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研究成果の概要（和文）： 

機能的黄体退縮において、Prostaglandin F2α (PGF2α)が黄体内 cyclooxygenase-2 (PTGS2) 
発現と PGF2α産生に関与するかどうか、さらにその細胞内情報伝達経路に活性酸素が生理活性
物質としてどのように関与しているかを偽妊娠ラットを用いて検討した。 
偽妊娠 7 日目に PGF2α (3 mg/kg)を皮下投与し機能的黄体退縮を誘導した。対照には 

phosphate buffer (PB)を投与した。投与 2、6、24 時間後の黄体内 Ptgs2 及び Ptgs1 mRNA 発
現、黄体内 PGF2α濃度、血中プロゲステロン(P) 濃度を測定した。さらに、選択的 PTGS2 阻
害剤である NS-398 (10 mg/kg)を PGF2αと同時投与し、投与 24時間後の黄体内 PGF2α濃度を
測定した。PGF2α投与 30分後の核内転写因子である NFKB の発現の変化を Western Blot 及び 
EMSA にて検討した。活性酸素種消去目的で、PGF2α投与直前に SOD とカタラーゼを尾静脈投
与し、PGF2α投与 30分後の核内 NFKB 発現および 2時間後の黄体内過酸化脂質 (LPO) 濃度お
よび Ptgs2 mRNA 発現を検討した。 
 黄体内 Ptgs2 mRNA 発現は PGF2α投与 2 時間後に有意に増加した。黄体内 PGF2α濃度は 24
時間後に有意に増加し、血中 P 濃度は有意に低下した。Ptgs1 mRNA 発現に変化はなかった。
PTGS2 阻害剤投与により、24 時間後の黄体内 PGF2α濃度の増加は完全に抑制された。PGF2α
投与により核内の NFKB 蛋白発現は増加し、同時に NFKB は PTGS2 プロモーターへの結合活性
があることが示された。SOD とカタラーゼ投与により核内 NFKB 発現、黄体内 LPO 濃度および 
Ptgs2 mRNA 発現の増加は抑制された。 
 機能的黄体退縮において、PGF2αによる活性酸素種を介した NFKB の活性化による 
PTGS2–PGF2α産生促進という系の関与が考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 This study was undertaken to investigate how prostaglandin F2α(PGF2α) increases PGF2
α synthesis and cyclooxygenase-2 (COX-2) expression in the corpus luteum in 
pseudopregnant rats.  We further investigated the molecular mechanism by which PGF2
αstimulates COX-2 expression.  PGF2α (3 mg/kg) or phosphate buffer as a control was 
injected subcutaneously on day 7 of pseudopregnancy.  COX-2 mRNA expression and PGF2
αconcentrations in the corpus luteum were measured 2 h, 6 h, and 24 h after PGF2α
injection.  PGF2αsignificantly increased COX-2 mRNA expression at 2 h and luteal PGF2
αconcentrations at 24 h.  PGF2αsignificantly decreased serum progesterone levels at 
all of the times studied.  Simultaneous administration of a selective COX-2 inhibitor 
(NS-398, 10 mg/kg) completely abolished the increase in luteal PGF2αconcentrations 
induced by PGF2α.  PGF2αincreased NF-B p65 protein expression in the nucleus of luteal 
cells 30 min after PGF2αinjection, and electrophoretic mobility shift assay revealed 
that PGF2αincreased binding activities of NF-B to the NF-B consensus sequence of the 
COX-2 gene promoter.  Simultaneous administration of both superoxide dismutase (SOD) and 
catalase to scavenge reactive oxygen species (ROS) inhibited the increases of nuclear 
NF-B p65 protein expression, lipid peroxide levels, and COX-2 mRNA expression induced 
by PGF2α.  In conclusion, PGF2αstimulates COX-2 mRNA expression and PGF2αsynthesis 
through NF-B activation via ROS in the corpus luteum of pseudopregnant rats. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

