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研究成果の概要（和文）：本研究では、C型ナトリウム利尿ペプチド(CNP)が、卵胞の発育や閉鎖の制御に関わる
か解析した。マウス個体に投与もしくは遺伝子導入によりCNP濃度を上昇させたが、卵胞数に変化は認められな
かった。また、CNPに対するデコイレセプターのNPR3が卵胞の顆粒層細胞に局在していたが、CNP機能の亢進する
Npr3遺伝子変異マウスの卵胞数に異常はなかった。CNP投与による卵胞閉鎖の抑制効果は認められなかったもの
の、培養した初期胞状卵胞では顆粒層細胞でのアポトーシス抑制効果があることが初めて明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated whether C-type natriuretic peptide (CNP) 
functions to regulate follicular development and atresia. The numbers of ovarian follicles in mice 
injected with CNP and CNP transgenic mice showed no difference compared with those of normal mice. 
We showed the expression of Npr3 gene in granulosa cells of ovarian follicles, but no alterations 
were observed in the ovary of mice with a mutation in Npr3 gene. Next, we investigated CNP function 
in cultured early antral follicles, and found that a moderate inhibitory effect of CNP on apoptosis 
in granulosa cells. We conclude that CNP may have the potential to control follicular atresia via 
inhibition of apoptosis in granulosa cells.

研究分野：動物遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ナトリウム利尿ペプチドファミリーの１つ
として知られる C 型ナトリウム利尿ペプチ
ド(CNP)は、受容体である NPR2 に結合し、
cGMPを介して特定の細胞に作用する。我々
はこれまでに CNP/NPR2/cGMPシグナル経
路が卵母細胞の減数分裂の停止状態を維持
させる重要な役割を担い、正常な卵子を形成
するために必須の因子であることを報告し
た。 
卵母細胞の減数分裂の進行は、卵胞の発
育・成熟段階に応じて周囲の顆粒膜細胞な
どの体細胞と協調的に制御さていることか
ら、卵母細胞の減数分裂制御に関わる
CNP/NPR2/cGMPシグナルが、卵胞の発育
においてもなんらかの役割を担うかもしれ
ない。さらに、cGMPは、顆粒膜細胞のア
ポトーシスを阻害する効果が報告されてい
る。したがって、CNPの卵巣における新た
な機能として卵胞の発育を促進するととも
に、閉鎖により死滅することを抑制する働
きがある可能性が考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究においては、卵胞発育および卵胞
閉鎖のそれぞれにおける CNP の効果を明
らかににするため、CNPを過剰に作用させ
たマウスにおける卵胞発育および卵胞閉鎖
への影響を解析した。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）CNPによる卵胞発育への影響 
①CNP 投与による卵胞発育への効果につ
いて 
３週令 C57BL/6J マウスに体重当たり 50

㎍/kg の CNP を腹腔内へ１日２回の４日間
投与した。投与後、体重および卵巣の重量を
測定した。 
②CNP トランスジェニックマウスでの卵
胞発育 
CNP を肝臓特異的に発現させることで血
中 CNP を上昇させるトランスジェニックマ
ウス (SAP-CNP-Tg)を用いた。４週令の
SAP-CNP-Tgマウスの卵巣を採取して、卵巣
当たりの卵胞数を解析した。 
 
（２）卵胞発育過程への Npr3遺伝子の効果
について 
①卵巣における Npr3遺伝子発現について 
CNP のデコイレセプターである NPR3 に
ついて、卵巣における Npr3遺伝子発現を in 
situハイブリダイゼーションにより明らかに
した。 
②LGJマウスにおける卵胞発育について 
Npr3遺伝子に突然変異をもつLGJマウス
を用いた。４週令の LGJ マウスの卵巣を採
取して、卵巣当たりの卵胞数を解析した。 

 
（３）卵胞閉鎖への CNP による抑制効果に
ついて 
①in vivo卵胞閉鎖モデルにおける CNPの
効果 
ジエチルスチルベストロール(DES)の投
与と中断により誘導される卵胞の発育と閉
鎖を in vivo卵胞閉鎖モデルとして使用した。
３週令 C57BL/6Jマウスに DESを４日間投
与したものを卵胞閉鎖非誘導群、DESを２日
間投与その後２日間投与中止したものを卵
胞閉鎖誘導群とし、DESを２日間投与その後
CNP２日間投与したものを CNP投与群とし
た。投与終了後に卵胞重量を測定し、さらに
DNA を抽出して DNA の断片化レベルを観
察した。 
②in vitro卵胞閉鎖モデルにおけるCNPの
効果 
３週令 C57BL/6Jマウスに DESを２日間
投与し、卵巣より回収した初期胞状卵胞を無
血清培地にて２４時間培養して誘導される
顆粒層細胞のアポトーシスを in vitro卵胞閉
鎖モデルとした。培地に CNP を添加した場
合のアポトーシス頻度を解析した。さらに、
卵胞における活性型カスパーゼ３の免疫染
色およびアポトーシス関連因子の遺伝子発
現量の変化について解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）CNP投与による卵胞発育への影響 
３週令 C57BL/6Jマウスに CNPを４日投
与したのち卵巣重量を測定した結果、生理食
塩水を投与したコントロール群とは有意な
差が認められなかった。さらに、投与期間を
延長もしくは投与量を２倍にした場合でも
有意な差が認められなかった。また、卵巣切
片により卵胞発育を観察したところ、CNP
投与したマウスではコントロール群と同様
に各発育段階の卵胞は観察され、顕著な差は
認められなかった。 
血中 CNP 濃度を上昇させることのできる

