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研究成果の概要（和文）：2週齢マウス卵巣において、神経ペプチドの一種、タキキニンが複数のシグナル伝達経路を
介してプロスタグランジンH合成酵素 (Cox-2)の遺伝子発現を上昇させることを明らかにした。さらに、幾つかのプロ
スタグランジン(PG)受容体の活性化が、マウス二次卵胞の成長を誘導することも明らかにした。以上の結果から、2週
齢マウス卵巣において、TK/COX-2/PG受容体シグナル伝達経路が、ゴナドトロピン非依存期の二次卵胞の成長を促進す
ることが示された。

研究成果の概要（英文）：We verified that a neuropeptide, tachykinin (TK), up-regulates multiple signaling 
pathways responsible for gene expression of prostaglandin H synthase (Cox-2) in the 2-week old mouse 
ovaries. Moreover, we revealed that activation of several prostaglandin receptors is involved in the 
growth of mouse secondary follicles. These results suggest that activation of the TK/Cox-2/prostaglandin 
pathway up-regulates the growth of secondary follicles that are gonadotropin-independent in the 2-weeks 
old mouse ovaries.

研究分野：生物学

キーワード： 比較内分泌　卵胞成長
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 卵巣内での卵胞の正常な成長は種の存続
において不可欠な生体機構であり、その全容
の解明は内分泌学における最も重要な課題
の一つである。哺乳類の卵胞成長過程は、原
始～前胞状卵胞までの生殖腺刺激ホルモン
(GTH)非依存期と胞状卵胞～排卵までのGTH
依存期に大別できる。GTH依存期では、主に
視床下部から生殖腺刺激ホルモン放出ホル
モン(GnRH)が下垂体に作用し、そこから分泌
された GTH が胞状卵胞以降の卵胞を刺激す
ること、および、ステロイドホルモンによる
フィードバック機構からなる「視床下部－下
垂体－生殖腺軸」（HPG 軸）という内分泌系
で制御されている。一方、GTH非依存期の卵
胞成長制御因子はほとんど不明である。 
 タキキニン（TK）は哺乳類で多様な生物現
象に関与している神経ペプチドであり、生殖
内分泌においては、視床下部において TK サ
ブタイプであるニューロキニンBがキスペプ
チンと協調してGnRHの分泌を促進すること
が、近年、明らかになっている(Topaloglu Mol 
CellEndocrinol. 324, 64–9;2010)。反面、末梢組
織である卵巣においても TK とその受容体遺
伝子の発現が報告されているが、その作用は
不明であった。申請者は、脊椎動物の共通祖
先生物から最後に分岐した尾索動物、カタユ
ウレイボヤ（ホヤ）の卵巣において、卵黄タ
ンパク質のプロセシングに必須なカテプシ
ン D(CTSD)の活性化を介して、TK が卵巣内
の卵胞成長を促進することを明らかにした。
また、マウスにおいても各 TKサブタイプが、
GTH 非感受性の二次卵胞の顆粒膜細胞に特
異的に発現している 3種類の TK受容体に直
接作用して、前胞状卵胞へ成長させることを
見出した。さらに、マウス卵巣への TK 投与
時の網羅的遺伝子発現変動解析から、プロス
タグランジン(PG)の生合成経路の根幹に位置
し、全ての PG 合成を律速する酵素である
COX-2 の遺伝子の発現が上昇するという結
果を得た。PG は、マウスでは 8 種類の受容
体を介して炎症促進や痛覚伝達などの様々
な生理機能を担っている。生殖機能において
は、GTH 依存段階において、PGE2がマウス
やメダカなどで排卵の促進に、PGF2がマウ
スで黄体退縮にそれぞれ関与していること
が明らかになっているのに対し、GTH非依存
期の PG の役割は全く知られていない。この
ように、申請者の研究から、TK に誘導され
る COX-2 の活性化を介して生成する PGが、
GTH 非感受性段階の初期卵胞の成長に極め
て重要な役割を果たすことが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 以上の背景から、申請者は、(1) COX-2 の
卵巣内での局在、(2) COX-2発現上昇と GTH
非依存期の卵胞の成長との関係、(3) 同卵胞
成長を制御する PG サブタイプ種を決定する
ことにより、TKを起点とする GTH非依存期
卵胞の成長機構を解明し、これまでほとんど

不明だった GTH 非依存期卵胞成長の制御因
子とその作用メカニズムを体系的に明らか
にすることを構想した。 
 
３．研究の方法 
(1) COX-2の局在解析を市販の抗体を用いた
卵巣組織切片の免疫染色により行った。また
TKや TK受容体との二重免疫染色も併せて
行った。 
(2) 三次元培養法を用いて、(1)で COX-2が発
現していたステージの卵胞に COX-2阻害剤
を投与し、その影響を観察した。また、TK
投与から COX-2の発現と活性化までのシグ
ナル伝達経路をそれぞれの伝達因子阻害剤
を用いて詳細に解析した。 
(3) RT-PCR法により PG合成酵素や PG受容
体サブタイプの遺伝子発現解析を行うこと
で、2週齢マウス卵巣組織内において標的と
する受容体を絞り込んだ。 
(4) (3)の結果から、RT-PCR法により発現が確
認された、PG合成酵素により合成される PG
サブタイプの定量、および、PG受容体サブ
タイプの卵巣内における局在解析を行った。
PGサブタイプの定量には、LC ESI-MS/MSを
用いた。また、PG受容体サブタイプの局在
は、2週齢マウス卵巣組織切片の免疫染色に
より決定した。 
(5) マウス卵胞の三次元培養系を用いて、
COX-2阻害剤投与条件下での、各 PG受容体
サブタイプアゴニスト投与などによって、卵
母細胞、卵胞成長における、それぞれの PG
の役割を調査した。 
 