機能的黄体退縮のメカニズムは複雑であ
り、動物種によって異なっている。プロス
タグランディン F2α (PGF2αは、さまざま
な動物種において機能的黄体退縮の重要な
因子である。PGF2αは、退縮期に黄体内で
増加し、プロゲステロン産生を抑制する。
すなわち、PGF2αが機能的黄体退縮のトリ
ガーとして働くことや、黄体退縮を促進さ
せることに重要な役割を果たしている。実
際に、PGF2αのレセプター欠損マウスにお
いては、血中プロゲステロン濃度が低下せ
ず、分娩が起こらない。 
 黄体退縮を引き起こす PGF2αは、齧歯類
や家畜においては子宮由来であるが、ヒト
や霊長類においては子宮由来ではない。興
味深いことに、黄体自身においても PGF2α
が産生されることが報告されており、この
ことは黄体自身で産生される PGF2αが黄体
機能の調節に重要な役割をもつことを示し
ている。 は、プロスタグランディ
ン合成酵素である cyclooxygenase-2 
(PTGS2)を介して産生される。PTGS2 は、サ
イトカインやペプチドといった多様な刺激
により誘導される。さまざまな動物種にお
いて、黄体内で PGF2αが PTGS2 発現を誘導
することが報告されており、機能的黄体退
縮過程において、黄体内でポジティブフィ
ードバック機構が存在している可能性を示
している。しかし、PGF2αが PTGS2 を誘導
する細胞内情報伝達経路は、未だ充分には
解明されていない。 
 活性酸素種は、機能的黄体退縮に関与す
ることがよく知られている。活性酸素種は、
退縮期に黄体内で増加し、プロゲステロン
産生を抑制する。活性酸素種は、DNA や蛋
白の損傷、脂質の過酸化といった有害作用
だけでなく、細胞内情報伝達経路に関与す
る生理活性物質を活性化し細胞機能を制御
する作用も持っている。実際に、活性酸素
種は、さまざまな細胞において転写因子で
ある NFKB を活性化する。興味深いことに、
近年我々は、ヒトの子宮内膜間質細胞にお
いて、活性酸素種が NFKB を活性化し、さ
らに PTGS2 発現と PGF2α産生を増加させ
ることを報告している。ラットの黄体にお
いては、PGF2αにより活性酸素種が産生さ
れる。NFKB は、PTGS2 のプロモーターへ結 

合することで PTGS2 を発現させる。これら
のことから、黄体内において、PGF2α、活
性酸素種、NFKB、そして PTGS2 の間に密接
な関連があると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 機能的黄体退縮において、PGF2αが黄体
内 PTGS2 発現と PGF2α産生に関与するか
どうか、さらにその細胞内情報伝達経路に
活性酸素が生理活性物質としてどのように
関与しているかを偽妊娠ラットを用いて検
討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物 
 220–270g の Sprague – Dawley ラットを
用いた。飼育環境は、室温 24℃、5 時から
19 時まで照明をつけ、ラット用の飼料と水
を自由に与えた。膣内スメアを毎朝確認
し、性周期が 4 日間であることが尐なくと
も 2 回連続しているラットのみを用いた。
子宮頸管刺激により偽妊娠を誘導した。膣
内スメアが最後に estrus であった日を偽
妊娠 1 日目とし、その後も毎日膣内スメア
を確認した。この実験は、山口大学医学部
動物実験倫理委員会の承認を得ている。 
(2)実験 1 
 偽妊娠 7 日目に、黄体退縮を起こすため 
PGF2α(3 mg/kg body weight)を皮下投与
した。この実験に用いた PGF2αの投与量
は、既報に基づいて決定された。PGF2αは、
小野薬品工業株式会社から提供を受けた。
コントロールラットには、溶媒であるリン
酸緩衝液を投与した。投与 2 時間後、6 時
間後、24 時間後に、ぞれぞれのグループに
対しエーテル麻酔下に開腹手術を行った。
門脈から採血した後、既報のように脱血再
還流を生理食塩水にて行い卵巣から血液
を除去した。卵巣を摘出し、実体顕微鏡下
に黄体を分離し、結合織を除去した後に黄
体重量を測定した。黄体は、−80℃で保存
し、黄体内 Ptgs2 および Ptgs1 mRNA 発現、
黄体内 PGF2α濃度を以下に示すように測
定した。血清は、−20℃で保存し、血中プ
ロゲステロン濃度を測定した。 
  
