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研究成果の概要（和文）：ラットでは、黄体形成後 2日半以内にプロラクチン(PRL)の刺激を受

ければ黄体は機能化するが、それ以降では PRL 刺激を受けたとしても黄体は退行してしまう。

本研究は、この時期特異的な黄体の運命決定機構について調べた。その結果、卵巣局所に発現

するゴナドトロピン放出ホルモンが黄体の PRL 受容体アイソフォームの発現比率を変化させて

いること、この発現比率を人為的に調節すれば、黄体の運命を変えられることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：The corpus luteum regresses rapidly if prolactin is not adequately 

supplied until the afternoon on diestrus 2. In this study, we focused on the mechanisms of 

time-specific determination of the corpus luteum life span in rats. Eventually, we clarified 

that 1) local gonadotropin-releasing hormone could alter the expression ratio of prolactin 

receptor isoforms in corpus luteum, and 2) we could control the duration of luteal phase by 

changing that expression ratio artificially. 

 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２０１０年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

２０１１年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,100,000 930,000 4,030,000 

 
 

研究分野：農学 

科研費の分科・細目：畜産学・獣医学、基礎獣医学・基礎畜産学 

キーワード：ゴナドトロピン放出ホルモン、アネキシンＡ５、黄体退行、メタスチン、アポト

ーシス、卵巣、性周期、エストロジェン 

 
１．研究開始当初の背景 
(1) 黄体の機能化不全や退行遅延による繁
殖障害の改善は、家畜をはじめとする全ての
哺乳類の繁栄にとって大変重要な課題であ
る。研究代表者は、ラットをモデル動物に用
い、黄体の形成と退行の分子生物学的メカニ
ズムを明らかにする研究を行っている。 
 
(2) ラットでは、黄体形成から 3日目にあた

る発情休止期 2 日目(D2)の午前までに、プロ
ラクチン(PRL)の刺激があれば黄体は機能化
するが、それ以降に PRL刺激があっても黄体
は速やかに退行することが知られている。こ
の時間特異的な黄体の運命変化が何によっ
てもたらされているのかはわかっていない。 
 
(3) 研究代表者らはこれまでに、卵巣内に発
現するゴナドトロピン放出ホルモン(GnRH)
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が黄体の退行因子として働くことを明らか
にしてきた。また、GnRH が性周期黄体におい
て、PRL 感受性を低下させ、黄体をアポトー
シスに導く可能性も示してきた。これらの結
果は GnRH と PRL の感受性の変化が黄体の運
命決定に強く関わっている可能性を示して
いる。 
 
２．研究の目的 
(1) そこで本研究では、黄体局所に発現する
ゴナドトロピン放出ホルモン(GnRH)が PRL受
容体の発現に及ぼす影響について in vitro, 
in vivo両方の系を用いながら詳しく検討し、
黄体の運命を決定する分子機構を明らかに
することを目的とした。 
 
(2) さらに、得られた分子機構を応用して、
黄体の寿命を人為的に操作することに挑戦
した。 
 
３．研究の方法 
(1) まず、内分泌系の変化が黄体に与える変
化をキャンセルし、黄体局所でおこる変化を
詳細に観察するために、器官培養系を用いて
実験を行なった。Wistar-Imamichi 系成熟雌
ラットの D2 午前の卵巣から黄体を摘出し、
40% O2 5% CO2の条件下にて、培養液で満た
したウェル内のトランズウェル上に静置し
た。その後、GnRHのアゴニスト(GnRHa)もし
くはアンタゴニスト(Cetrorelix)を 12 時間
前処理したうえで PRL を加え、培養開始より
48 時間後に黄体および培養上清を回収し、遺
伝子発現、免疫組織化学染色、および培養液
中プロジェステロン濃度を観察・測定した。 
 
