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研究成果の概要（和文）：本研究では、妊娠の成立と維持に重要なプロゲステロンを産生する黄体の機能制御メ
カニズムにおける重要な糖鎖として、alpha2,6シアル酸修飾に注目してその機能を明らかにすることを目的とし
た。alpha2,6シアル酸は、ヒト、ウシ、マウスにおいては退行黄体で増加し、黄体の退行に関与する可能性が明
らかとなった。一方、ラットではalpha2,6シアル酸を含むシアル酸修飾は機能黄体で多く発現し、ヒト、ウシ、
マウスとは異なる作用をもつ可能性が示唆された。本研究により、マウスとラットという同じげっ歯類に属する
動物においても、黄体におけるガレクチンや糖鎖の発現パターンや機能が異なることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The corpus luteum is an important tissue for establishment and maintenance 
of pregnancy. In this study, we aimed to reveal the function of alpha 2,6-sialylation in the 
regulation of corpus luteum function. In women, cows, and mice, alpha 2,6-sialylation was increased 
in the regressing corpus luteum, suggesting its involvement in the regulation of luteolysis. On the 
other hand, in rats, alpha 2,6-sialylation was higher in the functional corpus luteum rather than 
the regressing corpus luteum. These results suggest that the expression patterns and function of 
galectins and glycans differ between mice and rats, both of which belong to the same rodent species.

研究分野： 糖鎖生物学

キーワード： 黄体　プロゲステロン　シアル酸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
黄体は妊娠の成立と維持に必須なプロゲステロンを産生するが、その機能制御メカニズムは動物種差があり、特
にヒト黄体の制御メカニズムには不明な点が多く残されている。我々は黄体の機能制御に糖鎖と糖鎖を認識する
レクチンが重要な役割を果たすことを見出し、その機能を明らかにするため研究を実施してきた。ガレクチンお
よびalpha2,6シアル酸は黄体のみならず生体内に広く分布し、がんや炎症反応にも関与する。本研究により明ら
かにされた事象は、黄体機能のみならず、生体内の糖鎖とレクチンが関与する現象の解明に重要な情報を提供す
ることができる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 黄体は妊娠の成立と維持に必須なプロゲステロンを産生する組織で、排卵後の卵胞壁細胞よ
り形成される。妊娠が成立しない場合、ヒトでは 1 週間ほど機能したのち自発的に退行する。一
方、妊娠が成立すると、黄体は妊娠黄体となり、妊娠初期の数か月間機能を維持する。この黄体
の退行回避には、子宮内膜に着床した受精卵より産生されるヒト絨毛性ゴナドトロピン（hCG）
が重要な役割を果たす。 
 マウスやウシなどの動物では、子宮内膜由来のプロスタグランジン F2が黄体の退行に重要で
あるが、ヒトでは子宮由来の因子は黄体の機能制御には関与しない。共同研究を実施している英
国エジンバラ大学の W. Colin Duncan 教授と我々は、これまでに黄体細胞自身が産生する TGF
スーパーファミリーに属する分子（Activin A および Bone morphogenetic proteins）が黄体の
退行に関与することを報告してきた（Myers et al. Endocrinology 148:3730, 2007 および Nio-
Kobayashi et al. Endocrinology 156:1494, 2015）。これら黄体退行因子は、hCG により強く抑
制されるが、黄体の成熟とともに徐々に発現が増加する。この現象は、培養条件下でも観察され、
黄体細胞自身に自発的退行を促す仕組みがあることを示唆する。 
非妊娠時の黄体細胞の機能維持には、脳下垂体より産生される黄体化ホルモン（LH）が重要

である。LHとhCGは、黄体細胞に存在する共通のレセプター（LHCGR）に作用して、cAMP/PKA
経路を活性化することにより、プロゲステロンおよび黄体機能維持に働くプロスタグランジン E
（PGE）産生を刺激する。cAMP/PKA 経路の活性化は、黄体退行因子である Activin や BMPs
やマクロファージのケモカイン（CCL2）の発現を抑制し、黄体が退行に向かうことを抑止する。 

