (A) and E2 secretion (B). hLGCs were harvested 

on 24 h and were washed to remove unattached cells on 48 h. 

Hours of culture 

(μg/ml/DNA) 

Hours of culture 

(pg/ml/DNA) 

P4 

E2 
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Figure 3  

Fig. 3 

A 

B 

Scatterplots of relation between age and P4 production (A) and stimulation 

index (B). The stimulation index is calculated as the ratio of progesterone 

concentration stimulated by hCG (100 IU/ml) to progesterone concentration in 

control. 
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第 4 節 考察 

 hLGCs の培養ではコラーゲンコートにより接着率が高まったことから、限ら

れた細胞を効率よく培養するためにはコラーゲンコートが有効であることが確

認された (Fig. 1)。また、24 時間毎の hLGCs におけるホルモン産生量を測定し

たところ、P4 および E2 とも培養期間が延長すると産生量が低下した。hLGCs 

の増殖能は高くはないが培養日数の進行に従い細胞数は増加する (Goldman ら、

1993)。それにもかかわらず産生ホルモン量が減少したことから、培養期間の延

長により細胞の P4 産生能は低下すると考えられる。P4 および E2 産生量がと

もに培養 120 時間後には減少したことから、培養期間はホルモン産生能が保た

れていた培養 96 時間までが適していると考えられた (Fig. 2)。 

 hLGCs の P4 産生能に及ぼす年齢の影響を検討したところ、症例による差が

大きく、27-39 歳間では一定の傾向はなかった (Fig. 3A)。また、hCG (100 IU) 添

加区における P4 産生量は無添加区に比べおよそ 2 倍に増加し、年齢に関わら

ず hCG に対する反応性は一定であった (Fig. 3B)。このことから、少なくとも 

40 歳未満であれば年齢による P4 産生能および hCG に対する反応性は低下

しないことが示された。 

 以上のことから、40 歳未満の正常な排卵周期を有する症例から採取した 

hLGCs はコラーゲンコートした培養プレートへ播種後 4 日目までの培養では

ホルモン産生能が保持されていることから、黄体機能を研究するための細胞モ

デルとして使用できる可能性が示された。  
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第 3 章 ヒト黄体化顆粒層細胞の生存性に及ぼす  

hCG および P4 の影響 

 

第 1 節 緒言 

hCG はヒト黄体の維持に重要であり、アデノシン三リン酸により誘導される 

hLGCs のアポトーシスを阻害すること (Park ら、2003)、またアポトーシス抑制

タンパク質である Survivin の発現を増加させることにより生存因子として作

用することが報告されている (Kumazawa ら、2005)。一方、ラットにおいて、

hCG と相同性の高い LH が卵胞内膜細胞の caspases (CASPs) 活性を刺激しア

ポトーシスを誘導するとの報告があり (Yacobi ら、2004)、hCG が黄体に対し生

存因子としてのみ作用するかは不明である。 

また、hCG は黄体細胞の P4 分泌を刺激する作用を有している (Devoto ら、

2008)。ウシ (Okuda ら、2004)、ラット (Peluso ら、2006) およびヒト (Engmann 

ら、2006) において、P4 が黄体細胞のアポトーシス抑制に作用することが報告

されている。これらのことから、hCG の生存因子としての作用は P4 を介して

いる可能性が考えられる。そこで、ヒト黄体維持機構の一端を解明する目的で、

hLGCs をヒト黄体のモデルとして、その生存性に及ぼす hCG および P4 の影

響を検討した。 

 

第 2 節 材料と方法 

 

1. hLGCs の単離および培養 

 第 1 章で得られた結果をもとに細胞単離した後、コラーゲンコートした培養

プレートへ播種し、3 日間の培養した後に添加実験に用いた。 
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実験 1. ヒト黄体化顆粒層細胞の P4 分泌に及ぼす hCG の影響 

 48 穴培養プレートに播種した細胞の培養液を 0.1% BSA、sodium selenite (5 

ng/ml)、holo-transferrin (5 µg/ml) を含む DMEM/Ham’s F-12 phenol red free と交

換し、hCG (0.1, 1, 10, 100 IU/ml) を添加し、さらに 24 時間培養した。培養終了

後に上清を回収し、P4 濃度を測定するまで -30°C で保存した。また、上清を

回収した培養プレートは DNA 量を測定するまで -30°C で保存した。 

 

実験 2. ヒト黄体化顆粒層細胞の生存性に及ぼす hCG、OP または P4 の影響 

96 穴培養プレートに播種した細胞の培養液を 0.1% BSA、sodium selenite、

holo-transferrin を含む DMEM/Ham’s F-12 phenol red free と交換し、hCG (0.1, 1, 

10, 100 IU/ml)、P4 レセプターアンタゴニストである onapristone (OP; Schering 

AG; #ZK98299; 10, 25, 50, 100 μM) または P4 (Fuji Pharma; 1, 10, 25, 50 μM) を添

加し、さらに 24 時間培養した。 

 

実験 3. ヒト黄体化顆粒層細胞の生存性に及ぼす hCG および OP の影響 

96 穴培養プレートに播種した細胞の培養液を 0.1% BSA、sodium selenite、

holo-transferrin を含む DMEM/Ham’s F-12 phenol red free と交換し、hCG (0.1, 1, 

10, 100 IU/ml) および OP (25, 50, 100 μM) を単独または組合せて添加し、さらに 

24 時間培養した。また細胞の形態的変化を捉えるため、培養後の各添加区の状

態を倒立顕微鏡下 (Olympus, IX70, x10) にて撮影した。 

 

