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研究成果の概要（和文）：　排卵は受精可能となった卵母細胞が卵巣腔へと放出される過程である。この過程
は、濾胞組織と卵巣最外層組織の分解を伴う組織破壊現象と捉えることもでき、毎日排卵するメダカの場合、排
卵後、直ちに組織修復が開始され、さらに、卵巣内に残留した濾胞組織も迅速に分解され、翌日の排卵に備える
必要がある。本研究では、迅速に進行するこの過程の分子機構を解明することを目的に研究を行った。その結
果、卵巣開口部の修復にカドヘリンタンパク質の関与を示唆する結果が得られた。また、在留濾胞組織の分解に
ゼラチナーゼBやプラスミンが関与する結果を得た。今回の研究で得られた成果をもとに、今後も組織修復の分
子機構の解明に取り組む。

研究成果の概要（英文）：Ovulation is the process that fertilizable oocytes are released into the 
ovarian sac.The precess is involved in a breakdown of the follicular wall,which are composed of 
folicular tissues and ovarian surface tissues.In medaka, which ovulates every day, the tissue repair
 of the follicle wall starts just after ovulation, and follicular tissues that had released an 
oocyte are degraded rapidly in the ovary. The aim of the present study is to elucidate the molecular
 mechanism of the process.Cadherin protein was suggested to be involved in the tissue repair of the 
follicle wall.Gelatinase B and plasmin, both of which were expressed in follicular tissues that had 
released an oocyte, were implied to be implicated in the rapid degradation of the follicle tissues 
in the ovary. We will continue to study to elucidate the molecular mechanism of the rapid tissue 
repair, based on the results abtained from the present study.  

研究分野： 生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 
メダカ卵巣内には多数の濾胞が存在し、卵

母細胞は濾胞内で成長、成熟する。排卵時に

は、卵母細胞を包む濾胞壁と卵巣最外層の被

膜が分解されることで、卵母細胞のみが卵巣

腔内即ち卵巣外へと放出される。排卵は濾胞

組織の分解を伴う組織破壊現象と捉えるこ

ともでき、排卵後は卵母細胞が通り抜けた部

分の迅速な組織修復が必要不可欠となる。さ

らに、排卵後には濾胞細胞層のみが残留組織

として卵巣内に取り残されるが、注意深く観

察を行っていくとその組織は徐々に卵巣中

心部へと引き込まれていき、排卵後 20 時間

前後という僅かな時間で分解、消失すること

が明らかとなった。これらの過程は種特有の

速さで進行するが、毎日多くの卵を排卵する

メダカでは卵巣開口部の修復と残留濾胞組

織の除去が迅速に行われないと次の排卵に

支障を来すため、これらの過程の進行が哺乳

類に比べ圧倒的に速い。そこで、本研究では

この迅速な組織修復ならびに残留濾胞組織

の分解メカニズムに着目し、この過程が如何

にして迅速に行われるのかを解明すること

を目標とし、研究に着手することとした。 

 

２．研究の目的 

卵巣では、生殖細胞（卵）の産生、排卵、

排卵後の組織修復（次回排卵の準備）という

プロセスが繰り返される。この過程は種特有

の速さで進行するが、毎日排卵を繰り返すメ

ダカでは、この過程が極めて速い。本研究で

はこの速さに注目し、排卵後の組織修復が如

何にして迅速に進行するのかを分子レベルで

解明することを目的とする。具体的には、排

卵により生じた開口部（卵が放出された部分）

の修復（閉口作業）機構、卵を放出し卵巣内

に取り残された在留濾胞組織を卵巣中心部へ

と引き込むメカニズム、そして卵巣中心部付

近での分解、除去機構の解明が本研究の目的

である。 

３．研究の方法 

本研究では、研究代表者らが確立した卵巣

器官培養による生体外卵巣培養系（下図：卵

巣から卵母細胞が放出、排卵された写真）を

用いて研究を行った。この系を用いて、下記 

の項目について解析を行った。 

 

