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研究成果の概要（和文）：本研究では、1）排卵直前の成熟卵胞でのCOX-2誘導にP4をはじめとするステロイド代謝のク
ロストーク、GIVA PLA2の産生物がfeedforward/feedback的に調節している可能性を示した。顆粒層のPGE合成酵素につ
いては不明点が浮き彫りにされた。2）性周期黄体の自発的退行に、GIVA PLA2の下流で作用するautotaxinという新た
な蛋白質が誘導され、退行後期の組織リモデリングに作用することを発見した。この蛋白は妊娠黄体にも誘導され、ま
たFasの発現動態からも性周期黄体と偽妊娠黄体のそれは、妊娠黄体のそれとは違うことを示した。

研究成果の概要（英文）：Our findings are as follows. 1) COX-2 induction by the preovulatory mature follicl
es could be regulated by a crosstalk with the metabolism of steroid including P4 and by a feedforward/feed
back mechanism involving GIVA PLA2 metabolites. 2) PGE synthase in the granulosa layers remains undefined.
 3) In naturally regressing CL of cycling rats, autotoxin was identified to be a novel factor that was ind
uced and contributed to tissue remodeling via function downstream of GIVA PLA2. 4) This protein was also i
nduced in CL of pregnancy and supposed to have distinct roles in CL regulation. With this fact and the nat
ure of Fas expression, there is a fundamental difference among CL of pregnancy, pseudopegnancy, and the cy
cling.
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１．研究開始当初の背景 
排卵と黄体退行は、哺乳類の卵巣における

主要な生理機能であり、その機能と構造の周

期性を規定している。２大生理活性脂質群で

あるステロイドとエイコサノイドはそれぞ

れコレステロールとアラキドン酸（AA）とい

う前駆物質を材料とし、代謝生成システムも

基本的に異なる。そしてプロゲステロン(P4)

とエイコサノイドは、下垂体の LH サージに

よって誘起される前者では協調的に、子宮か

らのPGF2a刺激で誘起される後者では拮抗的

に作用する。この異なるステロイド・エイコ

サノイド相互作用についての着眼並びに研

究は皆無の状況であった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、脂溶性 mediator とみなされ