実験 4. ヒト黄体化顆粒層細胞の P4 分泌に及ぼす OP の影響 

48 穴培養プレートに播種した細胞の培養液を 0.1% BSA、sodium selenite、

holo-transferrin を含む DMEM/Ham’s F-12 phenol red free と交換し、hCG (100 

IU/ml) および OP (100 μM) を単独または組合せて添加し、さらに 24 時間培養
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した。培養終了後に上清を回収し、P4 濃度を測定するまで -30°C で保存した。

また、上清を回収した培養プレートは DNA 量を測定するまで -30°C で保存し

た。 

 

実験 5. hCG および OP の組み合わせ添加により低下したヒト黄体化顆粒層細

胞の生存性に及ぼす P4 の影響 

96 穴培養プレートに播種した細胞の培養液を 0.1% BSA、sodium selenite、

holo-transferrin を含む DMEM/Ham’s F-12 phenol red free と交換し、hCG (50 

IU/ml) および OP (50 μM)、あるいは P4 と cortisol のアンタゴニストとして知

られる RU486 (Sigma-Aldrich; #M8046; 50 μM) に加え P4 (50 μM) を単独また

は組合せて添加し、さらに 24 時間培養した。 

 

 

2. 形態学的変化の観察 

 細胞の形態的変化を捉えるため、培養後の各添加区の状態を倒立顕微鏡下に

て撮影した。 

 

3.  統計処理 

結果は同一実験区ごとに平均値 ± 標準誤差で表し、各実験区間の有意差検定

は分散分析後、Williams’ multiple comparison test、Tukey’s multiple comparison test 

または Student’s t-test を用いて行った。 

  



25 

 

第 3 節 結果 

 

1. hLGCs の P4 分泌に及ぼす hCG の影響 

24 時間後の無添加区における P4 分泌量は平均 11.1 ± 3.1 μM であったが、

最小 6.7 μM と最大 17.5 μM であり、個人差が大きかった。hCG 添加により 

0.1 IU/ml 以上のいずれの添加濃度においても P4 分泌は増加した (P<0.05; Fig. 

4)。 

 

2. hLGCs の生存性に及ぼす hCG、OP または P4 の影響 

hCG 100 IU/ml を添加した区において無添加区と比較し生存率が有意に増加

した (P<0.05; Fig. 5A)。また、OP 100 μM を添加した区において無添加区と比較

し生存率が有意に低下した (P<0.05; Fig. 5B)。一方、P4 は添加濃度に関わらず

生存性に影響を及ぼさなかった (Fig. 5C)。 

 

3. hLGCs の生存性に及ぼす hCG および OP の組み合わせ添加の影響 

hCG および OP の組み合わせ添加により、hLGCs の生存率は著しく低下し

た (P<0.05; Fig. 6A)。hCG濃度による差はなかったが、OP 濃度依存的に細胞死

が誘導されることが示された。 

倒立顕微鏡下の観察では、培養プレートに伸展していた細胞が hCG 添加によ

り収縮した一方、OP 単独添加では細胞の収縮はみられなかった。hCG および 

OP との組み合わせ添加により変性した細胞が多く認められた (Fig. 6B)。 

 

4.  hLGCs の P4 分泌に及ぼす OP の影響 

 hLGCs における P4 分泌は、hCG を単独または OP と組み合わせて添加し

た区において無添加区と比較し有意に高値だった (P<0.05; Fig. 7)。また、hCG 単
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独添加区と  OP と組み合わせて添加した区の間に差は認められなかった 

(P>0.05; Fig. 7)。 

 

5.  hCG および OP との組み合わせ添加により誘起された生存率低下に及ぼす 

P4 の影響 

 hCG および OP との組み合わせ添加により低下した生存率は、P4 をさらに

添加することにより control 区と同等の生存率となった (Fig. 8A)。また、OP と

類似の P4 レセプターアンタゴニストである RU486 を組み合わせて添加する

ことにより生存率が低下する傾向が認められた (P = 0.083; Fig. 8B)。また、hCG 

と RU486 の組み合わせ添加区に P4 を加えることにより hCG と RU486 の

組み合わせ添加による生存率の低下が抑制される傾向がみられた (Fig. 8B)。 
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Figure 4  

Effects of hCG on P4 production by hLGCs. Cultured cells were exposed to 

hCG (0.1, 1, 10, 100 IU) for 24 h. The P4 concentration in control was 11.1 ± 

3.1 μM (min = 6.7 μM, max = 17.5 μM). Results are presented as mean ± 

SEM of four independent experiments, each done in triplicate and expressed as 

percentage of control set equal to 100. *; P<0.05 versus control by ANOVA 

followed by Williams’ multiple comparison test. 

Fig. 4 
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Figure 5

Effect of hCG, OP, and P4 on cell viability. hLGCs were exposed to hCG (0.1, 

1, 10, 100 IU/ml) (A) or to OP (0, 10, 25, 50, 100 μM) (B) or to P4 (1, 10, 25, 

50 μM) for 24 h. After 24 h of culture, cell viability was determined at 450 nm 

in a WST-1 assay. Each value represents the mean ± SEM of four independent 

experiments, each done in triplicate. Results are expressed as percentage of 

control set equal to 100. *P<0.05 versus control by ANOVA followed by 

Williams’ multiple comparison test. 

