
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

平成２２年 ６月１０日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要（和文）：ラットでは、黄体形成から 3 日目にあたる発情休止期 2 日目の午

後に黄体の退行が決定する。本研究によって、黄体局所にこの時期特異的に発現するメタ

スチン、ゴナドトロピン放出ホルモンが黄体のアポトーシスを引き起こすこと、そしてそ

れらの発現は次回排卵のための発育卵胞から分泌されるエストロジェンが引き金であるこ

とが明らかとなった。この発見は繁殖障害の軽減や不妊治療につながることが期待できる。 
 
 
研究成果の概要（英文）： Corpora lutea in rats start to regress in the afternoon of 
diestrus 2.  In the present study, metastin and gonadotropin releasing hormone were 
expressed stage-specifically, which was caused by estrogen from next-developing 
follicles.  These findings could make contributions to avoidance of breeding 
disorders and fertility treatments. 
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の卵巣は、卵胞発育、排卵、黄体形
成、その退行が周期的に繰り返される、極め
て動的な器官である。この周期的変化には障
害も生じやすく、黄体退行遅延をはじめとす

る卵巣周期不全は深刻な社会問題となって
いる。本研究の代表者は、分子生物学的知見
および内分泌学的知見の豊富なラットを用
いて、この問題を解決することを企図してい
る。 
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 ラットの黄体は、黄体形成から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)の刺激を受けることで、十数日
間にわたりプロジェステロン産生能が維持
される。ところが、同日の午後以降に PRL の
刺激を開始しても効果は無く、黄体はアポト
ーシスを起こし、退行する。すなわち、発情
休止期２日目には、黄体細胞に不可逆的な機
能変化が起こり、黄体の退行が運命づけられ
ている。しかし、この機能変化が何によって
もたらされているのかはまるで解っていな
い。 
 これまでに代表者らは、黄体局所に発現す
るゴナドトロピン放出ホルモン（GnRH）と、
それによって発現の増加するアネキシン 5
（AX5）が、黄体の退行に密接に関与するこ
と、これらの遺伝子発現の上昇は、次世代の
卵胞発育時期と一致してみられることを示
してきた。GnRH 拮抗阻害薬を卵巣嚢内に局所
投与すると、AX5 の発現が抑制されるととも
に、アポトーシスを起こす黄体細胞が消失し、
発情休止期が持続することを明らかにした。
これらの成果は、黄体細胞に存在する GnRH
と AX5 の時期特異的な増加が、黄体の退行に
必須であることを示唆している。また、近年、
GnRH の促進物質である Metastin が発見され
た。視床下部 Metastin 産生ニューロンはエ
ストロジェンにより分泌制御され、排卵のた
めの GnRH サージを引き起こしていると考え
られている。Metastin も GnRH と同様、卵巣
を含む様々な末梢組織中に発現が認められ
ているにもかかわらず、繁殖生理学的な機能
との関連については未解明のままである。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、GnRH-AX5 系を時期特異的に活
性化するメカニズムを追究するとともに、
GnRH-AX5 系の活性化からアポトーシスが起
きるまでのシグナル因子を同定することで、
卵胞発育シグナルとしての黄体局所の GnRH
による黄体退行の制御機構を解明すること
とした。 
 具体的には、(1) 黄体退行過程における卵
巣の Metastin、GnRH、AX5 の発現動態、(2) 卵
巣局所におけるエストロジェンの作用によ
る黄体退行の制御、(3) 黄体細胞の不可逆的
な機能変化に関連する細胞内物質の探索、
(4) GnRH-AX5 系を抑制する PRL の作用点の解
明、の４課題に取り組み、黄体退行時におけ
る GnRH-AX5 系とこれに関連する生理活性物
質の相互作用について追究することとした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 黄体退行過程における卵巣の Metastin、
GnRH、AX5 の発現動態 

 成熟雌 Wistar-Imamichi系ラットを実験に
供し、性周期の各段階の卵巣、および副生殖
器官を摘出した。得られたサンプルは、
Metastin、GnRH、AX5 について Real-time PCR
もしくは免疫組織化学染色を行ない、各遺伝
子の時空間的な転写発現量の動態を調べた。 
 
(2) 卵巣局所におけるエストロジェンの作
用による黄体退行の制御 
 次回性周期の卵胞によるエストロジェン
によって黄体退行を発動することができる
か、in vivo 実験にて検証した。エストロジ
ェン、もしくは Metastin を７日間駆出型の
オスモティックミニポンプで卵巣に局所的
に投与し、血中ホルモン分泌動態の測定と性
周期の検定を行うとともに、卵巣の免疫組織
化学染色による形態観察をおこなった。 
 