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) 実験 2 
 PTGS2 の選択的阻害剤である NS-398 を 
PGF2αと同時に投与し、投与 24 時間後の黄
体内 PGF2α濃度が抑制されるかを検討し
た。偽妊娠 7日目に、PGF2αと同時に NS-398 
(10 mg/kg body weight, Cayman Chemical 
Co., Ann Arbor, MI, USA)  
を皮下投与した。この実験に用いた NS-398 
の投与量は、既報に基づいて決定された。
コントロールラットには、リン酸緩衝液を
投与した。PGF2α投与 24 時間後に実験 1 と
同様の方法で黄体を分離し、黄体内 PGF2α
濃度を測定した。予備実験において、NS-398
は Ptgs2 mRNA 発現に影響を及ぼさないこ
とを確認している。また、NS-398 は Ptgs2
の mRNA および蛋白発現に影響を及ぼさな
いことが、ラットの vivo の実験において
報告されている。 
(4)実験 3 
 PGF2α投与後の核内 NFKB p65 蛋白発現
および PTGS2 のプロモーター領域への 
NFK の結合活性を検討した。偽妊娠 7 日目
に、PGF2α投与し 30分後に黄体を分離した。
コントロールラットには、リン酸緩衝液を
投与した。黄体から核抽出物を作成した後、
核内  NFKB 蛋白発現の変化を  Western 
blot 法にて検討し、NFKB 蛋白の PTGS2 プ
ロ モ ー タ ー 領 域 へ の 結 合 活 性 を 
Electrophoretic Mobility Shift Assay 
(EMSA)にて検討した。 
(5)実験 4 
 活性酸素の代謝酵素である SOD (50 000 
U/kg body weight, Sigma-Aldrich Co.)お
よび過酸化水素の代謝酵素であるカタラー
ゼ (100 000 U/kg body weight, 
Sigma-Aldrich Co.)を投与し、PGF2αによ
る NFKB および PTGS2 発現が抑制されるか
を検討した。また、活性酸素種の反応産物
である過酸化脂質（LPO）の産生が抑制さ 
れるかを検討した。偽妊娠 7 日目に、PGF2
α投与直前に尾静脈より SOD とカタラー
ゼを投与した。この実験に用いた SOD とカ
タラーゼの投与量は、既報に基づいて決定
された。コントロールラットには、リン酸
緩衝液を投与した。PGF2α投与 30 分後にお
ける核内 NFKB p65 蛋白発現および黄体内 
LPO 濃度を測定した。PGF2α投与 2 時間後に
おける黄体内 Ptgs2 mRNA 発現を測定した。 
(6) Real-time RT-PCR 
Total RNA は、TRIzol reagent (Invitrogen, 
Inc.)を用いて製品プロトコール通りに抽出
した。3 μg の total RNA を 42℃で 20 μl
の反応溶液 (single strength PCR buffer, 
2.5 mmol/l dNTPs,5μmol/l random hexamer, 
1.5 mmol/l MgCl2, and 200 U Moloney murine 
leukemia virus reverse transcriptase 
(Perkin-Elmer, Roche Molecular Systems 
Inc., Branchburg, NJ, USA))と RT反応させ
た 。 Real-time PCR は、 既 報の よう に
LightCycler (Roche Diagnostics)を用いて
行った。プライマーは、既報に基づく以下に
示す配列を用いた。 
Ptgs2 (5’-GATTGACAGCCCACCAACTT-3’ 
and 5’-CGGGATGAACTCTCTCCTCA-3’;増幅産
物 174bp) 
Ptgs1(5’-GTACTATCCCTGAGATCTGGAC-3’and 
5’-TGAGTACTTCTCGGATGAAGG-3’; 
増幅産物 132 bp)、そして Sdtg11 
(5’-CTGAAGGTCAAAGGGAATGTG-3’and 
5’-GGACAGAGTCTTGATGATCTC-3’; 増幅産物 
194 bp)。Sdtg11 は、インターナルコントロ
ールとして用いた。反応溶液は 20 μl であ 

