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研究成果の概要（和文）：

本研究課題は、哺乳類（マウス）の排卵実行に重要な酵素（排卵酵素）の同定と排卵時の濾
胞層分解の分子メカニズムの解明を目指して実施された。また、排卵酵素の同定に利用する生
体外排卵培養系の改良にも取り組んだ。その結果、2 種の MMP が排卵の前後の濾胞で発現変
動することを発見したが、これらの MMP は排卵に関与しない可能性が高いことが明らかとな
った。一方、MT2-MMP は排卵前にその活性体が増加することから、排卵への関与が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：
The aim of the present study were to identify the mouse ovulation enzymes responsible
for degradation of the follicle wall during ovulation, and to elucidate the molecular
mechanism of degradation of the follicle wall during ovulation. It was also attempted
to improve the culture condition by optimizing the buffer system and by changing the
supplements added. As results, it was found that two MMPs were changed their
expression between before and after ovulation. However, it was suggested that they
were not involved in ovulation. Active form of MT2-MMP was found to be increased
before ovulation, implying that it was involved in ovulation.
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１．研究開始当初の背景
卵は、濾胞と呼ばれる袋状構造の中で成長

し、受精能を獲得後、卵巣外へと放出（排卵）
される。卵が、卵巣外に排卵されるためには、
濾胞壁と呼ばれる濾胞の膜が溶解される必
要があり、濾胞壁を溶解する酵素（以降、排

卵酵素と呼ぶ）としてタンパク質分解酵素
（プロテアーゼ）がこの役割を担うと考えら
れている。哺乳類において、これまでに様々
なプロテアーゼが排卵酵素の候補として報
告されてきたが、排卵酵素同定の決め手とな
る研究は無かった。そのような状況の中、メ
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ダカを用いた研究代表者らの排卵研究から、
3 種の酵素がメダカの排卵酵素として同定さ
れ、さらにメダカの排卵機構も解明された(1)。
この研究が脊椎動物における唯一の排卵酵
素同定に関する研究であり、哺乳類において
は、未だに排卵酵素は同定されていない。
本研究は、2007-2008 年度に掛けて実施さ

れた研究代表者の研究により確立されたマ
ウスの器官培養による生体外排卵培養系を
用いて、哺乳類（マウス）の排卵酵素を探索、
同定することを目的とし、さらに、マウスの
排卵メカニズムを解明することを最終目的
に実施された。
(1)PNAS 102:8442-8447. (2005)

２．研究の目的
哺乳類（マウス）の排卵酵素を同定すると

ともに濾胞壁の溶解メカニズムについて分
子レベルで解明することが本研究の目的で
ある。また、排卵酵素を同定するために用い
る器官培養を用いた生体外排卵培養系につ
いて、より高い排卵率で排卵する培養条件の
検討を行い、培養系の改良を行うことも本研
究の目的とした。

３．研究の方法
本研究の目的を達成するために以下のこ

とを実施した。
（１）マウス器官培養を用いた生体外排卵培

養系の培養条件について再検討を行
った。

（２）排卵酵素候補因子のうち、特に可能性
が 高 い Matrix metalloproteinase
(MMP)について、排卵前後における発
現変動解析を行った。

（３）（２）で変動のあった MMP について、
タンパク質レベルでの発現変動を調
査した。

（１）生体外培養系の培養条件の再検討
これまでに確立していた培養系について、

培養液の組成を変更し培養を試みた。他の条
件は、これまでの条件と同じである。具体的
には、ホルモンによる過排卵を誘導したマウ
ス卵巣を器官培養する方法と、濾胞をくり抜
き培養する方法の２通りについて試みた（下
図参照）。なお、培養にはメンブレンインサ
ートを用いる方法も試みた。

（２）排卵前後における MMP mRNA 発現
変動解析

3週齢マウスにPMSG/hCGを注射し、hCG
注射後 6 時間（排卵前）と 16 時間後（排卵
前）に卵巣を回収した。その後、排卵予定の
濾胞及び排卵後の濾胞（黄体）をくり抜き、
それらから RNA を抽出後、RT-PCR 解析を
行った。

（３）排卵前後における MMP タンパク質の
発現変動解析

（２）と同様にて回収した濾胞および黄体
からタンパク質を抽出後、Western blot 解析
を行った。なお、使用した抗体は、１種類が
市販の抗体、２種類が自作の抗体である。

４．研究成果
（１）生体外培養系の培養条件の再検討
下表が、様々な条件下で培養を行った後の

排卵の有無をまとめた表である。

マウス卵巣から排卵した卵を矢印で示し
た。アステリスクは卵巣を示している。

3 週齢卵巣を用いてホルモン注射後から摘出
までの時間を変え培養を試みるとともにメ
ンブレンインサート内での培養も試みたが、
これまでに確立された条件（表中の赤色）以
外での排卵は観察されなかった。従って、今
後は他の組成条件を試みる必要がある。なお、
同様の実験をくり抜き濾胞を用いた培養、8



週齢卵巣を用いた培養について行ったが、結
果はいずれもネガティブであった。

（２）排卵前後における MMP mRNA 発現
変動解析

26 種類の MMP について、排卵前後におけ
る発現の変動を解析したところ、2種のMMP
が排卵の前後で変動していることを突きと
めた。

（３）排卵前後における MMP タンパク質の
発現変動解析

排卵前後で発現変動することが確認され
た 2 種の MMP について、排卵前後における
タンパク質の発現変動について解析を行っ
たところ、顕著な発現量の差は確認できなか
った。また、これらの抗体を培養液に添加、
排卵の阻害実験を行ったところ、全く排卵を
阻害しなかった。これらの結果を受け、今後
は、他の MMP について解析を進めていくと
ともに MMP 以外のメタロプロテアーゼにつ
いても解析を行うことが必要であると考え
る。

（４）マウス MT2-MMP の発現解析

メダカの排卵研究から排卵酵素として同

定された MT2-MMP についても解析を進め

た。MT2-MMP タンパク質は排卵前後におい

て、顕著な発現変動は確認されなかったが、

PMSG 処理後、活性型 MT2-MMP が検出さ

れたことから、この酵素が排卵に関与するこ

とが示唆された。今後は、MT2-MMP のノッ

クダウンや特異的抗体を用いた排卵阻害実

験といった機能阻害実験を行い、排卵との関

連性を調査することが必要と考えられる。
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