(3) 黄体細胞の不可逆的な機能変化に関連
する細胞内物質の探索 
 発情休止期２日目午前 PRL 投与／対照投与
群を作成し、投与より 2日後に卵巣を摘出し
て、黄体の各種遺伝子転写量について解析し
た。さらに、同様のサンプルからタンパク質
を抽出し、変化の認められたアポトーシス関
連因子についてウェスタンブロットを行っ
て発現量の変化を調べた。 
 
(4) GnRH-AX5 系を抑制する PRL の作用点の解
明 
 黄体の器官培養系を用いて実験を行った。
培養液中に PRL、Metastin、GnRH もしくはそ
の拮抗阻害薬を添加し、黄体細胞のアポトー
シス関連因子の発現変化をReal-time RT-PCR 
およびウェスタンブロット法を用いて測定
した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 黄体退行過程における卵巣の Metastin、
GnRH、AX5 の発現動態 
 成熟雌ラットの性周期の各段階の黄体に
おいて、GnRH-AX5 系の遺伝子が黄体退行の決
定する発情休止期 2日目午後から特異的に増
加すること、そしてこれらのタンパクはアポ
トーシスシグナル陽性細胞に近接して存在
することが示された。さらに、GnRH の発現を
促すとされる Metastin が黄体に発現するこ
とも明らかにした。また、乳腺にも同様に
GnRHとAX5を発現する細胞が存在することを
発見した。 
 
(2) 卵巣局所におけるエストロジェンの作
用による黄体退行の制御 
 エストロジェン、もしくは Metastin をオ
スモティックミニポンプで卵巣に局所的に
投与したところ、黄体の GnRH、AX5 発現が増



加するとともに、アポトーシス細胞が観察さ
れた。エストロジェンの拮抗阻害薬を投与し
たところ、GnRH、AX5 の発現低下とアポトー
シスの減少がみられた。その過程に、いくつ
かの脂質メディエータが関与している可能
性が示された。その際、エストロジェンの骨
成長への影響も serendipitous に発見した。 
 
(3) 黄体細胞の不可逆的な機能変化に関連
する細胞内物質の探索 
 発情休止期２日目午前に PRL を投与し、さ
らにその 2日後に卵巣を摘出して、黄体の各
種遺伝子転写量について解析したところ、
GnRH、AX5 の発現低下とアポトーシスの減少
が観察された。このときの黄体を用いてウェ
スタンブロットをおこなったところ、Bcl-2, 
Bax のアポトーシス関連因子の関与が示唆さ
れた。 
 
(4) GnRH-AX5 系を抑制する PRL の作用点の解
明 
 発情休止期 2 日目午前の黄体を摘出し、
GnRH の存在下で器官培養したところ、内在性
の GnRH、AX5 の発現が増加するとともに、
Bcl-2, Baxのアポトーシス関連因子の関与が
示唆された。黄体細胞の器官培養系を用いる
ことによって、GnRH によって Bcl-2, Bax, 
Caspase 3 の活性が変動し、アポトーシスが
実行されることを明らかにした。 
 黄体の器官培養に GnRH もしくはその拮抗
阻害薬を添加し、アポトーシス実行因子であ
る Caspase 3 の活性を調べたところ、GnRH の
前処理によって PRL による Caspase 3 の減少
が抑制された。 
 
(5) まとめ 
 本研究によって、黄体に発現している
GnRH-AX5 系の黄体機能調節における役割、と
くに黄体退行を開始する端緒となるメカニ
ズムを明らかにした。黄体の退行によって初
めて次回排卵が可能になることを考慮すれ
ば、本研究の成果を応用することで、卵巣周
期の人為操作に新規の技術を確立できる可
能性は高い。繁殖障害の軽減・繁殖効率の向
上だけでなく、卵巣疾患の治療などの不妊治
療にもつながることが期待できる。 
 さらに本研究によって、GnRH によって引き
起こされるアポトーシスが Bax・Bcl-2 経路
を介して起こることが示された。代表者は、
本研究で明らかにする黄体の退行メカニズ
ムに関わる因子が、黄体のみならず、他の組
織における GnRH を介した組織リモデリング
機構にも重要な役割をもつことを期待して
いる。 
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