Fig. 5 

A 

B 

C 
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Figure 6  

A 

B 

Combined effects of hCG and OP on cell viability and morphological change. 

hLGCs were exposed to hCG (1, 10, 100 IU/ml) and/or OP (25, 50, 100 μM) for 24 

h. (A) Cell viability was determined at 450 nm in a WST-1 assay. (B) 

Morphological change was observed under microscope (Olympus IX70) equipped 

with relief contrast objectives (10X). Cont) untreatment (control), hCG) treatment 

with hCG (100 IU/ml), OP) treatment with OP (100 μM) and OP+hCG) treatment 

with hCG in combination with OP. Each value represents the mean ± SEM of 

three independent experiments, each done in triplicate. †; P<0.05 vs. OP alone (25 

μM), and ‡; P<0.05 vs. OP alone (50 μM), and §; P<0.05 vs. OP alone (100 μM) 

(Student’s t-test). 

Fig. 6 
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Figure 7  

Effects of hCG and/or OP on P4 production by hLGCs. Cultured cells were 

exposed to hCG (100 IU) and/or OP (100 μM) for 24 h. Each value represents 

the mean ± SEM of four independent experiments, each done in triplicate. 

Results are expressed as percentage of control set equal to 100. Different letters 

indicate significant differences (P<0.05), as determined by ANOVA followed 

by Tukey’s multiple comparison test. 

Fig. 7 
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Figure 8  

Effect of P4 on the reduction in cell viability caused by hCG plus P4 receptor 

antagonists. Cultured cells were exposed to hCG (50 IU/ml), P4 (50 μM), OP 

(50 μM) (A) or RU486 (50 μM) (B) each or together for 24 h. Cell viability 

was determined at 450 nm in a WST-1 assay. Each value represents the mean 

± SEM of three or more independent experiments, each done in triplicate. 

Results are expressed as percentage of control set equal to 100. Different letters 

indicate significant differences (P<0.05), as determined by ANOVA followed 

by Tukey’s multiple comparison test. 

Fig. 8 

A 

B 
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第 4 節 考察 

黄体のモデルとして LH 感作を受けた hLGCs を用い、その細胞生存性に及

ぼす hCG、P4 および特異的な P4 レセプターアンタゴニストである OP の影

響を調べた結果、hCG は細胞生存率を増加させたが、P4 は影響せず、OP は減

少させた (P<0.05; Fig. 5)。OP 添加により細胞生存率が低下したことから、P4 は 

hLGCs の生存性維持に作用していることが示されたが、P4 を直接添加しても

生存性の増加は認められなかった。hLGCs は P4 産生細胞であり無添加区の 

P4 量は 11.1 ± 3.1 μM であったが、生体の黄体からの P4 分泌量は 0.21 ± 0.05 

μM との報告 (Khan-Dawood ら、1989) と比較すると培養液中の P4 濃度は非

常に高濃度であった。このことから生存に十分量の P4 が培養液中にすでに存

在したため、P4 添加による細胞生存性の増強効果が示されなかったと考えられ

る。hLGCs の生存性維持に hCG および P4 が重要であることが示唆されたた

め、次に、hCG の P4 を介さない作用が及ぼす細胞生存性への影響を検討した。

hCG と OP を共添加すると細胞死が強く誘導され、OP 添加濃度に依存して誘

導されることが示された (Fig. 6A)。また、顕微鏡下での観察でも hCG および 

OP との共添加により委縮し変性した細胞が多く認められた (Fig. 6B)。hLGCs 

において hCG および P4 レセプターアンタゴニストとの組み合わせ添加によ

り細胞死が誘導されることがこれまでも報告されているが (Engmann ら、2006; 

Myers ら、2007)、本研究により P4 作用が阻害されることにより誘導される細

胞死には hCG の存在が重要であり、hCG が細胞死誘導に関与する可能性が示

された。 

OP と類似の P4 レセプターアンタゴニストである RU486 は P4 合成を阻

害するという報告 (Dimattina ら、1986) がある一方、妊娠ラットの P4 分泌を刺

激するとの報告もある (Telleria と Deis、1994)。そこで OP が hLGCs の P4 分

泌能に及ぼす影響を調べた結果、OP 単独では無添加区と同等の P4 産生量であ
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り、hCG 単独および hCG + OP 添加により有意に増加した (Fig. 7)。このこと

は培養 hLGCs において OP は P4 合成に影響を与えず、また hCG の P4 分

泌刺激は OP による作用を受けないことを示している。これらのことから、本

研究において誘導された細胞死の原因が P4 分泌量の低下でないことが確認さ

れた。 

P4 レセプターアンタゴニストは P4 レセプターへの結合阻害としての作用

だけでなく他の作用を有することが報告されている  (Perusquía ら、2009; 

Perusquía ら、2011)。そのため、今回誘導された細胞死が P4 作用を阻害した結

果であることを確認する目的で、hCG + OP に P4 を加え競合させることにより 

OP 作用を弱めたところ、生存率の低下が抑制された (Fig. 8A)。つまり、誘導

された細胞死は P4 作用の阻害が原因であることが示された。さらに、OP とタ

イプの異なるアンタゴニストである RU486 を用い同様の実験を行ったところ、

hCG + RU486 添加により生存性が低下する傾向がみられ、さらに P4 添加によ

り生存率低下が抑えられる傾向がみられた (Fig. 8B)。OP はタイプⅠに分類され

る P4 receptor modulator であり、より純粋な P4 レセプターアンタゴニストと

されている (Klein-Hitpass ら、1991; Elger ら、2000)。RU486 はタイプⅡに分類

され、一部アゴニストの作用を持つとされており、このタイプの違いにより OP 

がより強い細胞死を引き起こしたのかもしれない。これらのことから hCG 存在

下に P4 作用が抑制されると hCG により細胞死が誘導されることが示唆され

た。 

hCG が細胞死誘導因子として作用する一つの可能性として reactive oxygen 

species (ROS) を介した経路が考えられる。ROS は黄体退行を促進させることが

知られ (Vega ら, 1995; Tanaka ら, 2000)、退行期のラット黄体では酸化ストレス

の指標である過酸化脂質の増加がみられる (Shimamura ら, 1995)。退行期の黄体

における ROS の増加には、黄体細胞内の ROS を特異的に消去する酵素である 
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superoxide dismutase (SOD) の低下、マクロファージの増加、PGF2α の増加、卵

