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研究成果の概要（和文）：顆粒膜細胞/ライディッヒ細胞特異的Nrg1欠損マウスの解析を行った．雌では，NRG1は卵丘
細胞におけるCa2+流入を抑制することで，遺伝子発現と細胞間結合様式を制御していることを見出した．この両者によ
り，卵の成熟時間が排卵されるタイミングに同調され，排卵直後が最適受精タイミングとなっていることが初めて明ら
かとなった．雄においては，乳児期におけるNRG1がライディッヒ細胞の増殖に必須であり，これが成獣におけるアンド
ロゲン産生能を決定し，充分なアンドロゲン産生が精子形成のみでなく生殖行動をも担保することが明らかとなった．
以上の結果から，NRG1が雌雄成獣の生殖能力決定因子であることが示された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed granulosa cell/leydig cell specific Nrg1 mutant mice 
to understand the roles of NRG1 in reproductive organs. In female, The expressed NRG1 by granulosa cells 
acts on cumulus cells to down-regulate Ca2+ induction. The regulation is important for not only the 
induction of gene expression but also the control of cell-cell communication. Both regulatory systems by 
NRG1 are involved in the timing of oocyte maturation and induction of ovulation. The synchronization 
induces to adjust the best timing of fertilization to the timing just after ovulation. In male mice, NRG1 
is expressed in leydig cells of infant testis. The expression is essential for the proliferation of the 
cells, which predicts the ability to produce androgen in adult testis. The hyper production of androgen 
is required for spermatogenesis and sexual behavior.
Therefore, we concluded that NRG1 is important factors in both female and male to make a full activity of 
reproductive organs.

研究分野： 動物生産科学

キーワード： 生殖　受精　卵巣　精巣
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
肉質，成長効率などの経済形質に関わる

育種の結果，年間 2 万 Kg を超える乳量の
スーパーカウ，高品質の黒毛和牛， 5 ヶ月
で出荷可能な肉豚などを生み出すスーパー
種雄(雌)が存在する．これらは，日本の畜
産・酪農において，高効率化と品質の差別
化をはかり，輸入品との競争に生き残るた
めの切り札となることから，その価値は非
常に高い．しかし，豚においては，15 匹あ
まりの産子を産む母豚が平均 4 産で廃豚と
なり，種豚の利用期間も 3 年程度である．
それ以上の利用は，約半数の割合で生産性
の低下を引き起こす．したがって，両性の
早期生殖能力減退の仕組みを解明し，減退
が生じ難い種雄(雌)の育種選抜を行う必要
がある． 

 
２．研究の目的 
 Nrg1 遺伝子欠損マウス（whole body KO 
mice）は 3 系統作製されているが，出生直
後までに死亡する．したがって，性成熟後
の生殖機能の解析には，Cre/LoxP による
conditional KO (Nrg1cKO)マウスが必要
となる．申請者と Richards 博士は，胞状
卵胞特異的に Cre を発現する Cyp19a1Cre
マ ウ ス を 作 出 し た 13 ． そ こ で ，
Dr.Birchmeier から導入した Nrg1flox/floxと
交配し，Nrg1cKO の作出を昨年度から開
始した．その解析は現在進行形であるが，
12 ヶ月齢で完全不妊を呈する表現系であ
ることが最近になって判明した． さらに，
♂Nrg1cKO マウスも，10 ヶ月齢から産子
が減少した．これは，♂では精巣のライデ
ィッヒ細胞で Cre が発現し，そこで Nrg1
が欠失するためであった．このような現在
までの予備的解析結果から，Nrg1 遺伝子
が，性成熟雌の卵巣機能の維持と雄の精子
形成能の維持に関わっていることが明らか
となってきた． 
 そこで本研究は，以下の①および②を目
的とした． 
①Nrg1 遺伝子の生殖機能を維持する機構
解明 
②種雄豚と母豚の分子育種マーカー開発へ
の応用 
上 記 の 目 的 を 完 結 す る た め に ，
Nrg1flox/flox; Cyp19a1Cre マ ウ ス
（Nrg1cKO）マウスの精巣と卵巣機能の詳
細な解析を行い，NRG1 の標的細胞，その
標的シグナル伝達系と標的遺伝子，それら
が生殖機能に果たす役割を解明する． 
 
３．研究の方法 
(1) 網羅的発現遺伝子解析：6，12 ヶ月齢の
WT(野生型)および Nrg1cKOマウスのマイクロ
アレイ解析から，WT から Nrg1cKO の発現遺伝
子を消去し，NRG1 の標的遺伝子を絞り込む． 
(2) バイオインフォマティクスによる二次
スクリーニング：プロモーター領域の転写因