り、以下の組成である。SYBR Premix Ex Taq 
(Takara Bio Inc., Shiga, Japan) 10 ml、
それぞれのプライマー 0.2 mM、そして cDNA 
2ml。反応プログラムは、96℃、10秒の後、
96℃、5 秒を 40サイクル、60℃20 秒である。 
(7)PGF2α assay 
 プロスタグランディン類を既報のように
抽出した。黄体を氷上にて PBS (pH 3.5)
にてホモジネートした。ホモジネート液を
C18-LRC 固相抽出カラム  (Bond-Elute, 
Varian Co., Harbor City, CA, USA)に通し 
た。カラムを蒸留水および 10 %アセトニト 
リルにてすすぎ、プロスタグランディン類
をメタノールにて溶出した。メタノールを
窒素にて蒸発させ、乾燥化された抽出物は
エタノールと PGF2α enzyme immunoassay 
kit (Assay Designs, Inc, Ann Arbor, MI, 
USA)に付属する溶液に溶解させた後、PGF2
αassay に用いられた。結果は、pg PGF2α
/mg protein にて表示した。抽出物の蛋白
濃度は、Lowry method にて測定した。この
アッセイの感度は、4.6 pg/ml であり、イ
ントラアッセイおよびインターアッセイは
それぞれ 7.0 %、7.8 %である。 
(8)Western blot 法 

NE-PER Nuclear and Cytoplasmic 
Extraction Reagents (Pierce, Rockford, 
IL, USA)を用いて、製品プロトコール通り
に黄体から核抽出物を作成した。核抽出物
蛋白 40 mg を 10 % SDS-ポリアクリルアミド
ゲルを用いて電気泳動した。ゲル上の蛋白
をニトロセルロース膜に転写した後、1次抗
体である 500 倍に希釈した anti-rabbit 
NFKB p65 抗体(Upstate, Lake Placid, NY, 
USA)と反応させた。さらに、ペルオキシダ
ーゼ・抗ペルオキシダーゼ複合体と反応さ
せ た 後 、 ECL kit (Amersham Pharmacia 
Biotech) を用いてバンドを検出した。
Restore Western Blot Stripping Buffer 
(Pierce,Rockford, IL) を用いてリプロー
ビングした後、1000 倍に希釈した anti-ヒ
ストン H1 抗体(MBL,Nagoya, Japan)と反応
させた。同様に、ペルオキシダーゼ・抗ペ
ルオキシダーゼ複合体と反応させた後、ECL 
kitを用いてバンドを検出し、インターナル
コントロールとして用いた。 
(9)EMSA 
EMSA は、Gel Shift Assay Systems (Promega 
Co.)を用い、既報のように行った。オリゴ
ヌクレオチド配列は、ラットの PTGS2 プロ
モーター上の NFKB 結合配列に対応する配
列 (5’-GGCAAGGGGATTCCCTTAGTT-3’; -548
から-528 bp)を用いた。二本鎖 DNA とした 
NFKB オリゴヌクレオチド (10 pmol)を T4
ポリヌクレオチドキナーゼを用いて 
[-32P]ATP (3,000 Ci/mmol, 10 mCi/ml)に
て標識した。標識されたオリゴヌクレオチ
ドに混在している非標識のオリゴヌクレオ
チドを、G-25スピンカラム (GE Healthcare,  
Amersham, UK)によるクロマトグラフィー法
にて除去した。標識されたオリゴヌクレオ
チドを、gel shift buffer とともに、10 μ 
g の核抽出物とインキュベートした。また、
過剰量の非標識オリゴヌクレオチド(×
100; cold)を添加し、結合反応の特異性を
検証した。DNA-蛋白複合体を、 
Tris-borate-EDTA バッファーを用いて、6%
の非変性ポリアクリルアミドゲルにて電気
泳動した。 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(10) LPO assay 
黄体内の LPO 濃度は、既報のようにチオバ