巣血流の低下が関与している (Shimamura ら, 1995; Sugino ら, 2000)。また P4 

生成に関係する酵素の一つである P450scc が NADPH より放出された電子を

受け取り ROS を発生させることが報告された (Hanukogluら, 1993; Rapoportら, 

1995)。さらにラットにおいて、LH 刺激により P450scc が活性化され ROS が

増加することが示されたことから (Yacobi ら, 2007)、LH と構造および作用が類

似の hCG でも同様の作用を示す可能性が考えられる。一方、ウサギ黄体におい

て hCG は SOD 発現を増加させること (Dharmarajan ら, 1999)、またヒト子宮

内膜間質細胞において P4 が Mn-SOD 発現を増加させるという報告がある 

(Matsuoka ら, 2010)。LH/hCG は ROS およびその消去酵素である SOD 両方を

増加させ、また LH/hCG により刺激された P4 は SOD 発現を増加させること

から、これらのバランスにより黄体の維持または退行のメカニズムが調節され

ているのかもしれない。 

以上の結果から、in vitro の hLGCs において、hCG は P4 を介して hLGCs

の生存を維持する一方、P4 を介さず hLGCs の細胞死を誘導することで黄体機

能を制御する可能性が示された。 
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第 4 章 ヒト黄体化顆粒層細胞における細胞死に関する検討 

 

第 1 節 緒言 

第 3 章より、hLGCs において hCG 存在時に P4 作用が阻害されると著しい

細胞死が誘導されることが示された。細胞死は主にアポトーシス、オートファ

ジーおよびネクロプトーシスに分類される (Kroemer ら、2009)。アポトーシス

とは 1972 年に病理学者であった Kerr らにより提唱され、核・細胞質の濃縮・

断片化、周辺細胞による迅速な取り込み、散発的・孤立的な発生などの形態学

的特徴を示し、遺伝子レベルで制御される細胞死とされている。アポトーシス

の最終実行因子である caspase-3 (CASP3) は正常細胞中の proenzyme として存

在し、自己のタンパク質分解によって活性化されるか、活性化 CASP8 といっ

た他の caspase により切断され活性化される。この活性化によりさまざまなタ

ンパク質が分解され、不可逆的なアポトーシスが引き起こされることが知られ

ている (Kaufmann ら、1993; Earnshaw ら、1999)。一方、オートファジーは細胞

質構成成分を非選択的に分解する経路であり (Dunn、1994)、栄養飢餓などの細

胞内ストレスを受けると小胞体様の二重膜 (隔離膜) であるオートファゴソー

ムが細胞質の一部を取り囲む (Baba ら、1995)。このオートファゴソームの外膜

には microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) が局在し、オートファゴ

ソームとリソソームが融合しリソソーム由来の加水分解酵素により内容物が分

解され、飢餓に応じたアミノ酸の供給だけでなく異常構造タンパク質のクリア

ランス機構を担っていると考えられている (Mizushima ら、2008)。 

霊長類の構造的黄体退行にはアポトーシスが関与しているという報告 

(Shikone ら、1996) がある一方、電子顕微鏡を用いた研究では霊長類の構造的

黄体退行ではオートファジーが主なメカニズムであるとの指摘もある (Fraser 

ら、1999)。hCG 存在時に P4 結合を阻害することにより引き起こされた細胞死
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のメカニズムを明らかにするため、アポトーシスならびにオートファジーの指

標である CASP3 および LC3 発現量の変化を検討した。  
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第 2 節 材料と方法 

 

1. hLGCs の単離および培養 

 第 1 章で得られた結果をもとに細胞単離した。単離後はコラーゲンコートし

た培養プレートへ播種し、3日間の培養後に以下の実験に用いた。 

 

実験 1. hLGCs の CASP3 activity に及ぼす hCG および OP の影響 

 96 穴培養プレートに播種した細胞の培養液を 0.1% BSA、sodium selenite、

holo-transferrin を含む DMEM/Ham’s F-12 phenol red free と交換し、hCG (100 

IU/ml) および OP (100 μM) を単独または組合せて添加し、さらに 24 時間培養

し CASP3 activity を測定した。 

 

実験 2. hLGCs の cleaved CASP3 タンパク発現に及ぼす hCG および OP の 

影響 

 Cell culture flask に播種した細胞の培養液を 0.1% BSA、sodium selenite、

holo-transferrin を含む DMEM/Ham’s F-12 phenol red free と交換し、hCG (100 

IU/ml) および OP (100 μM) を単独または組合せて添加し、さらに 24 時間培養

した。0.25% trypsin により hLGCs を回収し、遠心分離 (180 x g, 4°C, 10 min)し

た。上清を廃棄した後、細胞数が 10
6
-10

7
 個あたり protenase inhibitor (Complete 

Mini; Roche; #1836153) を含む CellLyticTM-M (Sigma-Aldrich; #C2978) を 125 μl 

加え、室温で 15 分間インキュベートし、細胞を溶解した。培養終了後、遠心 

(15000 x g, 室温, 15 min) して得られた上清を回収し、タンパク質発現の測定ま

で –30°C で保存した。 

 

