
第三章

20α-HSDノ ックアウ トマウス における表現型の解析

緒言

不完全性 周期動物 である ラッ トや マウス,ハ ム スター は,完 全性 周期動物 に比べ性周期 中の

黄体は速や かに機能的 に退行 し,実 質的に黄体相を持たず,最 短4日 の短い性周期 を回帰す る.

ラッ トでは,黄 体 は約3周 期 の間残存す る[Freeman et al.2000]が,排 卵後48時 間で黄体 に

20α-HSDが 発現す るため,性 周期 中常 にprogesterone濃 度の2-3倍 の20α-OHPが 分泌され,

progesterone濃 度 は低 く維持 される[Matsuyama et al.1987].雄 が不在で も規則的に4日 の性周

期を回帰す るIVCSマ ウスでは,性 周期中progesterone濃 度は4日 周期 のラッ トと同様の動態 を

示す.す なわち発情前期 の夕方のLHサ ー ジに同期 した増加 と,発 情後期(D1)午 後 の新生黄

体 由来 の増加の二峰性 の動態 を示す[Kosaka et al.1988,Uchida et al.1969].マ ウスで も性周期

中20α-HSDの 発現が見 られ るが,そ の詳 しい動態 については まだ明 らかで はない.な おICR

マウスで は,尿 中のPGF2α 代謝産物 を測定 した結果,発 情休止期(D)に 高 まる傾 向が見 られ ,

またPGF synthaseの 発現 も発情休止期 に認め られ ている[Unezaki et al.1996]が,PGF2α レセ プ

ター ノックアウ ト(KO)マ ウスでは,性 周期 に変化 は認め られて いない[Sugimoto et al.1997].

マウスは ラッ トと同 じく不完 全性 周期動物で あ り,そ の生殖 機構 もほぼラッ トと同様 であ ると

理解 されて いる.た しか にIVCSマ ウスでは性周期 中progesterone濃 度の動態 はラッ トと一致 し

て いるが,20α-OHP濃 度の変化 を示 した報告 は無 い.マ ウス には,雌 を集団飼育 した場合 に非

発情期が延長す るLee-Boot効 果,雄 の匂い によ り非発情化 した雌の発情 を誘 起 し,そ の周期 を

同期 させ るWhitten効 果な どが知 られて お り,性 周期 には フェロモ ン効果 も関わる と考え られ

る.ま た系統 によ り周期性 にも差が見 られ るため[Nelson et al.1992],必 ず しもこれまで20α-

HSDの 研究 に用いてきた4日 周期 のWistar Imamichiラ ッ トとマウス を同列に考 える ことが適 当

で あるか どうか は現在 の ところ定か ではな い.一 方ハ ムスターは ラッ トと異な り,形 成 された

黄体 は次 の排卵時 までに形態的 に完全に退行する[Greenwald1968].倉 永 ら[2000]に よると,
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ゴール デ ンハム スターの性周期 中では,排 卵後 形成 された黄体 は次 の発情 前期 と発情期の間 に

好 中球 の浸潤 を伴 う形態 的な退行 を完 了 し,卵 巣には一世代分の黄体 のみ存在 する.ま た ゴー

ルデ ンハ ムスターの新生黄体 には20α-HSD活 性は存在 しな い.

ラ ッ トに 於 け る偽 妊 娠 中 のprogesterone濃 度 は,4日 目 に 最 高 値(約75ng/ml)に 達 し,6日

目 に50ng/ml程 度 に 低 下 した 後,緩 や か に 下 降 して16日 目 に0日 目 と 同 程 度(約40ng/ml)に

ま で 低 下 す る が,総progestin量 で は0日 目 の 約180ng/mlか ら8日 目 に 約125ng/mlに 低 下 後 ,

16日 ま で そ の 値 の ま ま 維 持 さ れ,そ の 範 囲 内 でprogesteroneの 低 下 と20α-OHPの 増 加 が 起 こ る .

従 っ て ラ ッ トで は 偽 妊 娠 後 期 に お い てprogesterone合 成 量 は ほ ぼ 一 定 に 維 持 さ れ,20α-HSD活

性 に よ り そ の 濃 度 を 制 御 して い る と 考 え られ る[Saito et al.1988,Matsuda et al.1990].CBAマ

ウスでは,偽 妊娠3-6日 目にprogesterone濃 度は ピークになるが,9日 目には偽妊娠前の レベル

にまで低下す る[Chambers & Clarke1979].ま たIVCSマ ウスでは,平 均的偽 妊娠期間は8日

であ り,progesteroneは4-6日 目にピークを持 ち8日 目には低下す る[Saito et al.1988].さ らに,

マウス偽妊娠時黄体 の退行にはPGF2α によるアポ トー シスの関与も示唆 されている.す なわち,

21日 齢の未成熟ddYマ ウスにPMSGとhCGを 投与 し,精 管結紮雄 と交尾させて偽 妊娠 を誘起

した場合,6日 目か ら黄体 の表層の細胞 にお いてPGF2α レセプターの発現が み られ ,11日 目に

そ の発現 は最 も高 くなる.Progesterone濃 度は10日 目に低下 し,11日 目か ら13日 目にかけて

卵巣 内黄体組 織 にお いて アポ トー シスが進行す ることがTUNEL法 によ り確か め られて いる.

[Hasumoto et al.1997].

妊 娠 中 のprogesterone濃 度 は,ラ ッ トで は,末 梢 血 中 で5日 目 と12日 目 に ピ ー ク を 迎 え,19

日 目以 降 激 減 す る.20α-OHPは5日 目以 降progesterone値 と 同 調 した 動 き を 見 せ る が 低 く抑 え

られ て お り,20日 目 以 降 急 激 に 増 加 す る.総progestin量 は12日 目 以 降 ゆ る や か に 下 降 して19-20

日 目頃20α-HSD活 性 が 上 昇 す る 直 前 に 一 旦 低 下 し,分 娩 に 向 け て 再 上 昇 す る[Wiest et al.1968].

こ の20α-OHP濃 度 上 昇 直 前 の 総progestin量 の 低 下[Lacy et al.1976]は,偽 妊 娠 末 期 と比 べ て

特 異 的 で あ る.3β-HSDは,progesterone合 成 系 の 中 で も,直 接pregnenoloneか らprogesterone

を 合 成 す る 酵 素 で あ る が,妊 娠 末 期 に は,お そ ら く パ ル ス 頻 度 の 増 加 し たLHの 作 用 に よ り[Gallo

et al.1985],20α-HSD活 性 上 昇 の 少 な く と も24時 間 前 に は そ の 活 性 が 抑 え られ,progesterone

レベ ル の 低 下 を も た ら し て い る と 考 え ら れ て い る.す な わ ち,妊 娠19日 目 にLHの 抗 血 清 を 投

与 す る と,3β-HSD活 性 の 減 少 及 び20α-HSD活 性 の 増 加 は 抑 制 さ れ,血 中progesterone濃 度 の

減少 も抑 制され る[Stocco & Deis1996].ま た妊娠19日 目にovine LHを 投与する と,約48時

間後に20α-HSD活 性が上昇するが,そ れ には黄体 内及び血中progesterone濃 度の低下が先行す

る.こ の20α-HSD活 性 の上昇を伴わな いprogesterone濃 度 の低下は,上 記総progestin量 の低下

すなわち合成系の抑制 を表す と考 え られ,黄 体内PGF2α 量の上昇に も先行する.PGF2α 合 成阻害

剤 イ ン ドメタシ ンの投 与によ り妊娠末期20α-HSD活 性が上昇 しな い ことか ら,20α-HSD活 性
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上 昇 に はPGF2α の 上 昇 が 先 行 す る と 考 え られ る[Bussmann1989].従 っ て 妊 娠 末 期progesterone

濃 度 の 低 下 は,LHに よ る3β-HSD活 性 の 低 下,黄 体 細 胞 内progesteroneレ ベ ル の 低 下,黄 体 内

PGF2α レベ ル の 上 昇,20α-HSD活 性 の 上 昇 と い う 流 れ で 進 行 す る と考 え ら れ て い る[Stocco & Deis

1998].し か し こ れ らprogesterone合 成 系 の 抑 制 は,あ く ま で も 最 終 的 に20α-HSD発 現 を 導 く

triggerと し て と ら え られ て お り,や は り 分 娩 時progesterone濃 度 低 下 制 御 の 主 要 な 因 子 と 考 え

られ て い る の は20α-HSD活 性 の 上 昇 で あ る と 思 わ れ る.Swissマ ウ ス で は 妊 娠 中progesterone

濃 度 は,6日 目 と16日 目 に ピ ー ク と な り,17日 か ら20日(分 娩 日)に か け て 低 下 す る[McComlack

et al.1974].ラ ン ダ ム 交 配 に よ る 雑 種 マ ウ ス で,2日 目 に 上 昇 し たprogesterone濃 度 は9日 目 ま

で 維 持 さ れ,10日 目 に 一 時 的 に 低 下 した 後15日 に 向 け て さ ら に 上 昇 し,17日 目 か ら 分 娩 日の

19日 ま で に 急 降 下 す る こ と が 報 告 さ れ て い る[Murr et al.1974].マ ウ ス に お い て も 分 娩 時

progesterone低 下 にPGF2α が 必 須 の 因 子 で あ る こ と が,PGF2α レセ プ タ ー の ノ ッ ク ア ウ ト(KO)

マ ウ ス を 用 い て 示 さ れ て い る.PGF2α レセ プ タ ーKOマ ウ ス で は,妊 娠 末 期 に 黄 体 が 退 行 せ ず,

progesterone濃 度 が 高 値 に 維 持 さ れ て 分 娩 が 起 き な い.卵 巣 摘 出 に よ りprogesterone濃 度 を 下 げ

る と子 宮 に お い てoxytocinレ セ プ タ ー も 誘 導 され,分 娩 が 起 こ る[Sugimoto et al.1997, 1998].

PGF2α レ セ プ タ ーKOマ ウ ス で は20α-HSDの 発 現 が 見 ら れ な い が,野 生 型 マ ウ ス で は18日 目 と

19日 目に20α-HSD発 現 は顕著に上昇 して いる[Stocco et al.2000].従 って妊娠末期20α-HSD

の 発現 に はPGF2α シグナル が必 須 と考 え られ るが,は た して20α-HSDが 発現 しな い場 合 に

progesterone合 成系の制御のみで分娩できるか どうかは,20α-HSD KOマ ウスを用 いた本研究 に

よ り明 らかにで きると考 えて いる.

分娩誘起剤 として知 られ るPGF2α は,哺 乳類 の雌 の生殖器官で生成 される主要なア ラキ ドン

酸代謝産物 で,子 宮 あるいは卵巣 に由来す る.ウ シや ヒツジで は,子 宮 由来 のPGF2α は対 向流

機構 によ り子 宮静脈か ら卵巣動脈 に直接運 ばれ,黄 体血管 内皮細胞 に発現す るPGF2α レセ プタ

ー を介 して血管収縮作用 ,黄 体細胞で のステ ロイ ド合成能 を低下 させるエ ン ドセ リン1を 産生

刺激する ことで,黄 体 か らのprogesterone分 泌抑制に関わる.こ のprogesterone分 泌低下は,黄

体の形態 的な退行 に先行す る[Niswender et al.2000].PGF2α レセ プターは,7回 膜貫通型G蛋

白 結 合 体 で,Gq-phospholipaseCを 介 して 細 胞 内Ca濃 度 を 上 げ る と 共 にprotein kinase C(PKC)

を 活 性 化 し,ス テ ロ イ ド合 成 を 可 逆 的 に 抑 制 す る.PGF2α の ス テ ロ イ ド合 成 抑 制 作 用 は,ウ シ,

ヒ ツ ジ,ブ タ,サ ル,ヒ ト,ラ ッ ト,ウ サ ギ で 見 ら れ る.そ の ラ ッ トに 見 られ る 作 用 機 序 に は,

1.LHの シ グ ナ ル 伝 達 物 質 で あ るcAMPを 減 少 させ る[Lahav et al.1976,Leung et & Steele1992],

2.HDLの 取 り 込 み は 変 化 さ せ な い,3.SCP-2(sterol carrier protein)量 を 減 少 さ せ る こ と で

cholesterolの ミ トコ ン ド リ ア へ の 輸 送 を 阻 止 す る,4.細 胞 骨 格 を 破 壊 す る こ と で ス テ ロ イ ド合

成 を 抑 制 す る,た だ し長 期 に 破 壊 す る と む し ろ ス テ ロ イ ド合 成 は 刺 激 さ れ る[Smith et & Sddaran

1991],5.StAR(steroidogenic acute regulatory protein)[Stocco & Clarke1996]蛋 白 の 発 現 抑 制
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に よ り ミ トコ ン ド リ ア 外 膜 か ら内 膜 へ のcholesterol輸 送 を 抑 制 す る[Fiedler et al.1999],な ど

が あ る[Niswender et al. 2000].ま たPGF2α は,細 胞 内Ca濃 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り,Mg-Ca

依 存 性endonucieaseを 活 性 化 し て ア ポ トー シ ス も 誘 導 す る.こ の よ う に,PGF2α のprogesterone

分 泌 低 下 作 用 に は,ス テ ロ イ ド合 成 抑 制 と ア ポ トー シ ス の2つ の 経 路 が 考 え られ て い る.以 上

の よ う にPGF2α は,多 く の 動 物 に お い て 主 要 な 黄 体 退 行 因 子 で あ り,ラ ッ トで も,偽 妊 娠,妊

娠 末 期 に は 黄 体 でPGF2α 発 現 が 高 ま る.

