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ウシ子宮由来 prostaglandin F2α (PGF) によって誘起される黄体退行は progesterone (P4) の減少

を主徴とする機能的退行と黄体内の細胞死による構造的退行の二つの局面からなることが知ら

れている。こうした PGF のウシ黄体退行作用は、PGF が活性酸素 (ROS) の発生を刺激するこ

とによることが示された。本研究では、PGF による黄体退行のメカニズムを明らかにするため

に、PGF のウシ黄体由来血管内皮細胞 (LEC) における ROS 発生刺激作用について培養系を用

いて検討した。 

 

研究成果の概要（和文）： 

本書は、平成 〜２１年度の３カ年にわたり科学研究金補助金を受けた基盤研究一般(C) の課題

である「活性酸素による黄体退行制御機構の解明」の成果をまとめたものである。 

1) LEC における一酸化窒素合成酵素 (iNOS および eNOS) の発現に及ぼす PGF の影響 

ウシ中期黄体より単離した細胞が LEC であることを Factor VIII (von Willebrand 

factor) 抗体を用いて確認し、培養 LEC における PGF receptor (FPr) mRNA 発現を半定量的 

RT-PCR 法, protein 発現を Werstern blot 法で, さらにウシ黄体組織における FPr の局在なら

びに培養 LEC における FPr 発現を免疫細胞化学的に検討した。黄体組織切片における FPr 

抗体に対する陽性反応は, 黄体細胞だけでなく血管内皮細胞にも認められ, また培養 LEC に

も FPr の発現していることが明らかになった。培養 LEC の iNOS および eNOS の mRNA 

ならびに protein 発現量と NOS キットで NOS 活性に及ぼす PGF の影響を調べたところ、

PGF は培養 LEC の eNOS mRNA および protein の発現に影響を及ぼさなかったが、iNOS 

mRNA および protein 発現量を有意に増加させた。 

2) LEC における活性酸素分解酵素 (SOD) に及ぼす PGF、H2O2 および NONOate の影響 

ウシにおいて PGF 投与直後に卵巣静脈中の酸素および ROS の一種である一酸化窒

素 (NO) が急増すること、また NO が黄体の機能的ならびに構造的退行に深く関与すること

を報告してきた。一方、SOD は過剰に生産された ROS を分解する酵素として知られているこ

とから、PGF は黄体内 SOD の発現ならびに活性を抑制し、ROS の分解が進まないことによっ
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て黄体退行が促進すると考えられる。本研究では PGF の黄体退行機構における PGF と ROS 

の関係を明らかにする目的で、ウシ中期黄体より単離した LEC をコンフルエントになるまで

培養し、液換と同時に PGF、過酸化水素 (H2O2) および NO のドナーである NONOate を添

加し、さらに 2 または 24 時間培養した後 SOD mRNA および protein 発現、ならびに SOD 

活性を半定量的 RT-PCR 法、Western blot 法または SOD キットでそれぞれ調べたところ、2 時

間培養した LEC における  PGF、H2O2 および NONOate は培養 LEC の SOD mRNA および 

protein の発現量ならびに活性を有意に増加した。一方、24 時間培養した LEC における PGF、

H2O2 および NONOate は SOD mRNA および protein 発現量を有意に抑制した。さらに、PGF 

産生に及ぼす H2O2、NONOate および SOD の影響を検討した結果、ROS および SOD は PGF 

産生を有意に増加した。 

ウシ培養黄体細胞において NO は P4 分泌を抑制し、apoptosis を誘導することが示さ

れおり、さらに本研究の結果と併せて考えると、子宮から分泌される PGF は LEC の NO 合

成を刺激することにより黄体細胞の P4 分泌を抑制し、黄体退行を促進する可能性が示され

た。さらに、PGF および ROS は LEC の SOD 発現と活性を抑制することによって細胞内 ROS 

が蓄積され、黄体細胞の apopotosis を誘導することが示唆された。また、ROS は LEC の PGF 

分泌を刺激することから、LEC において PGF と ROS の間にはポジティブフィードバック

機構が存在し黄体退行を促進することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Clarification of the mechanism controlling the regression of corpus luteum by reactive oxygen species 

The corpus luteum (CL) is a transient endocrine gland, which is essential for the regulation of 

ovarian cycles as well as for establishment and maintenance of pregnancy. The luteal regression is 

characterized by a loss of the capacity to produce progesterone (P4) functional luteolysis and tissue 

degeneration structural luteolysis. Prostaglandin F2α (PGF) and reactive oxygen species (ROS) are 

implicated in the functional and structural luteolysis. To determine the physiological role of PGF and 

ROS in the local regulation of CL function in cows, I examined 1) the effect of PGF on nitric oxide 

(NO) generating system in bovine luteal endothelial cells (LECs) and 2) the roles of PGF and ROS in 

the regulation of superoxide dismutase (SOD) enzyme in bovine LECs.  

