
はじめに

哺乳類を含むほとんどの生物の多くの生理学的・行動

学的過程で昼夜のリズムがみられる．これは概日リズム

といわれ，内分泌的には約２４時間に自己維持されている

［１］．概日リズムは入力，ペースメーカー，出力の３要

素からなり，哺乳類におけるペースメーカーの中枢は視

床下部にある視交叉上核（SCN）である．光は中枢時計

の主な同調因子であり，視神経を介した光刺激が SCN

に入力し，主要な時計遺伝子の発現を伴ってペースメー

カーが同期化される．ペースメーカーの分子メカニズム

は，２つの転写・翻訳フィードバックループによって形

成されている．bHLH―PASドメインを含む CLOCKと

BMAL１の２つの転写因子はヘテロダイマーを形成し，

Period（Per）遺伝子や Cryptochrome（Cry）遺伝子の転

写を促進する．生成された PER蛋白質と CRY蛋白質は

複合体を形成して，核内に移行し，CLOCK/BMAL１の

活性を抑制することで自身の転写を抑制している．この

ネガティブフィードバックループによって，約２４時間の

ペースメーカーが維持されている［２，３］．

SCNで同期化されたペースメーカーは，神経シグナ

ルやホルモン分泌を通して末梢組織におけるペースメー

カーを同期化している［４―６］．心臓や肝臓，腎臓，骨

格筋などの多くの末梢組織では，同期化により時計遺伝

子が振動的に発現して，時計遺伝子の下流に存在する組

織特異的な時計支配遺伝子（Clock Controlled Genes）

が概日的な発現を示す．その一方で，末梢組織は中枢か

ら独立したペースメーカーをもっている．末梢組織の同

期化により，睡眠や行動，脂質代謝，腫瘍形成など多岐

にわたって生物の生命現象が調節されている［７，８］．

これまでの研究により，生殖においてもペースメー

カーの関与が示唆されている．時計遺伝子 Clock のノッ

クアウトによりマウスは異常な発情周期を示し，LH

サージが起こらず，結果として不妊になる ［９］．しか

しながら，ラット卵巣の黄体では時計遺伝子 Per1や Per

2の概日的な発現がみられるという報告［１０］に対し，

卵胞では Bmal1や Per2が振動的に発現するが黄体では

否定的な報告もある［１１］．このように卵巣のペースメー

カーでは相反する報告があり，卵巣でのペースメーカー

の存在を含めそれを制御する因子についてほとんど明ら

かではない．本研究では，ラット顆粒膜細胞および黄体

細胞のペースメーカーを解析し，それらのペースメー

カーの機能について検討することを目的とした．

顆粒膜細胞および黄体細胞におけるPER１の細胞

内局在

１２時間明暗周期（点灯時間０８００～２０００）のもとで飼育

している未成熟雌ラット（４週齢）および黄体期の成熟

雌ラットから，点灯後４時間（ZT４）および１２時間（ZT

１２）に卵巣を採取して，免疫組織化学により PER１の

細胞内局在を観察した．図１に示すように，未成熟雌ラッ

トの顆粒膜細胞では，ZT４および ZT１２のいずれも PER

１は細胞質で凝集して局在するのに対し，成熟雌ラット

の黄体細胞では PER１の凝集の様子はみられず，ZT４

では核のみに，ZT１２では核と細胞質の両方に局在する

ことが認められた．しかも，ZT１２で PER１の強い発現

が認められた．免疫組織化学的所見では明確にはいえな

いが，少なくとも黄体細胞では時計遺伝子の振動的な発

現が発生していることが考えられる．
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黄体細胞におけるPER２発現の概日リズム

