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研究成果の概要（和文）：ウシ初期黄体において低酸素環境がアポトーシス/オートファジー調節因子 BNIP3 の
発現、糖輸送担体 GLUT1 の発現を亢進して progesterone (P4) 分泌を促すことで黄体形成に関わる (J Vet 
Med Sci 2017;79:1878-1883., 2018;80:368-374)。ウシ初期黄体細胞は低酸素環境において P4 分泌を維持する
 (J Reprod Dev 2019;65::67-72)。GLUT1 を介して黄体細胞に供給される糖が低下することがウシ黄体の構造的
退行に関わる。TGFβ がウシ黄体の機能的、構造的退行に関わる。

研究成果の概要（英文）：This project has revealed as follows:
1)Hypoxia induces BNIP3 and GLUT1 expressions in bovine early corpus luteum (CL), resulting in 
supporting bovine luteal formation (J Vet Med Sci 2017; 79: 1878-1883., J Vet Med Sci 2018; 80: 
368-374). 2)Bovine early luteal cells maintain production of progesterone (P4) under hypoxic 
conditions during luteal formation (J Reprod Dev 2019; 65: 67-72). 3)Decrease of glucose supply via 
GLUT1 is related to bovine luteal cell apoptosis. 4)TGFβ inhibits P4 production and facilitates 
apoptosis in bovine luteal cells.

研究分野： 獣医繁殖学

キーワード： ウシ　黄体　低酸素環境　黄体形成　黄体退行
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では哺乳動物の卵巣における低酸素環境の生理的役割について研究を展開し、特にウシの黄体形成機構に
着目して研究を進めた。特に、排卵後数日の初期黄体内における低酸素環境に誘導される因子の特定、およびそ
れらの因子と黄体のプロジェステロン産生の関係について明らかにした。本研究ではウシを対象としたが、その
成果は哺乳動物全体としても新しいものであり、ヒトを含めた動物種で同様の解析を進める際の重要な参考資料
となる。家畜であるウシの卵巣の生理機構を解明することは、その機構を利用した繁殖制御に応用でき、他の動
物種も含めた新しい動物生産技術開発の基礎データとなる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ウシの繁殖効率は 20 世紀後半から日本を含め世界的に低下し続けており、生産性向上のた
めの発情周期同期化技術として、最も普及した方法の一つがプロスタグランジン F2α (PG) 投
与による黄体退行の誘導である。しかし、本法は排卵後 5 日以内の初期黄体をもつ個体には有
効ではなく (PG 抵抗性)、有効期間が延長すればより有用な技術となるが、PG抵抗性の原因は
不明である。申請者らは、ウシの初期黄体において転写因子 hypoxia-inducible factor-1 
(HIF1)をはじめとする低酸素環境に誘導される種々の因子の発現が高まることを見出していた
ことから、これらの因子と PG 抵抗性の関係を解明することで、臨床的な PG の汎用性を高める
ことができると考え、研究を立案、実施した。 
 
２．研究の目的 
 近年、ウシの生産性の向上は食料確保にとって重要な国際課題である。ウシの繁殖効率を高め
るために、黄体を退行させる PG が汎用されているが、排卵後数日以内 (初期黄体期) には効
果がなく、その原因は不明である。申請者は過去にウシの初期黄体内で HIF1 とそれに誘導さ
れるタンパク質 BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3) の発
現が亢進していることを見出した。本研究では、初期黄体で起こる低酸素環境と関連因子の発現
の意義・役割を明らかにして、PG 抵抗性の克服、すなわちウシの繁殖効率の向上に貢献する基
礎的知見を提供することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではウシの初期黄体における PG 抵抗性について低酸素環境との関係を明らかにすべ
く①〜③を実施する。①発情周期各期のウシ黄体組織から RNA を抽出し、標的遺伝子の mRNA 
発現について定量的 RT-PCR により調べた。②ウシの初期黄体細胞及び中期黄体細胞を単離し、
通常の酸素濃度下 (20%) あるいは低酸素環境下 (3%) において培養し、プロジェステロン (P4) 
分泌について酵素免疫測定法 (EIA) により調べ、標的遺伝子の mRNA 発現について定量的 RT-
PCR により調べた。③ウシの中期黄体細胞を単離し、通常の酸素濃度下 (20%) あるいは低酸素
環境下 (3%) において、標的生理活性物質を添加して培養し、細胞生存率について WST-8 法に
より調べ、標的遺伝子の mRNA 発現について定量的 RT-PCR により調べた。 
 
