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研究成果の概要（和文）：メダカ排卵濾胞のin vitro実験系を用いて、排卵時に作動する排卵関連遺伝子（MT2-MMPお
よびプロスタグランジンE2受容体EP4b）の発現誘導機構を調べた。排卵に伴うMT2-MMPおよびEP4bの発現誘導は、排卵
濾胞の顆粒膜細胞がLH刺激に応答して起こる。この一連のプロセスでは、最初に転写因子nPRの発現が起こり、続いてn
PRを含む複数の転写因子がこれらの遺伝子の発現に関与することを明らかにした。また、ギャップ結合阻害剤カルベノ
キソロンを利用した実験結果から、顆粒膜細胞でのMT2-MMPの発現には卵細胞と顆粒膜細胞間のギャップ結合を介した
分子的連携が必要であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Using in vitro ovulation system established for medaka ovarian follicles, we 
investigated the mechanism by which ovulation-related genes/proteins, membrane type-2 matrix 
metalloproteinase (MT2-MMP) and prostaglandin E2 receptor subtype (EP4b) were induced at ovulation. 
Expression of both genes/proteins was under the control of LH. Our data indicated that LH induced the 
expression of a transcription factor nuclear progestin receptor (nPR) in the granulosa cells and that 
nPR, together with other transcription factors, played roles in the subsequent expression of MT2-MMP and 
EP4b. We next examined if a communication between granulosa cells and the oocyte in the follicles may be 
important for successful ovulation. Preovulatory follicles were treated with carbenoxolone, a 
gap-junction inhibitor, using in vitro ovulation system. We found strong inhibition of MT2-MMP expression 
by the treatment, indicating that ovulation would be influence by oocyte maturation event occurring in 
the oocyte.

研究分野：生殖生物学
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１． 研究開始当初の背景 
排卵現象は生殖生物学の重要課題として，
主に，哺乳類で活発に研究が行われてきた。
すでに膨大な知見が蓄積されているが，排卵
を司る排卵酵素の特定には至っていない等，
今なお肝心な点は未解決のままでる。近年，
哺乳類以外の動物を材料として，生殖生物学
的研究が行われるようになり，脊椎動物の生
殖が共通の内分泌制御のもとで進行するこ
とが明らかになってきた。メダカやゼブラフ
ィッシュといった魚類の排卵が，哺乳類と同
様に，脳下垂体ホルモンである黄体形成ホル
モン（LH）により引き起こされることは，今
や，共通の認識となっている。そこで脊椎動
物全般に通底する排卵機構の解明に，in vitro
排卵実験系が利用できる魚類が注目される
ようになった。実際，申請者らは，メダカを
用いて，哺乳類では特定できなかった排卵酵
素を，世界に先駆けて，同定することに成功
した。その後，メダカを用いた排卵研究は一
気に進展した。しかし，全容の解明には，今
なお残されている課題の解決が必要である。
具体的には，排卵を制御する内分泌機構の解
明は急務である。また，脊椎動物において排
卵とともに進行する卵成熟との関連性を明
らかにすることも重要課題として残されて
いる。 
 
２． 研究の目的 
脊椎動物の卵巣は卵を育み放出（排卵）す
る。最近，メダカを用いた研究によって，排
卵の実行に関わる数種の遺伝子/タンパク質
が「排卵責任遺伝子/タンパク質」として同定
され，さらに，それらの分子が排卵時に果た
す役割と作用機序が明らかにされて，排卵に
関する知識は格段に深まった。本研究では，
「排卵責任遺伝子/タンパク質」が黄体形成ホ
ルモン(LH)誘導性であることに着目し，それ
らの発現誘導の背景にある内分泌制御機構
を解明する。加えて，「排卵責任遺伝子/タン
パク質」の誘導に必須の卵由来因子の探索・
同定・機能解析を通して，排卵と卵成熟の連
関性について実証する。これらの知見を総合
して，メダカの排卵機構の全容を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）LH による nPR（転写因子）の発現誘
導機構 
 申請者らは，メダカ排卵濾胞における内分
泌制御機構，特に排卵実行に必須のタンパク
質（MT2-MMPと EP4b）の発現制御機構の解
明に取り組んできた。その結果，MT2-MMP
と EP4bの発現は LHにより誘導されること，
さらに LH サージを受けた排卵濾胞の顆粒膜
細胞において，細胞内 cAMPレベルの上昇の
後に転写因子 nPR が誘導されることが示唆
された。また，このプロセスでは，さまざま
な因子が関与することも示唆されている。そ
こで，「LHサージ→nPR誘導」のプロセスの

全容を明らかにすることを目指す。この目的
を達成するために，排卵濾胞を用いた in vivo
および in vitro排卵実験系を利用して，遺伝子
およびそのタンパク質の詳細な発現解析を
行うとともに，適切な市販の阻害剤の影響を
調査することによって，関与する可能性のあ
る種々の因子の絞り込みと同定を行う。 
 