未成熟ラットに eCG（５０単位）を投与，その４８時間

後に hCG（２５単位）を投与（eCG/hCG）して５日後か

ら４時間おきに２４時間経時的に卵巣を採取し，免疫組織

化学により PER２の細胞内局在を観察した．図２に示

すように，ZT１２～ZT１６に PER２の強い発現が見られ，

ZT０～ZT４ではその発現は低下し明らかな概日リズム

が認められた．強い発現がみられた時間帯では，PER１

と同様に PER２の局在が核と細胞質に認められたのに

対し， 低下した時間帯では核のみに PER２が局在した．

ペースメーカーの分子機構から考えると，時計遺伝子が

振動的に発現するためには時計タンパク質 PER２が核

と細胞質の両方に局在することになる．したがって，黄

体細胞での免疫組織化学的所見はペースメーカーの駆動

を示しているものと考えられる．一方，顆粒膜細胞では

ペースメーカーが駆動していない．ショウジョウバエの

卵巣卵胞では，period と timeless は振動的な発現を示さ

ないことが報告されており［１２］，顆粒膜細胞での所見

と一致するものである．

図１ 顆粒膜細胞および黄体細胞における PER１の細胞内局在
抗 PER１抗体を用いて蛍光免疫組織化学的手法により，ZT４と
ZT１２に採取した未成熟ラットおよび成熟ラットの卵巣の凍結切片
を作製して免疫染色を施した．
赤：抗 PER１抗体，青：核染色（Hoechst），上図：顆粒膜細胞，
下図：黄体細胞．点灯時を ZT０，消灯時を ZT１２とする．

図２ 黄体細胞における PER２の概日リズムと細胞内局在
抗 PER２抗体を用いて蛍光免疫組織化学的手法により，eCG/hCG処理した未成熟ラットから４時間間隔で卵巣を採取し，凍結切片を作製して免
疫染色を施した．
上図：抗 PER２抗体，下図：抗 PER２抗体（赤）と核染色（Hoechst，青）をマージ．Bars＝５０μm
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FSH/LHによる顆粒膜細胞ペースメーカーの制御

