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研究成果の概要（和文）：　成熟雌ラットの性周期各時期に卵巣を摘出し、プロラクチン受容体ロングフォーム、ショ
ートフォームについてリアルタイムPCRおよびウェスタンブロットを行ったところ、黄体退行の始まる時期である発情
休止期の午後に、ロングフォームとショートフォームの発現比率がRNA・タンパクレベルで逆転した。そこでロングフ
ォームの発現のみを抑制するスプライシング切替オリゴマーを持続的に投与し、血中性ステロイド濃度の測定を行った
ところ、薬剤用量依存的に発情休止期の延長がみられた。以上より、ロングフォームが黄体の機能、および寿命の決定
に中心的な関わりをもつことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our focus is on expression of the different forms of the prolactin receptor 
(PRLR). In the mouse and rat, there is one long form and three short forms of the receptor. To 
investigate the role of the long form of the receptor in a physiologically normal animal as a function of 
expression level, we have developed a small molecule designed to specifically knock down expression of 
the long form PRLR (LF-PRLR), Antimaia. Vaginal smears established regular estrous cyclicity prior to 
administration of Antimaia by subcutaneous minipump at. As a result, diestrous was extended in a 
dose-related fashion from 2-5 days. Analysis of LF-PRLR mRNA by real-time PCR showed a dose-related 
decrease in expression in the ovary, with no detectable expression at the high dose. Knockdown of the 
LF-PRLR resulted in a dose-related decrease in circulating estrogen and an increase in progesterone and 
prolactin.

研究分野：獣医生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
黄体の機能化不全や退行遅延などを起因と
する卵巣周期の障害は、ウシでは年間約 20
万件、小動物臨床では約 4万件の来院数が報
告されており、獣医療領域において深刻な問
題である。応募者らは、分子生物学的な知見
の豊富なラットおよびマウスをモデル動物
として、黄体の寿命の決定機構を解明し、卵
巣周期障害を根治することを企図して研究
を行っている。 
 
ラットの黄体では、形成から 3日目にあたる
発情休止期2日目の午前までにプロラクチン
(PRL)の刺激を受けると機能化するが、同日
の午後以降に同じ刺激があっても、黄体はも
はや機能化することはなく、逆にアポトーシ
スを起こして退行する。この現象はすなわち、
発情休止期 2日目午後に、黄体の PRL 感受性
が変化して、黄体の運命が変更されることを
意味している。しかし、この黄体の機能変化
が何によってもたらされているのかは解っ
ていない。 
 
応募者らはこれまでに、退行が決定する時期
である発情休止期2日目午後の黄体において、
ゴナドトロピン放出ホルモン（GnRH）の転写
活性が増加すること、GnRH の拮抗阻害薬を卵
巣嚢内に局所的に投与すると、GnRH シグナル
のマーカー蛋白質であるアネキシン A5 
(Anxa5) と、アポトーシス細胞（TUNEL 陽性
細胞）が消失することを見出した。これらの
結果は、黄体に発現する GnRH の時期特異的
な増加が、黄体組織のリモデリングに必須で
あることを示唆している。 
 
さらに応募者は、GnRH の作用によって、黄体
の PRL 受容体アイソフォームの発現比率が
Short form 主体から Long form 主体に変化す
ることを見出した。PRL 受容体には選択的ス
プライシングにより形成される Long form と
Short form の 2 種類が知られており、それぞ
れに異なるシグナル伝達経路をもつと考え
られる。従って、これらの成果は、黄体の運
命決定が、黄体の GnRH による PRL 受容体の
選択的スプライシング制御機構による可能
性を示している。 
 
２．研究の目的 
 
そこで本研究では、末梢の GnRH がもたらす
PRL 受容体アイソフォームの選択的スプライ
シングの制御機構と、そのシグナル伝達およ
び生理作用を分子レベルで明らかにすると
ともに、これを応用した卵巣周期障害の治療
に挑戦することとした。 
 
