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研究成果の概要（和文）：エストロゲンは排卵誘発に必須のステロイドである。エストロゲン合成酵素遺伝子欠損（Ar
KO）マウスを用いて排卵制御機構を解析した。ArKOマウスの卵巣はFSHに対する感受性が野生型マウスのそれと比べる
と有意に低いことがわかった。ArKOマウスではFSH刺激前に卵巣内のｃAMP量が非常に高いことが、FSHに対する感受性
の低下の原因の一つと考えられた。ArKOマウスの排卵誘導効率は約６０％であり、野生型マウスの効率と比べると有意
に低い。インスリンを投与するとその効率を８０％まで改善できることが分った。ArKOマウスの卵巣はインスリンに対
する感受性が低下している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Estrogen is an essential steroid hormone for ovulatory induction. Regulatory 
mechanisms underlying ovulatory induction were analyzed using estrogen deficient (ArKO) mice. 
Responsiveness of ArKO ovaries to follicle stimulating hormone was significantly lower than that of 
wild-type (WT) ovaries. This was, in part, attributable to high amounts of cAMP content in ArKO ovaries 
prior to stimulation of the hormone, compared to that in the WT ovaries. The present study also 
demonstrated that co-administration of insulin with LH to 17beta-estradiol/FSH-primed ArKO mice 
significantly improve ovulatory rate than the rate observed in the mice stimulated with LH alone. These 
results indicate that estrogen keeps cAMP content at a low level before FSH stimulation and the 
sensitivity to insulin to be high in order to response properly to ovulatory stimulations.

研究分野：生化学
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１.研究開始当初の背景 
卵巣はエストロゲンを合成・分泌する臓器
であると共に、自身の機能がその制御下にあ
るがために、卵巣におけるエストロゲン作用
は不明な点が多い。その点で、エストロゲン
合成酵素遺伝子欠損マウス（ArKO マウス）は
卵巣のエストロゲン作用を解析するには最も
優れた、そして唯一の in vivo 実験系といえ
る。エストロゲンは排卵の誘発に必須のステ
ロイドホルモンであることはよく知られてい
る。そして、ArKO マウスは自然な排卵はもと
より、卵胞刺激ホルモン（FSH)と黄体化ホル
モン（LH)投与による強制的な誘導によっても
全く排卵を起こさない。ところが、ArKO マウ
スの卵巣を取り出し、そこに野生型マウスの
卵巣を移植すると、ArKO マウスは規則的な性
周期を示すようになるとともに、妊娠・出産
が可能となる。これは ArKO マウスの不妊の原
因は、卵巣の機能障害であることを示してい
る。エストロゲン欠乏が原因で起きる排卵障
害・不妊の分子メカニズムを明らかにするた
めには、ArKO マウスに排卵を誘発する実験系
の確立が必要と考えた。排卵の誘導にはFSH、
LH やエストロゲンの他に、プロゲステロン、
テストステロン及びプロスタグランジン E2
の関与が知られている。申請者はこれらの化
合物を種々に組み合わせて、種々の濃度で
様々な発育時期の ArKO マウスに投与し、排卵
を誘導させる必要条件を探索してきた。その
結果、未熟 ArKO マウスに再現性良く排卵を誘
導できる投与条件を見出すことができた。 
 
２.研究の目的 
ArKO マウスの排卵誘導系を用いて、排卵に
おけるエストロゲンの生理的役割を解析する
ことが本研究の主題である。多嚢胞性卵巣症
候群に代表される排卵障害は不妊の主要な原
因であり、その原因の究明は重要な研究課題
である。 
 
３．研究の方法 
未熟 ArKO マウス（4週齢）に下の条件でホ
ルモン投与すると排卵を誘導できる。 
第１日 17β-estradiol(E2)(18 mg/kg 体重) 
第４日 E2+ PMSG(25IU/mouse)－FSH 代替品 
第５日 E2 
第６日 hCG(25 IU/mouse）－ LH 代替品 
しかしながら、誘導率は６０％前後であり、
排卵数も野生型マウス（WT マウス）のそれと
比べると極端に少ない。排卵は PMSG 刺激を受
けた卵巣に hCG が作用すると誘導されるので、
2つの段階に分けて解析した。 
 
 

（１）PMSG 刺激によるシグナル伝達に及ぼす
エストロゲンの解析 
4 週齢の野生型マウス 
無処理又は5ユニット（U)のPMSGを腹腔内注射（ip）
し、20 分後、1時間後、または 4時間後に卵巣を摘
出した（各 5匹） 
4週齢の ArKOマウスに以下の処理をほどこした（各
5匹）。 
  
 第１日 第 4日 卵巣摘出時 
Group 1 none none  
Group 2  none 5U PMSG 20 分後 
Group 3  none 5U PMSG 60 分後 
Group 4  none 5U PMSG 4 時間後 
Group 5  none 25U PMSG 20 分後 
Group 6  none 25U PMSG 60 分後 
Group 7  none 25U PMSG 4 時間後 
Group 8  E2 E2 20 分後 
Group 9  E2 E2 60 分後 
Group 10 E2 E2 4 時間後 
Group 11 E2 E2 & 5U PMSG 20 分後 
Group 12 E2 E2 & 5U PMSG 60 分後 
Group 13 E2 E2 & 5U PMSG 4 時間後 
Group 14 E2 E2 & 25U PMSG 20 分後 
Group 15 E2 E2 & 25U PMSG 60 分後 
Group 16 E2 E2 & 25U PMSG 4 時間後 
 