このよ うにPGF2α は黄体 の退行 に関 して機 能的,形 態的両方 の作用 を及 ぼ しうると考 え られ

るが,こ れ まで述べてきたよ うに,少 な くともラッ トの性周期 中,偽 妊娠 末期 においてはPGF2α

による退行作用 よりも20α-HSDに よる機能的退行作用がその回帰を促す主要因 となっている印

象が ある.マ ウスに関 しては これ までの ところPGF2α に対する知見は多いが,20α-HSDの 機能

につ いては まだほ とん ど解明 されて いないのが実状 である.IVCSマ ウスが性周期 中Wistarラ

ッ トと同様のprogesterone動 態 を示す ことか らも,ラ ッ トと同様 な生殖 機構への作用 も想定 さ

れ,は た して20α-HSDの 欠損がその生殖周期 回帰 にどのよ うな影響 を及 ぼすのか興味深い.ま

た第一章で見出 した妊娠期子宮 内組織 にお いて発現す る20α-HSDに ついても,KOマ ウスを用

いることによ り妊娠 中におけるそ の発現 の機 能解 明につながる と思われる.本 章では20α-HSD

KOマ ウス を用いてその生殖周期 回帰 に対する20α-HSDの 作用 を検 討す ると共 に,第 一 章で発

見 した妊娠期子宮内組織での20α-HSD発 現 の意義 について も考察 した.
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第三章 材料と方法

試薬

Proteinase KはSIGMA (MO, USA)よ り,制 限 酵 素,分 子 量 マ ー カ ー λEcoT14 I digestは 宝 酒

造(京 都)よ り,そ れ 以 外 の 試 薬 は 和 光 純 薬 工 業(大 阪)よ り購 入 した.

偽妊娠及び妊娠マウスの作出と組織の採材

マウスは室温22±1℃,7:00-19:00明 期 の光条件で飼育 し,餌(ラ ボMRス トック,日 本農産

工業,神 奈川)お よび水 は自由に摂取 させた.

1)マ ウ ス の 系 統

ノ ックアウ ト(KO)マ ウス は,キ メラマウス とC57BL/6Jと の交配 によ るヘテ ロ遺伝子型産

子(F1, agouti)ど う しを交配 して得 られた産子(FINI)及 び,FINIど うしを交配 して得 られ

た産子(FIN2)を 用いた.い ずれ も,C57BL/6Jを 戻 し交配の対象 とし,戻 し交配回数が1回

のF1で ある.

2)偽 妊娠及び 妊娠マウスの作出 と組織 の採材

F1雌 マ ウスは,精 管結紮 したF1雄 マウス と交配 し,膣 栓 を確認 した 日を0日 として偽妊娠

を誘起 した.マ ウスの偽 妊娠期間は,精 管結紮雄 と同居 させ,膣 栓 を確認 した 日を0日 として,

次の膣栓が確 認され る 日まで とした.同 様 に,膣 栓 を確認 した 日を0日 として妊娠 を誘起 した.

分娩間隔 は,分 娩 日を0日 とし,雄 及 び産子 を同居させ た状態で,次 の分娩 日まで とした.ま

た妊娠18日 目の子宮,分 娩後1日 目の卵巣 を採取 し,液 体窒素内で急速凍結 し,使 用す るまで

-80℃ で保存 した.偽 妊娠期,妊 娠後 半期 においてマウス にdiethyl ether麻 酔 をかけ,長 さ約3cm

のG-1硝 子管(NARISHIGE,東 京)を 用 いて一頭 あた り約250μlの 血液 を眼窩採血 した.

膣スメアの観察

6-8週 齢 と10週 齢以降のマ ウス を用 いて,性 周期膣スメアの観察 を行 った.6-8週 齢で は離

乳後雌 のみ を群飼 して,10週 齢以降で用いた雌マ ウスは,10頭 ずつ群飼 し,ケ ージ内にF1雄

の入 った小 さなケー ジを入れ,雄 と接触 程度 は可能 だが,交 尾はで きな い環境 をつ くり,毎 日

観察 した.

遺伝子型同定(図3-1)

マ ウ ス の 遺 伝 子 型 は,尻 尾 か ら抽 出 した ゲ ノ ムDNAを 鋳 型 と したPCRで 判 定 し た.PCRの

primerに は,mutant gene検 出 用 にneor遺 伝 子 上 にneoPGK-F primer,wild type gene検 出 用 に
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イ ン ト ロ ン4上 にint4/5-F primer, mutant geneとwild type gene共 通 のreverse primerと し てE5

上 にE5Revs-2primerを 設 計 し た.

neoPGK-F primer; 5'-ATCTGCACGAGACTAGTGAGACGT-3'

E5 Revs-2 primer; 5'-CAGGATCATCTCCAGTTGTCTACG-3'

int4/5-F primer; 5'-ATGCAGTCATGGTCTCTCACTAGG-3'

離 乳 期(生 後26日)前 後 の マ ウ ス 尻 尾 約1cmを,400μlの0.5mg/mlのproteinase K/SET lysis

buffer(50mM Tris-Cl pH8, 100mM EDTA pH8, 0.5% SDS)を 加 え て,50-55℃ で 転 倒 混 和 し な

が ら一 晩 組 織 を 溶 解 さ せ た.そ の5μ1をMilliQ水50μlで 希 釈 し,さ ら に そ の2μlをPCRの 鋳

型 と して そ の ま ま 用 い た.PCR反 応 組 成 は,1×Ex Taq buffer,0.5μMの3種 のprimer,0 .2mM

のdNTPと し,全 量50μlに 対 しEx Taq DNA polymeraseを0.125U加 え た.PCRの 反 応 条 件 は,

95℃ で2分 間 加 熱 後,94℃ で1分,64℃ で30秒,72℃ で1分 を1 cycleと し て40cycle行

っ た.

マ ウ ス 肝 臓 ゲ ノ ムDNAを 用 い たSouthern blotting(図3-2)

1) マ ウ ス肝 臓 か ら の ゲ ノ ムDNAの 抽出

マ ウ ス の 肝 臓 組 織 約1cm四 方 を 切 り 取 り,3 .5m1の05mg/mlのproteinase K/SET lysis buffer

を 加 え,一 晩50-55℃ で 転 倒 混 和 し な が ら 組 織 を 溶 解 さ せ た.等 量 のpheno1を 加 え,10分 間

転 倒 混 和 し て よ く懸 濁 し,室 温 で3,000rpmで10分 間 遠 心 分 離 し,上 層 を 回 収 し た.こ の よ う

なphenol抽 出 を2-3回 繰 り返 した 後,等 量 のchloroformを 加 え て,10分 間 転 倒 混 和 し,4℃,

3,000rpmで10分 間 遠 心 分 離 し,上 層 を 回 収 した.こ れ に1/10量 の3M酢 酸 ナ トリ ウ ム(pH5 .2)

と,等 量 の2-propanolを 加 え て 転 倒 混 和 し,糸 状 の ゲ ノ ムDNAを 析 出 さ せ た.先 端 を ガ ス バ

ー ナ ー で 炙 っ て 閉 じ た パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ トを 用 い てDNAを 巻 き 取 り
,氷 冷70%ethanol 10ml

に 浸 し て ゲ ノ ムDNAを ほ ぐ し て 洗 浄 し,再 び 巻 き 取 っ た.こ の70%ethanol洗 浄 を2回 行 っ た

後,風 乾 し,DNAが 完 全 に 乾 き き る 前 に,ゲ ノ ムDNAを パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ トか らMilliQ水 に

溶 出 し た.こ れ を50-55℃ に 加 熱 してDNAの 拡 散 を 促 し,分 光 光 度 計Gene Quant II(Pharmacia

Biotech, Cambridge, England)を 用 い て 濃 度 を 測 定 した.

2)制 限酵素によるゲ ノムDNAの 消化

Mutant geneをSouthern blottingで 検 出 す るprobeは,第 二 章 でES細 胞 のscreeningに 用 い た

も の と 同 じ も の を 使 用 した の で,肝 臓 ゲ ノ ムDNAの 消 化 も,Pst IとBgliを 使 用 した.1%agarose

gelに ア プ ライ す る 量 は,1 well当 た り10μgと した.反 応 液 の 量 は200μ1と し,1×buffer内 で

制 限 酵 素10Uを 加 え て 一 晩 反 応 さ せ,さ ら に 翌 日10Uの 制 限 酵 素 を 加 え て2時 間 以 上 反 応 さ

せ た.Phenol抽 出,chloroform抽 出,ethano1沈 殿 後,MilliQ水15μlに 懸 濁 し,10×loadingbuffer

を2μ1加 え,Pst I消 化 し た ゲ ノ ムDNAは1%agarose gelに,BglI消 化 した ゲ ノ ムDNAは0.8%
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agarose gelに ア プ ラ イ し た.Agarosege1の 大 き さ は,15×13.5cmと した.電 気 泳 動 は,30Vで

行 い,loading buffer中 のbromophenol blueの 青 色 が ゲ ル 全 体 の2/3に 達 し た 時 点 で 泳 動 を 終 了 し

た.メ ン ブ レ ンへ のtransfer以 下 シ グ ナ ル の 検 出 ま で は,第 二 章 で 述 べ た 方 法 に 従 っ た .

マウス卵巣RT-PCRに よる20α-HSD,EGFP転 写産 物の検 出(図3-3, 図3-4)

1)逆 転写反応

卵 巣 か ら のtotal RNAの 抽 出 は,TRIzol reagent (Invitrogen, CA, USA)を 用 い,第 一 章 で 述 べ

た 方 法 に 従 っ た.

抽 出 したtotal RNAを 希 釈 し て,1μgを0.01% DEPC水32μlに 懸 濁 し,65℃ で10分 間 加 熱

後,す み や か に 氷 上 に 移 し て2分 間 静 置 し た.全 量 をReady to GoKit(Roche, Mannheim,

Germany)のfirst-strand beads入 りPCRチ ュ ー ブ に 移 し,oligo d(T)16 primer (Roche, Mannheim ,

Germany)を50pmo1加 え,1分 間 静 置 し た.穏 や か に 混 和 後,37℃ で1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト

し,逆 転 写 産 物cDNAを 得 た.

2)EIF/E9RnrimPr を 用 い た20α-HSDmRNA及 びFGFPmRNAの 検 出

逆 転 写 反 応 に よ り合 成 さ れ たcDNA溶 液 の1μ1をPCRに 用 い た.20α-HSDの 検 出 に は 表2-1

に 示 し たEIF primer,E9R primerを 用 い た.反 応 組 成 は0 .5μMの 各primer,0.2mMのdNTP,

1×Ampli Taq DNA polymerase buffer,2.5UのAmpli Taq DNA polymerase (Roche, Mannheim ,

Germany)と し,全 量100μlと した.反 応 条 件 は95℃ で2分 間 加 熱 後,94℃ で1分,55℃

で30秒,72℃ で1分 を1cycleと し て30cycle行 っ た.

EGFPの 検 出 に はprimers

EGFP-F; 5'-CGACGTAAACGGCCACAAGTT-3'

EGFP-R; 5'-GATGCCGTTCTTCTGCTTGTC-3'

を 用 い た.反 応 組 成 は 各primerを05μM,0.2mMのdNTP,1×Ampli Taq DNA polymerase buffer,

2.5UのAmpli Taq DNA polymerase(Roche, Mannheim, Germany)と し,全 量100μlと した.反

応 条 件 は95℃ で2分 間 加 熱 後,94℃ で1分,65℃ で1分,72℃ で1分 をl cycleと し て30cycle

行 っ た.20α-HSDの 検 出 で は,total RNAを 素 材 に し た 逆 転 写 産 物 に ゲ ノ ムDNAが 混 入 して い

て もE1か らE9ま で を 増 幅 す る こ と は 不 可 能 で あ る た め,PCRに よ り得 られ る 産 物 はmRNA

に 由 来 す る と 言 え る.し か し,挿 入EGFP遺 伝 子 に は イ ン ト ロ ン 配 列 が 含 ま れ な い た め,ゲ ノ

ムDNAか らの 増 幅 が 可 能 で あ り,PCR産 物 がmRNA発 現 を 反 映 しな い 可 能 性 が あ る.従 っ て

EGFP mRNA検 出 用 のPCRに は,ネ ガ テ ィ ブ コ ン トロ ー ル と して 逆 転 写 反 応 の み を 省 い たtotal

RNA溶 液 も 鋳 型 に し てPCRを 行 っ た.
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RF-PCR産 物の塩基配列決定

E1F/E9R phmerを 用 い てRT-PCRで 増 幅 した フ ラ グ メ ン トは 第 一 章 の 方 法 に 従 いsequencing

反応 によ り決定 した.

卵巣 サイ トゾール 中20α-HSID括 性 の測定

20α-HSDの 触媒反応 には、NADPとNADPHに よる プロ トンの交換が伴 う.20α-OHPか ら

progesteroneへ の代謝には,NADPか らNADPHの 生成 を伴 うため,20α-OHPを 基質 として加

えた ときのNADPHの 生成量 を計時的 に測定することで,酵 素活性を測定 した.

1) 卵巣サイ トゾー ルの回収

卵 巣 重 量 を 測 定 し,10倍 量 のbufferA(5mM potassium phosphate buffer pH7, 1mM EDTA , 1mM

DTT, 10% glycerol)を 加 え て 氷 上 で ペ ッ ス ル ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て 破 砕 し,超 遠 心 チ ュ ー ブ

(Polycarbonate Centrifuge tubes 7×20mm, BECKMAN, CA, USA)に 移 し,TLA100ロ ー タ ー を

用 い て 超 遠 心 機(OptimaTM TLX Ultracenthfuge, BECKMAN, CA, USA)内 で4℃,47 ,000rpmで

90分 間 遠 心 分 離 し,上 清 の 卵 巣 サ イ トゾ ー ル を 回 収 した .

2) 蛋白濃度測定

Protein assay dye (Bio-Rad, cA, usA)をMilliQ水 で5倍 希 釈 し た も の に ,10mg/mlのBSA

を 加 え て0,2,4,6,8μg/mlの ス タ ン ダ ー ド用 試 料 を 作 製 し た.卵 巣 サ イ トゾ ー ル 試 料1μl

を 同 様 に5倍 希 釈 し たprotein assay dye 1mlに 懸 濁 し,分 光 光 度 計U-2000(日 立 製 作 所 ,東 京)

を 用 い て,ス タ ン ダ ー ド用 試 料 と 卵 巣 サ イ トゾ ー ル 試 料 の595nmの 吸 光 度 を 測 定 し,描 い た

ス タ ン ダ ー ド直 線 か ら 卵 巣 試 料 の 蛋 白 濃 度 を 測 定 し た.卵 巣 サ イ トゾ ー ル は ,使 用 す る ま で

-80℃ に 保 存 した .

