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研究成果の概要（和文）： 
 発情や黄体・妊娠による子宮環境の時空間的変化を子宮固有の時計機構から解析した。上皮
細胞・間質細胞でも Rev-erbα発現の減衰に伴って、PG合成の律速酵素遺伝子 Ptgs2 発現が増
加し、Rev-erbαのアンタゴニストにより、Ptgs2 の発現が劇的な増加が認められた。また、時
計遺伝子 Bmal1 のノックダウンにより Ptgs2 発現の減少が認められた。妊娠あるいは発情回
帰のキーとなるプロスタグランジン F2αの生成が、時計機構によって制御されていることを明
らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This study was performed to evaluate the roles of circadian clockwork in bovine uterus stromal and 
epithelial cells during the stages of estrous cycle and pregnancy, compared to the rat uterus cells. 
To analyze clock-controlled genes, we used siRNA against a core clock gene Bmal1 and an agonist 
or an antagonist to Rev-erbα. In the Bmal1-knockdowned stromal cells, Rev-erbα and Ptgs2 
expression were decreased. However, the Ptgs2 gene was increased with Rev-erbα antagonist 
SR8278, but not its agonist heme, in both cell types. These results strongly suggest that the 
synthesis of prostaglandin is controlled under circadian clockwork.  
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１．研究開始当初の背景 
生体の概日リズムを統御する中枢は，視床下
部の前部に位置する視交叉上核にある。目よ
り入力した信号は視神経を介して視交叉上
核に伝達されると，ペースメーカーが駆動し，

神経シグナルや内分泌シグナルを介して生
体の概日的な調節が見られる。その周期性は，
コア時計遺伝子の転写̶翻訳によって形成
されるコアループフィードバックループに
よって調節されている。この時計機構は，生
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体を構成するほぼ全ての器官や組織に内在
し，個々の組織の末梢時計はそれぞれの生理
機能に最も適した固有の時間位相を示すと
いう概念が提示されている。いまや，時計機
構は生理，代謝，行動だけではなく，生殖，
発生，病態，成長，運動まで深く関わること
が考えられるようになった。 
 
 
２．研究の目的 
発情や黄体・妊娠による子宮環境の時空間的
変化を子宮固有の時計機構から明らかにす
るために，ウシ子宮内膜の上皮細胞と間質細
胞を分離して培養できるというアドバンテ
ージを生かして解析する。その戦略は，時計
機構の入力系評価システムの構築，ペースメ
ーカー振動に影響する入力系因子の評価，ペ
ースメーカー振動に連動する出力系遺伝子
群の評価などを通して，ステロイドホルモン
の標的が異なる上皮細胞と間質細胞におけ
るサーカデイアン振動の発生解析と機能解
明する。 
 
 
３．研究の方法 
ウシ子宮内膜の上皮細胞および間質細胞で
のペースメーカーの発振機構と機能を解明
するために，入力系，ペースメーカー，出力
系の３成分に分けて解析する。上皮細胞およ
び間質細胞でのペースメーカーを高い精度
でモニターする。入力系評価システムの構築，
ペースメーカー振動に影響する入力系因子
の評価と検索，ならびにペースメーカー振動
に呼応して振動的に発現する出力系遺伝子
群の評価と検索を行って，さらに出力系の検
証のために，コア時計遺伝子をターゲットに
した RNA干渉による影響を調べる。 
	 
	 
４．研究成果	 
（１）プロモーターベクターの設計と細胞へ
の導入と振動解析 
 ３連結の E-box（CACGTG）、ウシ Bmal1
のプロモーター領域、あるいはマウス Per1
プロモーター領域を組み込んだベクターを
間質細胞に導入し、ステロイドホルモン（P4, 
E2）、甲状腺ホルモン（T3）あるいはフォル
スコリンを添加して、プロモーター活性の振
動をリアルタイムで計測した。同期化後５時
間以内に活性のピークが見られたが、その後
の振動は認められず、子宮内膜細胞における
時計遺伝子の振動的な発現は微弱であるこ
とが推測された。 
（２）ウシ子宮内膜上皮細胞における時計遺
伝子の発現：エストラジオールの影響 
 ベクターを用いた時計遺伝子の発現は利
点がないことが考えられたので、細胞の同期

化後、経時的に RNA を分離して、RT-qPCR
により遺伝子の発現を測定した（図１）。エ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.ウシ子宮内膜上皮細胞における時計遺伝子の発現 
A：エストラジオール（-）、B：エストラジオール（+） 
ストロジェンのターゲットである上皮細胞
での時計遺伝子の振動的発現は、エストラジ
オールの存在に関わらず認められなかった
（Cosinor p>0.05）。しかし、時計遺伝子
Rev-erbαは同期化後 24 時間にピークとなっ
て、急激な減少が認められた。その他の時計
遺伝子には顕著な変化は認められなかった。 
（３）ウシ子宮内膜間質細胞における時計遺
伝子の発現：プロジェステロンの影響 
 プロジェステロンのターゲットである間
質細胞での時計遺伝子の振動的発現は、プロ
ジェステロンの存在に関わらず認められな
かった（Cosinor p>0.05）（図２）。しかし、
プロジェステロンの添加によって、時計遺伝
子 Clock、Per1、Rev-erbαの発現が、同期化
後 24 時間以降で有意な増加が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２.ウシ子宮内膜間質細胞における時計遺伝子の発現 
A：プロジェステロン（-）、B：プロジェステロン（+） 
 