多くの時計遺伝子はグルココルチコイド，フォルスコ

リン（FSK）あるいは血清などによって誘導される［１３

―１５］．顆粒膜細胞の増殖・分化には FSHや LHが大き

く関わっており，これまでに FSHと LHが in vitro で

Per1の発現を刺激することが報告されている［１９，２０］．

時計遺伝子 Per2の発現に対しても，FSHや LHが影響

を及ぼすことが考えられることから，Per2のプロモー

ター領域と dLuc 遺伝子を融合させて（Per2 promoter-

dLuc）組み込んだトランスジェニックラット（TGラッ

ト）を用いて，顆粒膜細胞における Per2の発現をリア

ルタイムに計測した（図３）．合成エストロジェン（DES）

投与ラットから分離した LH受容体が発現していない未

成熟顆粒膜細胞では，Per2の発現は低く，FSHの刺激

で１回の発現を示すものの連続的な振動を示さなかっ

た．一方，eCG投与ラットから分離した LH受容体が発

現している成熟顆粒膜細胞では，未成熟顆粒細胞よりも

高いレベルの Per2の一定発現がみられたが，明確な振

動的な発現を示さなかった．しかし，成熟顆粒膜細胞を

LHで刺激すると連続的な振動が発生した．これらの結

果から，成熟した顆粒膜細胞には内因性のペースメー

カー機構が存在しているが，その機構は停止しており，

LH刺激によりペースメーカーが発振されることが考え

られる．

黄体細胞におけるペースメーカーの発振

顆粒膜細胞が分化した黄体細胞での Per2の振動的発

現について解析するために，eCG/hCGで処理した TG

ラットから黄体細胞を分離・培養した．前述した顆粒膜

細胞とは対照的に，ホルモン等を添加しない場合でも黄

体細胞は Per2の連続的な振動的発現を示した（図４）．

また，一般的にペースメーカーの同期化因子として知ら

れているデキサメサゾン（DXM）や FSKを添加すると，

他の細胞でみられているように Per2の振動的発現が増

幅した．このことから，黄体細胞ではペースメーカー機

構が存在し，しかも自己振動していることを示している．

精巣の精子形成過程では時計遺伝子が振動的に発現して

いないこと［１７，１８］，脱落膜化を誘導させた子宮内膜

間質細胞や精巣ライディッヒ細胞および胸腺細胞では，

Per2の振動的発現が消失していること［２０］など，こ

れまで報告がある．神経系の細胞（PC１２）で分化を誘

導すると，停止していた Per1と Per2の振動的な発現が

再開する［２１］．これらのことを考え合わせると，細胞

周期や分化過程によっては時計遺伝子の振動的発現にス

イッチが入ることが考えられる．卵胞を構成する顆粒膜

細胞は LHサージの刺激により，卵子を放出した後機能

的な黄体細胞へと分化する．顆粒膜細胞での時計遺伝子

の振動的発現の入力因子が LHサージであることが考え

られ，LHの新たな機能が浮かび上がってきた．この顆

粒膜細胞の増殖と黄体細胞への分化という時間の流れ

図４ Per2―プロモーター連結 dLuc 遺伝子導入ラットから採取した黄体
細胞におけるペースメーカーの振動
eCG/hCG処理のラットから採取した卵巣の黄体細胞を分離し
て，３５―mmコラーゲンコートディッシュに播種して３日間培
養，０．１mMルシフェリン存在下で生じる発光を連続的に３日間
計測した．発光計測直前に，０．１μM DXMあるいは１μM FSK
を含む培地と交換した．コントロールには vehicle（０．０１％エタノー
ル）を添加した．

図３ Per2―プロモーター連結 dLuc 遺伝子導入ラットから採取した顆粒
膜細胞におけるペースメーカーの振動
DES処理（上図）あるいは eCG処理（下図）のラットから採取
した卵巣の顆粒膜細胞を分離して，３５―mmコラーゲンコート
ディッシュに播種して２日間培養，０．１mMルシフェリン存在下
で生じる発光を連続的に４日間計測した．発光計測直前に，１００ng
/ml の FSHあるいは LHを含む培地と交換した．

顆粒膜細胞および黄体細胞におけるペースメーカー
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に，ペースメーカーが深く関わっていることが示唆さ

れる．

黄体細胞におけるペースメーカーとアポトーシス

黄体細胞の生存にはプロジェステロン（P４）が重要

であり，P４は LHの刺激によって産生・分泌が始まる．

前述したように顆粒膜細胞が黄体細胞に分化することに

よりペースメーカーが発振したことから，P４が黄体細

胞のペースメーカーの発振に重要な役割を担っているこ

とが考えられる．そこで，培養黄体細胞に P４および P

４合成阻害剤であるアミノグルテタマイド（AMG）を

添加して，P４合成阻害が Per2の振動的発現に及ぼす影

響を解析した．P４の添加によりペースメーカーの振幅

や周期に大きな変化をもたらさなかったが，興味あるこ

とに AMGの添加によって４８時間以降に Per2の過剰な

発現が認められた（図５）．この過剰発現は P４の添加

により抑制された．

培養している黄体細胞中の P４濃度が減少すると，黄

体細胞のアポトーシスが誘導される［２２，２３］．そこで，

PI染色および AO/EB染色を用いて黄体細胞での死細胞

率を判定した．Per2の過剰発現が発生する前では（AMG

添加後３０時間），AMGの添加および無添加に関わらず PI

染色による死細胞率に有意な変化は認められなかった

（P＞０．０５）（図６）．これに対して，Per2の過剰発現が

発生している時期（AMG添加後７２時間）では，AMG

図５ 黄体細胞のペースメーカーの振動に及ぼす P４および P４合成阻害剤添加の影響
eCG/hCG処理のラットから採取した卵巣の黄体細胞を分離して，３５―mmコラーゲンコー
トディッシュに播種して３日間培養後，０．１mMルシフェリン存在下で生じる発光を連続的
に３日間計測した．発光計測直前に，０．１μM P４，１μM AMGあるいは P４＋AMGを含
む培地と交換した．コントロールには vehicle（０．０１％エタノール）を添加した．