子結合サイトを予測する．この中から，NRG1
が活性化する転写因子（C/EBP，AP1 family
等）の結合サイトを持つ遺伝子のみを抽出す
る．  
(3) 発現および局在解析による三次スクリ
ーニング：卵巣と精巣の mRNA とタンパク質
の局在・発現解析を行う． 
(4) siRNA による標的遺伝子の機能解析 
① 顆粒膜細胞および黄体細胞の初代培養系
における機能解析：申請者等が既に確立して
いるsiRNAのtransfection法により5,12,15，
顆粒膜細胞と黄体細胞の初代培養系におい
て標的遺伝子をノックダウンし，その遺伝子
発現，細胞増殖・生存，代謝機能への影響を
検討する． 
② 精巣の 3D組織培養による機能解析：siRNA
を遺伝子導入装置を用いて，精巣組織に導入
し，小川等の開発した方法で体外培養を行う．
培養後の減数分裂進行，精原細胞，精母細胞
などの，生存の確認(TUNEL assay)，細胞増
殖活性試験を行う． 
 
４．研究成果 
(1) 雌マウスにおける二つの加齢化メカニ
ズムの解析 
 顆粒膜細胞特異的 Nrg1欠損マウスの解析を
行った結果，一腹産子数の減少が認められた．
しかし，過剰排卵モデルにおいて排卵数に野
生型マウスとの間に有意差はなかったこと
から，卵の成熟能や受精能に着眼し研究を遂
行した． 
 過剰排卵系において，排卵を促す hCG 投与
後の各時間に卵を回収し，その減数分裂進行
を観察した結果，Nrg1欠損マウスでは，減数
分裂再開が早期に誘起され，第二減数分裂中
期に野生型マウスのそれに比較して2時間早
く到達していた．野生型マウスでは，hCG 投
与 20 時間後においても，第二減数分裂中期
で停止しているが，Nrg1 欠損マウスでは 18
時間以降に自発的に減数分裂が第二減数分
裂中期から再開し，一部は前核を形成してい
た．すなわち，単為発生することが明らかと
なった． 
 このような第二減数分裂中期での停止能
が低い卵が，in vivo で受精した時，雄性前
核と雌性前核からなるべき2前核受精卵の割
合が著しく低く，1 前核や 3 前核受精卵が多
発していた．このような異常な数の前核は，
hCG 投与 16 時間以降に Nrg1 欠損マウスから
回収した卵を用いた体外受精でも頻発した
こと，in vivo 受精においても雄との交配時
間をhCG投与から遅らせたとき同様に求めら
れたことから，Nrg1欠損マウスの卵は，第二
減数分裂中期に到達した直後には正常な受
精能を有するが，時間の経過と共に急速に受
精能を消失するという，卵の加齢化が促進さ
れる表現系を呈することが明確化された． 
 
 Nrg1は，卵ではなく顆粒膜細胞で排卵刺激
直後に発現し，卵丘細胞に作用して ErbB2/3



を活性化することから，卵の減数分裂速度を
調整し，かつ受精能力を充分に担保する NRG1
依存的な卵丘細胞機能の解明を試みた． 
 卵の減数分裂再開が早期化していた時間
であり，かつ NRG1 が発現する hCG 投与 2 時
間後において，卵丘細胞を回収し，網羅的な
遺伝子発現解析を行った．その結果，hCG 投
与前に比較して1,000以上の遺伝子発現が野
生型および Nrg1 欠損マウスで検出され，そ
の中の200以上が Nrg1欠損マウスでさらに2
倍以上発現が増強されていた．一方，Nrg1欠
損マウスで発現が減退する遺伝子は 10 程度
であった．そこで，なぜ 200 以上の遺伝子が
過剰発現するのかについて探求するため，そ
れら遺伝子のプロモーター領域を探索した
結果，88%のそれらにおいて Sp1 結合サイト
あるいは CRE サイトが認められた．これまで
の研究成果から，CRE サイトや SP1 結合サイ
トをプロモーター領域に有する遺伝子は，顆
粒膜細胞や卵丘細胞においてPKA系により発
現が誘起されPKC系によりそれが増強される
ことを示してきたことから，Nrg1欠損マウス
の卵丘細胞における PKAと PKC 活性測定を行
った．その結果，PKA 活性に野生型マウスと
の間に結い差は認められなかったが，PKC 活
性が hCG投与後に異常上昇することが示され
た． 
 卵丘細胞におけるPKC系の異常な活性上昇
と卵の減数分裂再開の促進との関係につい
て，卵の減数分裂再開が卵丘細胞からの減数
分裂再開抑制因子の流入遮断により生じる
こと，これが卵丘細胞と卵子間のギャップジ
ャンクション閉鎖に起因すること，ギャップ
ジャンクション閉鎖はconnexin-43のリン酸
化により誘起されることに着眼し，PKC によ
る connexin-43 のリン酸化を検証した．その
結果，予想通り，卵丘細胞における PKC の
connexin-43リン酸化がNrg1欠損マウスで増
強されていた． 
 さらに，この PKC 系の異常活性化を誘起す
るメカニズムを追求し，EGF 様成長因子が
EGFR を介して Ca2+流入を促進し，それが PKC
を活性化させること，NRG1 が Ca2+流入を抑
制することも明らかとした． 
 最後に，卵の体外成熟培養系において，
NRG1 添加が，Nrg1 欠損マウス由来の卵の減
数分裂早期化と受精能の早期減退を抑制す
ることを明らかとした． 
  