具体的には、①：PRL 受容体アイソフォーム
の詳細な発現動態の観察、②：PRL 受容体ア
イソフォームの発現変化が細胞機能に与え

る影響の解析、③：本成果をもとにした卵巣
周期障害ラットの作出とレスキュー、の３つ
の実験に挑戦した。 
 
３．研究の方法 
 
実験①：PRL 受容体アイソフォームの詳細な
発現動態の観察 
 
成熟雌ラット、雌マウスの性周期黄体、偽妊
娠各時期における黄体を採取し、PRL 受容体
アイソフォームおよびそれぞれのシグナル
伝達因子の発現を、Real- time RTPCR, 
Western blot,免疫組織化学染色などを用い
て観察した。 
 
またこの結果を裏付けるために、応募者が確
立したラット黄体の器官培養系を用いて、
GnRH に刺激されたときのこれらの因子の変
化を観察した。GnRH の刺激が十分かどうかは、
応募者らが発見した GnRH シグナルのバイオ
マーカーであるAX5の発現量を調べることで
確認できる。 
 
実験②：PRL 受容体アイソフォームの発現変
化が細胞機能に与える影響の解析 
 
成熟雌ラット、マウスの卵巣嚢内にスプライ
シング切替オリゴマーをin vivo トランスフ
ェクションし、特定の PRL 受容体アイソフォ
ームをノックダウンすることでアイソフォ
ーム特異的な生理機能を解析した。黄体期持
続期間、PRL 感受性、ゴナドトロピン感受性、
プロジェステロン産生能、黄体中アポトーシ
スシグナルの変化について、血中ホルモン濃
度の測定や免疫組織化学染色などを行い詳
細に観察した。 
 
スプライシング切替オリゴマーは、エクソ
ン・イントロンの切り替わり領域に相補的に
結合するオリゴマーを導入して、特定のスプ
ライシング・バリアントの産生を特異的に抑
制するオリゴマーである。これを用いて、in 
vivo での効率よいノックダウンに挑戦した。
この実験では、投薬量を減らすためにマウス
を用いることとした。マウスの性周期はラッ
トに比べて安定しないため、十分な馴致の上
で実験を行った。 
 
実験③：本成果をもとにした卵巣周期障害ラ
ットの作出とレスキュー： 
 
成熟雌ラットを用いる。実験①～②で明らか
になった選択的スプライシング関連蛋白質
である GnRH の作動薬を、ポリエチレンのカ
ニューレを装着したオスモティックミニポ
ンプを用いて、卵巣に局所的かつ持続的に投
与した。これにより、PRL 受容体の選択的ス
プライシングを人為的に操作し、黄体期の延
長・短縮に挑戦した。 



 
４．研究成果 
 
黄体はその機能維持に cell-cell 
interaction が重要な役割を持つことが知ら
れており、株化細胞や初代培養系を用いた黄
体の研究には限界があった。実験①、②では、
応募者が確立したラット黄体の器官培養を
用いることで、cell-cell interaction を保
持したままの黄体の分子生物学的研究が遂
行できた。 
 
さらに、Wistar-Imamichi系成熟雌ラットを
実験に供し、性周期各時期（発情休止期１日
目、２日目、発情前期、発情期）の午前と午
後に卵巣を摘出して、PRL受容体ロングフォ
ーム、ショートフォーム、およびそのシグナ
ル伝達因子についてReal-time RT PCRおよび
ウェスタンブロットを行った。その結果、黄
体退行の始まる時期と考えられる発情休止
期の午後に、ロングフォームとショートフォ
ームの発現比率がRNAレベル、タンパクレベ
ルともに入れ替わり、ロングフォーム主体の
発現がみられるようになった。 
 