４．研究成果 
(1) ウシ黄体における BNIP3 の役割 
ウシの黄体形成において、VEGF (血管内皮増殖因子) に次ぐ重要な因子を特定するために、発情
周期各期の黄体組織および初代培養黄体細胞を用いた検討を実施した。特に低酸素環境および 
HIF1 によって誘導され、アポトーシスやオートファジーに関わるタンパク質である BNIP3 の
ウシ黄体における機能が不明であることから、BNIP3 の黄体における役割について検討した。発
情周期各期のウシ黄体組織および卵胞由来顆粒層細胞の BNIP3 mRNA 発現について定量的 RT-
PCR により調べた。ウシの初期黄体細胞および顆粒層細胞において、低酸素環境が BNIP3 mRNA 
発現に及ぼす影響について定量的 RT-PCR により調べた。BNIP3 mRNA 発現は初期黄体において
顕著に高かった。また、BNIP3 mRNA 発現は排卵前の大型卵胞においても顕著に高かった。低酸
素環境は培養した初期黄体細胞および顆粒層細胞における BNIP3 mRNA 発現を増加させた。ウ
シの初期黄体において、低酸素環境が血管新生に加え、排卵前の卵胞の顆粒層細胞、および排卵
後の初期黄体細胞の BNIP3 mRNA 発現を増加させて初期黄体細胞の生存を支持することで黄体
形成に関与する可能性が示された。 
 
(2) ウシ黄体における GLUT1 の役割 
ウシの黄体形成において、VEGF、BNIP3 に次ぐ重要な因子を特定するために、発情周期各期の黄
体組織および初代培養黄体細胞を用いた検討を実施した。特に低酸素環境および HIF1 によっ
て誘導される糖輸送担体 glucose transporter-1 (GLUT1) の初期黄体における機能が不明であ
ることから、GLUT1 の黄体形成における役割について検討した。発情周期各期のウシ黄体組織の 
GLUT1 mRNA 発現について定量的 RT-PCR により調べた。ウシの初期・中期黄体細胞を単離培養
し、グルコース (0.25-250 μM) および GLUT1 阻害剤 (Cytochalasin B; 10 μM, STF-31; 10 
μM) の P4 分泌に及ぼす影響について EIA により調べた。初期黄体細胞において、低酸素環
境が GLUT1 mRNA 発現に及ぼす影響について定量的 RT-PCR により調べた。GLUT1 mRNA 発現は
初期黄体において顕著に高かった。グルコースは初期黄体においてのみ P4 分泌を増加させた。
GLUT1 の 阻害は両細胞において P4 分泌を低下させた。低酸素環境は初期黄体細胞における 
GLUT1 mRNA 発現を増加させた。ウシの初期黄体において、低酸素環境が血管新生、細胞生存に
加え、黄体細胞の GLUT1 発現を増加させて糖輸送を支持して P4 分泌を促すことで黄体形成に
関与する可能性が示された。 
 
(3) ウシ初期黄体の低酸素環境における機能 
ウシ黄体の形成における初期黄体細胞の特徴を見出すため、初期黄体細胞と中期黄体細胞の P4 
分泌機能について比較した。ウシの初期黄体細胞及び中期黄体細胞を通常の酸素濃度下 (20%) 
あるいは低酸素環境下 (3%) において培養し、P4 分泌量を EIA で調べるとともに、P4 合成調



節タンパク質 (StAR, CYP11A1, HSD3B1) mRNA 発現について定量的 RT-PCR により調べた。両
細胞において、低酸素環境下で 24 時間培養することで P4 分泌は低下した。6時間の培養で
は、中期黄体細胞の P4 分泌および合成酵素 CYP11A1 mRNA 発現が低酸素環境において低下す
るのに対し、初期細胞では低下しなかった。ウシ初期黄体細胞は、低酸素環境においても P4 分
泌を維持する機能を持つことが示唆された。 
 