この NRG1 の卵加齢化抑制作用について，

ブタにおいても検討した結果，排卵過程の顆
粒膜細胞に NRG1 が発現し，体外成熟培養系
への添加により卵の成熟能が亢進したこと
から，NRG1 が動物種を問わず，卵の加齢化抑
制因子であることが明確化された． 
 

（2）NRG1 による雄生殖能力担保 
 雌において LH 依存的に顆粒膜細胞で発現
する NRG1 は，雄においても LH の標的細胞で
あるライディッヒ細胞で発現することが明

らかとなった．さらに，この発現機構を詳細
に検討した結果，NRG1 は胎児ライディッヒ細
胞ではなく，成獣ライディッヒ細胞の newly 
formed ステージ以降に発現し，それは GnRH
アンタゴニストにより消失し，hCG 投与によ
り回復することが明らかとなった．すなわち，
NRG1 は LHにより newly formed 以降の成獣ラ
イディッヒ細胞で発現することが明確化さ
れた． 
 この NRG1 の役割を解明するため，成獣ラ
イディッヒ細胞特異的に Nrg1 が欠損する
Nrg1flox/flox;Cyp19a1Cre マウスをモデルにそ
の詳細を解明した．その結果，ライディッヒ
細胞は mature に状態にまで分化すると増殖
能を消失し，newly formed ステージまでに成
獣精巣におけるライディッヒ細胞数が決定
されるが，Nrg1欠損によってライディッヒ細
胞数の野生型マウスのそれに比較して有意
な減少が認められた．さらに，newly formed
ライディッヒ細胞において PCNA 陽性細胞数
が少ないこと，いずれのステージにおいても
TUNEL 陽性細胞数が増加することから，NRG1
がライディッヒ細胞の増殖と生存の両者に
関与することが示された． 
 Nrg1 欠損によりライディッヒ細胞数が少
ない精巣では，テストステロン産生が減退し，
精子形成の尾部伸長期に異常が生じる結果，
精巣上体に蓄えられる正常精子数が著しく
減少していた．この精子は，運動速度も低下
し，体外受精能も低く，交尾をしても産子数
の減退を引き起こすことが示された．さらに，
交尾行動そのものも，野生型マウスと比較し
て異常を呈していた． 
 これらの異常は，いずれもテストステロン
の投与により回復したことから，NRG1 はライ
ディッヒ細胞数の担保を介して，テストステ
ロン合成能力を決定し，それにより成獣にお
ける正常な生殖能力を引き起こすことが明
確化された． 
 
（3）NRG1 により制御される Calpain の役割 
 雌雄ともに正常な配偶子形成に必須であ
るNRG1の下流因子を探索した結果，Ca2+-PKC
系が同定され，その役割を解明したが，Ca2+
にはそのほかにも多様な役割があることが
知られている．我々は，Ca2＋による Calpain
活性上昇が卵丘細胞の膨潤に必須であるこ
とを報告している．そこで，NRG1 と Calpain
活性との関係について検討した．その結果，
Nrg1欠損マウスでは，hCG 投与後の顆粒膜細
胞におけるCalpain活性が野生型に比較して
有意に高いことが示された．さらに，Calpain
抑制剤投与が，卵の早期の減数分裂再開を遅
延させることかを示したことから，Calpain
遺伝子欠損マウスを作出し，その役割を解析
した． 
 顆粒膜細胞では Calpain1 と Calpain2 が発
現 す る こ と か ら ，
Capn1-/-;Capn2flox;flox;Cyp19a1Cre マウスを作
出し，その表現系解析を行った．その結果，



予想通り，卵の減数分裂再開遅延と第二減数
分裂中期への到達時間の延長が認められた．
これは，減数分裂速度の速い順から，Nrg1 欠
損，野生型，Calpain 欠損マウスとなってお
り，当初の予想が的中していた．この減数分
裂の遅延は，排卵時には卵の減数分裂ステー
ジが第一減数分裂中期であることとなり，そ
れにより正常受精ができず，その受精卵が発
生しないという低受精能となった．したがっ
て，hCG 投与 20 時間後に回収した卵を体外受
精に供することによって，正常受精を誘起さ
せうることが示された． 
 さらに，Calpain 欠損マウスでは，ギャッ
プ ジ ャ ン ク シ ョ ン 構 成 因 子 で あ る
connexin-43 の分解が生じなくなっているこ
とを突き止めたことから，EGFR による
Ca2+-PKC によるリン酸化だけでなく，
Ca2+-Calpain によるその分解も卵の減数分
裂速度を調整することが明確化され，この最
適活性値をもたらす NRG1 の重要性が再度示
される結果となった． 
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