るこの両者の相互作用の変化が、局所におけ

る卵巣機能及び周期性調節機構の鍵と捉え、

その生成と作用の機序を明らかにすること

を試みた。 

以下、当初の計画と得られた成果について、

４つの項目毎に記していく。 
 
３． 研究の方法 

１）P4 シグナリングが、COX-2 (PG 合成)、

StAR (P4 合成)、MMPs (蛋白分解による卵胞

壁崩壊)の発現と活性に及ぼす影響 

 約 25 日齢の幼若ラットに eCG と hCG を投

与して誘起排卵モデルを用いた。経時的に卵

巣を採取し、定法にて固定・薄切後、免疫染

色にて P4 の産生と作用部位の半定量的評価

を行った。また排卵に及ぼす P4 シグナリン

グの影響を調べるために、hCG 投与と同時、

もしくは 4 時間後に P4 の合成阻害薬、受容

体拮抗薬、あるいは作用薬を投与し、hCG 投

与の 8時間後における、P4とエイコサノイド

合成プロフィールと 24 時間後における排卵

数を測定した。 

 また P4 が黄体の細胞死（特にアポトーシ

ス）にどのように影響するかについて、性周

期、偽妊娠、及び妊娠ラットを作出し、Fas

と活性型casapse-3の発現を形態計測学的に

検討した。また実験的に P4 の合成阻害薬、

受容体拮抗薬、あるいは作用薬を卵巣内に投

与し、同様に検討した。 

２）COX/LOX の代謝物が、COX-2、StAR、MMPs

の発現と活性に及ぼす影響 

排卵前後の顆粒層での P4や PG合成に関わ

る酵素蛋白の誘導に、転写因子である PPAR

と LXR の関与する可能性を調べるために、上

記の誘起排卵モデルを用い経時的にサンプ

リングした後、Western blotting 及び免疫組

織化学的に StAR、COX-2、PPAR 群の発現を調

べ た 。 in vivo に お い て PPARg の

agonist/antagnoistを投与した状態でのhCG

に対する COX2 と StAR の発現を調べた。 

３）COX-2 の代謝物が、20aHSD、アポトー

シス関連因子、マクロファージ・好中球誘因

因子の発現と活性に及ぼす影響 

偽妊娠ラットを作出し、PGF2a による黄体

退行を誘起した時に、COX-1 あるいは-2 の選

択的阻害薬を投与して、アポトーシスやマク

ロファージ・好中球の浸潤への効果を調べた。

それぞれTUNEL法と各血球細胞の特異的マー

カーを免疫染色することにより、形態計測学

的検討を行なった。 

４）GIVA/GVIA PLA2 の代謝物が、StAR、

20aHSD、アポトーシス関連因子の発現と活性

に及ぼす影響 

上記の 3）のテーマの結果とも関連するが、

黄体の退行にアラキドン酸のCOX経路の寄与

は少ないことが判明したので、PLA2 のもう一

つの代謝産生物であるリゾリン脂質の方面

に焦点をシフトした。新たな脂質メディエー

ターであるリゾホスファチジン酸(LPA)を産

生する autotaxin (ATX)、並びにそれに対す

る 4種類の GPCR（LPA1-4）について、性周期

回帰ラットの卵巣で検討した。少なくとも 4

世代の黄体が混在する卵巣において、上記の

蛋白質の局在を免疫組織化学的に調査した。

さらにATXの中和抗体や特異的阻害薬を投与



して、アポトーシス、貪食細胞の浸潤、そし

て間質線維芽細胞の増殖を調べた。 

また機能的及び構造的にさらに賦活化さ

れる妊娠黄体での発現、これに関連して胎盤、

子宮、胎膜などの妊娠関連組織での発現量と

活性をそれぞれ Western blot 法と色素定量

法により測定した。 

 
４． 研究成果 

１）P4 シグナリングが、COX-2 (Eico 合成)、

StAR (P4 合成)、MMPs (蛋白分解による卵胞

壁崩壊)の発現と活性に及ぼす影響 

成熟卵胞で合成される P4 の産生部位とし

て、排卵に選抜される卵胞の顆粒層という定

説が支配的であるのに対し、筆者らの少なく

とも幼若ラットの誘起排卵モデルでの成績

では、排卵に至らない卵胞も含めた卵胞膜に

StAR と 3b-HSD の強い発現を認めた。すなわ

ち P4 の受容する部位は顆粒層であるが、産

生部位の主体は顆粒層であるという説を支

持する。 

また成熟卵胞における、P4合成と作用の経

路と、COX-2/PG の経路は独立的であるとの説

が有力であったが、それを覆す証拠を得た。

hCG投与直後や4時間後にP4の合成や作用を

薬理学的にブロックすると、8時間後のCOX-2

の発現量と卵巣PGE2含量が有意に低下した。

この時、StAR の発現と P4 の分泌量も低下し