①リン酸化タンパク質の解析 
刺激投与 20 分、60 分後の卵巣は 1 匹分ずつ
50µl の 50mM Tris/0.1mM EDTA/0.1mM 
EGTA/0.1% SDS (pH7.6)中で超音波によって破
壊し、卵巣懸濁液を作成した。 
一 定 量 の 卵 巣 懸 濁 液 (12µg) を
SDS/PAGE-Electro-Blotting 後、以下の抗体
でリン酸化を指標にシグナル伝達分子の活性
化の経時的変化を解析した。AKT, CREB, 
p38MAPK, ERK1/2 抗体とそのリン酸化型特
異抗体。 
 
②mRNA 発現の解析 
刺激投与前及び 4 時間後の各マウスの卵巣か
ら総 RNA を調製した。一部の RNA はマイクロ
アレーを使って、網羅的に遺伝子発現の差を
解析した。また、PMSG によって転写が制御さ
れる遺伝子の発現量をリアルタイム PCR 法で
定量した。 
 
（２）hCG 刺激によるシグナル伝達に及ぼす
エストロゲンの解析 
 
①シグナル伝達関連分子のリン酸化の解析 
WT マウス: PMSG（5U）を投与４８時間後、hCG
（5U）を 投与し、その６０分後に卵巣を摘出
した。 



ArKO マウス：Group 14/16 の処方で処理した
４８時間後のマウスに 25U の hCG を ip し、
６０分後に卵巣を摘出した。さらに、インス
リンの作用を解析するために、ｈCG 投与時に
インスリンを同時に投与した。これらの卵巣
から卵巣懸濁液を調製し、シグナル伝達関連
分 子 の リ ン 酸 化 を
SDS/PAGE-Electro-Blotting 法で解析した。 
 
②排卵関連遺伝子群の解析 
PMSG/hCG（± インスリン）投与し、4 時間
後に卵巣を摘出し解析した。各マウスの卵巣
から総 RNA を調製し。排卵に関連する遺伝子
群の初連量をリアルタイム PCR 法で定量した。 
 
③インスリンの排卵誘導への効果の解析 
排卵の有無はｈCG（± インスリン）投与し
て、15 時間後に卵管膨大部にある卵の数を実
体顕微鏡下で数えた。 
 
（３）高脂肪食下で飼育した雌マウスの排卵
機能の解析 
妊娠した野生型マウスを高脂肪食で飼育し
た。出産後も同餌で飼育し続け、雌仔マウス
が４週齢に達した時点で、卵巣機能を解析し
た。排卵誘導に対する反応性と．排卵関連遺
伝子群の発現量を定量し、通常食で飼育した
マウスの結果と比較し、高脂肪食の影響を評
価した。 
 
４．研究成果 
 
（１）排卵のシグナル伝達の解析ーエストロ
ゲンの欠乏した ArKO マウスの卵巣は卵胞刺
激ホルモン（FSH)に対する感受性が野生型マ
ウスの感受性と比べると有意に低いことが分
った。野生型マウスは FSH 刺激によって卵巣
内のｃAMP 量が急激に増加する。ところが、
ArKOマウスの卵巣には FSH刺激前に既に非常
に高いｃAMP 量が検出できた。エストロゲン
欠乏は卵巣内のｃAMP 量を増加させ、FSH に対
する感受性を低下させると考えられる。 
 
（２）排卵効率の改善ーArKO マウスの排卵誘
導条件下の誘導効率は約６０％である。野生
型マウスの FSH/LH 投与による排卵誘導の効
率（１００％）と比べると有意に低い。この
効率を高める条件を探し、その根拠を解析す
れば、排卵制御機構の一端を明らかにできる
と考えた。種々の化合物ーインスリン、プロ
スタグランジン E2、レプチンなどーを投与し
た結果、インスリンが ArKO マウスの排卵効率
を有意に改善させることが分った。エストロ
ゲン欠乏の卵巣はインスリンに対する感受性

が低下している可能性が考えらる。 
 
（３）肥満と排卵の相関関係の解析ー妊娠し
た野生型雌マウスを妊娠 15 日目から高脂肪
食で飼育した。そして、高脂肪食の母親によ
って育てられた仔マウスを 4 週齢時に解析し
た。血中の中性脂肪量は通常食で飼育した雌
仔マウスのそれと比べて、顕著に増加してい
た。高脂肪食飼育の野生型マウスに PMSG/hCG
投与によって排卵を誘発したところ、排卵効
率と排卵数は食餌条件では影響を受けないこ
とが分かった。すなわち、妊娠後期から思春
期にかけて高脂肪食を摂取し続けても正常な
排卵機能が維持されると考えられた。 
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