3) 20α-HSD活 性 測 定3) 20α-HSD活 性 測 宗

氷 冷 し て あ る 基 質 溶 液(0.1M Tris-Cl pH8, 300μM NADP,1mM EDTA, 1mM DTT, 60μM

20α-OHP (+) or (-) in 3% ethano1)を500μ1石 英 マ イ ク ロ セ ル に と り,37℃ で1分 間 プ レイ ン キ

ュ ベ ー ト し た.次 に 卵 巣 サ イ トゾ ー ル25μ1加 え て パ ラ フ ィ ル ム で 蓋 を し ,3回 転 倒 混 和 後,速

や か に37℃ に お け るNADPH産 生 量 を 分 光 光 度 計 に よ り,340nmの 吸 光 度 と し て 計 時 的 に 測

定 し た.得 られ たNADPHの 生 成 量(nmol/min.ml)を 蛋 白1mg当 た り に換 算 し,20α-HSD活

性(nmol/min.mg)と した.

蛍 光 顕 微 鏡 下 で の 凍 結 切 片 上EGFPの 検 出(図3-4)

分 娩 後1日 目 の ヘ テ ロ,KOマ ウ ス の 卵 巣 は,採 材 後O. C. T. compoundに 包 埋 し,液 体 窒 素 で

急 速 凍 結 し,使 用 す る ま で-80℃ で 保 存 した.厚 さ 約5μmの 切 片 をcryotome(SHANDON,東

京)で 作 製 し,速 や か に 風 乾 後,冷 却CCDカ メ ラ(Photometrics, SenSysTM, AZ, USA)蛍 光 顕 微
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鏡(BX 50, OLYMPUS,東 京)を 用 い て,蛍 光 キ ュ ー ブU-MWIB/GFPに よ り観 察 し,ソ フ トウ

エ アIP Labに よ り解 析 した .

Western blottingに よ る20a-HSD proteinの 検 出

1) 卵巣サ イ トゾールの回収

上記 「卵巣サイ トゾール中20α-HSD活 性の測 定」の方法 に従い卵巣サイ トゾール を回収 し,

蛋 白濃度 も測定 した.

2)SDS-PAGE

卵 巣 サ イ トゾ ー ル 蛋 白17μgま た は30μgをsample buffer(62 .5mM Tris-Cl pH6.8,2% SDS,

10% glycerol, 0.01% bromophenol blue)に 懸 濁 し ,100℃ で5分 間 加 熱 後,氷 上 で 急 冷 し泳 動

に 用 い た.ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 は ,ア ク リ ル ア ミ ド濃 度3%stacking gel/10%running

gelを 用 い,泳 動buffer(50mM Tris, 380mM glycin,0.5%SDS, 2mM EDTA pH8.5)中,200V

で1時 間 行 っ た(Laemmliの 方 法,1970).

3) ニ ト ロセ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ンへ のtransfer

電 気 泳 動 後,濾 紙 に 吸 着 さ せ る こ と に よ りstacking gelを 分 離 除 去 したrunning gelに ,10分

間MilliQ水 に な じ ま せ た ニ トロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン(Shleicher & schuell
, Dassel, Germany)

を,気 泡 を 除 去 し な が ら密 着 さ せ た.Blotting buffer(25mM Tris
, 192mM glycine, 20% methanol)

中 で,gel &メ ン ブ レ ン の 両 側 に,3MM filter paper2枚,ス ポ ン ジ シ ー トの 順 に 気 泡 を 除 去 し な

が ら 重 ね,サ ン ドイ ッチ 板 で 挟 ん で 固 定 し た .Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, USA) に セ ッ ト し,

60Vで4時 間,4℃ で 通 電 し,負 に 帯 電 して い る 蛋 白 を 陽 極 側 の メ ン ブ レ ン に 転 写 した .

5) 免疫染色

免 疫 染 色 は,西 洋 わ さ び 過 酸 化 酵 素(horseradish peroxidase, HRP)を 用 い た 酵 素 抗 体 法 に よ

り行 っ た.Transfer後 の メ ン ブ レ ン をrinsing buffer (10mM Tris-Cl pH7 .2, 150mM NaCl)で10

分 間 洗 浄 しmethanolを 除 い た 後,blocking solution (10mM Tris-Cl pH7 .2 150mM NaCl, 3%BSA)

中 で 軽 く振 と う しな が ら 室 温 で2時 間blockingし た.Blocking solutionで1:4 ,000に 希 釈 し た

一 次 抗 体(rabbit polyclonal 
antibody, anti rat 20α-HSD (Dr .Giboriよ り分 与))を 加 え て4℃ で

一 晩 反 応 さ せ た
.一 次 抗 体 反 応 後,TBST中,室 温 で10分 間 メ ン ブ レ ン を 振 と う後

,さ ら にTBST

を 取 り替 え て 室 温 で5分 間 ×2回 洗 浄 した.TBSTで1:6 ,000に 希 釈 した 二 次 抗 体(anti rabbit Ig,

HRP, Amersham, Buckinghamshire, England)を 加 え て 室 温 で1時 間 反 応 さ せ た .一 次 抗 体 反 応 後

と 同 様 に 洗 浄 した 後,ECLTM (Amersham, Buckinghamshire , England)を 用 い て 発 色 さ せ,Kodak Bio

Max Film (Kodak, NY, USA)に 感 光 さ せ た.
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統計処理

統計処理 は全てMann-Whitney検 定 を用 いて行つた.危 険率5%未 満 をもつて統計的に有意で

ある とみな した.
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第三章 結果

マ ウ ス 遺 伝 子 型 の 決 定(図3-1, 図3-2)

マ ウ ス の 遺 伝 子 型 は,離 乳 期(26日 齢)前 後 の 子 マ ウ ス 尻 尾 か らproteinase Kに よ り組 織 を

融 解 し て 得 られ る ゲ ノ ムDNAを 用 い て,PCRで 決 定 した.PCRに は,野 生 型(wild type, WT)

geneとmutant geneを 区 別 す るforward phmerを2種 類 と,WT geneとmutant geneに 共 通 のreverse

pdmerを 用 意 し,同 じ反 応 液 内 で 同 時 に 増 幅 させ た.PCR産 物 は,WT geneか ら は889bp, mutant

geneか ら は499bpの フ ラ グ メ ン トを 検 出 し た.3種 のpnmerを0.5μMず つ 等 量 ず つ 加 え た 場

合,短 い フ ラ グ メ ン トの 増 幅 の 方 が 効 率 良 く 増 幅 さ れ て 長 い 方 の フ ラ グ メ ン トの 増 幅 が 減 少 し,

ヘ テ ロ マ ウ ス 遺 伝 子 型 と ノ ッ ク ア ウ ト(KO)マ ウ ス 遺 伝 子 型 を は つ き り区 別 で き な か つ た .そ

こで,Taq DNA polymeraseを,比 較 的 長 いDNAの 増 幅 に 適 したEx Taq DNA polymeraseに 代 え

てPCRを 行 つ た と こ ろ,ヘ テ ロ マ ウ ス ゲ ノ ムDNAに お い て も899bpと499bpの フ ラ グ メ ン

ト を ほ ぼ 同 じ く ら い の 量 で 検 出 す る こ と が で き た の で,こ の 方 法 でWT,ヘ テ ロ,KOの マ ウ ス

を 識 別 した.

No.6及 びNo.13の キ メ ラ マ ウ ス とC57BL/6Jの 雌 を 交 配 し,F1の ヘ テ ロ マ ウ ス が 得 られ た .

さ ら に 同 じ キ メ ラ マ ウ ス 由 来 のF1ヘ テ ロ マ ウ ス ど う し を 交 配 し,WT,ヘ テ ロ,KOそ れ ぞ れ

の 遺 伝 子 型 を 有 す るF1N1子 マ ウ ス を 得 た.各 ペ ア に お け るWT,ヘ テ ロ,KOの 割 合 で は メ ン

デ ル の 遺 伝 の 法 則 が 見 ら れ な か っ た が,No.6由 来 のF1N1全 体 を 総 合 す る とWT:ヘ テ ロ:KO

の 数 は47:86:46と な り,さ ら にNo .6とNo.13のF1N1全 て を 総 合 す る と56:117:54と な り,メ

ン デ ル の 法 則 に 従 つ て い る と考 え られ た.

マ ウ ス 肝 臓 か らゲ ノ ムDNAを 抽 出 し,ES細 胞 のscreeningの 時 に 用 い たprobeを 用 い て 第 二

章 と 同 様 にSouthern blottingを 行 つ た.PstI消 化 に よ り 置 換 領 域 の3'側 で は 、WT geneで 約4kb,

mutant geneで 約2.2kbの シ グ ナ ル を 検 出 し た.ま た 置 換 領 域 の5'側 で は ,BglI消 化 に よ り,WT

geneで 約20kb,mutant geneで 約10kbの シ グ ナ ル を検 出 し,ゲ ノ ムDNA上 で の 相 同 組 み 換 え

を マ ウ ス 個 体 に お い て も 確 認 し た.

KOマ ウ スmutant geneの 遺 伝 子 発 現(図3-3, 図3-4)

KOマ ウ ス で は,20α-HSD mRNAのE3か らE9は 転 写 さ れ な い と予 想 さ れ る .こ れ を 確 か め

る た め,EIF phmerとE9R primer(第 二 章 参 照)を 用 い てRT-PCRを 行 つ た .ま ず 性 周 期 中 無

作 為 に 採 材 した 卵 巣 組 織 か ら,total RNAを 抽 出 し,oligo dTをpdmerに 用 い る こ と に よ りmRNA

を 鋳 型 に し て 逆 転 写 酵 素 でcDNAを 合 成 し た.こ れ を 鋳 型 に して,PCRを 行 つ た と こ ろ ,WT gene

で は 予 想 さ れ る1019bpの フ ラ グ メ ン トが 増 幅 さ れ た が,mutant geneで は 予 想 に 反 し て707bp
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の増幅が見 られた.そ こで今度はKOマ ウスのゲノムDNA上 に配列が存在 しない と思われるE2

とE4を 確かめるため,E2F pdmerとE4R phmer(第 二章参照)でPCRを 行 った ところ,同 じ

サ ンプルで フラグメン トの増幅は見 られな いことが確 かめ られた(結 果 は示 して いない) .一 方

mutant geneで は,20α-HSDプ ロモーターの活性化 によ り,IRESと 共 にEGFP遺 伝子 も転写さ

れ るはずであるが,予 想通 り424 bpのEGFP mRNAの 一部が増幅 された .た だ し挿入EGFP遺

伝子 には,イ ン トロン配列が含 まれないため,ゲ ノムDNA上 のEGFPをPCRで 増幅 した場合

cDNAか らの 増幅 と区別で きない.本 実 験ではネガテ ィブコン トロール として逆転写反応 を省

いたtotal RNAを 用意 し,同 じ条件でPCRを 行った .そ の結果 このサ ンプルか らはEGFPフ ラ

グメン トの増 幅は検 出されな いか,検 出されて も ごくわずか に止 ま り,mutant geneに おいて

EGFP遺 伝子が 転写 されて いると考え られた.ま た,EGFPの 蛍光 は,冷 却CCDカ メラを用 い

た蛍光 顕微鏡観察 によ りヘテ ロマウスの卵巣組織切片 においては確実 に検出で きなかった(結

果 は示 して いない)が,KOマ ウス卵巣組織切片 では検 出可能で あった.す なわ ち,分 娩後1

日目のKOマ ウスの卵巣か ら厚 さ約5脚 の凍結 切片 を作製 し,観 察 した ところ,卵 巣内黄体

にお いて緑色の蛍光 を観察 できた.従 ってKOマ ウスの卵巣黄体で ,挿 入 したEGFP遺 伝子が

転写され,翻 訳 も受 けている ことが明 らか になった.

KOマ ウス卵巣か らEIF pdmerとEgR phmerに よ りRT-PCRで 増幅 されたフラグメン トをさ

らに詳 しく調べ るため,こ のPCR産 物 を切 り出 して塩基配列を決定 した .そ の結果,こ の フラ

グメン トはErの 直後 にE5が 結合 し,そ のままE9ま で転写 されたものである ことが判明 した .

KOマ ウ ス卵巣 にお け る20α ・HSD活 性 とそ の発現(図3・5 ,図3・6)

分娩後1日 目の卵巣か らtotalRNAを 抽 出し,20α-HSDcDNAの 全長 をprobeに 用 いてNorthern

hybndizationを 行った ところ,KOマ ウス卵巣ではWTマ ウスに比べて短いシグナルが検 出され ,

RT-PCRの 結果 と一致 して いた.ま た,ヘ テ ロマウス卵巣ではWTマ ウスの約1 .2kbの シグナ

ル と,KOマ ウスの約0.8kbの シグナルが共に検 出 され,両 者 のシグナルの強 さはほぼ同程度

であった.

分娩後1日 目のKOマ ウス卵巣サイ トゾール試料を用 いて,抗 ラッ ト20α-HSD抗 体[Albarracin

& Gibori1991]に よ りWestem blottingを 行 った ところ,WTと ヘテ ロマウスで約37kDaの シグ

ナルが検 出 されたのに対 し,同 じ分子 量の位置 にKOマ ウスではシグナルは検 出されなかった .

E2-E4(363 bp)が 欠失する と分子量は約23kDaに 減少す ることが予想 されるが,KOマ ウスの

レー ンにおいて この抗体で検 出され るシグナルは存在 しなか った.