LH の血中濃度は、排卵時に一過性に増加するが、黄体期を通じて一定に保たれている。また、
LHCGR も黄体期を通じて発現しており、ヒト黄体の自発的退行は、LH の血中濃度低下や
LHCGR の発現低下によるものではない。我々のこれまでの研究により、黄体細胞の PGE 産生
能が黄体の成熟とともに低下することが明らかとなり、これがヒト黄体の退行の引き金になる
ことを見い出した（Nio-Kobayashi et al. Mol Hum Reprod 23:271, 2017）。また、黄体細胞の
PGE 産生能の低下は、LHCGR 感受性の低下、特に LHCGR の cAMP/PKA 経路を介したシグ
ナル伝達の低下が主要な要因であると考えられる。しかし、LHCGR 感受性の低下を引き起こす
メカニズムはよくわかっていない。 
我々は、ヒト黄体の機能制御には、糖鎖とレクチンの相互作用が重要であることを報告してき

た。ガレクチンは、型結合したガラクトースを認識するレクチンであり、15 種類のサブタイプ
が同定されている。ヒト黄体では、機能黄体に galectin-1 が、退行黄体に galectin-3 が発現す
る（Nio-Kobayashi et al. J Clin Endocrinol Metab 99:4615, 2014）。培養ヒト黄体細胞に
galectin-1 を投与すると hCG の作用が増強されることから、galectin-1 はホルモンおよび
LHCGR 上の糖鎖と相互作用して、cAMP/PKA 経路の活性化をサポートすることが示唆される。 

galectin-1 と糖鎖との相互作用は、糖鎖末端のガラクトースへの
2,6 シアル酸の付加によりブロックされる（図 1）。2,6 シアル酸の
付加を転移する酵素である ST6GAL1 の発現は、黄体の退行時に増加
し、2,6 シアル酸を多くもつ黄体細胞では、プロゲステロン産生能が
低い（Nio-Kobayashi et al. J Clin Endocrinol Metab 99:4615, 2014）。
これらの結果は、ヒト黄体では、2,6 シアル酸修飾が増加すること
で、galectin-1 と糖鎖との相互作用が減弱し、galectin-1 を介した黄
体機能維持作用が低下することが黄体退行を引き起こす一要因にな
ると考えられる。また、2,6 シアル酸修飾は、ヒトのみならず、ウシ
やマウスの退行黄体でも増加することから（Nio-Kobayashi et al. 
Trends Glycosci Glyc 28:E71, 2016）、動物種を越えて黄体の退行に
重要であることが予想される。しかし、どのような糖タンパク質が
2,6 シアル酸修飾をうけ、黄体機能制御に重要であるかは未だ明ら
かになっていない。 

ST6GAL1 以外にもいくつかの糖転移酵素が黄体の機能にともなって発現変動することから、
黄体の機能制御には糖鎖が重要な役割を果たすことが予想される。しかし、黄体の包括的な糖鎖
構造解析は行われておらず、詳細は不明である。黄体の機能制御における糖鎖の役割を明らかに
するためには、糖鎖そのものを切片上で解析する技術の確立が必要である。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト・マウス・ウシの黄体細胞において、退行時に2,6 シアル酸修飾をうける
糖タンパク質を同定し、その機能を明らかにするとともに、質量分析イメージング装置を用いた
切片上で糖鎖を検出できる技術の確立を目指し、黄体の機能制御に重要な糖鎖を探索すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 材料として、共同研究者である英国エジンバラ大学の Duncan 教授より提供されたヒト黄体

 
図 1 galectin-1 と galectin-3 の
糖鎖結合特異性 



組織と、北海道大学婦人科外来に体外授精治療のために来院した患者より、同意のもと提供され
た卵胞液より、黄体化顆粒層細胞（LGCs）を分離・培養して実験に用いた。 
また、分娩後 3 日目のラットおよびマウス卵巣より、残存した妊娠黄体（退行黄体）と分娩後

