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研究成果の概要（和文）：　本研究は、メダカ排卵の内分泌制御機構の解明を目指して実施された。LHにより誘導され
る核内プロゲスチン受容体nPR（排卵関連遺伝子の誘導に必要不可欠な転写因子）の発現誘導機構を解明し、メダカ排
卵において重要な役割を担うMT2-MMPとPAI-1（共に排卵時に急激に誘導される）の発現誘導にnPRが関与することを突
き止めた。さらに、nPRのリガンドである卵成熟誘起ホルモン（17α, 20β-DHP）産生に関与する酵素群の発現パター
ンを明らかにした。これらの結果から、排卵時に濾胞細胞層の分解に関与する排卵関連酵素の発現誘導機構モデルを提
唱するに至った。

研究成果の概要（英文）：   The aim of the present study is to elucidate the endocrine regulatory mechanism
 of ovulation in the medaka. The study disclosed a mechanism for inducing nuclear progestin receptor (nPR)
, which was the essential transcription factor for induction of ovulation-associated genes. It was reveale
d that nPR was involved in the induction of MT2-MMP and PAI-1, both which played an important role on ovul
ation. An expression pattern of the synthesizing enzymes for a maturation inducing hormone (17a, 20b-DHP),
 a ligand of nPR, was elucidated. Based on the results, we propose the novel model of the endocrine regula
tory mechanism for inducing the ovulation-related enzymes responsible for degradation of follicle layer du
ring ovulation.
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１．研究開始当初の背景 
卵母細胞（卵）は濾胞と呼ばれる袋状構造

の中で成長し、受精可能な状態になった卵母

細胞は濾胞の破裂に伴い卵巣外へと放出、排

卵される。濾胞破裂は、濾胞組織の溶解を伴

う濾胞破壊現象であるが、この溶解を担う酵

素（以降、排卵実行酵素とよぶ）は、長年の

間、不明なままであった。ところが、近年我々

のメダカを用いた排卵研究から、メダカの排

卵実行酵素が同定され、排卵時の濾胞溶解

（破裂）メカニズムも明らかにされた(1)。ま

た、この排卵モデルの正しさが卵巣の器官培

養系を用いた研究からも確認された(2)。さら

に、その後の排卵研究からウロキナーゼ型プ

ラスミノゲン活性化因子(uPA)／プラスミン

系が、排卵に関与する可能性があることも明

らかとなった。これらの解析から、プラスミ

ン産生の制御タンパク質である内在性の uPA

阻害タンパク質 PAI-1と濾胞組織溶解の最終

段階で働くMT2-MMP（排卵実行酵素の１つ）

が排卵の key enzymeであること、そして、こ

れらの因子は共に排卵直前に劇的に誘導さ

れることが判明した。また、これら 2因子の

誘導には、黄体形成ホルモン(LH)により誘導

される核内プロゲスチン受容体(nPR)が関与

する可能性があることも示唆されていた。 
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２．研究の目的 

本研究では、排卵メカニズムが分子レベル

で明らかになっているメダカを用いて、排卵

実行酵素 MT2-MMP と排卵関連因子である

PAI-1の発現誘導機構を明らかにし、排卵（濾

胞破裂）の内分泌制御メカニズムについて、

そのシグナリング経路を含めた全体像を明

らかにすることを目的とした。具体的には、

以下に示す 3つの課題について取り組んだ。 

① 排卵関連遺伝子の発現誘導に関与する

nPRの発現誘導機構の解明 

② nPR のリガンドである卵成熟誘起ホルモ

ン（17α, 20β-DHP）産生酵素の発現解析 

③ nPRによる MT2-MMPおよび PAI-1の発

現誘導機構の解明 

 

３．研究の方法 

メダカは、一定の温度(26-27℃)と一定の明

暗周期（明期 14時間、暗期 10時間）下で飼

育することにより、暗期から明期に変わるタ

イミングで毎日排卵することが知られてい

る。本研究では、この時間を排卵予定時刻 0

時間とした。排卵予

定時刻より前に卵巣

から濾胞（卵母細胞

が濾胞細胞層に包ま

れた状態）を摘出し、

培養液中で培養する

ことにより、in vitro

で排卵させることが

可能である（生体外

排卵培養系）。本研

究では、この培養系を用いて、種々の実験を

行った。排卵予定時刻の 22 時間前（この時

間ではまだ LH の作用を受けていない）に卵

巣から濾胞をくり抜き（図 1）、リコンビナ

ントメダカ LH と共に種々の阻害剤存在化で

培養後、排卵の有無（図 2）や nPR、MT2-MMP、

PAI-1の mRNAおよびタンパク質の発現を調

査した。 

上記の発現阻害実験から、誘導に関与する

候補因子の絞り込みを行い、選出された因子

について、排卵前濾胞における活性化のタイ

ミングやリン酸化パターンなどの調査を行

った。また、クロマチン免疫沈降法(ChIP法)

を用いて、候補転写因子の関与について調査

した。 

MT2-MMPまたはPAI-1を誘導する際、nPR

と複合体を形成し、協調して機能する因子



（cofactor）を探索するために、濾胞の抽出

液を用いて共免疫沈降法を行った。哺乳類で

の報告をもとに、nPRと相互作用する可能性

が高い因子について、濾胞における mRNA

およびタンパク質の発現を調査し、発現が確

認できた因子について、nPRとの相互作用を

解析した。 

 

４．研究成果 

 本研究により、図 3 に示した nPR および

MT2-MMP、PAI-1の誘導モデルを提唱するに

至った。 

 

培養系を用いた研究から、nPR誘導に関与

する可能性がある因子を絞り込み、それらの

因子について、活性化の有無やリン酸化の時

期を調査した結果、図 3に示すシグナリング

経路を突き止めた。排卵予定時刻の 18 時間

程度前に LH が排卵前濾胞に作用すると LH

受容体を介して、cAMPの上昇、Epac、Rap、

Raf-1の活性化、PI3kのリン酸化（活性化）、

Aktのリン酸化（活性化）が順次おこり、活

性化されたAktによりCREBがリン酸化（活

性化）され、nPRが誘導されるというモデル

である。 

一方、誘導された nPRは、c/EBPβ、PAI-1、

MT2-MMPの誘導に関与することも突き止め

た。これら 3因子は、共に LHにより誘導さ

れることが培養系を用いた解析から明らか

となり、さらに ChIP解析から nPRにより誘

導されることが判明した。nPRにより誘導さ

れた c/EBPβが nPRと複合体を形成すること

が共免疫沈降法を用いた解析から判明し、

nPR と c/EBPβ が相互作用することで

MT2-MMPの誘導に関与することが示唆され

た。なお、c/EBPβ、PAI-1も nPRによって誘

導されるが、その詳細な誘導メカニズムにつ

いては未解明であり、さらなる研究が必要で

ある。 

 nPRのリガンドである卵成熟誘起ホルモン

（17α, 20β-DHP）の産生酵素の発現について

も解析を行った。3β-HSDと 20β-HSDの抗体

を作製し、24時間の排卵周期におけるタンパ

ク質の発現変動を調査したところ、両因子と

もほぼ一定の発現をしていることが明らか

となった。17α, 20β-DHPは排卵前 12時間前

後で急激に産生されることから、今回解析し

た酵素とは別の産生酵素がこのホルモンの

産生のタイミングに重要な役割を担ってい

る可能性が高いと考えられる。 
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