ルビタール酸法により測定した。結果は、
nmol マロン酸アルデヒド (MDA)/g wet 
tissue weight にて表示した。 
(11)Progesterone assay 

血中プロゲステロン濃度は、既報のよう
にラジオイムノアッセイにて測定した。こ
のアッセイの感度は、100 pg/ml であり、イ
ントラアッセイおよびインターアッセイは
それぞれ 7.0 %、14.4 %である。 
(12)統計処理 
統計学的有意差は、one-way ANOVA により

決定した。ANOVA 後、多群間の有意差解析
には Tukey-Kramer 法を用いた。また、2 群
間の解析には対応のない t 検定を用いた 
すべての統計処理には、 SPSS Windows 
version 11(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
を使用し、P<0.05 を有意差ありとした。 
 
４．研究成果 
PGF2αが、黄体内で PTGS2 発現を増加させ 
PGF2α産生を増加させるかを検討するため、
偽妊娠 7 日目に PGF2αを投与し、黄体内 
Ptgs2 および Ptgs1 mRNA 発現、黄体内 PGF2
α濃度を測定した。その結果、血中プロゲス
テロン濃度は、PGF2α投与により投与 2 時
間後 (P<0.01)、6 時間後 (P<0.05)、24時間
後 (P<0.01)のいずれの時間もコントロール
に比較し有意に低値を示した (図 1A)。黄体
重量は、PGF2α投与によりいずれの時間も変
化を認めなかった。黄体内 PGF2α濃度は、
PGF2α投与 2時間後、6時間後では有意差を
認めなかったが、24 時間後ではコントロー
ルに比較し有意に高値を示した (P<0.05; 
図 1B)。黄体内 Ptgs2 mRNA 発現は、PGF2α
投与 2 時間後ではコントロールに比較し有
意に髙値を示したが、6時間後、24時間後で
は有意差を認めなかった (P<0.01; 図 1C)。
その一方で、黄体内 Ptgs1 mRNA発現は、い
ずれの時間も変化を認めなかった (図 1D)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. PGF2α投与 2 時間後、6 時間後、24
時間後の(A) 血中プロゲステロン濃度、(B) 
黄体内 PGF2α濃度、(C) 黄体内 Ptgs2 mRNA
発現、(D) 黄体内 Ptgs1 mRNA 発現。 
 
偽妊娠 7 日目に黄体退縮を起こすため PGF2
α(3 mg/kg body weight)を皮下投与した。
コントロールラットには、リン酸緩衝液を投
与した。Ptgs2 mRNA および Ptgs1 mRNA は、
Sdtg11をインターナルコントロールとした。
mean ± S.E.M. a; P<0.01 VS. コン 
トロール、b; P<0.05 VS. コントロール 
 
 PGF2α投与による PTGS2 発現の増加が、
24時間後の黄体内 PGF2α濃度の増加に関与
するかを検討するために選択的 PTGS2 阻害
剤である NS-398を投与した。その結果、PGF2
α投与による 24時間後の黄体内 PGF2α濃度 