分娩後1日 目の卵巣サイ トゾール試料 を用いて20α-HSD活 性 を測定 した.卵 巣サイ トゾール

試料 に基 質と して20α-OHPを,補 酵素と してNADPを 加 え,progesteroneに 代謝され る時 に生

じるNADPHの 量 を測定 した.た だ し,卵 巣内には20α-OHPの 溶媒で あるethano1を 基質 とし,
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NADPを 利用 して触媒反応 を行 ってNADPHを 産 生する他 の代謝酵素の存在 も考え られるので,

20α-OHPを 添加 しな い溶媒のみの群 もも うけてNADPH産 生量 を測定 したと ころ,NADPH産

生上昇がみ られたため,こ の値を20α-OHP添 加群のNADPH産 生量か ら差 し引いて,20α-HSD

活性を評価 した.そ の結果,WTマ ウスでは約50nmol/min.mgの 活性が見 られたのに対 し,KO

マ ウス卵巣で は活 性は検 出され なかった.一 方無作為 に選 んだ性 周期中の卵巣サイ トゾール 中

の20α-HSD活 性 を測定 した ところ,KOマ ウス3例 中1例 にお いて20α-HSDの 活性が検 出さ

れ た.ま た,WTや ヘテ ロマウスにお いて も活性が ごくわずかであるもの(2 .76nmol/min.mg)

や殆 ど無い もの(0.11nmol/min.mg)も 存在 した.

KOマ ウス にお ける性周 期 回帰(表3-1,図3-7)

KOマ ウ ス の 性 周 期 回 帰 を ス メ ア 観 察 に よ り検 討 し た(表3-1).WT,KOマ ウ ス そ れ ぞ れ

6-8週 齢 の 雌10匹 を 用 い,群 飼 し て14日 間 毎 日 ス メ ア を 観 察 した 結 果(図3-7),発 情 期(E)

の 像 を 示 し た 日 数 はWTマ ウ ス で5.4±0 .6日(mean±SE),KOマ ウ ス で3.9±0.7日 で あ っ た.

ま た 発 情 休 止 期(D)の 日数 はWTマ ウ ス で7.7±0.7日,KOマ ウ ス で9.8±0.6日 で あ っ た.マ

ウ ス で はDが し ば し ば 連 続 し て 現 れ る が,Dの 連 続 日数 はWTで は2.5±0.3日,KOで は4.1±

0.5日 で あ っ た.こ の う ちWTに 比 べKOで は,Dの 日 数(P<0.05),Dの 連 続 日数(P<0.01)

は 有 意 に 増 加 し た.マ ウ ス の 性 周 期 回 帰 は 雄 の 存 在 に よ り促 さ れ る.WTマ ウ ス で は14-26週

齢,KOマ ウ ス で は10-14週 齢 の 雌20匹 を 用 い,10匹 ず つ 群 飼 に して 同 じ ケ ー ジ 内 に 雄 マ ウ ス

を 共 存 さ せ,同 様 にEの 日数,Dの 日数,Dの 連 続 日数 を 測 定 し た.た だ し雄 マ ウ ス は 小 さ な

ケ ー ジ に 入 れ,雌 と の 接 触 は 可 能 で あ る が 交 尾 は で き な い よ う二 重 ケ ー ジ で 飼 育 し た.そ の 結

果,Eの 日 数,Dの 日数,Dの 連 続 日 数 はWTマ ウ ス で そ れ ぞ れ4.1±0.4日,8.6±0.4日,2.8

±0.2日 で あ り,KOマ ウ ス で は そ れ ぞ れ3 .4±0.4日,9.6±0.4日,3.4±0.3日 と な り,両 群 に

有 意 な 差 は 見 られ な か っ た.

KOマ ウス の偽 妊娠 期 間 と血 中progestin濃 度 の 変化(図3-8,図3-9)

20α-HSDは,第 一章の結果か らも,マ ウスの生殖機構 成立 に大 き く関わ る分子で あると考 え

られる.本 実験 で扱 う20α-HSD遺 伝子 は,偽 妊娠末期,妊 娠末期 に発現 が上昇 し,ラ ッ トにお

ける20α-HSD1に 相 当す ると思われ る ことか ら,KOマ ウス にお いて偽妊娠の終了 に変化が あ

るか を調べ るため,精 管結 紮 した雄 と交配 させて偽 妊娠 を誘起 した.雄 と同居 させ たま ま次の

膣栓 を確認す る 日までの 日数 を数 えた と ころ,WTマ ウスで は11.6±0.2日(mean±SE),KO

マウスでは14.1±0.4日 で あ り,KOマ ウスにおいて有意な(p<0 .01)延 長が見 られた.ま た膣

栓 を確認 してか らほぼ2日 毎に眼窩採血によ り採血 し,血 中progesteroneと20α-OHP濃 度 を測

定 した.そ の結 果,WTマ ウス で は膣 栓 確認 日には,そ の 前 日に比 べ て20α-OHP濃 度 が
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progesterone濃 度 を上回ることが示 された.一 方KOマ ウスにお いて20α-OHPは,終 始10ng/ml

前後 の値が維持 され,膣 栓形成時 にも変 動は見 られなか った.偽 妊娠 中のprogesterone濃 度の

推移 は,KOマ ウスの方がWTマ ウスよ りも4-10日 目頃は約1.5倍 高 く推移 し,WTマ ウスに

比べてprogesterone濃 度 の高い時期 が延長 し,そ の後はWTマ ウスよ りもわずか に高値 を維持

したまま膣栓形成まで低 く推移 する傾向があった .

KOマ ウ スの 妊娠 期 間,妊 娠 末期 血 中progestin濃 度 の変化(図3-10)

妊娠期 間は,WTマ ウスでは4例 中2匹 は18日 目暗期 に分娩 を迎え,2匹 は18日 目の明期

に分娩 した.KOマ ウスにお いては観察 した7例 中,3匹 が18日 目暗期で ,3匹 が19日 目暗期

で分娩 し,20日 目に分娩 した1例 で は4匹 の死産であった .WTとKOマ ウス妊娠期 間に有意

な差 は無か った.

妊娠末期の分娩前後 にお いても血 中progesteroneと20α-OHP濃 度 を測定 したところ ,WTマ

ウスの血 中20α-OHP濃 度は,そ れ まで20ng/ml程 度であった ものが分娩前 日か ら急 激に上昇

して70ng/ml前 後に達 し,分 娩後1日 目も50ng/ml前 後 の高 い値が維持 された .KOマ ウスに

おいては,WTマ ウスのよ うに分娩前後 に20α-OHP濃 度の上昇は見 られず ,約10ng/mlの 低 い

値を保 った ままであった.Progesterone濃 度は,2例 のKOマ ウスにおいて,分 娩前3日 目には

WTマ ウスの約1.4倍 の高 い濃度が検出 された .こ の時期20α-OHP濃 度 も16ng/ml程 度への若

干 の上昇が見 られ,progesterone濃 度 の上昇に付随 した傾 向が見 られた .従 ってこれはおそ らく,

血 中progesteroneに 濃度依存的 に対応す る,20α-HSD活 性 をもった他の分子の働きによるもの

で ある と推測 され る.ま た1例 にお いて,分 娩の2日 前 に20α-OHP濃 度 の上昇 を伴わ ない

progesterone濃 度 の急激な低下が見 られたが,こ の個体 にお いては,分 娩後1日 目に4匹 の子が

死亡 して確認 された.さ らに,こ の死産の個体以外 のKOマ ウス2例 では,分 娩後1日 目にも

妊娠期間 中と同程度 のprogesterone濃 度 の再上昇が見 られたが,WTマ ウスでは分娩後は妊娠期

よ りも低 い値に抑 え られて いた.

KOマ ウスの産 子 数(図3-11)

分娩後1日 目において生存産子数 は,WTマ ウス(n=12)で7 .1±0.6匹(mean±SE),KOマ

ウス(n=17)で は3.5±0.9匹 であった.ま た,死 亡産子数 も合わせて母体か ら娩出された と思

われる総産子数 は,WTマ ウス(n=12)で7.3±0.6匹,KOマ ウス(n=14)で5 .7±0.8匹 で,

生存産子数 にお いてのみWTに 比べKOマ ウスで有意(p<0 -01)に 減少 していた.ラ ッ トやマ

ウスでは分娩時 のprogesterone濃 度の急激な低下 によ りま もな く排卵 し受胎 可能であ り,受 精

卵 は,哺 乳期間 中は着床 を延期す る(遅 延着床)が,WTマ ウスの分娩間隔25±1 .2日 に対 し

て,KOマ ウスで は23±1.7日 であ り,両 者に有意な差 は見 られなかった .
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KOマ ウ ス子宮 にお け る20α-HSD発 現(図3-12)

第 一 章 に お い て,Northern hybridization,in situ hybhdizationに よ り,妊 娠 期 子 宮 内 膜 上 皮 細 胞

での20α-HSD mRNAの 発現を検 出 した.KOマ ウスにお ける子宮での発現 を確かめるため ,妊

娠18日 目のWT,ヘ テ ロ,KOマ ウスの子宮 を採材 し,マ ウス20α-HSD cDNAの 全長 をprobe

に してNorthern hybhdizationを 行 った.そ の結果,卵 巣 での結果と同様に ,KOマ ウスの子宮で

E2-E4が 欠損 した短 い転写産物が検 出され,ヘ テ ロマ ウスの子宮では全長20α-HSD mRNAと

E2-E4欠 損型20α-HSDmRNAの 両方が検出 された.KOマ ウスにおいてはWT ,ヘ テ ロマウス

に比べて発現量は極めて低か った.KOマ ウスの子宮でE2-E4欠 損型20α-HSDmRNAが 検 出さ

れた ことで,子 宮 で発現 している20α-HSDが 卵巣黄体の20α-HSDと 同一遺伝子 に由来す る転

写産物 であること考 えられ,子 宮 にお いて もそ の働きは失われていると考え られた.
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第三章 考察

本実験の結果によ り,Southern blottingに よ り相 同組み換 えが確認された こと,20α-HSDの 発

現が上 昇す る分娩時 にお いて,KOマ ウスではWTマ ウス と同 じサイズの20α-HSDのmRNA

発現は見 られず,代 わ りにE2か らE4が 欠失 した欠損型mRNAが 転写 されていた こと,置 換

挿入 したEGFP遺 伝 子翻訳産物 による蛍光 が黄体 にお いて検出 された こと,20α-OHPを 基 質と

した触 媒活性が無か った こと,progesterone濃 度の低下 に伴 う20α-OHP濃 度 の上昇が見 られな

かった ことか ら,こ のマ ウス を20α-HSDKOマ ウスと判断 した .以 下,項 目ごとに本章 の結果

を考察 した.

KOマ ウスにおける置換領域の遺伝子発現

PCRでKOマ ウスと判定 したマウス の卵巣では,E1とE5が 連結 し,E9ま で転写 されたmRNA

が存在す る ことが,EIF/IE9R phmerに よるRT-PCR,全 長20α-HSD cDNAをprobeに 用 いた

Northern hybhdization,PCR産 物の塩基 配列決定 によ り確 かめ られた .E5の フレームがE2と

イ ンフレー ムでつながるため,E2か らneo「遺伝子 までの置換領域 をスキ ップ してE5が 直接El

の後 に転写 された と思われ る.し か し転写産物の 中にはE2の 下流に連結 していたEGFP遺 伝

子 の発現 も検 出 され,予 定 して いたE2を 経 由す る転写 も行われて いる ことが確 認できた.従

つて20α-HSDの プロモーターはE2か らE4を 欠如 した欠損型mRNAの 転写 とEGFPの 転写 と

の両方 を兼ね て いる と考え られる.ヘ テ ロマウス分娩後1日 目の卵巣組織切片 にお いてEGFP

の蛍光 を確 実 に検 出できなか った のは,KOマ ウスでの発現量 の半分 しか発現 して いないため

と,KOマ ウスの分娩後1日 目卵巣組織切片 において もプロモー ターの共有によ りEGFPが 普

段の半分ほ どしか発現 していな いことが原因 として考 えられる.

抗 ラッ ト20α-HSD抗 体によ り,WTマ ウスの分娩後1日 目の卵巣蛋 白30μgか ら20α-HSD

蛋白 を検 出する ことができた.一 方KOマ ウスのE2-E4欠 損型mRNAか らは,翻 訳 されれ ば

23 kDaの 蛋 白が 生 じると推 定 され る.仮 にそ のよ うな翻 訳産 物が存在 した場合,基 質であ る

progesteroneと 結合す る能 力を有 し,progesterone結 合蛋 白と してそ の活性 を抑制する働 きをも

つ 可能性 もある.し か し本実験 では,KOマ ウスで この翻 訳産物が存在す る と考 え られる分娩

前後 にお いて,分 娩直前 に低下 したprogesterone濃 度 が分娩後 に妊娠 中の レベルにまで再上昇

した ことか ら,progesterone濃 度が この翻訳産物の結合 によ り制御 されている とは考 えにくく,

この20α-HSD KOマ ウスでは20α-HSDの 機能のみを欠失 させ ることがで きたと考 え られ る.

さらに分娩後1日 目の卵巣内でWestem blottingに よ り抗 ラッ ト20α-HSD抗 体で検 出され る蛋

白は存在 しなか った ことか ら,E2-E4欠 損型mRNAの 翻訳産物 は存在 しないと考え られた .
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性周期

性周期スメアは,生 後6-8週 齢(n=10),10-26週 齢(n=20)の マウスにお いて,14日 間毎 日

観察 した.6-8週 齢 の群で は雌 のみ の群飼であ ったが,2週 間の うちの発情休止期(D)の 日数

がWTマ ウス(平 均7-7日)よ りもKOマ ウス(平 均9.8日)で 有意な増加が見 られた.発 情期

(E)の 日数では両者 に有意な差 は見 られ なかった.ま た,Dの 連続 日数 を数えた ところ,KO

マ ウス(平 均4.1日)で はWTマ ウス(平 均2.5日)よ りも有意に長か った.し か し10-26週 齢

の群で は雌 を群飼 したケージの中に隔離 した雄 を同居 させ,Lee-Boot効 果やWhitten効 果な ど

フェロモ ンに反応す る性周期 制御 要因 も影響す る条件下,発 情休止期 の 日数 において有 意な差

が見 られなか った.性 周期ス メアは,規 則 的な4日 周期 を示す ものは少な く,WTマ ウスでは

30匹 中2匹,KOマ ウスで は30匹 中1匹 であった.ま た観察 したスメア像では,Eが 連続する

ものやDが 連続する時期が存在 し,こ のマウスモデルでは性周期回帰 の解析が困難 に思われた.