４．研究成果 
(1) 2週齢マウス卵巣内における COX-2の局
在解析 
マウスTK受容体であるNK-1, -2, -3のアゴ
ニストを卵巣組織に投与すると、COX-2の遺
伝子発現が上昇することが、マイクロアレイ
とリアルタイム PCR解析の結果から明らか
になっている。卵巣組織内における COX-2
作用部位の特定には局在解析が必要不可欠
である。そのため、2週齢マウス卵巣組織切
片を用いた免疫染色により、COX-2の局在解
析を行った。その結果、COX-2は二次卵胞の
顆粒膜細胞に局在することが明らかになっ
た。また、これらはマウスの TK、および、
その受容体とも共局在していた（図 1）。 

 



(2) COX-2阻害剤が 2週齢マウスの卵胞成長
に与える影響の解析 
①  三次元培養系を
用いて、マウス二次
卵胞に COX-2選択的
阻害剤を投与したと
ころ、卵母細胞と卵
胞の成長が強く阻害
された。一方、COX-1
選択的阻害剤では成
長は阻害されなかっ
た（図 2）。 
② 2 週齢マウス卵巣器官培養系および三次
元培養系での、幾つかのシグナル伝達因子阻
害剤の投与により、COX-2 の遺伝子発現が無
投与時と比較して、転写レベルで下方制御を
受けること、および、二次卵胞の成長が著し
く阻害されることが明らかになった。 
①、②の結果から、2 週齢マウス卵巣の二
次卵胞の顆粒膜細胞では、NK-1,-2,-3 の活性
化により、複数のシグナル伝達経路の活性化
を介して COX-2 の発現が上昇するという経
路の存在が明らかとなり、本経路の活性化が
二次卵胞の成長に重要な役割を果たしてい
ることが示された。 
 
(3) 2 週齢マウス卵巣における PGG2/PGH2の
下流の PG受容体サブタイプの種類を特定 

COX-2 はアラキドン酸から PGG2/PGH2を
生合成し、さらに PGH2から各組織特異的な
PGサブタイプの合成酵素が 5種類の PGサブ
タイプを生合成する。マウスには 8種類の PG
受容体サブタイプが存在するが、2 週齢のマ
ウス卵巣での発現プロファイルは不明であ
る。RT-PCR 法により、マウス卵巣における
各 PG およびその受容体サブタイプ遺伝子の
発現解析を行った結果、2 週齢マウス卵巣に
は、3 種類の PG サブタイプ合成酵素の遺伝
子と 3種類の PG受容体サブタイプの遺伝子
が発現していることが明らかになった（図 3）。 

 
(4) 2週齢マウス卵巣内における PGサブタイ
プの定量、PG受容体サブタイプの局在解析 
① LC ESI-MS/MSにより、卵巣組織内におけ
る PG サブタイプの定量を行った結果、幾つ
かの PG サブタイプが検出された。また、
NK-1,-2,-3アンタゴニスト、もしくは、COX-2

阻害剤を投与すると、そのうち 2 種類の PG
サブタイプの組織内濃度が低下することが
明らかになった（図 4）。 

② 免疫染色の結果、3種の PG受容体サブタ
イプが、いずれも 2週齢マウスの二次卵胞に
発現していることが明らかになった。 
①、②の結果から、これらの PG および受
容体サブタイプが、二次卵胞の成長に極めて
重要な役割を果たしていることが示唆され
た。 
 
(5) 各 PG受容体サブタイプの作用解析 

(4) の実験から、2週齢マウスの卵巣に発現
していることが明らかになっている 3種類の
PG 受容体サブタイプのアゴニストを、三次
元培養系を用いて COX-2 阻害剤投与条件下
で、2 週齢マウスの二次卵胞にカクテル投与
した結果、アゴニストカクテル無投与条件下
と比較して、二次卵胞の成長が促進されるこ
とが明らかになった。 
また、それぞれ 1
種類ずつのアゴニ
ストを投与した場
合は、どのサブタ
イプを投与しても
ほとんど成長はな
かった。一方、2種
類ずつをカクテル
投与した場合には、
成長が促進される
組み合わせとされ
ない組み合わせが
あった(図 5)。 
  
以上の結果から、我々はマウス卵巣におい
て、TKがPG生合成経路の活性化を介して、
ゴナドトロピン非依存期の卵胞である二次
卵胞の成長を促進するという新しい機構を
明らかにした。 
 現在、この TK作動性の COX-2活性化を介
した PG による二次卵胞機構が、実際に生体
内でも機能しているのかを明らかにするた
め、マウス TK 受容体のコンディショナルダ
ブルノックアウトマウスを用いた実験を続
行中である。 
 以上の研究に関しては、現在、投稿準備中
である。 
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