（４）プロスタグランジン合成酵素 Ptgs2 遺
伝子の発現 
 細胞の同期化後のプロスタグランジン合
成酵素 Ptgs2 の発現を調べた。エストラジオ
ールを添加した上皮細胞では、同期化後 36
時間以降、Ptgs2 発現の有意な増加が認めら
れたが、エストラジオールが存在しなければ
低レベルで推移した（図３）。一方、間質細
胞では、プロジェステロンを添加することに
よって、Ptgs2 発現は低レベルであるのに対
し、プロジェステロンが存在しなければ、逆
に Ptgs2 発現は高いことが認められた。この
変化は、時計遺伝子 Rev-erbαの発現と逆相
関であることを示した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
図３.  プロスタグランジン合成酵素遺伝子 Ptgs2 の発
現変化. A：上皮細胞、B：間質細胞 
 
（５）Bmal1-siRNA を用いた時計遺伝子の
ダウンレギュレーション 
 Bmal1のmRNAをターゲットにしたRNA
干渉を行なった。間質細胞に Bmal1-siRNA
を導入して、時計遺伝子 Bmal1 および
Rev-erbαの発現を解析した。対照としては
no silencing RNA を導入した。間質細胞の
Bmal1 をノックダウンさせると、その下流遺
伝子の Rev-erbαの発現が減少し、また、プ
ロスタグランジン F2α合成の律速酵素の
Ptgs2 の発現も有意な減少が認められた（図
４A）。一方、上皮細胞に Bmal1-siRNA を導
入すると、Bmal1 の発現は有意に低下したが、
その下流遺伝子の Rev-erbαには変化が認め
られなかった。また、Ptgs2 の発現も変化が
認められなかった（図４B）。このことから、
ウシでは間質細胞の時計は機能的に駆動し
ているが、上皮細胞では時計の振動は弱いこ
とが示唆された。一方、ラットの卵巣顆粒膜
細胞では Bmal1-siRNA の導入によって、
Bmal1、Rev-erbα、Per2、Dbp などの時計
遺伝子の発現は有意に低下し、また Ptgs2 も
有意な低下、さらにプロスタグランジン E2
も低下した。この違いから Ptgs2 のプロモー
ター領域を検索すると、ラットでは E-box は
複数存在するが、ウシでは１カ所 E-box が存
在することが認められた。このことは動物の
生殖様式の違いを反映するものと考えられ、
注目される。 

図4.  Bmal1-siRNAを用いた上皮細胞の時計遺伝子の
ダウンレギュレーション. 
	 
（６）Rev-erbαのアゴニストおよびアンタゴ
ニストを用いた Ptgs2 発現解析 

 上 皮 細胞および間質細胞における
Rev-erbαの発現とプロスタグランジン F2α
の生成に逆相関が認められること、ならびに
ウシのPtgs2遺伝子のプロモーター領域には
Rev-erbαが結合する配列 RRE（TGACCT, 
TCCAGT）が２カ所存在することの２点から、
Ptgs2 の発現制御は Rev-erbαがカギを握る
ことが推測された。そこで、Rev-erbαのアゴ
ニスト（Heme）およびアンタゴニスト
（SR8278）を用いて、Ptgs2 の発現を解析し
た。Heme を添加した場合、上皮細胞および 

図 5. Rev-erbαのアゴニストおよびアンタゴニストを
用いた Ptgs2 発現解析. A：間質細胞、B：上皮細胞 
 
間質細胞でも Ptgs の発現には全く変化が認
められず、Rev-erbαによる Ptgs の発現促進
は否定され、上述の結果と一致するものであ
る。一方、SR8278 添加によって、Ptgs の発
現は両細胞ともに３～６倍の増加が認めら
れた（図５）。このことは、Rev-erbαが Ptgs2
の発現を抑制的に機能することが結論つけ
られた。 
 以上の結果から、ウシ子宮内膜での時計駆
動は、間質細胞と上皮細胞で異なることが考
えられた。間質細胞では時計の駆動は活発で
あるが、上皮細胞では微弱であることが初め
て明らかになった。以上の成果は、これまで
妊娠と発情回帰を支配するプロスタグラン
ジンF2αの生成に関して全く未解明であった
が、ステロイドホルモンの支配を受けて時計
遺伝子Rev-erbαによって制御されるという、
新たな扉を開くことになる成果である（図
６）。 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 



図 6.  間質細胞と上皮細胞における時計遺伝子
Rev-erbαによる Ptgs2 遺伝子の発現制御モデル.実線は
抑制、点線は促進を示す。Rev-erbαはそのリガンドと結
合して Ptgs2 の発現を抑制するが、Bmal1 と Clock のヘ
テロダイマーが E-box に結合して発現を促進する。上皮
細胞では E-box への効果が弱いが、間質細胞では比較的
強いことが考えられる。 
 
 以上の研究成果は、国際誌に投稿するよう
に準備を進めている。 
（７）ラットを用いたパイロット研究 
 ウシの妊娠と時計の関係をさらに追究す
るために、ラット子宮内膜間質細胞において
時計によって制御される遺伝子（Clock- 
Controlled Genes）の網羅的解析を行なった。
この成果は、Frontier in Endocrinology 
(Circadian Clock and Pregnancy)に掲載さ
れている。この情報は、GenBank でも登録
を進めており、近々にWEB 上で閲覧できる。 
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