実験 3. hLGCs の LC3 mRNA 発現に及ぼす hCG および OP の影響 
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 24 穴培養プレートに播種した細胞の培養液を 0.1% BSA、sodium selenite、

holo-transferrin を含む DMEM/Ham’s F-12 phenol red free と交換し、hCG (100 

IU/ml) および OP (100 μM) を単独または組合せて添加し、さらに 24 時間培養

した。培養終了後に上清を回収し、250 µl の  TRIZOL Reagent (Invitrogen; 

#15596-026) を加えて 4 well 毎に細胞溶解液を回収し、1 ml/tube となるように

調整した後、total RNA の抽出まで –80°C で保存した。 

 

2. CASP3 activity  

 CASP3 活性は SensoLyte
®
 Homogeneous AMC Caspase-3/7 Assay kit (AnaSpec; 

#71118) を用い、取扱説明書に従い測定した。細胞培養を 96 穴プレート で行

った後、acetyl-DEVD-amido-4-methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC) を含む基質反応

液  50 μl を加えた。37°C で  1 時間培養後に、Ultramark microplate reader 

(Bio-Rad Laboratories) を用い蛍光強度 (Ex/Em＝354/442 nm) を測定した。 

 

3. Cleaved CASP3 protein analysis 

 hLGCs における Cleaved CASP3 タンパク質発現を Western blotting analysis 

により測定した。培養細胞を lysis buffer (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% 

Triton X-100, 10% glycerol [Sigma-Aldrich; #G7757] and Complete protease inhibitor 

cocktail [Roche Diagnostics], pH 7.4) 200 μl で溶解した。溶解されたタンパク質濃

度は BSA を標準とする Osnes ら (1993) の方法により測定した。タンパク質

は SDS gel loading buffer (50 mM Tris-HCl, 2% SDS [Nacalai Tesque; #31607-94], 

13% glycerol and 1% β-mercaptoethanol [Wako Pure Chemical Industries; #137-06862], 

pH 6.8) に溶解させ、95°C、10分間加熱した。サンプル (30 μg タンパク質) を 

10% SDS-PAGE gel へアプライし 200V、1時間電気泳動を行った。 

分離されたタンパク質を transfer buffer (25 mM Tris-HCl, 192 mM glycine, 20% 
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methanol, pH 8.3) 内で 250 mA、3時間電気泳動し 0.2-μm nitrocellulose membrane 

(Invitrogen; #LC2000) へブロッティングした。メンブランを TBS-T (0.1% Tween 

20 in TBS [25 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, pH 7.5]) で洗浄し、blocking buffer 

(PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal; Toyobo; # NKB-101) 中で室温、3時間

培養した。ブロッキング後、メンブランは cleaved CASP3 タンパク質 (17, 19 

kDa) および β-actin (internal standard; 45 kDa) をそれぞれ測定するために 2 つ

に切り離した。メンブランをそれぞれ cleaved CASP3 (Cell Signaling Technology; 

#9661; diluted 1:1,000 in Can Get Signal) あるいは β-actin (Sigma-Aldrich; #A2228; 

diluted 1:4,000 in TBS-T) の一次抗体に浸漬し一晩室温で培養した。次に、メンブ

ランを TBS-T で 10 分間 3 回洗浄し、cleaved CASP3 (anti-rabbit HRP-linked 

whole antibody produced in goat [diluted 1:10,000 in TBS-T]; Assay Designs) あるい

は β-actin (anti-mouse HRP-linked whole antibody produced in sheep [diluted 1:40 

000 in TBS-T]; Amersham Biosciences; #NA931) をそれぞれニ次抗体として用い 

1.5 時間培養した。TBS により室温で 10 分間、3 回洗浄し、ECL Western 

Blotting Detection System (Amersham Biosciences; #RPN2109) を用いタンパク質発

現を解析した。 

 

4. Total RNA の抽出 

hLGCs を単離培養後、添加実験を行った後に細胞溶解液を回収し以下の処理

を行った。 

タンパク質を除去する目的で、上清または黄体細胞融解液に対し 1/5 量のク

ロロホルムを加え、十分に撹拌し (15-30 秒間)、室温で 2-3 分間静置した後、

遠心分離した (12,000 x g, 4°C, 10 min)。遠心分離終了後、水層、タンパク質を含

む中間層およびクロロホルム層の 3 層に分離しているのを確認した後、最上層

の水層のみを回収した。次に RNA をアルコールと塩で凝集させて沈殿を得る
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ために、最終濃度が 0.1 M 以上になるように 3 M Na-acetate を加えた後に 500 

µl の 2-プロパノールを加えて十分に撹拌し、室温で 10 分放置した後、遠心分

離し (12,000 x g, 4°C, 10 min)、上清を除去した。さらに、得られた沈殿物から塩

を取り除くため、75% エタノールを 1 ml 加え軽く撹拌した後、遠心分離 (7,500 

x g, 4°C, 5 min) し、上清のエタノールを廃棄した。得られた RNA の沈渣に 500 

μl の Tris-EDTA buffer を加え、RNA を溶解した後、溶液中の RNA 量を分光

光度計 (Gene Quant pro, 吸光度 260 nm) により測定し、一本鎖 cDNA の作成ま

で -80°C で保存した。 

 