排卵により形成された新しい黄体（機能黄体）を分離し、ガレクチンおよび糖転移酵素の発現を
リアルタイム PCR により解析するとともに、糖鎖構造解析を行った。さらに、妊娠 15 日目の
ICR マウス卵巣（機能黄体）および 4 週齢の未成熟マウスに排卵誘導を行い、黄体退行期であ
る hCG 投与後 5 日目の卵巣を採取したもの（退行黄体）を用いて、ガレクチンおよび糖転移酵
素の発現をリアルタイム PCR により解析するとともに、糖鎖構造解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト黄体を用いた解析 
ヒト黄体組織を用いた解析では、2,6 シアル酸転移酵素

（ST6GAL1）の発現は黄体退行期で有意に高く、黄体機能維持に
働くプロスタグランジン E 合成酵素（mPGES1）の発現と負の相
関関係にあった（図 2）。また、黄体機能維持に働く hCG および
PGE により LGCs を処置すると ST6GAL1 の発現が有意に抑制
されることから、2,6 シアル酸修飾は黄体の退行に関与すること
が示唆された。 

hCG は糖鎖をもつ糖タンパク質ホルモンであるが、hCG 上の糖鎖を PNGaseF 処置により除
去した後に LGCs に作用させると、hCG の黄体機能維持作用が減弱することが明らかとなった。
また、ガレクチンと糖鎖との相互作用を阻害するラクトース存在下で hCG により LGCs を処置
しても糖鎖切断 hCG と同様に黄体機能維持作用が減弱した。一方、リコンビナントのヒト
galectin-1 を hCG と共に投与すると、hCG の黄体機能維持作用が増強した。以上の結果より、
ヒト黄体では、galectin-1 と hCG ホルモン上もしくは黄体化ホルモンレセプター（LHCGR）
上の糖鎖が相互作用することが、黄体機能維持に重要であると考えられた。 
研究期間中に、代表者が北海道大学より長崎大学に異動し、卵胞液の提供をうけることが難し

くなったため、LGCs を用いた解析を実施することができなくなった。また、当初使用予定であ
った SVOG 細胞の入手が困難であったため、LHCGR 発現ベクターを構築し、HEK293 細胞に
導入して黄体細胞モデルの構築を試みた。しかし、HEK293 細胞は黄体細胞と異なり、プロゲ
ステロンを産生することができないため、LGCs と同様の解析が困難であった。したがって、
KGN 細胞など、より黄体細胞に近い細胞株を用いた黄体細胞モデルの作製を検討中である。 
 
（2）マウスおよびラット黄体を用いた解析 
分娩後 3 日目のマウスおよびラット卵巣より分離した黄体の遺伝子発現を解析すると、マウ

スでは退行黄体において galectin-3（Lgals3）および St6gal1 の発現が高く、両者はヒトと同様
に退行期黄体で増加することが明らかとなった（図 3）。一方、ラットでは黄体における galectin-
3 の発現が低く、マウスの結果と反して、St6gal1 の発現が退行黄体では有意に低いという結果
が得られた（図 4）。これらの結果より、マウスとラットという同じげっ歯類に属する動物でも、
ガレクチン発現や糖鎖には種差が認められることが明らかとなった。 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

  

  

図2 ヒト黄体におけるST6GAL1
と mPGES1 発現の相関関係 

図 3 分娩後 3 日目のマウス卵巣より分離した黄体における遺伝子発現解析 
分娩後 3日目のマウス卵巣には残存した妊娠黄体（退行黄体；矢印; Old）と分娩後排卵により形成された新しい黄体（機能
黄体；＊；New）が混在する。これらを実体顕微鏡下で分離し、リアルタイム PCR により遺伝子発現を解析した。Lhcgr は機
能黄体に、Akr1c1は退行黄体に発現する分子である。** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001. 