の増加は NS-398 により完全に抑制された 
(P<0.05; 図 2)。その時の血中プロゲス
テロン濃度は、コントロール群、PGF2α投
与群、PGF2αと NS-398の同時投与群ではそ
れぞれ 101.7 + 12.1、30.3 +5.4、29.9 + 6.7 
ng/ml ( mean ＋ S.E.M.) であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. PGF2α投与による黄体内 PGF2α 濃
度の増加への選択的 PTGS2 阻害剤の影響。
選択的 PTGS2阻害剤である NS-398が PGF2
αと同時に投与された。黄体内 PGF2α濃度
は PGF2α投与後 24 時間後に測定した。
mean ± S.E.M. a; P<0.05 VS. コントロー
ル, PGF2α + NS-398 
 

PGF2αにより誘導される PTGS2 発現増加
に関与する転写因子を検討した。NFKB は、
30 分以内というきわめて短時間で活性化さ
れ核内に移行することが知られているの
で、本研究では NFKBに着目し、PGF2α投与 
30分後での核内 NFKB蛋白発現を検討した。
その結果、核内の NFKB p65 蛋白発現は 
PGF2α投与により増加した (図 3A)。さら
に、PGF2α投与 30分後の核内 NFKB蛋白は、
PTGS2 プロモーター領域への結合活性があ
ることが示された (図 3B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. (A) PGF2αの核内 NFKB 蛋白発現へ
の影響、(B) PGF2αの PTGS2 プロモーター
への NFKB結合活性への影響、(A) 偽妊娠 7
日目に PGF2α投与 30 分後に黄体を分離し
た。核内 NFKB 蛋白発現は、Western blot
法にて検討した。Western blot 法は 3 回施
行し、ヒストン H1をインターナルコントロ
ールとして用いた。(B) NFKB 結合活性は
EMSA にて検討した。ポジティブコントロー
ル(PC) として Hela 細胞の核抽出物を、非
特異的競合反応(NSC)として非標識の AP-1
オリゴヌクレオチドをそれぞれ用いた。
NFKB の結合は PGF2α投与により増加した
（レーン 2）。これは、cold の添加により競
合的に阻害された（レーン 3）。また、NSC
では変化を認めなかった（レーン 4）。EMSA
は、3 回施行した。 
 
PGF2αによる NFKB の活性化に活性酸素種
が関与しているかを検討するために、SOD  
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とカタラーゼを PGF2α投与直前に投与し
た。その結果、PGF2α投与 30分後における
核内 NFKB p65 蛋白発現の増加は、SOD とカ
タラーゼの同時投与により抑制された (図 
4A)。PGF2α投与 30分後における黄体内 LPO
濃度は、PGF2α投与により有意に増加し、SOD 
とカタラーゼの同時投与により有意に抑制
された (P<0.05; 図 4B)。PGF2α投与 2 時
間後における黄体内 PTGS2 発現の増加は、
SODとカタラーゼの同時投与により有意に抑
制された (図 4C)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. (A) SOD とカタラーゼ(CAT)による
核内 NFKB p65 蛋白発現への影響、(B)SOD
とカタラーゼによる黄体内 LPO 濃度への影
響、(C) SOD とカタラーゼによる黄体内 
Ptgs2 mRNA 発現への影響。偽妊娠 7 日目に
PGF2α投与直前に SOD (50 000 U/kg body 
weight)とカタラーゼ (100 000 U/kg body 
weight)を同時投与した。コントロールラッ
トにはリン酸緩衝液を投与した。PGF2α投
与 30 分後の核内 NFKB p65 蛋白発現は、
Western blot 法にて検討した。PGF2α投与 
30 分後の黄体内 LPO 濃度、および投与 2
時間後の黄体内 Ptgs2 mRNA 発現を測定し
た。Western blot 法は 3 回施行した。Ptgs2 
mRNA 発現は、Sdtg11 をインターナルコント
ロールとして用いた。mean ± S.E.M. a; 
P<0.01 VS. コントロール, b; P<0.05 VS. 
PGF2α 
 