ラッ トでは性周期 中ほぼ常に20α-OHP濃 度が高 く維持 され,低progesterone濃 度 の維持 に関

わ っていると考え られるため,単 純 に考える と20α-HSDの 機能 を欠損 した場合,黄 体の機能的

退行 が 起 こ らず発情休 止 期が少 な く とも偽 妊娠期 間程度 には持 続す る と予想 され る.し か し

20α-HSD KOマ ウスで は,発 情休止期 が有意 に延長 した例でも,WTマ ウス に比べて約2日 程

度 の延 長 しか認 め られ なか った.性 周期 を正確 に4日 で 回帰す るIVCSマ ウスの性 周期 中

progestin濃 度の変化 を1例 にお いて測定 した結果,発 情前期,発 情期,発 情休止期第2日 目に

はprogesterone濃 度,20α-OHP濃 度共 に15 ng/ml前 後 に低 く維持 されていたが,排 卵後黄体が

progesteroneを 分泌 開始す ると思われ る発情休止期第1日 目には,25 ng/ml程 度のprogesterone

濃度の上昇 に伴 い45 ng/ml程 度 に20α-OHP濃 度の上昇が見 られた.従 ってIVCSマ ウス とWistar

Imamichiラ ッ トで は性周期 回帰にお ける20α-HSD活 性 の寄与 の度合 いが異なる可能性 もある

が,progesterone濃 度 を上 回る20α-OHP濃 度の上昇が認め られ る相 もあることか ら,IVCSマ ウ

スにおいて20α-HSDの 機能 を欠失 した場合発情休止期が延長す る可能性 は十分考え られる.従

つて今後IVCSマ ウスへの戻 し交配 による解析 が急 務である.ラ ッ トやマウスで は,性 周期 中

progesterone濃 度が低 く維持 される ことによ り,他 の完全性周期動物よ りも排 卵間隔を短 くす る

ことが でき る.特 に ラッ トにお いて性 周期 中progesteroneを20α-OHPに 代謝す る ことによ り

progesterone濃 度 を低下 させているのは20α-HSDで あ り,も し20α-HSD機 能を欠失 して も性周

期 中排 卵間隔が短 く維持され る とすれば,改 めてマウス性周期回帰における20α-HSDの 機能の

位 置づ けを調 べる必要があ り,ラ ッ トとほぼ同列 に解 釈 されて いるマウスの性 周期 回帰機構の

新たな解明 に繋がると考え られ る.

一方 ,無 作為 に選んだ性周期 卵巣サイ トゾールか らは,KOマ ウス卵巣で も20α-HSD活 性が

検 出され るものがあった.Seongら[1992]に よる と,ラ ッ トで は,性 周期 中の卵巣ではHSD1

とHSD2の 活性が同程度 に存在する.本 結果よ り,マ ウスの卵巣にも20α-HSDア イ ソザイムが
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存在す る可能性 が考え られた.ア イ ソザイム の存在 を想 定する と,雄 と同居 させて性周期 の回

帰 を促 した群で はアイ ソザイム の働 きが活 性化 されたため,WTマ ウス と性周期回帰に差が見

られ な くなったのか もしれな い.す なわ ち6-8週 齢 においては,雄 の不在 によ り性周期の回帰

が促 されなか ったため,20α-HSDの 機能 欠失の効果 が現れや すかったのか も しれな いと考え ら

れる.も し,KOマ ウスの性周期 中にお いて20α-OHP濃 度 の変動が検出できたな ら,KOマ ウ

スの卵巣か ら20α-HSDア イ ソザイムの遺伝子 をクロー ニングす る ことも将来可能になるかも し

れない.

偽妊娠期

本実験 にお いて偽 妊娠 中血中progestin濃 度 を調べたのは3例 であったが,そ のprogesterone

値 の 動態 は おお よそ ラ ッ トにお け る もの と一致 して いた.す なわ ち,WTマ ウス では 血 中

progesterone濃 度は,4日 目を過 ぎるあた りで最高値(約40ng/ml,0日 の約2倍)を 示した後,

徐々に低下 し,10日 頃 に最低値(約18ng/ml)と なった.20α-OHP値 は,4日 目まではprogesterone

濃度 をやや 上回る濃度が測定 されたが,こ れは前回偽妊娠 に関わ った黄体 の数(排 卵数)に 依

存 して上下す ると思われ る.そ の後progesterone濃 度が最低値 を示す10日 目か ら3ng/ml程 度

progesterone濃 度 を上回 り始め,膣 栓確 認 日にはさらに増加 して10ng/mlか ら30ng/mlま で上

回 った.マ ウスで特徴的だ と思わ れたのは,4-10日 目まではprogesterone濃 度の減少 に同調 し

て,20α-OHPも 減少 し,総progestin量 の低下が見 られた ことであ り,偽 妊娠末期 のprogesterone

濃度低 下を主 に20α-OHPへ の代謝に依 存 しているラッ トとは異な る機構が存在する と思われた.

一方KOマ ウスでは
,濃 度の変動 にかな りば らつ きが見 られたが,共 通 して,WTマ ウス と同

様 に10日 目前後 にはprogesterone濃 度がかな り低下 した.従 って偽妊娠10日 目にprogesterone

濃 度 を低 下 さ せ る 機 構 は お そ ら く20αHSDの 発 現 とは独 立 した 制御 で あ る と思わ れ,

progesterone合 成系 自体の抑制が考 えられた.マ ウスでは偽 妊娠末期 にPGF2α によ り黄体細胞 で

アポ トーシスが起 こる ことが報告 されている[Hasumoto et al.1997]が,KOマ ウスにおいても

おそ らく時期特異的な アポ トー シス の発現 によ りprogesterone濃 度がWTマ ウス と同 じ時期 に

低下 した と考 え られる.一 方progesterone値 動態 の傾向 として,WTマ ウスよ りもやや高値を と

り,10日 目に低下はするもののprogesterone濃 度 の減少がWTマ ウスよ りもゆるやかであった.

さ らに,精 管結紮 した雄 と同居 させた場合の膣栓 を確認する間隔は,WTに 比べてKOマ ウス

で有意 に延長 した.偽 妊娠末期 には,progesterone濃 度 の低下 に伴 って次 の卵胞発育 ・排 卵が起

こ り,発 情 前期の暗期 に交尾 し,発 情期 に膣栓 形成が認 め られ るはずである.ス メア像 を偽 妊

娠 中,日 を追 って観察 した結果,膣 栓形成間隔がやや長めで あった個体,す なわちWTマ ウス

の うち膣栓確認間隔が最長(13日)で あった ものやKOマ ウスにお いては,膣 栓確認前に発情

前期の像が連続する こともあった.従 って,こ の結果 か ら予想 されるのは,偽 妊娠中progesterone
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濃度が高 い と,次 の卵胞発 育 ・排卵 が遅延 する傾向が ある ことであ り,KOマ ウス にお いて は

よ り顕 著 にそ の傾 向が現れて,膣 栓 形成時期 に差が 生 じた と考え られた.以 上 よ り,偽 妊娠終

了と次の卵胞発育 ・排卵 を進行 させ るの にはPGF2。 な どによるprogesterone合 成系の調節に加 え

て,20α-HSDに よるprogesterone代 謝系 との協調が重要である と考え られた.

妊娠期

WTマ ウスでは膣栓 形成 を確認 した 日を0日 目とすると,一 般に18日 目の暗期 に分娩 し,分

娩前1日 目か ら高 い20α-HSD活 性が見 られた.KOマ ウスにお いては分娩可能であったが,分

娩後1日 目に20α-HSD活 性は認め られ なか った.妊 娠期間はKOマ ウスでやや延長 している傾

向がみ られ たが,有 意な差は無か った.そ こで分娩後,産 子を確認 した明期 を0.5日 目,そ の

前 日の明期 を-0.5日 目と してWTとKOマ ウスの血中progestin濃 度 を比べる と,分 娩前後の血

中progesterone濃 度 は,WTマ ウスでは約20-30ng/mlに まで低下 し,対 照的に20α-OHP濃 度は

それまでの20ng/mlか ら約60-70ng/mlに まで急 増 した.KOマ ウスで も,progesterone濃 度は

WTマ ウス と同 レベル(約20-30ng/ml)に 低下 したが,20α-OHP濃 度 は10ng/ml前 後 と低 いま

まであった.一 方妊娠中期では,や は り低濃度ではあるものの,分 娩時の1.5倍 程度の20α-OHP

濃度が見 られ,お そ らく20α-HSD活 性 を持つ多 くの分子 による,血 中progesterone濃 度 の上昇

に応 じた変化である可能性がある.KOマ ウス3例 中1例 では,-1.5日 にお いてprogesterone濃

度 が激 減 し,こ の個 体 で は死 亡産子 が確認 され たので,こ の個 体 は除 くと,妊 娠 末期の血 中

progesterone濃 度は,WTよ りもKOマ ウスで高 めの値をとる傾向が見 られた.血 中総progestin

濃度は,分 娩 前-1.5日 目にはWTもKOマ ウス も同 じ位の レベル(60ng/ml強)に まで低下す

るが,そ の後 はWTマ ウスではさ らに上昇 したの に対 し,KOマ ウスで は40ng/mlに まで低下

し,対 照的であった.こ のよ うなKOマ ウス におけるprogestinレ ベルの動態か らは,分 娩時卵

巣か らのprogesterone分 泌の抑制 によ り,分 娩可能な程度 に末梢血 中progesterone濃 度 を低下 さ

せ る機構が考え られる.PGF2α レセ プターのKOマ ウスでは,妊 娠末期 に分娩 を可能 にす るほ ど

progesterone濃 度 が低下せず[Suglmoto et a1.1997],20α-HSDの 発現 も見 られない[Stocco et al.

2000].従 って20α-HSD活 性発現 の上流 にはPGF2。 レセプターの シグナル伝達 が関係 して いる

と考え られる.実 際 ラッ トではPGF2。 が転写因子Nur77を 介 して20α-HSD発 現 を上昇させる と

いう分子 レベルの知 見 もある[Stocco et al.2000].ま た,ラ ッ トでは,妊 娠末期黄体で の20α-

HSD活 性上昇,PGF2α レベルの上昇に先行 して3β-HSD活 性の低下によるprogesterone合 成系の

抑制が見 られ ることか ら[Stocco & Deisl998],20α-HSD KOマ ウスにお いて,3β-HSD活 性抑

制 も代償性 に亢進 して いる可能 性 も考え られ る.分 娩 に関 してはおそ らくそ の重要性 か ら,

20α-HSD以 外 にもPGF2α を含 む複数の因子によ りprogesterone濃 度が制御 されてい ることが示

唆 された.
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産子

分娩 に際 して見 られる変化 には,一 般 にprogesterone濃 度 の減少,estrogen濃 度 の増加,子 宮

内oxytocinレ セプターの増加であるが,oxytocinレ セプターKOマ ウス[Nishimori et a1.1996]

と本研究 で用 いた20α-HSD KOマ ウス は分娩可能 であった.一 方 で,oxytocinレ セ プターKO

マウス では,泌 乳 ができず子が育た ない.本 研 究で も,第 一章 において卵巣以外 にも子宮 ,胎

盤,胎 子 における20α-HSDmRNAの 発現 を検 出 している ことか ら,こ のよ うな発現が産子 に

影響 を及 ぼすか ど うかを調 べた ところ,KOマ ウスでは,総 産子 数はWTマ ウス と有意な差が

無いのに対 し,分 娩後1日 目の生存産子数を比較す るとWTに 比べて有意 に減少 していた.す

なわち,分 娩 自体 は可能で あるが,20α-HSDの 機能 が欠損 した ことによ り,妊 娠 中子宮内 にお

いて胎子発育 に何 らかの異常が起 きて いると思われ る興味ある結果が得 られた.

第一章では,胎 子 は子宮や胎盤で発現す る20α-HSDの 働 きによ り低progesterone環 境下で発

育 する という仮説 を立てた.高 濃度progesteroneが 胎子発育 に影 響 を及ぼす という決定 的な確

証 はまだ得 られて いないが,生 存産子 数の減少 の要 因の一 つと して検 討すべ き課題で ある.ま

た,本 実験 では,交 配はKOマ ウスどうし,WTマ ウスどうしで行 ったため,KOマ ウスの子宮

内 にはKO胎 子が入 って いる.従 って,KOマ ウスの雌 をWTマ ウスの雄 と交配 し,母 体はKO,

胎子 はヘテ ロの条件 を作 り,生 存産子 に対する影響 を調べ ることで,胎 子 表皮での発現 の検討

も含め,生 存産子数減少の原因が母体側 にあるのか,胎 子側 にあるのかを検討する必要がある .