5. 一本鎖 cDNA の作成 

3. で作成した  RNA 溶液を  Prime Script
TM

 1st strand cDNA Synthesis Kit 

(TaKaRa; #6110A) を用いて一本鎖 cDNA を合成した。cDNA 溶液は、PCR ま

で -30°C で保存した。 

 

 

6. Real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT - PCR) 

4. で作成した cDNA 溶液 2 μl を DEPC 水を用いて 25 倍に希釈し、PCR 

の鋳型とした。スタンダードには 4. で作成した cDNA 溶液 25 μl に DEPC 水

を加え 2 倍希釈した溶液を Std 1000 とし、さらに Std 1000 を順々に希釈して 

10 段階を作成した (Std 1000, 500, 200, 100, 50, 20, 10, 5, 2, 1)。25 倍希釈した 

cDNA 溶液またはスタンダード cDNA 溶液 (Std 500-1) 2 μl を SYBR Premix 

Ex Taq™ II (TaKaRa; #RR081A) に含まれる Table 1 溶液と混合して PCR 反応

液 (20 μl) を作成した。PCR 反応は、95°C, 3 min その後 94°C, 15 sec (熱変性)、 

55°C, 20 sec (アニーリング)、72°C, 15 sec (伸長反応) を 1 サイクルとして計 45 

サイクルの処理を行った。ACTB はハウスキーピング遺伝子であり、内部標準
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として LC3 mRNA 発現量の増減を評価するための指標として用いた。プライマ

ーは以下に示す通りである。 

 

LC3 (GenBank no.; NM_032514, 140 bp) 

forward:  5’-CAGAGAGCTCCTGGTTCCTG-3’ 

reverse:  5’-GAGGGACAACCCTAACACGA-3’ 

 

ACTB (GenBank no.; AY582799.1, 107 bp) 

forward:  5’-ATGTGGCCGAGGACTTTGATT-3’ 

reverse:  5’-AGTGGGGTGGCTTTTAGGATG-3’ 

 

7. 統計処理 

結果は同一実験区ごとに平均値 ± 標準誤差で表し、各実験区間の有意差検定

は分散分析後、Williams’ multiple comparison test、 Tukey’s multiple comparison test 

または Student’s t-test を用いて行った。 
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第 3 節 結果 

 

1. hLGCs の CASP3 activity に及ぼす hCG および OP の影響 

control 区の CASP3 activity を 100%とすると、hCG 区では 68% であった。

hCG+OP 区では control 区および hCG 単独区と比較し、有意に高い CASP3 

activity を示した (P<0.05; Fig. 9)。 

 

2. hLGCs の CASP3 タンパク質発現に及ぼす hCG および OP の影響 

 control 区および hCG 単独区では Cleaved CASP3 タンパク質発現はわずか

であったが、OP 単独区では発現が確認され、さらに hCG+OP 区において強い

発現が認められた (Fig. 10)。 

 

3. hLGCs の LC3 mRNA 発現 に及ぼす hCG および OP の影響 

 各添加区における LC3 mRNA 発現に有意な差は認められなかった (Fig. 11)。 
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Figure 9 

 

  

Effects of hCG and/or OP on CASP3 activity in cultured hLGCs. Cultured cells 

were exposed to hCG (100 IU) and/or OP (100 μM) for 24 h. CASP3 activity 

was measured using the CASP3-specific substrate DEVD-AMC. Each value 

represents the mean ± SEM of three independent experiments, each done in 

triplicate. Results are expressed as the percentage of the control, which was set 

as 100. Different letters indicate significant differences (P<0.05) as determined 

by ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. 

Fig. 9 
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Figure 10 

 

 

 

 

 

 

 

  

Effects of hCG and/or OP on CASP3 expression in cultured hLGCs. Cultured 

cells were exposed to hCG (100 IU) and/or OP (100 μM) for 24 h. Protein 

expression of cleaved CASP3 was determined by western blot analysis of 

cleaved CASP3 (17 and 19 kDa) and β-actin (45 kDa). Representative 

examples for cleaved CASP3 and β-actin are shown (n=3). 

Fig. 10 
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Figure 11 

Effects of hCG and/or OP on LC3 mRNA expression in cultured hLGCs. 

Cultured cells were exposed to hCG (100 IU) and/or OP (100 μM) for 24 h. 

Data are the mean ±  SEM of three independent experiments and are 

expressed as the relative levels to ACTB mRNA levels. Different letters 

indicate significant differences (P<0.05) as determined by ANOVA followed by 

Tukey’s multiple comparison test. 