(2) 同様の実験を個体レベルでも行なった。
GnRHa を満たした浸透圧ミニポンプを発情期
の Wistar-Imamichi 成熟雌ラットに留置し、
シリコンチューブのガイドカテーテルを装
着することで卵巣特異的に試薬を作用させ
た。その後、2週間にわたり膣スメアおよび
日々の血中プロジェステロン濃度を観察し
た。また、このとき加えて PRLを投与した場
合の黄体機能についても調べた。 
 
(3) 次に、PRLの感受性の変化が生じるメカ
ニズムを明らかにするために、Wistar- 
Imamichi 系成熟雌ラットの性周期、および偽
妊娠各時期の黄体から総 RNAとタンパク質を
抽出し、GnRH、GnRH シグナルのバイオマーカ
ーであるアネキシン A5 (Anxa5)、PRL受容体
アイソフォームの発現量を Realtime RT-PCR
およびウェスタンブロット法を用いて測定
した。 
 
(4) 最後に、上記の実験結果をもとに、PRL
受容体アイソフォームの発現を人為的に調

節することで、黄体期の延長に挑戦した。実
験には Balb/cJ 成熟雌マウスを用いた。PRL
受容体 mRNA のある配列に特異的に結合する
ことで、アイソフォーム特異的に発現を阻害
する試薬を開発し（特許出願準備中）、この
試薬を満たした浸透圧ミニポンプを発情期
の雌マウスの皮下に留置した。その後、1週
間にわたり膣スメアを確認し、卵巣・血液を
採取して遺伝子発現、免疫組織化学染色およ
び血清中プロジェステロン濃度を観察・測定
した。 
 
４．研究成果 
(1) 器官培養実験系において、Cetrorelix を
前処置した黄体では、PRL の添加によって、
組織中プロジェステロン産生酵素転写活性
と培養上清中のプロジェステロン濃度が増
加し、アポトーシスシグナルである Baxおよ
び Cleaved caspase 3 のタンパク質発現が減
少した。一方、GnRHa を前処置した場合には、
それらの変化はどれも消失した。この結果は、
GnRHが黄体の PRLに対する感受性を変化させ
る事で黄体の運命を決定することを強く示
唆している。 
 
(2)個体レベルで行なった同様の実験におい
ても、GnRHの PRL感受性に対する強い関与が
示唆された。GnRHa を浸透圧ポンプにより卵
巣に連続的に投与したラットでは、早い段階
での黄体のアポトーシスが観察された。さら
に、D2 の午前から PRLを 1日 2回投与したと
しても、プロジェステロン分泌の増加は認め
られなかった。 
 
(3) 性周期および偽妊娠各時期の mRNA 発現
およびタンパク質発現量を黄体の時間経過
とともに観察したところ、PRL 受容体ショー
トフォームの発現は初期から中期に増加し、
後期に速やかに低下した。一方、ロングフォ
ームは初期から中期に増加し、後期も黄体期
の終了直前まで高いまま維持されていた。以
上より、黄体における PRL の感受性の変化は
PRL 受容体のアイソフォーム発現比率の変化
がもたらす可能性が示された。 
 
(4) この成果をもとに、PRL 受容体ロングフ
ォームのみの発現を特異的に抑制すること
で、黄体期の延長に挑戦した。特別な試薬（特
許出願準備中）を持続的に投与したところ、
そのマウスは約 1週間にわたりロングフォー
ムの発現が低下し、発情休止期の膣スメアが
観察された。このとおり、PRL 受容体ロング
フォームの発現制御によって黄体の寿命を
人為的に制御できる可能性を示すことに成
功した。このときの黄体における遺伝子発現、
免疫組織化学染色および血清中プロジェス
テロン濃度などについては現在調査中であ



 

 

る。 
 
(5) 以上、本研究により、黄体の運命決定に
PRL 受容体のアイソフォーム発現変化が強く
関与すること、この発現比率を調節すれば、
黄体の寿命の人為的な制御が可能であるこ
とが明らかになった。これらの成果は、家畜
および全ての哺乳類の黄体機能化不全や退
行遅延による繁殖障害の改善などに応用が
期待できる。 
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