 (1) 排卵に伴う卵巣開口部の修復機構の解

明 

E-cadherin と N-cadherin の特異的抗体を作

製し、Western blot 解析、免疫組織化学染色に

より抗体の特異性を解析した。その後、これ

らの抗体を卵巣培養系に添加し、排卵を確認

後すぐに卵巣を回収し、galatinase B の in situ 

hybridization を行い、卵巣開口部の有無を確

認した。 

(2) 残留濾胞組織の引き込みおよび除去メカ

ニズムの解明 

gelatinase B、MT2-MMP、cathepsin L、plasmin

及び urokinase plasminogen activator の特異的

抗体を卵巣培養系に添加し培養後、組織切片

を作製し、残留濾胞組織の有無を確認した。

さらに、1 型及び 4 型コラーゲン免疫組織化

学染色を行い、残留濾胞組織の有無を確認し

た。また、排卵後の卵巣で発現する TIMP や

PAI、成長因子(FGF や TGF など)関連因子を

RT-PCR で調べた。 

排卵後の濾胞組織にゼラチン分解活性が

あるかどうかを In situ zymography により調

べた。さらに、EDTA やロイペプチンなどの

阻害剤を反応液に添加し、ゼラチン分解活性

をもつ酵素の特定を行った。 



 

４．研究成果 

(1) 排卵に伴う卵巣開口部の修復機構の解明 

N-cadherin と E-cadherin の抗体を作製し、

発現解析を行った。排卵前と排卵後の濾胞組

織抽出液を用いて Western blot 解析を行った

と こ ろ、排 卵 後の濾 胞 組織に お い て

N-cadherin のみ特異的なバンドが確認され

た。E-cadherin については、残念ながら特異

的抗体は作製できなかった。N-cadherin のみ

native protein を特異的に認識する抗体が作製

されたので、この抗体を用いて免疫組織化学

染色を行った。N-cadherin は開口部を含む排

卵後の濾胞組織全体での発現が確認された

ことから、開口部の修復に関与することが示

唆された。E-cadherin については、 in situ 

hybrizidation 解析から、排卵後の開口部付近

にはその発現が確認できなかったことから、

開口部への関与の可能性は低いことが示唆

された。 

続いて、卵巣培養系に N-cadherin の特異的

抗体を添加し、開口部の修復の有無を確認し

たところ、残念ながら、開口部の修復は阻害

されなかった。そこで、改めて開口部の修復

に関与する因子の探索を目的として卵巣培

養系に EGTA（カルシウムイオンのキレート

剤）を添加し修復の有無を調査したところ、

修復は阻害された。この結果は、カルシウム

イオン要求性の因子が関与していることを

示唆しており、N-cadherin や E-cadherin 以外

の cadherin の可能性についても検討する必要

があると考えられる。また、排卵直後の卵巣

において、いくつかの成長ホルモン関連因子

の誘導が確認されたことから、これらの因子

の関与についても検討する必要がある。 

 

(2) 残留濾胞組織の引き込みおよび除去メカ

ニズムの解明 

排卵 1 時間後の卵巣を、12～72 時間の

範囲で器官培養した後、卵巣内の残存濾胞

組織の有無を組織切片で確認した。その結

果、予想に反して 72 時間培養した卵巣内

でも残存濾胞組織の存在が確認された（in 

vivo では、排卵 20 時間後には残存濾胞組

織の消失が確認されている）。そこで、黄体

形成ホルモン LH が作用した後の卵巣（排

卵 8 時間後）を器官培養し、残存濾胞組織

の有無を組織切片で確認したところ、その

消失が確認された。以上の結果から、残存

濾胞組織の分解には、LH で誘導される何

らかの因子が関与することが示唆された。

今後は、LH によって誘導され、残存濾胞

組織の分解に関与する因子の探索を行う必

要がある。 

卵巣内に取り残された濾胞組織の分解時

期を特定するために In situ zymography

法を行った。その結果、排卵直後から卵巣

内に取り残された濾胞組織周辺にゼラチン

分解活性が見られ、これらの活性は EDTA

とロイペプチンの両方が存在する時、阻害

されることが明らかとなった。この結果は、

排卵後の濾胞膜の分解に gelatinase B と

plasmin の両方が関与していることを示唆

している。 

濾胞組織の分解機構についてはプロテア

ーゼ（MMP や plasmin など）の関与が示

唆されていたことから、その酵素の内在の

阻害因子であるTIMPおよびPAIについて

解析を行った。TIMPについては、mRNA、

タンパク質ともに排卵後の濾胞組織におい

て発現を確認できなかった。一方、PAI-1 

mRNA は、排卵後の濾胞組織に発現してい

た。PAI-1 は、plasminogen の活性化因子

である uPA を阻害する因子であることか

ら、PAI-1 が濾胞組織分解を調節している

可能性があることが示唆された。 
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