図 4 分娩後 3 日目のラット卵巣より分離した黄体における遺伝子発現解析 
分娩後 3 日目のラット卵巣では、機能黄体（New）、退行黄体（Old）いずれにおいても galectin-3 免疫反応は確認できな
かった。St6gal1の発現は退行黄体で有意に低かった。** P<0.01; **** P<0.0001. 



 分娩後 3 日目のラット卵巣より分離した黄体を用いて、糖鎖構造解析を実施したところ、機
能黄体と退行黄体では糖鎖の発現パターンが異なることが明らかとなった。特に、シアル酸修飾
をうける糖鎖が機能黄体で多かった（図 5）。したがって、ラット黄体では、St6gal1 の発現パタ
ーンと同様に黄体の機能に伴いシアル酸修飾が変化することが明らかとなった。 

 
 
分娩後 3 日目のマウスの分離黄体は組織が小

さく糖鎖構造解析が困難であったため、妊娠 15
日目のマウス卵巣（機能黄体）と排卵誘発 5 日
目の卵巣（退行黄体）を用いて、予備検討として
ガレクチンおよび糖転移酵素の発現をリアルタ
イム PCR により解析した。Lgals3 の発現は退
行黄体で有意に高かったが、St6gal1 の発現に顕
著な差は認められなかった（図 6）。現在、これ
らの卵巣を用いて糖鎖構造解析を実施中である。 
 
（3）2,6 シアル酸修飾をうける糖タンパク質の同定 
 ウシ黄体では、St6gal1 の発現が退行黄体で有意に高く、黄体退行因子であるプロスタグラン
ジン F2により St6gal1 の発現が誘導されることを過去に報告している（Hashiba et al. Biol 
Reprod 95:17, 2016）。2,6 シアル酸を認識する SNA を用いてウシ退行黄体のレクチンブロッ
ト解析を実施すると、LHCGR の分子量と同等の位置に特異的なバンドが確認できることから、
2,6 シアル酸修飾をうける糖タンパク質は LHCGR である可能性が示唆された。現在、ヒトお
よびマウス黄体を用いて SNA レクチンブロット解析を行い、2,6 シアル酸修飾をうける糖タ
ンパク質を同定中である。 
 
（4）まとめ 
 以上の結果より、2,6 シアル酸および galectin-3 は、ヒト、ウシ、マウスにおいては退行黄
体で増加し、黄体の退行に関与する可能性が明らかとなった。一方、ラットでは2,6 シアル酸
を含むシアル酸修飾は機能黄体で多く発現し、ヒト、ウシ、マウスとは異なる作用をもつ可能性
が示唆された。本研究により、マウスとラットという同じげっ歯類に属する動物においても、ガ
レクチンや糖鎖の発現パターンが異なることがわかった。したがって、黄体機能制御におけるガ
レクチンと糖鎖の機能解明には種差の違いを考慮にいれた詳細な解析が必要である。 
当初の研究計画では、ラットおよびマウスの卵巣切片を用いて質量分析イメージング解析を

実施する予定であったが、ラットとマウス黄体のガレクチン発現と糖鎖発現パターンに種差が
認められたことから予備検討に時間を要し、卵巣切片を用いたイメージング解析を実施するこ

      
 

  
図 5 分娩後 3 日目のラット卵巣より分離した黄体のシアル酸含有糖鎖の比較解析 

 

図 6 妊娠 15 日目（機能黄体）と排卵誘発 5 日目
（退行黄体）のマウス卵巣における遺伝子発現解析 
* P<0.0５ 



とができなかった。研究分担者である比能らのグループは、きのこの凍結切片を用いて質量分析
イメージング解析を行う技術を確立しており、今後、マウスおよびラットの卵巣切片を用いて質
量分析イメージング解析を行う予定である。 
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