〔考察〕本研究の結果、PGF2αは PTGS2 発
現を誘導することで黄体内での PGF2α産生
を増加させていることが明らかとなった。さ
まざまな動物種においては、PGF2αが黄体内
での PTGS2 発現を誘導すると報告されてい
る。すなわち、黄体自身で PGF2αが PGF2
αを産生するポジティブフィードバック機
構が存在していることを示している。この機
構によって、機能的黄体退縮が促進され完了
することにより、次の新しい性周期の卵胞発
育が開始される。本研究では、黄体内 Ptgs2 
mRNA発現と黄体内 PGF2α濃度の増加にタイ
ムラグが認められたが、PGF2α投与により引
き起こされた黄体内 PGF2α濃度の増加は、
選択的 PTGS2 阻害剤である NS-398 により
完全に抑制されたため、PGF2α投与 2 時間
後の Ptgs2 mRNA 発現の増加は、24時間後の
黄体内 PGF2α濃度の増加に関与していると
考えられる。この我々の結果は、ウシの顆粒
膜細胞を用いた細胞培養で PGF2α産生に対
しての PTGS2 の siRNA の効果が 24 時間後
に現れるという小林らの報告と一致してい
る。しかしながら、PGF2αによって黄体内で
の PGF2α産生を引き起こす他の細胞内メカ
ニズムが存在する可能性を無視することは
できない。例えば、MAP キナーゼやプロテイ
ンキナーゼ C により誘導されるホスホリパ
ーゼ A2 などである。 

本研究では、PGF2α投与によって引き起
こされる 24 時間後の黄体内 PGF2α濃度の
増加は、NS-398 を同時投与することにより
完全に抑制されているが、血中プロゲステ
ロン濃度については、NS-398 を同時投与し
ても変化せず、PGF2α単独投与群と同様に
低下したままである。その理由としては、
投与した PGF2αの影響が血中プロゲステ
ロン濃度に対して 24時間後でも持続してい
る可能性が考えられる。 

PGF2αが、他臓器の何らかのホルモンや
生理活性物質を介して間接的に黄体に影響
を与えている可能性については、vivo の実
験系では常に考慮に入れるべきことであ
る。今回の結果については、PGF2αは直接
黄体に影響を与えていると考えた方が妥当
である。なぜなら、NFKB の活性化が PGF2
α投与 30 分後というきわめて短時間で起
こっているからである。さらに、本研究に
は確立された動物実験モデルが用いられて
いるが、PGF2αの投与量が生理的な量であ
るかについては難しいところである。本研
究に用いられた PGF2αの投与量は多くの
既報に基づいて決定されているのではある
が、PGF2αの薬理学的な影響を完全には無
視することはできない。 

黄体内の PTGS2 発現が低い場合であっ
ても黄体内にある一定量の PGF2αが存在
するのは、PGF2αが黄体以外の臓器に由来
しているからであると考えられる。その由
来として最も可能性が高いのは子宮であ
り、NS-398 投与後の黄体内 PGF2α濃度がコ
ントロール群より、有意差はないものの、
より低くなっており、NS-398 投与により子
宮で産生される PGF2α産生も抑制され、黄
体への流入量が減っている可能性が考えら
れる。さらに、齧歯類の子宮においては、
PGF2α産生に PTGS1 が関与していると報
告されている。しかしながら、どれぐらい
の PGF2αが子宮由来であるのか、また黄体
内で PTGS2 によりどれらいの PGF2αが産
生されているのかに関しては、さらなる研
究が必要である。 