Fig. 11 
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第 4 節 考察 

第 3 章により hCG と OP の組み合わせ添加により強い細胞死が誘導され

たが、この組み合わせ添加区の CASP3 活性は有意に高く (Fig. 9)、さらに 

cleaved CASP3 タンパク質発現も高かった (Fig. 10)。この結果は Engmann ら 

(2006) による hCG と RU486 との組み合わせ添加によりアポトーシス陽性細

胞が増加したとの報告と一致する。つまり、hCG 存在下で P4 作用が阻害され

るとアポトーシスが誘導されることが示唆された。 

オートファジーとは生理的な細胞死の一機序であり、細胞質構成成分を非選

択的に分解する経路である (Dunn、1994)。黄体退行は自然に組織が消滅するこ

とから、アポトーシス以外にオートファジーも関与している可能性が考えられ、

hCG および OP の単独または組み合わせ添加による LC3 mRNA 発現量を比

較したが、有意な差は認められなかった (Fig. 11)。オートファジーの指標とし

てオートファゴソームの膜上に存在する LC3 mRNA 発現を評価したが、mRNA 

発現だけではオートファジーの関与を完全に否定することはできず、LC3 タン

パク質発現ならびに電子顕微鏡下による細胞の形態的な観察を含め追加検討が

必要であると考える。 

以上のことから、hCG 存在時に P4 作用が阻害されると顕著な細胞死が誘導

され、その細胞死はアポトーシスであることが示された。流産を繰り返す不育

症の原因の一つに黄体機能不全があげられ、その割合は 17% であるとの報告が

ある (Stephenson ら、1996)。妊娠初期になんらかの原因で P4 産生の低下ある

いは P4 作用が減弱すると黄体の構造的退行が誘起され、黄体機能不全により

流産が引き起こされるのかもしれない。 
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第 5章 総合考察 

 

 本研究では、ヒト黄体機能調節メカニズムの一端を解明する目的で、ヒト黄

体のモデルとして hLGCs を用い、その細胞生存性に及ぼす hCG の影響を検討

した。 

 まず hLGCs の培養条件の確立を目的とし、培養プレートに施すコラーゲンコ

ートの有無、至適培養日数および採取女性の年齢が hLGCs のホルモン分泌能に

及ぼす影響を検討した。コラーゲンコートにより hLGCs の接着率は増加し、培

養 4 日目までは P4 および E2 分泌量が保たれ、40 歳未満の女性年齢による 

hLGCs の P4 産生量の低下はみられなかった。これらのことから、40 歳未満

の正常な排卵周期を有する症例から採取した hLGCs はコラーゲンコートした

培養プレートに播種後 4 日目までの培養ではホルモン分泌能が保持されてい

ることが示され、以降の実験に黄体機能を研究するための細胞モデルとして用

いた。 

培養 hLGCs を用い、hCG および P4 による細胞生存性への影響を検討した

ところ、hCG 添加 (100 IU/ml) により有意に高い生存率であった。P4 (1, 10, 25, 

50 μM) は生存性に影響を及ぼさなかったが、P4 レセプターアンタゴニストで

ある OP (100 μM) により hLGCs の生存率が低下した。無添加区の培養液中の 

P4 濃度は 11.1±3.1 μM と生体内と比較し非常に高濃度であったことから、

hLGCs は生存に必要な量の P4 を自身で分泌し細胞内に取り込むことで細胞

の生存性を維持する可能性が示された。さらに、hLGCs に hCG (1, 10, 100 IU/ml) 

および OP (25, 50, 100 μM) を共添加し 24 時間培養後の細胞生存率を測定した。

hCG はいずれの濃度においても OP 100 μM と組み合わせることで hLGCs の

生存率を著しく低下させた (P<0.05)。これらのことから、hCG 存在下で P4 作

用が阻害されると急激な細胞死が誘導されることが示された。 
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霊長類の黄体退行にはアポトーシスが関与しているという報告 (Shikone ら、

1996) やオートファジーが主なメカニズムであるとの指摘もある (Fraser ら、

1999)。そこで、hCG 存在時に P4 結合が阻害されることで誘導される細胞死の

メカニズムを明らかにするため、それぞれアポトーシスおよびオートファジー

の指標である CASP3 および LC3 発現量の変化を検討した。その結果、LC3 

mRNA 発現に差は認められなかったが、CASP3 活性は hCG と OP との共添

加により有意に増加した (P<0.05)。また CASP3 タンパク質発現も hCG+OP 添

加区において増加したことから、誘導された細胞死はアポトーシスであること

が示された。hCG が細胞死誘導因子として作用する一つの可能性として活性酸

素種 (ROS) を介した経路が考えられる。hCG と相同性の高い LH は ROS を

増加させることが報告されており (Dharmarajan ら、1999)、hCG により刺激さ

れた P4 は SOD 発現を増加させることが報告されている (Matsuoka ら、2010)。

hCG と hCG により刺激される P4 は ROS および SOD 産生のバランスを取

り黄体を維持しているが、何らかの要因で P4 分泌が十分に刺激されない場合、

hCG により発現が刺激される ROS の消去酵素である SOD が十分に発現せず、

ROS の作用により黄体細胞のアポトーシス、すなわち構造的退行が誘起される

のかもしれない。 

 以上のことから、hCG は P4 を介し黄体の生存性を維持していることが示唆

された。また、hCG 存在下で P4 作用が阻害されると強力なアポトーシスが誘

導されたことは、妊娠初期に黄体が黄体機能不全に陥った場合、構造的黄体退

行が誘導され流産が引き起こされる可能性を示している。これは、妊娠継続困

難時には速やかに妊娠を終了させ、次の妊娠に備えるという生殖戦略の一つと

考えられる。すなわち、hCG は P4 を介して黄体の生存を維持する一方、アポ

トーシスを誘導することで黄体機能を制御する可能性が示された。  
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試薬および緩衝液一覧 

 

Table 1. Buffers for EIA 

 

Coating buffer, pH 9.6 

 0.01 M Na2CO3・10H2O 4.29 g 

   0.03 M NaHCO3 2.93 g 

 Distilled water 1000 ml 

 Adjust pH to 9.6 

 