図６ 黄体細胞における細胞死の判定
AMG添加から３０時間後（Per2過剰発現前）および７２時間後（Per2
過剰発現時）に，死細胞率を PI 染色（A）および AO/EB 染色（B）
により判定した．AO/EB 染色では AMG添加から７２時間後の細胞
について判定した．平均値±SE（n＝３）で示す．＊P＜０．０５

図７ 黄体細胞での Per2過剰発現に伴うアポトーシス関連遺伝子の発現
AMG添加から２４時間後（Per2過剰発現前）および９６時間後（Per
2過剰発現時）の黄体細胞から総RNAを分離して，アポトーシス
関連遺伝子（Bax,Bcl2，Caspase―3）の発現を以下に示すプライ
マーを用いてRT-PCRによって調べた．
Bax（センス：５’―AGG ATC GAG CAG AGA GGA TG―３’；ア
ンチセンス：５’―GAG GAC TCC AGC CAC AAA GA―３’），Bcl2
（センス：５’―GGT GGT GGA GGA ACT CTT CA―３’；アンチ
センス：５’―TGA TTT GAC CAT TTG CCT GA―３’），Caspase―
3（センス：５’―GCT ACG ATC CAC CAG CAT TT―３’；アンチ
センス：５’―AGT CTG CAG CTC CTC CAC AT―３’）．
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添加によって死細胞率が有意に増加した（P＜０．０５）．

同様の結果は AO/EB染色によっても確認された．また，

アポトーシス関連遺伝子の発現を RT―PCRによって解

析したところ，アポトーシス促進遺伝子 Bax および Cas-

pase―3の発現は変化しないが，Per2の過剰発現の前に

すでにアポトーシス抑制遺伝子である Bcl ―2の発現が低

下することが認められた（図７）．すなわち，アポトー

シスのシグナルが入力された後，細胞ではペースメー

カーは本来の振動を示さなくなり，Per2の過剰発現に

シフトすることを強く示唆している．しかも，P４が黄

体細胞の連続的な Per2の振動的発現の制御に重要な役

割を担っていることが考えられる．

肝臓におけるWee１や TGFβなど多くの細胞増殖関

連遺伝子がペースメーカーの制御下にあること［２４］，

またWee１や VEGFは E―Boxを介して Per2や Cry の

ペースメーカーの制御を受けていること［２５］など，細

胞周期や細胞分化とペースメーカーの関連性が報告され

ている．さらに，Per2の過剰発現と肺がん・乳がんの

アポトーシスの誘導［２６］，Per2の発現抑制による乳が

ん成長の促進［２７］など，時計遺伝子とアポトーシスの

関係についても報告がある．これらの報告を考え合わせ

ると，卵巣の黄体細胞におけるアポトーシスもペース

メーカーと深くリンクしていることが示唆される．

おわりに

本研究では，卵胞を構成する顆粒膜細胞や排卵後の黄

体細胞にみられる増殖・分化に伴って，ペースメーカー

の振動が変化することを紹介した．排卵する前の増殖期

にある顆粒膜細胞ではペースメーカーは停止している

が，排卵後黄体細胞へと分化することによりペースメー

カーが発振し始めることが明らかとなった．ペースメー

カーの停止から発振へと切り替えるスイッチとなるのが

LHであるなら，P４が黄体細胞のペースメーカーを維

持するのに重要な役割を担っている可能性がある．この

ように，生殖組織における細胞増殖・分化およびアポ

トーシスはペースメーカーと密接にリンクしていること

は明らかとなったが，これらの関わりの詳細な分子メカ

ニズムを解明していくことが今後必要である．
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