本研究では、黄体において PGF2αが 
PTGS2 を誘導する細胞内情報伝達経路を明
らかにした。Ptgs2 遺伝子は、NFKB、C/EBP、
CRE、そして E-box といった多くの転写因
子結合配列を有している。NFKB は、さまざ
まな細胞において PTGS2 発現を誘導する。
本研究では、PGF2αは核内の NFKB p65 蛋
白発現を増加させ、Ptgs2 のプロモーター
への NFKB の結合活性を増加させているこ
とから、PGF2αは黄体において NFKB を活
性化することによって PTGS2 発現を誘導
すると考えられる。その一方で、ヒツジの
黄体細胞培養実験においては、Ptgs2 プロ
モーターの E-box が C/EBP や CRE よりも 
PGF2αによる PTGS2 発現誘導に重要であ
ると報告されている。さらに、排卵過程に
おけるラットの顆粒膜細胞での PTGS2 発
現の誘導には、C/EBP が重要であるといわ
れている。しかしながら、我々は未発表の
データであるが、PGF2αが Ptgs2 プロモー
ターの C/EBP の結合活性に対し影響を及
ぼさないことを EMSA で確認している。 
 SOD とカタラーゼが PGF2α投与後の黄
体内での核内 NFKB p65 蛋白発現と Ptgs2 
mRNA 発現の増加を抑制するという本研究の
結果によって、PGF2αによって誘導される 
PTGS2 発現は、活性酸素種による NFKB の
活性化によって引き起こされていることが 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

明らかとなった。活性酸素種によって NFKB
が活性化されることは、PGF2α投与によって
核内 NFKB p65 蛋白発現と活性酸素種産生
が同時に急激に増加していることからも考
えられる。我々の仮説は、活性酸素種がさ
まざまな細胞において NFKB を活性化する
という報告やウシの黄体細胞やヒトの子宮
内膜間質細胞において PTGS2 発現を増加さ
せるという報告にも一致している。 

本研究において、SOD とカタラーゼによ
って黄体内 LPO 濃度が部分的にしか減尐
していないことに注目すべきである。これ 
は、活性酸素種が部分的にしか消去されて
いないことを示しており、黄体内での活性
酸素種の由来を示唆するものとして興味深
い。SOD とカタラーゼがその大きな分子量
のために黄体細胞内に入り込めないとする
と、黄体細胞以外に由来する活性酸素種だ
けが SODとカタラーゼにより消去されたと
考えられる。黄体細胞以外としては、マク
ロファージ、好中球、あるいは血管内皮細
胞などが考えられる。実際に、偽妊娠ラッ
トの黄体内には多くのマクロファージが存
在しており、PGF2αは、ラットの黄体内の
非ステロイド産生細胞での活性酸素の産生
を促進させる。さらに、活性化された好中
球が産生する過酸化水素などの活性酸素種
が、黄体細胞内に入り込み、黄体機能に影
響を及ぼすことが報告されている。加えて、
ウシの機能的黄体退縮においては、PGF2α
により血管内皮細胞によって産生される活
性酸素種が重要性であると報告されてい
る。それゆえに、本研究においても、PGF2
αによって黄体内の血管内皮細胞による活
性酸素種の産生が促進されている可能性も
考えられる。 

その一方で、SOD とカタラーゼにより消
去されなかった活性酸素種は、黄体細胞内
に由来すると考えられる。実際に vivo の実
験において、ラットの黄体細胞内では、PGF2
α投与 7分から 15分後に活性酸素種が発生
すると報告されている。SOD とカタラーゼ
は黄体細胞内には入り込めないために、本
研究では PGF2 投与によって黄体細胞内
に発生した活性酸素種が消去されなかった
のではないだろうか。 
 本研究は、黄体内で PGF2αが黄体内 PGF2
α産生を促進しているポジティブフィード
バック機構が存在していることを示してい
る。このシステムは退縮期の黄体にみられる 
PGF2αの増加のメインメカニズムではない
かもしれないが、尐なくとも機能的黄体退縮
を促進させ完了させることに関与している
と考えられる。さらに、本研究は黄体におい
てPGF2αが PTGS2 発現を誘導する細胞内情
報伝達経路を示した。すなわち、PGF2αによ
り誘導される PTGS2 発現は、活性酸素種に
よる NFKB の活性化によって引き起こされ
ると考えられる。 
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