1) PGF receptor (FPr) mRNA and protein were expressed in cultured LECs obtained from 

mid-stage CLs. PGF increased NO (nitrite and nitrate) concentra- tions in the medium of cultured LECs. 

When LECs were exposed to 1 μM PGF, PGF did not affect the expressions of endothelial NO synthase 

(eNOS) mRNA and protein. On the other hand, PGF stimulated the expression of inducible NOS (iNOS) 

mRNA and protein. In addition, PGF stimulated the NOS activity in cultured LECs (P<0.05).  

2) When LECs were exposed to PGF, H2O2 or NONOate (NO donor) for 2 or 24 h. PGF, H2O2 

and NONOate stimulated SOD mRNA and protein expression, and SOD activity at 2 h (P<0.05). On the 

other hand, PGF, H2O2 and NONOate inhibited SOD mRNA and protein expressions at 24 h (P<0.05). In 

addition, exposure of LECs to H2O2, NONOate and SOD induced an increase in PGF biosynthesis (2 h). 



The present results indicate that bovine LECs are target for PGF, and suggest that stimulation of 

the NO generating system and NOS activity induced by PGF result in increasing local NO production 

followed by luteolysis. The overall findings suggest the presence of a positive feedback loop between 

PGF and ROS in bovine LECs. SOD may play important roles in controlling the intraluteal ROS 

concentrations during functional and structural luteolysis in cows.  
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物の黄体は、妊娠の成立と維持に必須

の器官であり、妊娠が成立しなかった際に黄

体の退行することが次の排卵周期への起点と

考えられる。黄体は、子宮由来のプロスタグ

ランディン F2α (PGF) により血流量の減少

を伴って退行することが知られているが、そ

の詳細なメカニズムは明らかにされていない。

申請者らは生体へ PGFを投与することによ

り急激かつ一過性に血流量の増加することを

見出しており、黄体内は一時的に高酸素環境

に移行すると考えている。申請者は生体を用

いた予備実験において PGF 投与時に卵巣静

脈中の酸素濃度の上昇することを見出してい

るが、その生理的意義は不明である。一方、

生体内において酸素を消費する過程で生成さ

れる活性酸素種 (reactive oxygen species; ROS) 

は細胞障害を引き起こすことから、申請者は 

PGF により誘導される卵巣内の高酸素環境

が、ROS 産生を介して黄体退行制御機構の中

で重要な役割を果たしているという仮説を

立てた 

２．研究の目的 
本研究は、黄体退行機構を血流量の変化と関

連の深い ROS に着目し、細胞培養系を中心

に多角的な解析を展開する計画である。具体

的な研究の内容は以下の 4 点に集約される。

(1), 黄体の ROS 産生調節機構と PGF の関

係 (2), 黄体の内分泌機能に及ぼす ROS の

影響(3), 黄体内細胞のアポトーシス制御機

構における高酸素、ROS および PGF の影響, 

(4), 黄体における抗酸化物質産生調節機構

の影響。 

３．研究の方法 
(1)生体の局所レベルで観察するために、ウ
シ卵巣静脈、子宮静脈および頸静脈内にカテ
ーテルを挿入し、同時に血液を採取すること
によって、卵巣および子宮局所の生理活性物
質の動態を経時的に観察すことを可能にし
た。 
(2)黄体由来血管内皮細胞の培養系を用いて

NO 合成酵素 および活性酸素種とPGF の関



係をしらべるために、 

① 遺伝子発現： リアルタイムPCR, 

② タンパク発現：Western Blot 

 

４．研究成果 

本研究で得られた成果は既に国内外の専門学

術誌に発表済みか、あるいは印刷中となって

いるので、本書にはこれら既刊論文および投

稿原稿についてその全文を収録した。黄体退

行制御機構を解明することによって、家畜の

効率的生産のための新たな生殖制御法開発に

重要な基礎資料を提供するばかりでなく、異

常な排卵周期を主徴とする不妊症の診断やそ

の治療法確立のための基礎研究としても大き

な意義がある。 
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