(4) ウシ黄体における トランスフォーミング増殖因子 (TGF) III 型受容体 (endoglin, 
betaglycan) の役割 
ウシの黄体形成において、VEGF、BNIP3 に次ぐ重要な因子を特定するために、TGF III 型受容
体 (endoglin, betaglycan) のウシ黄体形成における役割について解析を実施した。発情周期
各期のウシ黄体組織の endoglin, betaglycan mRNA 発現について定量的 RT-PCR により調べ
た。ウシの初期黄体細胞及び中期黄体細胞を通常の酸素濃度下 (20%) あるいは低酸素環境下 
(3%) において培養し、endoglin および betaglycan mRNA 発現について定量的 RT-PCR により
調べた。betaglycan mRNA 発現は形成期-後期に高く、退行期に低い傾向を示した。endoglin 
mRNA 発現は形成期-中期に高く、退行期と比較して有意な差が認められた。初期黄体細胞にお
いて、hCG は通常気相で betaglycan mRNA 発現を増加させ、低酸素環境はその作用を有意に増
強した。endoglin mRNA 発現に及ぼす低酸素環境の影響は認められなかった。ウシ黄体初期に
おける低酸素環境は、LH とともに betaglycan 発現を促進することによって黄体形成に関与す
ることが示唆された。  
 
(5) ウシの黄体退行における GLUT1 およびグルコースの関係 
ウシの黄体形成における関与を見出した糖輸送担体 GLUT1 およびこれにより輸送されるグルコ
ースの黄体機能における役割について検討した。ウシの中期黄体細胞をグルコース添加あるい
は無添加培地において一定時間培養し、細胞生存率を調べるとともにアポトーシスに関連する
タンパク質 (FAS, CASP8, BCL2, BAX, CASP3) の mRNA 発現について定量的 RT-PCR により調
べた。グルコース添加培地のウシ中期黄体細胞に GLUT1 阻害剤を添加して一定時間培養した後、
細胞生存率を調べた。グルコースを除去あるいは GLUT1 を阻害することで、グルコースを添加
した無処理区と比較して細胞生存率が有意に低下した。グルコースの除去により CASP3 および 
FAS の mRNA 発現量が増加し、さらにグルコース (25 mM) を追加することでグルコースを含む
培地の細胞における発現量と差のない発現量となった。GLUT1 がウシ初期黄体において機能す
る一方で、GLUT1 を介して黄体細胞に供給されるグルコースが低下することで黄体細胞のアポ
トーシスすなわち黄体の構造的退行が誘導されることが示唆された。 
 
(6) ウシの黄体退行における TGFβ の役割 
TGF III 型受容体 (endoglin, betaglycan) のウシ黄体機能への関与を示したことから、リガン
ドである TGFβ の黄体機能における役割について検討した。発情周期各期のウシ黄体組織の 
TGFβ 受容体 (TGFBR1, 2) mRNA 発現について定量的 RT-PCR により調べた。ウシ中期黄体細
胞を単離培養し、TGFβ をヒト絨毛性性腺刺激ホルモン (hCG) あるいは細胞死受容体 FAS の
リガンド (FasL) の刺激下および非刺激下において添加し、一定時間培養後、培養上清中の P4 
濃度を測定するとともに細胞生存率を調べ、さらにアポトーシスに関連するタンパク質 (FAS, 
CASP8, BCL2, BAX, CASP3) の mRNA 発現 について定量的 RT-PCR により調べた。TGFBR2 mRNA 
発現は黄体後期で高かった。TGFβ を添加することで黄体細胞の P4 分泌量と細胞生存率が有
意に低下し、hCG 刺激下でより顕著であった。FasL を組み合わせることでさらに生存率は低下
した。TGFβ は hCG 刺激下で FAS, BAX, CASP3 の mRNA 発現量を増加させた。TGFβ はウシ
の黄体細胞において P4 分泌機能の低下および FAS を介したアポトーシスを誘導することが明
らかとなり、黄体の機能的、構造的退行に関与することが示唆された。 
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