スプライシング・バリアントは同じゲノムを
一部共有するため、バリアントに特異的なノ
ックアウトマウスを作成することは容易で
はない。他の方法としてノックダウン法が考
えられるが、ノックダウンにもちいる siRNA
は安定性が低く、in vitro では十分な効力を
発揮するが、in vivo の実験系ではいまだ安
定性、毒性に問題があるのが実状である。そ
こで実験②では、エクソン・イントロンの切
り替わり領域に相補的に結合する、スプライ
シング切替オリゴマーを導入した。このオリ
ゴヌクレオチドは、オクタグアニジンデンド
リマーと結合しており、血清存在下でも非常
に効率よく細胞内へ導入されることが報告
されている。これまで in vivo での導入は主
に線虫で用いられていたが、近年哺乳類へも
応用され、個体レベルでも効率よく特定の
mRNA の転写を効率よく抑制することができ
る。 
 
本研究の実験③では、連携研究者である
University of California Riverside の
Ameae Walker のもとでこの技術を習得し、行
った。オスモティックミニポンプを用いてこ
の薬剤を持続的に投与し、性周期の観察と投
与後５日目の血中性ステロイド濃度の測定
を行った。対照投与群では正常な性周期が観
察されたのに対し、スプライシング切替オリ
ゴマー投与群では、薬剤用量依存的に発情休
止期の延長がみられた。もっとも高濃度のと
きには５日間の発情休止期の延長がみられ
た。投与後５日目の各マウスの血漿中プロジ
ェステロンの濃度はロングフォームの発現
量と正比例していた。 

 
以上より、ロングフォームが黄体の機能、お
よび寿命の決定に中心的な関わりをもつこ
とが示唆された。 
 
さらに、プロラクチン受容体のアイソフォー
ム別に阻害を行って同様の変化がみられる
か検討した。プロラクチン受容体には選択的
スプライシングにより合成されるロングフ
ォーム（PRLR-LF）とショートフォーム群が
存在するが、細胞の増殖や分化を促進する作
用は主にPRLR-LFを介したシグナル伝達経路
であると考えられている。そこで、PRLR-LF
の選択的スプライシングを特異的に阻害す
る薬剤である Antimaia（研究者ら特許申請
中）を用い、PRLR-LF の発現抑制が性周期に
及ぼす影響について検討した。正常な性周期
をもつ成熟メスC57BL/6マウスを実験動物と
して用いた。 
 
ALZET ミニポンプにて Antimaia を 1, 10, or 
100 pmoles/h/head になるように皮下に留置
し、その後の性周期の変化について膣スメア
法を用いて確認した。また、卵巣における
PRLR-LF の発現量についてリアルタイム
RT-PCR 法にて測定した。その結果、投与 2日
目の PRLR-LF mRNA 発現は用量依存的に抑制
された。とくに最も高い投与量のマウスでは
PRLR-LF mRNAの発現は限界以下で認められな
かった。これらのマウスの性周期は、用量依
存的に発情休止期の延長がみられた。投薬後
1週間の卵巣をヘマトキシリン・エオジンで
観察したところ、閉鎖卵胞が多く見られ、卵
胞の発育までは正常に行われたことが示唆
された。 
 
以上より、PRLR-LF は卵胞発育後、エストロ
ジェンの産生の増加から黄体形成にかけて
以降において必須のシグナル伝達経路であ
ることが示された。 
 
本研究は研究分担者として、応募者と同じ研
究機関だった汾陽光盛、久留主志朗、研究協
力者として、応募者の研究室を専攻した学部
学生8名（獣医学科のため修士課程に相当）、
博士課程大学院生 2名が参画した。汾陽光盛
は蛋白質抽出および質量分析の技術を、久留
主志朗は細胞培養技術を主に支援した。その
他にもそれぞれの実験には高度な専門技術
を要するが、上記のメンバーが技術支援する
ことで、無理なく実験を遂行できた。 
また、本応募の海外共同研究者である
University of California Riverside の
Ameae Walker は、PRL 受容体 Short form に
独自の機能があることを提唱している研究
者である。PRL 受容体アイソフォーム特異的
な抗体、スプライシング切替オリゴマーを応
募者に提供するとともに、これらの使用技術
について支援を行っていただいた。 
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