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研究成果の概要（和文）：黄体化には、LH刺激後5.5-9.5時間のCalpainの活性が必要であることが示唆された。
Calpain活性が阻害されると、黄体細胞はP4産生細胞にならず、E2産生細胞になった。これは、更年期障害の初
期に認められるE2過多と類似していること、Calpainには内因性の阻害タンパク質が存在していることから、加
齢マウスと若齢マウスで内因性活性阻害タンパク質の発現を検出し、加齢マウスで優位に高いことを明らかとし
た。さらに、Calpain1/2の卵巣特異的ノックアウトマウスが通常の妊孕性を有してることから、黄体化には
Calpain familyが複合的に機能していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Our study suggested that luteinization requires the activity of Calpain at 
5.5 hours after LH stimulation. It was found that when Calpain activity in Granulosa cells was 
inhibited during luteinization, luteal cells did not become normal progesterone-producing cells but 
became Estrogen-producing cells. Since this is a phenotype observed in the early stage of the 
menopausal disorder, We considered that Calpain activity decreased early in menopause. And our 
considered that calpastatin, as endogenous calpain inhibitor, was blocked calpain activation. The 
expression of Calpastatin was detected in aged mice and young mice, and it was clarified that it was
 predominantly high in aged mice. Furthermore,  another group showed that the Calpain 1/2 knockout 
mice had normal fertility. Therefore, Calpain family (Calpain 1/2 and more) activation induced 
luteinization from granulosa cells and overexpression of Calpastatin in aged mice may block 
luteinization. 

研究分野： 生殖内分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LH刺激による黄体化は、遺伝子発現によって制御を受けていることが知られていたが、タンパク質の活性が、そ
の細胞の分化を制御していることを示唆することができた。さらに、更年期障害の初期でみられるエストロジェ
ン過多を誘発する可能性が示唆される知見が得られ、排卵刺激後のどの時間でそのイベントが発生しうるかを示
すことができた。現在、どのCalpainが重要な機能を示しているかを検証する必要はあるが、更年期障害を緩和
するための新たな分子標的が明らかとなったことに社会的意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

哺乳動物の卵巣は排卵期に LH シグナルによる Calpain の活性が卵子の物理的な卵巣外への排

出（排卵）の誘起に関与していることを明らかとしてきた。さらに、 排卵刺激ホルモンによる

顆粒層細胞の黄体化に Calpain の活性が関与していることが示唆されるデータが得られ、

Calpain 活性化抑制剤を投与することによって、 黄体化を抑制し、排卵刺激後もエストロジェ

ン合成酵素 Cyl19A1 の高発現を維持する形質が認められた。 

 

２．研究の目的 

黄体化に関与している可能性がある Calpain の機能を解析し、更年期障害などに関連があるか

を検証すること。 

 

３．研究の方法 

１）黄体化プロセスにおいて、Calpain の経時的な活性変化を測定した。さらに、Calpain の活

性と黄体形成に関与している時間を明らかにするために、抑制作用の半減期が２時間と短い

Calpain inhibitor Ⅲを用いて、２時間毎に投与し、Estrogen 合成酵素 Cyp19a1 と Progesterone

合成酵素の Cyp11a1 の発現調べた。さらに、Cyp11a1 の局在を免疫染色法で検証した。 

 

２）Calpastatin の経時的な遺伝子発現と、若齢マウス、加齢マウスの発現変化とその機能を

しらべた。さらに、若齢マウス（３週齢）と加齢マウス（３０週齢）マウスを用いて Calpastatin

の発現量を検証した。 

 

４．研究成果 

１）顆粒層細胞の Calpain の活性は、LH 刺激後（ｈCG）

4 時間と 16 時間（CL）がピークだった（図１）。さら

に、Calpain の活性時において、どのタイミングのど

の時点が黄体化への起点になっているかを明らかにす

るために、経時的な活性変化に対し、抑制効果が２時

間程度持続する抑制剤（Calpain inhibitor Ⅲ）によ

って、2 時間ごとに活性を抑制した。その結果、ｈCG

投与後 12 時間において、排卵刺激ホルモンによって、

Calpainの活性は有意に増加する

こと、さらに、排卵刺 激ホルモ

ン 5.5 あるいは 7.5 時間目に

CI-Ⅲ を 投 与 し た マ ウ ス で

Estrogen 合成酵素 Cyp19a1 の発

現が有意に高かった。さらに、

Progesterone 合 成 酵 素 の

Cyp11a1の合成酵素の発現も同様

に 5.5 と７.5 時間で投与したマ

ウスで発現が有意に低下した。一

方で hCG投与 9.5時間で CI-Ⅲを

投与したマウスではこれらの現象が認められず、黄体化していると考えられた。また Cyp11a1



遺伝子に関しては未投与区と比較して有意に高い値を示したことから、9.5 時間以降は逆に

Calpain 活性が黄体化を阻害している可能性が示唆された（図２）。 

 さらに、持続的な黄体機能への影響を検討するために、ｈ

CG 投与後 24 時間後の卵巣組織を調べたところ、ｈCG 投与後

5.5 時間に CI-Ⅲ投与のマウスは、Cyp11a1 陽性細胞が顕著に

少なく（図３）、未排卵卵胞が認められ、一部の卵胞はシスト

状になっていた。一方で、ｈCG投与後 9.5 時間後に CIⅢを投

与したマウス卵巣では、Cyp11a1 陽性細胞が未投与マウスと同

程度であった（図３）。 

 

２）Calpastatin は LH 刺激から発現が増加し、hCG 投与後 16

時間で発現が最大になっていた。これらは図２の Calpain 活

性が 9.5 時間以降では Calpain 活性抑制が逆に黄体化を促進

するという結果に連動している。さらに、Calpastatin の発現

を排卵期の若齢マウスと高齢マウスで比較したところ、有意

に Calpastatin の発現が高齢マウスで高いことが明らかとな

った（図４）。これらの結果は、加齢によって排卵期に Calpain の活性が阻害され、その際に黄

体化が阻害され、その結果エストロジェンの恒常的な分泌に繋がっているのではないかと考え

られた。 

 

一方で、Calpain の活性に主要な Calpain１、２ノックアウト

マウスの知見を情報収集した 結果、産子を得ることが可能な形

質であることが明らかとなったことから、Calpain1/2 以外の

Calpain family や、Calpain 抑制剤で同様に抑制されるユビキ

チンが黄体化に関与している可能性が浮上した。今後、排卵期

に関与しているそれらの酵素類を突き止め、酵素活性と排卵・

黄体に関わる機序を解明し、更年期障害等の内分泌異常の原因

と治療法の発見を進める。 
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