また,20α-HSDの 妊娠期子宮 内膜 での発現 は,結 果的 に胎子へのprogesteroneの 影響 を緩和

す るという合 目的的意 味を持つ発現で ある可能性 もあ るが,単 純 に子宮 内膜 上皮細 胞 自体 の機

能発現のた めにprogesteroneを 不活化す る必 要があ る可能性 もあ る.特 に妊娠期特 異的な発現

は,妊 娠 中progesteroneの 十 分な作用 を必要 とす る子 宮 においてそ の不活化 酵素が発現 す ると

い う一見矛盾 した 現象であ り,も し子宮 内膜細胞 自体 においてprogesteroneを 抑 制する必要が

あるとすれ ばそ の因果 関係 に興 味が持 たれ る.ICRマ ウス にお いては,15日 目頃か ら胎子の急

激 な体 成長 に加 えて多産で ある こともあ り,母 体 の腹 部が著 しく大 きくな り始 め,妊 娠 末期 に

はかな り腹 囲は膨 らむ.解 剖す る と,ほ ぼ形態的 に完 成 した胎子 を包む子宮 は,中 の胎 子が透

けて見 え るほど薄 くのびて いた.子 宮平滑筋 はある程度 の伸縮性 で適応 して いると考 え られる

が,20α-HSDの 発現 する子 宮内膜上皮 は,性 周期 中の細 い子宮の径 を考え るととて も伸長 した

だ けとは考え られ ずそ の面積 を補 うため増殖 して いると予想 され る.実 際,子 宮 内膜上 皮細胞

の増殖 は,estrogen や progesteroneの 作用 を受けて増殖 を刺激 された り抑制 された りす るため,

細胞増殖研 究のモ デル として多用 され る.し か しその ほとんどが 卵巣摘出 して 内因性の ステ ロ

イ ド供給 を絶 ち,外 部 か らステ ロイ ドを投与する実験 である-子 宮内膜 上皮細胞 での20α-HSD

発現が,も し細胞 増殖 と関係す るとすれ ば,第 一 章において,妊 娠期Northern hybddizationで

検 出 した20α-HSD mRNA発 現の上昇 には,1細 胞 当た りのmRNA発 現 上昇 と,発 現細胞の増
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殖 によ る上昇 の2つ の可能性が あ り,妊 娠期子宮の膨 らみを考える と,発 現細胞増殖 による上

昇が少 なか らず含 まれて いる と思われ る.事 実,子 宮内膜上皮細胞 の,estrogen作 用 による増

殖 は,progesteroneに よ り抑制 され ることが知 られている[Yamanouchi et al. 2000, Tong et al.

1999].こ の観 点 に立 つ と,KOマ ウスで生存産子数 が減った原 因は,20α-HSD発 現 を失 って

progesteroneの 作用 を受 け,増 殖 できな くな った子宮内膜 上皮細胞 に何 らかの損傷が生 じ,胎 子

の成長 に伴 い多 くの胎子 を維持 できな くなった ことによるとも考 え られる.こ れ につ いては組

織切片上で子宮 内膜上皮細胞 の形態,ま たその増殖 を検出比較す るな どの検討が必要である.

子宮 における発現の制御

Northern hybhdizationに よ り,子 宮で発現 して いる20α-HSDは,卵 巣 で発現 している20α-HSD

と同 じ遺伝子 由来で ある可能性 が示 された.従 って 同 じ制御 領域 を有す ると考え られるが,妊

娠 中期,卵 巣で は20α-HSDの 発現 は抑 制されている と考え られる時期 に,子 宮では20α-HSD

の発現 が高 まって くる.同 じ遺伝子 であ りなが ら,発 現部位 は異な るものの,同 時期 に異なる

発現調節 を受 けて いる可能性が ある.し か しこれ は,妊 娠初期 に新生黄体 での20α-HSD発 現が

PRLサ ージによ る遺伝子 発現 抑制 を受 ける一方,前 世代 の黄体 での20α-HSD発 現 が抑 制を受

けな い ことに見 られるよ うな制御様 式を考える と,意 外な結果 ではな いのか も しれな い.子 宮

内膜上 皮での発現 は,胎 子 を低progesterone環 境 下で発育 させ る可能性 と,さ らに胎子成長 の

ため子宮 の径 を大 きくするという可能性が考え られ,そ の発現が妊娠期 に限 られる ことか らも,

両者は共 に胎子胎盤 の存在 を前提 と して くる.従 ってその発現の制御 には,胎 子成長 による物

理的子 宮拡張刺 激 も考 え られ るが,胎 盤か らのホル モ ンに支配 され ている可能性 もある.実 際

ラッ トでは,20α-HSDの 発現 は妊娠期後 半にお いて は,胎 盤か ら分泌 され る胎盤性 ラク トジェ

ン(PL)に 感受性があ り,発 現 は抑制 される[Soares et al.1991].ラ ッ ト胎盤か らは様 々なPRL

様 ホルモ ン(rPL-1, rPL-I vanant, rPL-II, PRL-like protein (PLP) A, PLPB, PLPC)が 分泌 され

ている.rPL-1とrPL-IIはPRLレ セ プターを介 して作用するが,他 の作用機序は明 らかではな

い.rPL-1は 妊娠6-13日 まで,rPL-IIは13日 か ら妊娠末期 まで分泌され,卵 巣の20α-HSDは 少

な くとも これ らのホルモ ンによ りPRLレ セ プター を介 して発現 抑制 されて いる[Soares et al.

1991,Zhong et a1.1997].マ ウスの胎盤 にも, mPL-I[Colosi et al.1987], mpL.II[Colosi et al.1982]

に加えて,プ ロ リフェリン(PLF)[Linzer et a1.1985]の 分泌が報告 されている.PLFは 胎子胎

盤か ら分泌 され る糖蛋 白であ り,そ のmRNA発 現 は8日 目か ら検 出され,10-12日 目にピーク

に達 し,16日 目までに低下 し,分 娩 まで低 く推移する.PLFは いわゆるPLと は異なるが,PRL

と構造が似 ているため,細 胞 増殖作用 を含めたPRL様 の作用 を もつ可能性が ある .ま たPRL

レセプ ター は,オ ール タナテ ィブス プライ シングによ り異な る分子 が存在 し,細 胞質内 ドメイ

ンの長 さによって,ロ ング フォーム(PRL-RL)と ショー トフォーム(PRL-Rs)に 分類 される[Kelly
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et a1. 1991].マ ウ ス に お い て は シ ョ ー トフ ォ ー ム が3つ(PRL-Rsl, PRL-Rs2, PRL-Rs3),ロ ン グ

フ ォ ー ム が1つ(PRL-RL1)報 告 さ れ て い る[Clarke & Linzer 1993].一 般 にPRLシ グ ナ ル はPRL-RL

を 介 して 伝 達 さ れ る が,ラ ッ ト卵 巣 特 異 的 に 発 現 す る 蛋 白PRAP(PRL receptor associated protein)

はPRL-Rsを 介 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る[Duan et al.1996].こ の よ う に 卵 巣 に お い て20α-HSD

発 現 を 抑 制 す るPLは,PL自 身 の 種 類,ま た 作 用 す る レ セ プ タ ー の 種 類 を 使 い 分 け る こ と に よ

り,幾 通 りか の 作 用 を 発 揮 で き る も の と 考 え られ る た め,妊 娠 後 期 卵 巣 と 子 宮 内 膜 上 皮 で の 異

な る20α-HSD発 現 制 御 はPLに 由 来 す る 現 象 で あ る 可 能 性 も 考 え られ た.
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表3-1. KOマ ウス にお ける性周期 回帰の変化.

6-8週 齢のWT,KOマ ウス(各n=10)は 雌 のみの群飼,10-26週 齢 の

WT, KOマ ウス(各n=20)は 雌10匹 ずつの群飼 に雄 を近接 して同居 させ,

14日 間毎 日膣ス メア像 を観察 し,各 ステー ジの 日数 を示 した(mean±SE)

6-8週 齢 の群 ではKOマ ウス にお いては発 情休 止期 の 日数,発 情休止期 の

連続 日数 に有意な増加が見 られた.
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図3-1. PCRに よるF1マ ウス尻尾か ら抽 出 した ゲノムDNAを 用いた遺伝 子型決定 .

int4/5-F primerとE5 Revs-2 primerに よ り ,wild type geneか ら は889bpの フ ラ グ メ ン トが,

neo PGK-F primerとE5 Revs-2 primerに よ り ,mutant geneか ら は499bpの フ ラ グ メ ン ト を

検 出 し,遺 伝 子 型 を 判 別 し た.
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図3-2. F1マ ウ ス 肝 臓 ゲ ノ ムDNAを 用 い たSouthern blottingに よ る 遺 伝 子 型 解 析.

A)WT,ヘ テ ロ,KOマ ウ ス 肝 臓 か ら抽 出 し た ゲ ノ ムDNAをPstIで 消 化 し(左) ,

3'probeに よ りSouthern blottingを 行 っ た(右).

B)WT,ヘ テ ロ,KOマ ウス肝臓 か ら抽 出 したゲ ノムDNAをBglIで 消化 し(左),

5'probeに よ りSouthern blottingを 行 っ た(右).
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図3-3. KOマ ウ ス に お い て 予 想 さ れ るmutant geneの 発 現.

mutant geneに お い て は,RNA polymeraseに よ るRNA合 成 は,お そ ら くEGFP発 現 カ セ ッ ト

内 のpolyadenylation signalを 越 え,E9下 流 のpolyadenylation signalに ま で 及 び,そ の 後

ス プ ラ イ シ ン グ に よ り,ElとE2以 下EGFP発 現 カ セ ッ トを コ ー ドす るmRNAと,外 来 性 の

E2以 下EGFP発 現 カ セ ッ トを ス キ ッ プ し たE1か ら 直 接E5以 下 が 連 結 し たmRNAの2種 類 が

生 成 さ れ た と 予 想 さ れ る.
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図3-4. F1マ ウ ス 分 娩 後1日 目 の 卵 巣 に お け るEGFPの 発 現.

A)RT-PCRに よるEGFpmRNA発 現の検 出.

B)KOマ ウス黄体 でのEGFP発 現 による蛍光の検 出(左 右 共).

CL:黄 体.FC:卵 胞.
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図3-5. F1マ ウ ス 分 娩 後1日 目 の 卵 巣 に お け る20α-HSD発 現 と 活 性.

A) WT,ヘ テ ロ,KOマ ウ ス の,分 娩 後1日 目 卵 巣totalRNAを 用 い て ,全 長 の マ ウ ス 卵 巣

20α-HSDcDNAをpmbeと し てNorthern hybridizationを 行 っ た ,KOマ ウ ス で は,E2か らE4が

欠 失 し た 転 写 産 物 が 検 出 さ れ た.

B) WT,ヘ テ ロ,KOマ ウ ス(各n=1)の,分 娩 後1日 目 卵 巣 蛋 白 を 用 い て 抗 ラ ッ ト20α-HSD抗

体 に よ りWester blottingを 行 っ た.KOマ ウ ス で は,シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な か っ た,

C) WTとKOマ ウ ス(各n=3)の,分 娩 後1日 目 卵 巣 サ イ トゾ-ル に お け る20α-HSD活 性 を 測 定

した.KOマ ウ ス で は 活 性 は 見 ら れ な か っ た.
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性 周期 中の卵巣サイ トゾール にお ける20α-HSD活 性

図3-6. F1マ ウ ス 性 周 期 中 卵 巣 に お け る20α-HSD活 性.

A)性 周期中,無 作為に採材 した卵巣サ イ トゾール 中の,20α-HSD活 性 を

WT,ヘ テ ロ,KOマ ウス(各n=3)に おいて測 定 した.KOマ ウスで も,

活性 の見 られ る ものが存在 した.
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図3-7. WT, KOマ ウス性周期ス メア像 の変化.

6-8週 齢のWT, KOマ ウス(各n=10)は 雌 のみの群飼,10-26週 齢のWT , KOマ ウス(各n=20)

は10匹 ずつの群飼に雄 を同居 させ て14日 間毎 日膣スメ ア像 を観察 した .6-8週 齢 にお いて は

発情休止期 が延 長 している傾 向が見 られ る.数 字はマウスの個体番号 を示す .

E;発 情期.P;発 情前期.D;発 情休止期.(右 上に表示)
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※P<0.01

図3-8.偽 妊娠期膣栓確 認間隔 日数 の比較.

WT(n=11)とKO(n=16)マ ウス を精管結紮 した雄 と同居 させ,膣 栓 を確認す る

間隔 の 日数 を比較 した.KOに お いて有意な延長が見 られた.
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▲ 膣栓確認 日

図3-9.偽 妊 娠 中 血 中progestin濃 度 の 変 化.

WT, KOマ ウス(各n=3)を 精管結紮 した雄 と同居 させ,膣 栓 を確認 した 日をDay Oと して,

次 に膣栓 を確 認する までの血中progestin濃 度を測定 した.KOで は,WTに 比べて膣 栓確認

間隔は有意 に延長 したが,血 中progesterone濃 度は,WTもKOも ほぼ同様 の時期 に低 下した.
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▲ 分娩 産子数

図3-10.妊 娠 末 期 に お け る 血 中progestin濃 度 の 変 化.