（２）nPR（転写因子）によるMT2-MMP（排
卵酵素）および EP4b（PGE2受容体）の発現
誘導機構 

nPR タンパク質の発現量は，排卵前 12 時
間に排卵予定の濾胞で最大になり，nPRはこ
の時期に DHP（卵成熟誘起ホルモン(MIH)と
呼ばれるステロイドホルモン）と結合して転
写因子となると予想される。この因子
（nPR/DHP複合体，ホモ 2量体）はMT2-MMP
および EP4b 遺伝子を間接的に誘導すること
がこれまでの実験から推定された。すなわち，
nPR はまず別の転写因子 X を誘導し(一次応
答反応)，その転写因子 X が次に MT2-MMP
及び EP4b を誘導する（二次応答反応）とい
うプロセスである。そこで，喫緊の課題であ
る転写因子 X の正体を明らかにすることを
目指す。この目的を達成するために，先の
（１）と同様に，排卵濾胞を用いた in vivoお
よび in vitro排卵実験系の利用，遺伝子および
そのタンパク質の詳細な発現解析，阻害剤の
添加がもたらす遺伝子/タンパク質の発現変
化の解析を通して，関与する転写因子を特定
する。 
 
（３） MT2-MMP と EP4bの発現に必須の卵
由来因子の探索・同定・作用機構  
排卵予定の濾胞の顆粒膜細胞に発現する

MT2-MMP と EP4b の遺伝子発現に，卵細胞
由来の因子が必要であることが示唆されて
いる。この因子は，排卵前 12～7時間に，卵
－顆粒膜細胞の間にあるギャップ結合を通
過して卵から顆粒膜細胞に供給されると考
えられる。ここでは，上記の予備実験の結果
の正否を確かめることと，ギャップ結合の正
体の解明，および通過すると推測される低分
子化合物（分子量＜1,000））あるいはイオン
についての情報を得ることを目指す。この目
的を達成するために，排卵濾胞を用いた in 
vitro排卵実験系を利用する。 
 
４．研究成果 
（１）LH による nPR（転写因子）の発現誘
導機構 
 メダカ卵巣から取り出した排卵予定濾胞
を in vitro 培養系に移しても排卵させること
ができる「in vitro 排卵実験系」を用い，これ
に種々の解析法を組み合わせた解析によっ
て，メダカ排卵の実行過程で作動する細胞内
情報伝達の解明に取組んだ。本研究により，
脳下垂体ホルモン LH が顆粒膜細胞の細胞膜
で受容されてから nPR（転写因子）の発現誘
導は，「LHLH受容体アデニル酸シクラー



ゼ活性化細胞内 cAMP濃度上昇Epac1活
性化Rap1活性化PI3K活性化AKT活性
化CREBリン酸化核内受容体 nPR発現」
というプロセスで起こることが判明した。こ
の経路の他に，補助的経路として Raf1 や
STAT3が関与するプロセスも作動することが
示唆された。 
 
（２）nPR（転写因子）のよるMT2-MMP（排
卵酵素）および EP4b（PGE2受容体）の発現
誘導機構 

LH が顆粒膜細胞の細胞膜で受容されてか
ら nPRが発現誘導された後，MT2-MMPが発
現するプロセスについて調べた。その結果，
nPR，c/EBPbおよび AP-1(c-Junと Fosl1aの複
合体)の少なくとも３種類の転写因子が必要
であることが明らかになった。一方，EP4b
の発現誘導には nPR が必須であることを実
証した。EP4b の発現に nPR 以外の転写因子
が必要かどうかについては明らかにできな
かったので，今後の課題として残された。 
 
（３） MT2-MMP と EP4bの発現に必須の卵
由来因子の探索・同定・作用機構 
体内で LH サージを受けた（すなわち，卵
成熟と排卵のスイッチが入った）排卵濾胞を，
in vitro でギャップ結合阻害剤カルベノキソ
ロン(CBX)とともにインキュベートすると，
排卵が強く阻害され，かつ，顆粒膜細胞に発
現誘導されるべき排卵酵素MT2-MMPの発現
が抑制されることを確認した。これは，ギャ
ップ結合の閉塞により，卵細胞と顆粒膜細胞
の間の情報が遮断されたことによる効果と
理解される。一方，メダカ排卵に必須の働き
をするプロスタグランジン E2受容体（EP4b）
の発現については，カルベノキソロン処理に
よる発現抑制効果は，MT2-MMPの発現抑制
効果ほど顕著には現れなかった。次に，卵－
顆粒膜細胞の間にあるギャップ結合の正体
を明らかにするために，排卵濾胞に発現する
コネキシン（ギャップ結合構成分子）の種類
を決定した。24時間の排卵周期を確立してい
るメダカの排卵予定濾胞を，排卵の 22時間，
12時間前，2時間前の 3点で単離し，それぞ
れの濾胞に発現する遺伝子を次世代シーク
エンス解析法により網羅的に解析した。その
結果，メダカがもつコネキシン遺伝子 19 個
のうち，5個（Cx30.3，Cx34.4，Cx35.4，Cx34.5，
Cx43.4）の発現が示唆されたが，real-time 
RT-PCR による解析により，3 個（Cx30.3，
Cx34.4，Cx43.4）のコネキシン mRNAが，卵
細胞と顆粒膜細胞間の因子の移動が予想さ
れる時期に，発現していることが確認された。 
今後，排卵周期の時間経過とともに，ギャッ
プ結合の構成に貢献する Cx30.3，Cx34.4，
Cx43.4の程度が変動するかどうかを調べ，排
卵と卵細胞の連携に関わる因子の移動に影
響を及ぼすか否かについて考察する必要が
ある。 
排卵濾胞において卵－顆粒膜細胞の間に

あるギャップ結合を通過すると推測される
低分子化合物（分子量＜1,000））あるいはイ
オンについての情報を得るための実験は試
行錯誤の段階にあり，再現性のある結果を得
るまでに至っていない。将来の解決すべき課
題として残されている。 
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