た。このことから、LH サージを受けた卵胞で

は P4 の自律的増幅が作動し始め、この作用

は COX-2 の誘導と PGE2 の合成に正の調節を

することを初めて示した。 

 また P4 が高度に維持されるラット妊娠黄

体では、性周期黄体や偽妊娠黄体とは異なり、

ステロイド産生細胞のFas発現が全く見られ

ず、定説であるアポトーシス依存的細胞死は

主要な機構ではないことを改めて示唆する

データを得た。したがって空胞変性とオート

ファジーに関わるマーカー蛋白質LC3につい

ての研究を開始している。当初の計画である

PLA2の下流のCOXやLOXがどの程度発現し機

能しているかは懐疑的になってきており、AA

ではないもう一つの PLA2 代謝物経路の方に

シフトした。 

２）COX/LOX の代謝物が、COX-2、StAR、MMPs

の発現と活性に及ぼす影響 

COX と LOX の活性が、COX-2 の誘導に貢献

していることは、それぞれの特異的阻害薬の

投与実験によって確認されていたので、その

酵素代謝物と、当該遺伝子の発現に至る因果

関係の解明を試みた。顆粒層での P4や PG 合

成に関わる酵素蛋白の誘導に、PPARa と LXR

の関与する可能性を調べたところ、排卵成熟

卵胞の PPAR 発現は hCG 投与直後の顆粒層と

卵丘では PPARg と PPARa であり、前者につい

ては発現量が hCG4h 以降、低下した。そして

in vivoにおいてPPARgのgonist/antagnoist

を投与した状態での hCG に対する COX2 反応

は、antagonist は無効で agonist で発現が抑

制された。当初の予定期間内に充分に有意な

成績を得ることができなかったが、現在さら

に時間的及び転写因子特異的な制御によっ

て影響を受けるかを検討継続中である。 

３）COX-2 の代謝物が、20aHSD、アポトー

シス関連因子、マクロファージ・好中球誘因

因子の発現と活性に及ぼす影響 

 ラット黄体の退行時には、GIVA PLA2 の発

現と活性が高まることを筆者らは示してお

り、さらに下流の COX 代謝（物）の役割を調

べた。しかしながらこの酵素の阻害薬は、

TUNEL 反応やマクロファージ・好中球の退行

組織内への流入はそれほど顕著ではなかっ

た。この結果と合わせて、COX-1 や-2 の発現

はあまり認められず、AA もしくはそれ以外の

代謝物が関与する可能性を示唆した。 

４）GIVA/GVIA PLA2 の代謝物が、StAR、

20aHSD、アポトーシス関連因子の発現と活性

に及ぼす影響である。 

上記の 3）の結果とも関連して、lysoPLD

活性を発揮するATXという物質に焦点をシフ

トした。本酵素は GIVA PLA2 の下流で LPA を



産生し、この脂質メディエーターはこれまで

に 6種類の GPCR（LPA1-6）を有し、がんや炎

症などで重要な役割を果たすことが明らか

にされてきている。そしてまず、性周期黄体

の自発的退行に本蛋白質が誘導されること

を発見した。受容体については、炎症様部位

の遊走細胞に LPA3 が、黄体周囲の比較的大

きな動静脈平滑筋に LPA3 と 4 が発現してい

た。ATX の中和抗体や特異的阻害薬の投与に

より、ATX/LPA は、退行時の好中球やマクロ

ファージの浸潤を抑制的に調節し、間質線維

芽細胞の増殖と走化性へは促進的に影響し

た。このことは、GIVA PLA2 の脂肪酸以外の

リゾリン脂質から LPA 経路を経て、組織リモ

デリングの方に寄与していることを世界に

先駆けて示すことができた。 

さらに興味深いことに、ATX は妊娠後半期

の妊娠黄体にも特異的に誘導されることも

見つけ、局所での P4 合成や血管新生の促進

作用を想定しその証明に取り組んでいる。

ATX は、胎盤、子宮、胎膜などの妊娠関連組

織でも発現し、発現量と活性は概ね分娩直前

に増加した。これらの知見は、ヒト妊婦の知

見にも外挿できる重要な知見であり、全身性

の何らかの機能を仮定しており、さらなる検

討を進めている。 

 

以上のように3カ年にわたる本研究は当初
の計画に関しては約 60％の達成度に留まっ
たが、ATX という新たな研究の糸口となる因
子を発見することができ、この因子は卵巣局
所のみならず、妊娠の各所で発現しまた時間
的に変動することから妊娠や分娩のメカニ
ズムを探る上でキー物質になるのではない
かと思われた。以下に、期間内に掲載までに
至った論文を記載する。 
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