WT (n=2),KO (n=3)マ ウ ス に お い て,出 産 を 確 認 し た 目 をDay O5と し て,血 中progestin

濃 度 を 測 定 し た.KOマ ウ ス で は,分 娩 時20α-OHP濃 度 の 上 昇 は 見 ら れ な い が,出 産 直 前 にはJ

progesterone濃 度 は 著 し く 低 下 し た.
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※P<0 .01

図3-11. WTとKOマ ウ ス に お い て,分 娩 後1日 目 に 確 認 し た 産 子数 の 比 較 ,

B)総 産 子数.KO (n=14)とWT(n=12)に 有 意 な 差 は 見 ら れ な い,

A)生 存 産 子 数.KO (n=17)に お い てWT (n=12)よ り も有 意 に 減 少 し た .
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図3-12.F1マ ウ ス 妊 娠18日 目 の 子 宮 に お け る20α-HSD遺 伝 子 転 写 産 物 の 検 出 ,

子 宮 か ら抽 出 し たtotal RNA(10μg)か ら,マ ウ ス 卵 巣20α-HSD cDNA

全 長 配 列 をprobeに 用 い てNorthern hybridizaIionを 行 っ た ,妊 娠 子 宮 に お い て も,

E2か らE4を 欠 失 し た 短 い 転 写 産 物 が 検 出 さ れ た こ と か ら
,20α-HSDの 機 能 が

欠 損 し て い る と 考 え ら れ る.
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総合考察

20α-HSDは,NAD(P)(H)を 補 酵 素 と し,progesteroneを 生 物 学 的 に 不 活 性 な20α-OHPに 代 謝

す る 酵 素 で あ る が,特 に 趨 歯 類 卵 巣 に お い て 機 能 的 黄 体 退 行 時 に 発 現 の 高 ま る 酵 素 と し て 注 目

さ れ て い る.こ れ ま で 当研 究 室 を 含 め,主 に ラ ッ ト を 用 い て 研 究 が 進 め られ,そ の 性 周 期 中,

偽 妊 娠 中,妊 娠 中 に お け る 動 態[Pupkin et a1. 1966, Wiest et al. 1968, Hashimoto & Wiest 1969ab,

Uchida et a1. 1969, Wiest 1970, Bast & Melampy 1972, Lacy et al. 1976, Albarracin et a1. 1994, Akinola

et a1. 1997],発 現 蛋 白 の 精 製[Noda et al. 1991],2種 類 の ア イ ソ ザ イ ム(20α-HSD1及 び20α-

HSD2)の 同 定[Noda et a1. 1992, Seong et a1. 1992, Yoshida et al. 1992],cDNAの ク ロ ー ニ ン グ

[Miura et a1. 1994],イ ン ヒ ビ タ ー の 合 成[Ricigliano & Penning 1986, Yoshida et a1. 1997],ゲ

ノ ムDNAの ク ロ ー ニ ン グ[Zhong et a1. 1998]と,詳 細 か つ 丁 寧 に 解 析 が 進 め られ,知 見 が 蓄

積 して い る.20α-HSDは,ラ ッ トで は 排 卵 後 の 黄 体 がprogesteroneを 分 泌 し始 め る 約48時 間 後

に 発 現 を 開 始 し,progesterone産 生 母 地 で あ り,そ の 後 も 約3周 期 形 態 的 に 残 存 す る 黄 体 内 に お

い て 直 接progesteroneを 不 活 化 す る.従 っ て ラ ッ トで は 性 周 期 中 実 質 的 に 黄 体 相 が 欠 失 し,そ

の 不 完 全 性 周 期 の 回 帰 に,大 き く 貢 献 す る こ と が 本 酵 素 の 機 能 の 大 き な 特 質 で あ る と考 え ら れ

る.一 方 黄 体 が 機 能 化 す る 必 要 が あ る 場 合,す な わ ち 受 精 の 可 能 性 を 有 す る 交 尾 刺 激 を 受 け た

場 合 に は20α-HSDの 発 現 は 抑 制 され る.こ の 抑 制 は,神 経 内 分 泌 反 射 的 に 下 垂 体 か ら分 泌 さ れ

るPRLサ ー ジ に よ る が,交 尾 後 妊 娠 に 至 ら な か っ た 場 合 に は,機 能 化 した 黄 体 は 完 全 性 周 期 動

物 と 同 様 約14日 間 のprogesterone分 泌 相 を 経 過 す る た め,そ の 発 現 の 有 無 が 完 全 性 周 期 と不 完

全 性 周 期 を 区 別 す る 決 定 的 因 子 で あ る と い う 可 能 性 が あ る.ま た ラ ッ トの 生 殖 機 構 に お い て は,

progesterone濃 度 の 低 下 時 期 に 同 期 し て,偽 妊 娠/妊 娠 末 期 に 活 性 が 高 ま る た め,progesterone

作 用 の 解 除 に 有 効 に 機 能 し て い る と 考 え ら れ る.一 方 黄 体 の 機 能 制 御 に は 多 く の 因 子 が 関 与 し

て お り,一 般 に 多 く の 動 物 で 主 要 な 黄 体 退 行 因 子 で あ るPGF2。 も ラ ッ ト黄 体 退 行 に お い て 機 能

的,形 態 的 両 方 に 作 用 を 有 す る こ と,PGF2α の シ グ ナ ル が20α-HSD発 現 を促 進 す る こ と[Stocco
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et al. 2000]な ど も 明 らか に な りつ つ あ る.さ ら に 妊 娠 末 期,20α-HSD発 現 の 上 昇 に 先 行 し て

progesterone濃 度 の 減 少 が 見 ら れ る こ とか ら,PGF2α 等20α-HSD以 外 の 黄 体 退 行 因 子 の 働 き や,

3β-HSD等progesterone合 成 系 の 抑 制 機 構 も 関 与 し て い る と 考 え られ る.一 方 偽 妊 娠 末 期 で は,

progestin量 は ほ ぼ 一 定 に 維 持 さ れ て い る た め[Saito et al. 1988, Matsuda et a1. 1990], progesterone

濃 度 低 下 に は20α-HSDに よ る 機 能 的 退 行 が 主 に 作 用 す る と 考 え ら れ る.ま た,偽 妊 娠 末 期

progesterone値 の 低 下 に,20α-HSDと 共 に,細 胞 内cholesterolの 量 を 負 に 調 節 す るP450c26が 協

調 して 働 く こ と が 示 さ れ て お り[Yoshida et a1. 1999],本 酵 素 単 独 の 作 用 が 実 際 の と こ ろ 謬 歯 類

の 黄 体 に ど の よ う に 寄 与 し て い る の か に 興 味 が 持 た れ る.

ラ ッ トで は 卵 巣 に 止 ま ら ず 胸 腺[Hirabayashi et al. 2001]や 胎 盤[Shiota et al. 1993ab,三 浦 ら,

1995],微 量 な が ら脳,肝 臓,腎 臓,子 宮 で も[三 浦 ら,1995]20α-HSDの 発 現 が 見 られ る.胸

腺 で の 発 現 はprogesteroneの 免 疫 抑 制 作 用 に 対 す るT細 胞 側 の 制 御 因 子 と し て の 働 き[Weinstein

1977,1981,Weinstein et a1. 1977]が,胎 盤 で は 胎 子 ・胎 盤 に お け る 高 濃 度progesteroneの 緩 和

作 用 が[Shiota et a1. 1993ab]推 定 さ れ て お り,い ず れ に お い て も 高 濃 度 で 作 用 す る 多 彩 な

progesterone作 用 の 修 飾 因 子 と し て の 側 面 が 伺 わ れ て い る 本 酵 素 で あ る が,決 定 的 な 確 証 に 欠 け

て い る の が 現 状 で あ る.

この ような経緯を経て,20α-HSD発 現 の生理的意義 をさ らに明 らかにす るべ く,20α-HSD遺

伝子 欠損 動物の作製が視 野に入れ られるよ うにな った.本 研究は,20α-HSD遺 伝子 ノックアウ

ト(KO)マ ウス を作製 し,そ の表現 型の解 析 を通 して,改 めて20α-HSD発 現 の意義 を包括的

に理解する ことを目的 としている.

マ ウスは ラッ トと同 じく不完全性周期動物 であ り,そ の生殖機構 もおおかた ラッ トと同様で

あると考え られ るが,マ ウスで20α-HSD遺 伝子を欠損 させる以 上,マ ウスにお いての20α-HSD

の発現動態 を認識 してお く必要がある.第 一章では,ま ずマウス20α-HSDcDNAの クローニン

グを行 いそ の発現 につ いて解析 した.ICRマ ウス卵巣 のcDNA libraryか らは,ラ ッ ト卵巣 の

20α-HSDと93%の 高い相 同性 を有す るマ ウス20α-HSDcDNAが 単離 された.マ ウス卵巣20α-

HSDcDNAに コー ドされる323個 のアミノ酸には,aldo-keto reductase (AKR) superfamilyに 属

す る酵素 としてそ の活性発現に必須 とされる4つ のア ミノ酸,Asp 50, Tyr 55, Lys 84, His 117

が保存 されていた.こ のcDNAをprobeに 用 いたNorthern hybhdization, in situ hybndizationの

結果,progesteroneの 減少に20α-OHPの 上昇が伴 う分娩前後の卵巣黄体でマウス20α-HSDの 発

現 は高 まって いた ことか ら,マ ウスで もラッ トと同様 分娩 時黄体 の機能的退行 に関わ る ことが

示 された.さ らに卵巣以外にも妊娠期特異的 に10日 目以降の子宮 内膜上皮,10日 目頃の胎盤,

15日 目の胎子表皮で発現 が見 られ,特 に子宮内膜 上皮での発現 は10日 目以降16日 目にピーク

を迎 え分娩 日の18日 目まで発現す るとい う動態 を示 し,同 じく妊娠15日 目前後 に ピー クを迎

える血 中progesterone濃 度 との関連が伺われた.一 方胎子血 中,胎 水 中のprogesterone濃 度が,
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それぞれ母体血中の14%以 下,25%以 下であった ことか ら,胎 子発育環境では母体血 中ほ ど高

濃度のprogesteroneは 存在 して いない と考え られ,こ のprogesterone値 の低下 に20α-HSDの 発

現が関わ る可能性が示唆 された.

第二章で は,20α-HSD cDNAを 元 に20α-HSDゲ ノムDNAを クローニ ングす ると共に,タ ー

ゲテ ィングベクターを作製 してキメ ラマウス を誕生させた-ゲ ノムDNAの ク ローニ ングでは,

互 いに高 い相 同性 を有す るsuperfamilyの 中か ら20α-HSDを 単離す ることを考慮 し,20α-HSD

のイ ン トロ ン配列 もprobeの 配列に加 える とい う工夫を施 しprobeの 特異性 の向上 を図った.

単離 された5つ のゲ ノムクロー ンを統合 した ところ,20α-HSD遺 伝子 はエクソン(E)1か らE9

まで約18kbに 渡ることが明 らかにな った.ま たエクソンの長さは全て,ラ ッ トとヒ トの20α-

HSD遺 伝子 と一致 してお り,さ らにゲ ノムDNAの 構造 もヒ トの20α-HSD遺 伝子 と類似 して い

た ことか ら,こ れ らの遺伝子の種 を越 えた近縁性 が感 じられた.

20α-HSDは3α-HSD,17β-HSDType5と 共にAKR superfamilyに 属する[Noda et a1. 1993, Miura

et al. 1994, Penning 1997].AKR superfamilyに 属す る酵素 は広 く哺乳類か ら,両 生類,植 物,

細菌 においても存在 し,そ の基質 も脂肪族や芳香族 アルデ ヒド,単糖類,ス テ ロイ ド,prostaglandin,

多環式芳香族炭化水 素,イ ソフラボ ノイ ドな ど幅広い[Jez et al.1997].し か しその多機能性 と

は対照的 に,各 々の分子は約320ア ミノ酸か ら成 り,単 量体で(α/β)8バレル,2つ のヘ リックス,

3つ のルー プを有 す るな ど構造 的に保 存性が高 く,ア ミ ノ酸組成 の違いによ りその多機能性 を

可能 に して いると考 えられる.さ らにその補酵素NAD(P)(H)結 合部位は,AKR superfamilyす べ

ての分子 にお いて同一のア ミノ酸(Asp50, Tyr55, Lys84, His117)で 構成 されてお り,活 性

発現 に必須である.マ ウス卵巣の20α-HSDに おいて も,そ れ ら4ア ミノ酸 は保存されてお り,

ゲ ノムク ローニ ングの結果,E2か らE4に 渡 る約2kbと いう比較的短い領域 にコー ドされてい

る ことが判明 したため,タ ーゲティングベ クターは,こ の領域を標的破壊部位 として構築 した.

ターゲ テ ィン グベ クター 上の置換 領 域 と して,ポ ジテ ィブ選別 用の ネオマイ シ ン耐性 遺伝子

[Soriano et a1.1991]に 加 えて,ノ ックアウ トマウスにおいて20α-HSDの 遺伝子発現 も検出で

きるよ う,EGFP遺 伝子 もE2の 途 中か ら挿入 した.ま たネガテ ィブ選別用 には,ジ フテ リア ト

キ シンA断 片遺伝子[Yagi et al.1990]を ベクター に連結 した.ES細 胞(El4.1,129系 統)へ

のエ レク トロポ レー ションの結果,1050個 のESク ロー ンか ら,相 同組み換 えの確認 された ク

ロー ンを4個 単離 した.そ の うち染色体数に異常の見 られなかった2ク ロー ンか ら,キ メラマ

ウス13匹 を得た.キ メラマウスをC57BL/6Jと 交配 させ,9匹 のキ メラマウスでES細 胞 の生

殖系列細胞 への分化が見 られた ため,そ の うち産子全てがES細 胞 由来のゲ ノム を継承 してお

り,か つ繁殖成績 も良いキ メラマウスを選んで,KOマ ウス産 出用 に用いた.

第三章では,キ メラマ ウス とC57BL/6Jを 交配 し,得 られたF1ヘ テロマウスを用 いて,KO

マ ウスを産 出 した.KOマ ウ スが 生 まれ る確率 はメ ンデルの法則 に従 っていたため,ヘ テ ロマ
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ウ ス母 体 か らは異 常 な く発 生 す る と考 え られ た.KOマ ウス は 外 見 上 特 に 異常 は な く,

conventionalな 条件で飼 育可能であ った.以 降KOマ ウスの解析 には,こ のC57BL/6Jに1回 戻

し交配 した129/C57BL6JのF1マ ウスを用 いた.KOマ ウスで分娩後1日 目の,mutant geneに

お ける遺伝子 発現 を調べた と ころ,置 換挿入 したEGFPは その遺伝子 の発現や蛍光 も認 め られ

たが,20α-HSD自 身の配列につ いて も,E1の 後に直接E5が 連結 した短 い配列が転写 されてい

た.そ の転写産物 か ら予想 される翻訳産物の分子量は20α-HSDの37kDaよ りも小 さい23kDa

であったが,抗 ラッ ト20α-HSD抗 体 を用 いたWestern blottingに よって,KOマ ウスの卵巣に陽

性反応 は認め られなかったため,翻 訳産物は存在 しないと考え られ た.