Assay buffer, pH 7.2 

 0.04 M Na2HPO4・2H2O 7.12 g 

   0.15 M NaCl 8.5 g 

 Distilled water 1000 ml 

 Adjust pH to 7.2  

 使用時に 0.1% となるように BSA を添加する。 

 

0.05% Tween 80 水溶液 

 

 Tween 80 0.5 g 

 Distilled water 1000 ml 

 

Substrate buffer 

 

<Buffer A> pH 5.0 

 0.01 M Urea hydrogen peroxide 0.25 g 

 0.1 M Na2HPO4・2H2O 4.5 g 

   0.05 M Citric acid・H2O 2.575 g 

 Distilled water 250 ml 

 

<Buffer B> pH 2.4 

 0.002 M Tetramethylbenzidin (TMB) 0.125 g 

 4% Dimethyl sulfoxide (DMSO) 10 ml 

   0.05 M Citric acid・H2O 2.575 g 

 Distilled water  240 ml 

 

 使用時に Buffer A、Buffer B を 1:1 で混合する (要遮光)。 
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Table 2. Buffers for DNA assay 

 

DNA assay buffer 

 0.05 M NaH2PO4 6.0 g 

 0.14 M NaCl 8.0 g 

    2 mM EDTA 0.7445 g 

 Distilled water 1000 ml 

 

Bis-benzimide stock solution 

 Bis-benzimide 2 g 

 Distilled water 10 ml 

 

 要遮光。 
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Table 3. Buffer for RT-PCR 

 

Reaction mixture for PCR 

10 x Ex Taq
TM 

buffer 2 mM 

dNTP Mixture 0.2 mM 

TaKaRa Ex Taq
TM

 0.125 µl 

Forward primer 0.2 µM 

Reverse primer 0.2 µM 

cDNA sample 1 µl 

Filled up to 25 µl with distilled water 

 

0.1% Brom phenol blue 

 

7 M Urea  21.02 g 

50% Sucrose 25.00 g 

10 mM EDTA 0.186 g 

Brom Phenol Blue 0.05 g 

Filled up to 50 ml with distilled water 

 

3% agarose gel 

Agarose  1.50 g 

TAE buffer  50 ml 

 

Ethidium bromide 

Ethidium bromide 100 mg 

TAE buffer 10 ml 

 

Tris-acetate-EDTA bffer (TAE buffer) 

Trizoma base 4.84 g 

Acetic Anhydride 1.142 ml 

0.5 M EDTA 2 ml 

Distilled water 1000 l 
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Reagents and hormones 

  

Reagents and hormones Maker  Cat. No.   

Acetic anhydride ISHIZU SEIYAKU LTD, 030-5053 

Aminoglutethimide Sigma Chemical Co. A9657 

Amphotericin B Sigma-Aldrich, Inc. A9528 

Agarose gel TAKARA Co. F0070 

Ascorbic Acid Wako Chemical Co. 013-12061 

Brom Phenol Blue Sigma Chemical Co. B7051 

BS-1 Sigma-Aldrich  L-2380 

BSA (Fraction V) Roche Diagnostics GmbH 735078 

BSA Sigma Chemical Co. A7888 

Bis-benzimide Sigma Chemical Co. B2883b 

Calf Serum Sigma Chemical Co. C6278 

CellLytic
TM

-M Sigma-Aldrich C2978 

Chloroform Nacalai Tesque 084-26SP 

Collagenase (Type I) Sigma Chemical Co. C0130 

Complete Mini Roche Diagnostics GmbH 1836153 

Dullbecco’s PBS 日本製薬 05193 

DEPC water Nacalai Tesque 364-15SP 

DMEM/Ham’s F-12  

Dynabeads M-450 Dynal ASA 140.04 

Without phenol red  Sigma Chemical Co. D2906 

DMSO Sigma Chemical Co. D5879 

DNase I (Type IV) Sigma Chemical Co. D5025 

100 bp DNA Ladder TOYOBO Co. DNA-030 

EDTA Sigma Chemical Co. E4378 

EGTA Sigma Chemical Co. E4378 

Ethanol Nacalai Tesque 147-41SP 

Ethidium bromide Sigma Chemical Co. E8751 

Gentamicin Invitrogen 15750-060 

Glycerol Sigma-Aldrich, Inc. G5516 

Griess reagent Sigma-Aldrich, Inc. G4410 

H3BO3 Nacalai Tesque 05215-05 

hCG  Fuji Pharma 

HEPES Sigma Chemical Co. H9136 
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Insulin Sigma Chemical Co. I4011 

iQ SYBR Green supermix  BIO-RAD  170-8880 

Isolate Irvine Science 99275 

Onapristone  Schering AG ZK98299; 

Penicillin Banyu Seiyaku Co.  

Prime Script
TM

   TaKaRa 6110A 

P4-HRP Sigma Chemical Co. P3659 

2-Propanol Nacalai Tesque 290-33SP 

Sodium selenate Sigma Chemical Co. S5261 

Streptomycin Meiji Seika Co. 

SuperScript
TM

 First-Stand Synthesis System for RT-PCR 

 Invitrogen 11904-018 

TaKaRa Taq
TM 

TaKaRa Co. R001A 

TMB Boehringer Mannheim GmbH 784974 

Holo-transferrin Sigma Chemical Co. T3400 

Trizma® Base Sigma Chemical Co. T1378 

TRIZOL Reagent Invitrogen 15596-026 

Trypan blue Merck Co. 11732 

Tween 80 Sigma Chemical Co. P1754 

Urea hydrogen peroxide Sigma Chemical Co. U1753 

 

 

  

* 
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