
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(C)

2013～2010

卵巣に存在する概日時計の生理機能

Physiological role of circadian clock in the ovary

３０４５１３９７研究者番号：

仲村　朋子（吉川朋子）（Nakamura (Yoshikawa), Tomoko）

北海道大学・医学（系）研究科（研究院）・特任助教

研究期間：

２２５９０２２０

平成 年 月 日現在２６   ６ １７

円     3,400,000 、（間接経費） 円     1,020,000

研究成果の概要（和文）：生体内のほとんど全ての組織に概日時計が存在するが、末梢組織に存在する概日時計の生理
機能はわかっていない。そこで卵巣の概日時計は、LHサージ対する反応性を調節することにより、排卵のタイミング決
定に関与するのではないかと考えた。まず、これまでのin vitro 実験で得られていたLHの概日時計の位相を調節する
作用がin vivoで再現されることをラットおよびマウスを用いて確認した。次に、卵巣より回収した濾胞細胞を用いて
、分子生物学的にこの仮説を検証する実験に取り組んだ。しかし、解析に適した量および質の濾胞細胞の回収が困難で
あったことから、卵巣濾胞細胞より樹立された株化細胞における解析に切り替えた。

研究成果の概要（英文）：Circadian clock are found in most of the peripheral tissues of animals. However, t
he physiological roles of the clocks in peripheral tissues are yet to be shown. We hypothesized that ovari
an circadian clock regulates the responsiveness of ovarian cells to LH and play a role in controlling the 
timing of ovulation. First, we expand our previous experiment to show the role of LH in resetting phase of
 circadian clock in vitro to in vivo, and obtained the consistent results. Next, molecular biological meth
ods were employed to evaluate the hypothesis in rat ovarian granulose cells. However, it was difficult to 
collect sufficient cells. Therefore, cell lines established from ovarian granulose cells were used in furt
her experiments.
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１．研究開始当初の背景 
生体内のほぼ全ての末梢組織に概日時計が存
在する。その位相は常に中枢の概日時計によ
って調節されていることから、時計として何
らか機能を持つ可能性が考えられる。しかし、
その機能は全くと言っていいほどわかってい
ない。生殖システムと概日時計が密接に関係
することは、よく知られている。そこで我々
は、卵巣をモデル器官として使用し、末梢時
計の生理機能の解明に向け、卵巣に存在する
概日時計の位相がどのようにして調節される
のかをラット卵巣を用いて解析した。その結
果、卵巣の概時時計は、黄体形成ホルモン
（LH）により調節される可能性が示唆された。
次に、発情間期あるいは発情前期に GnRHア
ンタゴニストを投与して内在性の生殖ホルモ
ンの分泌を抑制したラットに様々な時刻に人
工 LH サージを与えたところ、排卵誘導効率
には時刻依存性があることがわかった。この
結果は、卵巣そのものに存在する概日時計、
あるいは生体内の他部位から送られてくる時
刻情報のいずれかが LH に対する反応性の高
い（あるいは低い）時間帯を決めることによ
って、排卵のタイミング決定に関わることを
示唆している。 
 
 
 
２．研究の目的 
我々のこれまでの研究結果から、卵巣に存在
する概時時計は、卵巣の LH に対する反応性
を調節することにより、排卵のタイミング調
節に関与するのではないかと仮説を立てた。
これまでの解析では、卵巣に存在する概日時
計に対する LH の位相調節作用は、in vitro
実験系でしか示していなかった。そこで、こ
の作用が、in vivoでも再現されることを示し、
上記仮説の妥当性を検証する第一段階とする。
次に、概日時計が排卵のタイミング調節にど
のようにして関わるのかを、分子生物学的手
法により解析し、メカニズムの解明を目指す。 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）概日時計遺伝子の発現を発光によりモ
ニターすることのできる遺伝子改変ラットお
よびマウスを用い、発情ステージ依存的に概
日時計の位相が変化するか否かを調べる。LH
による卵巣の概日時計の位相調節が生体内で
も起こっていれば、LH サージを挟んで、発情
ステージ依存的な位相変化が期待される。 
 
（２）発情ステージ各期のラットより、卵巣
濾胞細胞を回収し、クロマチン免疫沈降法に
より LH サージから排卵に向かう遺伝子発現
カスケードと概日時計の接点を探る。 
 
 
 

４．研究成果 
（１）発情各ステージのラットおよびマウス
より卵巣組織を採取し、Period2（ラット）お
よび PERIOD2（マウス）の発現を発光により
モニターした。いずれのステージでも、明確
な概日リズムが観察された（図 1）。培養 1日
目のピーク位相を解析すると、LH サージを挟
んで、発情前期と発情期の間で有意な位相後
退が認められた（図 2）。この結果は、生体内
において、LH サージが卵巣の概日時計の位相
を調節していることを強く示唆している。 

 
図 1 発情各ステージにおけるマウス卵巣の
PERIOD2-LUC 発光リズム。D：発情間期、P：
発情前期、E：発情期。 

 
図 2 発情各ステージにおけるマウス卵巣の
PERIOD2-LUC 発光リズムのピーク位相。E（発
情期）において有意な位相後退が認められた。 
 
 
（２）発情ステージ各期のラットより、卵巣
濾胞細胞を回収し、クロマチン免疫沈降法に
より、排卵に先だって誘導される Cox2 発現に
おける時計遺伝子による発現調節の可能性を、
クロマチン免疫沈降法により検討した。しか
し、アッセイ自体がうまくいかず、十分量の
濾胞細胞が回収できないことが原因と考えら
れた。そこで、より効率的に実験試料を得る
ために、濾胞細胞より樹立された株化細胞を
用いることにした。2 種類の株化細胞を入手
し、それらに自律振動する概日時計が存在す
ることを、発光レポーターを導入し確認した。
より明確なリズムを示した細胞株を今後の検
討に用いることとし、LH による刺激の有無と
Cox2発現における時計遺伝子の発現調節関係
を検討した。 
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