膣 ス メア像 観察 によ り性 周期 回帰 を検討 した結果,KOマ ウスにお いて も性周期 は回帰 した

が,発 情休 止期の 日数,発 情休 止期持続 日数 には有意 な増加が認め られ,黄 体 の退行が 遅延 し

ている ことが示唆 された.し か しラッ ト性周期中 において高 レベルに維持 される20α-OHP濃 度

か ら予想 され るよ りもそ の遅延 の程度 は小さ く,マ ウス においては ラッ トよ りも性 周期 回帰機

構における20α-HSD活 性の作用の寄与の度合 いが異なる可能性が考え られた.ま た性周期 中無

作為に選 んだKOマ ウス卵巣では3例 中1例 にお いて20α-HSD活 性が検出された ことか ら,

20α-HSD活 性を有するアイソザイムが存在する可能性も浮上した.し か し,前 世代の黄体が残

存すると考え られる偽妊娠中や,新 たな卵胞が発育すると思われる妊娠末期においても,KO

マウスにおいて20α-OHPが 常に低値に維持されることを考慮すると,ア イソザイムの存在は,

性周期中でもさらに時期特異的な発現を想定する必要があると思われ,ま た機能欠損 している

はずの活性が検出されたことには,も う少 し慎重な検討が望まれる.一 方で,雄 を同居させる

ことでこの発情休止期の延長が認められなくなったことに,フ ェロモンの影響が関与する可能

性が考えられた.

精管 結紮雄 と同居 させ交配 し,偽 妊娠 を誘起 した場合,KOマ ウスにお いて は,次 回の膣栓

形成までの 日数が平均14.1日 であ り,WTマ ウスの11.6日 に比べて有意 に延長 した.偽 妊娠 中

の末梢血中progesteroneと20α-OHP濃 度 を測定 した ところ,KOマ ウスでは常 に20α-OHP濃 度

は10ng/ml前 後 に低 く維持 されて いたにも関わ らず,偽 妊娠10日 目頃まで にはWTマ ウスと

同 レベルまでprogesterone濃 度は低下 した.KOマ ウスで見 られるprogesterone値 の低下は,黄

体 にお け るステ ロイ ド合成の低下 を反映す ると考え られ るた め,偽 妊娠 末期 にマ ウス黄体 にア

ポ トー シス を誘導 する とされ るPGF2α の関与が予想 された.興 味深 い ことに,ラ ッ ト偽 妊娠黄

体 は,機 能的退行 を完 了 して いるにも関わ らず,そ の形態 は偽妊娠19日 を過ぎて も殆 ど退行が

見 られない[Olofsson et al.1990].Yoshidaら[1999]が 偽妊娠末期 に20α-HSD活 性の阻害剤投

与によ り,20日 目までは偽 妊娠の延長 を観察 している ことか ら,ラ ッ トでは偽妊娠黄体 の形態

的退行 がかな り遅 れ る機構 を有 する と考 え られ,ラ ッ トとマウスの偽妊娠終 了には異な る制御

機構 の存在する可能性 も考 え られた.一 方,低 下前のprogesteroneの レベルは,WTよ りもKO
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マウスの方で高く維持される時期が延長している傾向があるため,お そ らくKOマ ウスにおけ

る膣栓形成の遅れは,卵 巣内卵胞発育 ・排卵の遅延による交尾許容時期の遅れに起因すると考

えられ,マ ウス偽妊娠回帰において20α-HSDは 偽妊娠の終了に続く卵胞の発育 ・排卵に重要な

作用をもつと考えられた.

KOマ ウスは分娩 可能で あ り,そ の妊娠期間,分 娩間隔 はWTマ ウス と有意な差は認め られ

なかった.周 産期における20α-OHP濃 度は,WTマ ウスで分娩前後に著 しく増加 したのに対 し,

KOマ ウスで は10ng/ml前 後の低 い値が維持 された.分 娩直前のprogesterone濃 度は,や は りKO

で もWTマ ウスと同 レベル にまで低下 したが,分 娩直後には妊娠期 と同 レベル に再上昇 した.

この結果 よ り,分 娩時期特 異的に強力な ステ ロイ ド合 成の抑 制機 構の存在が示唆 され たが,妊

娠末期 にお ける着実なprogesterone濃 度の低下はその時期WTマ ウスでの20α-HSD発 現,ラ ッ

トで の 知 見 を 考 え る と以 外 な 結 果 で あ っ た.ラ ッ トで は 妊 娠 末 期,LH作 用 に よ る,progesterone

合 成 酵 素3β-HSD活 性 の 低 下 に よ り黄 体 内progesteroneレ ベ ル が 低 下 し,PGF2α の 増 加 と,20α-

HSD活 性 の 上 昇 を も た ら す と考 え ら れ て い る[Stocco & Deis1998].従 っ て3β-HSD活 性 の 低

下 に よ るprogesterone合 成 系 の 抑 制 が20α-HSD KOマ ウ ス で 亢 進 して い る 可 能 性 が 考 え られ る.

PGF2α は,多 く の 動 物 種 に お い て 主 要 な 黄 体 退 行 因 子 で あ り,ウ サ ギ,ブ タ,ヒ ツ ジ,ウ シ,ウ

マ,霊 長 類 の 黄 体 に お い て 産 生 さ れ,ま た そ の レセ プ タ ー も,モ ル モ ッ ト,ヒ ツ ジ,ヒ ト,ブ

タ に お い て 発 現 して い る[Olofsson & Leung 1994].ラ ッ トや マ ウ ス に お い て も20α-HSDと 並

ん で 主 要 な 黄 体 退 行 因 子 で あ り,黄 体 に お い て 産 生 さ れ,そ の レ セ プ タ ー も 黄 体 細 胞 膜 に 発 現

し て い る[Olofsson et al. 1990].PGF2α レセ プ タ ーKOマ ウ ス で は,分 娩 時progesterone濃 度 が 低

下 せ ず,分 娩 が 起 こ ら な い.ま た こ の マ ウ ス で は,分 娩 時20α-HSDは 発 現 し な い[Stocco et al.

2000].従 っ て20α-HSDKOマ ウ ス に お い て 分 娩 時progesterone濃 度 の 低 下 を も た ら し た の は

PGF2α シ グ ナ ル で あ る 可 能 性 も あ る.一 方,KOマ ウ ス に お い て 分 娩 時 著 し く 低 下 し たprogesterone

は,分 娩 後 に 急 激 に 再 上 昇 し た た め,分 娩 時 のPGF2α の 作 用 は 一 過 的 で あ る 可 能 性 が あ る.

Sprague-Dawleyラ ッ トに お い て,Wiestら[1968]は 分 娩 前20α-HSD活 性 上 昇 前 の 総progestin

量 低 下 を 観 察 して お り,ま たLacyら[1976]も 同 様 の 結 果 か ら,ラ ッ ト黄 体 の 退 行 が,20α-HSD

活 性 と い う 単 一 の 因 子 の み で は 説 明 で き な い と 示 唆 して い る.Bussmann[1989]は,分 娩 前 の

progesterone値 低下 につ いて,20α-HSD活 性上昇前に,黄 体 にお いて発現 の高 まったPGF2α レセ

プター にPGF2α が飽和する ことでprogesterone合 成が低下す ることを示 し,ま た この合成抑制が

一過 的で ある ことを,そ の後 のPGF2α レセ プター の下方制御 によるPGF2α 作用 の低 下 とい う形

で推察 して いる.従 ってKOマ ウスに見 られた分娩時一過的なprogesterone濃 度 の低下は,PGF2α

の作用 による可能性 も考 え られる.こ の ように考 える と,妊 娠末期 にお けるprogesterone分 泌

を低下 させ る機構 は,偽 妊娠 末期 とは異 な り,ラ ッ トとマウスで共通 したものである可能性が

ある.
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KOマ ウスにお いて 生存産子 数が有意 に減 少 していた ことは興 味を引いた.し か も確認 でき

る限 り総産子数 自体 はWTとKOマ ウスで有意な差が無 いことか ら,物 理的に分娩は可能で も,

妊娠 中何 らかの影響 によ り胎子 に異常が起 きて いる可能性がある.KOマ ウス1例 において分

娩直前の18日 目に解剖 した ところ,左 右の子宮 にはそれぞれ3匹 と4匹 の胎子が入っていたが,

4匹 入 って いる方の子宮にお いて,1匹 はかな り胎子 の形態が完 成 した状態で既 に死亡 し濃 く茶

変 してお り,他 の胎子は生存 して いたが,そ の子宮 自体が もう片方 に比べ茶色 く黒ずんだ色 を

呈 していた.第 一章の結果 よ り,マ ウスでは,妊 娠期特 異的 に,子 宮,胎 盤,胎 子 において20α-HSD

の発現が認め られる.こ の生存産子数減少 に,こ れ ら卵巣以外での20α-HSD機 能欠失の効果が

影響 して いる可能性は高い.特 に子宮 にお いてはKOマ ウスで もWTマ ウスよ りも短い転写産

物が検 出 された こ とか ら,卵 巣 と同 じ遺伝子 の発現 である ことが確認 され たため,子 宮 にお い

て もそ の機能 の欠失 が考え られ,KOマ ウス を用 いた本研 究 によ り,20α-HSDが 妊娠維持 に必

要な高progesterone環 境下 において,胎 子 の正常 な発 育や生存 に重要な役割 を果 た して いる こ

とが示唆 された.さ らに,Northern hybridizationに よるKOマ ウス子宮 におけるシグナルは,WT,

ヘテ ロマ ウスの シグナル よ りも著 しく弱 いものであった.従 って,子 宮内膜 上皮における発現

には,胎 子 発育環境 にお ける高progesterone濃 度 の緩和 とい う合 目的的機能 に加 えて,子 宮内

膜 上皮細胞 自体が20α-HSD機 能欠失の影 響を受 けている可能性 も考え られる.Progesteroneは

子宮 内膜上皮細胞において,estrogen誘 導性の増殖を抑制する ことが知 られて いる[Yamanouchi

et al. 2000].従 って もしKOマ ウスにお いて胎子発育に子 宮内膜上皮細胞の増殖が伴わない こ

とによ り子宮が損傷するような現象が起こっていれば,そ れが生存産子数減少に関わるという

可能性も考えられた.加 えて,ヘ テロマウス母体からのKOマ ウス産出率はメンデルの法則に

従っていたが,生 存産子数減少はKOマ ウス母体が子宮内にKO遺 伝子型の胎子を宿している

場合に観察されたため,生 存産子数減少が母体側の要因のみによるのか胎子側の要因との兼ね

合いによるのかを確かめる必要があり,KOマ ウス子宮内でヘテロマウス胎子が発育するよう

な条件も設定し,さ らに検討を進めたい.

卵巣 と子宮で発現する20α-HSDが,同 一の遺伝子 に由来することが示 された.し か し子宮で

20α-HSDが 発現 して くる妊娠後半期 では,卵 巣 での20α 一HSD発 現 は抑制 されて いるはずで あ

り,発 現部位 は異なる ものの,同 時期 に異な る発現調節 を受 けて いる可能性が考 え られ,そ の

発現調 節機構 に興 味が持たれ る.子 宮 内膜 上皮での発現が妊娠期特 異的であ ることか ら,そ の

発現 には胎子 あるいは胎盤 由来の 因子 の関与が考え られ る.ラ ッ トでは,妊 娠期後半 は,胎 盤

か らの胎盤性 ラク トジェ ン(PL)に よ り前半 に引き続き20α-HSDの 発現が抑制され る[Soares et

al. 1991,Zhong et al.1997].マ ウスにおいて も数種類のPLやPRLレ セ プターが存在す るため,

子宮 内膜 上皮での20α-HSDの 発現 に これ らPLが 関わ って いる可能性 も考え られた.

以 上本研 究 によ り,20α-HSDの 機能 を欠失 したマウスで も黄体 の退行 は起 こり,生 殖周期全
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体 と して は回 帰 可 能 で あ る こ とが 示 され たが,マ ウス黄 体 の退行 に は,20α-HSDに よ る

progesteroneの 異化 と,PGF2α な どによ るprogesterone合 成 系の抑制の協調作用が重要で あると

考え られた.さ らに,妊 娠子宮 内におけ るprogesteroneの 異化 が阻害 される と,生 存産子数 が

減少 した ことか ら,哺 乳類共 通の妊娠機構 にお いて,そ の維持 に必須であるprogesteroneの 代

謝酵素 として,20α-HSDが 胎子発生過程 にも関与 して いるという重要な機能を明 らかにす る こ

とがで きた.こ れ らの知見 は,哺 乳類の性周期 回帰機 構や 妊娠維持機構,分 娩初来機構 の比較

生物学的理解 を深める ことに貢献するもの と考え られる.
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ます.

実験結果のディスカッションや,具 体的な実験において惜しみない協力をいただきました当

教室大学院生の平林啓司君に感謝致します.

終始有益な助言や励まし,特 にターゲティングベクターの作製において大変御世話になりま

した細胞機能研究分野同期生の角田茂君に感謝致します.
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ウエス タンブロ ッテ ィングの指導 を始 めあたたかい励 ま しと御協 力をいただ きま した 当教室

研究員 の有賀美也子博士 に感謝致 します.

医科学研究 所在 中は快 く実験の相談 に応 じて頂き,ま た あたたか く迎 え入れて くださいま し

た柴田進和 博士,西 条忍 博士,崔 秉 日博士,中 江進氏,松 木大造 氏,小 滝逸 人氏 をは じめ細胞

機能研究 分野 のみな さまに感謝致 します.

当研 究室 にお いて,あ たたか い励 ま しと御協 力をいただきま した窪田邦宏氏,茂 木一孝君,

松室 三重 さん, Walimuni Samantha Nilanthi Jayasekaraさ ん,池 邑良太君,藤 岡仁美さん,米 沢智

洋君 をは じめ とす る獣医生理学教室のみな さまに感謝致 します.

本研究のために尊い命 を犠牲 にし,ま たかわ いらしい姿で心 を和ませて くれた多 くのマウス,

ラッ トに心か ら感謝致 します.

最後 に,大 学生活10年 間,惜 しみな い経済的援助 とゆるぎな い励ま しで支え続けて くだ さい

ま した父正気,母 三女,兄 浩 に感謝致 します.

2002年2月

石田 真帆
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