SAP-CNP-Tg マウスの卵巣を観察したとこ
ろ、一次卵胞、二次卵胞、初期前胞状卵胞、
後期前胞状卵胞、胞状卵胞のすべてが観察さ
れた。また、正常マウスと比較して各卵胞数
に有意な差は認められなかった。 
以上の結果より、CNPの過剰作用による卵
胞の発育促進への効果は認められなかった。 

 
 
（２）卵胞発育過程への Npr3遺伝子の効果 

CNP の作用機序にはデコイレセプターで
ある NPR３の存在が知られているが、卵胞発
育への関与は不明である。そのため、まずは
Npr3 遺伝子の卵胞における発現パターンを
明らかにするため、in situハイブリダイゼー
ションによる解析を行った。その結果、Npr3
遺伝子は１次卵胞、２次卵胞、前胞状卵胞、
胞状卵胞のすべての顆粒細胞に発現してい



た。一方、卵母細胞では発現が認められなか
った。また、PMSG投与４８時間後にみられ
るグラーフ卵胞では卵丘細胞に限局してい
た。これらの発現パターンは CNP の受容体
である Npr2遺伝子の発現パターンと重なる
部分が非常に多い。そのため、NPR3はデコ
イレセプターとして卵胞での CNP の効果に
抑制的な影響を及ぼす可能性が考えられた。 
次に、Npr3 遺伝子に機能喪失型突然変異
をもつため、CNPの効果が亢進することが期
待される LGJマウスの卵胞発育を解析した。
４週令および７から１０週令の発情前期に
おける LGJ マウスの卵巣切片における卵胞
数を解析したところ、一次卵胞、二次卵胞、
初期前胞状卵胞、後期前胞状卵胞、胞状卵胞
のすべてが観察され、正常マウスと比較して
各卵胞数に有意な差は認められなかった。 
以上の結果より、NPR3の機能低下による

CNP の機能亢進による卵胞の発育促進への
効果は認められなかった。 

 
 
（３）卵胞閉鎖への CNPの抑制効果につい
て 
卵胞閉鎖への CNP による抑制効果を調べ
るため、DES投与後に誘導される卵胞閉鎖へ
の CNPによる効果を解析した。DESのみを
投与した初期胞状卵胞群では、多数の卵胞発
育が促進されて初期胞状卵胞の状態が維持
されて卵巣重量が顕著な増加を示す。これに
対して DES の投与中断ののち２日目後の卵
胞閉鎖誘導群では卵巣重量が未処理の卵巣
と同程度になった。CNP を投与した場合、
DES 投与のように増加した卵巣重量は維持
されず、卵胞閉鎖誘導群とほぼ同程度であっ
た。さらに DNAの断片化を観察したところ、
DES投与群ではDNA断片化はほぼ認められ
なかったが、CNP投与群では卵胞閉鎖誘導群
と同程度の DNA 断片化が認められた。した
がって、CNP投与により閉鎖卵胞の抑制に効
果が認められなかった。 
次に、培養した初期胞状卵胞により CNP
による卵胞閉鎖への効果を解析した。CNP
を添加した初期胞状卵胞について断片化し
た DNAを定量したところ、FSHや cGMP
による抑制効果より低いものの、明確な抑
制効果が認められた。また、TUNEL 法で
も解析したところ、CNPの添加により顆粒
層細胞に特異的なアポトーシス陽性細胞の
シグナル強度が明らかに減少していた。ま
た、活性化したカスパーゼ３の陽性シグナ
ルも減少していた。 
 以上の結果より、in vivo卵胞閉鎖モデル
における CNP による抑制効果は確認できな
かったが、培養した初期胞状卵胞でのアポト
ーシス抑制効果を確認することができた。顆
粒層細胞のアポトーシスは卵胞閉鎖を引き
起こす重要な変化であり、CNPが卵胞閉鎖の
調節に関与する可能性が強く示唆する。これ
まで cGMP が顆粒層細胞のアポトーシス抑

制することは知られており、本研究により
cGMPは CNP/NPR2の経路により供給され
て効果を発揮する可能性が初めて示された。
一方、マウス個体レベルでの検証では、これ
らの CNP による効果を確認することができ
なかった。CNPは血液中では容易に分解され
るため、卵巣で効果を発揮する十分な CNP
が届かなかった可能性もある。今後 CNP に
よる卵胞での効果を in vivo レベルで証明す
るには、CNPアナログ使用するなど処置条件
を再度検討する必要がある。 
本研究では培養条件下でのアポトーシス
抑制効果が確認されたのみであるが、この成
果より CNP は減数分裂の再開抑制効果と顆
粒層細胞のアポトーシス抑制効果が期待さ
れ、家畜から回収した卵胞の体外成熟の効率
改善への応用利用も期待される。 
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