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研究成果 の概要(和 文):

本研究で は、マ ウス卵巣にお ける時計遺伝 子の機 能 を明 らかにす るため に、時計遺伝子欠損 マ

ウス と野生型マ ウスの卵巣 に発現す る遺伝子種 を網羅的 に比較 し、時計遺伝子 に転写制御 され る

遺伝子(Clockcontrolledgenes:CCGs)の 同定 を 目指 した。 その結果 、翫解 を始 め、卵巣 の機能
へ の強い 関与がす でに知 られ るい くっ かの遺伝子 が検 出 され 、CCGs候 補遺伝 子 と した。今後、こ

れ らの遺伝子の プロモー ター領域 にお ける時計遺伝子群 タンパ ク質 の関連 を検討 してい く。

研 究 成 果 の 概 要(英 文):

Toidentifythegenesofwhichtranscriptionsareregulatedbythecircadiangenes(Clock

controlledgenes:CCGs)inthemouseovaries,wecomparedthegeneexpressioninthe

ovariesofthemicebearingdeficienciesofthecircadiangenes,Clockmutantmiceand

Per1/Per2knockoutmice,withthatoftheovariesofwildtypemicebymicroarrayanalysis.

Asaresult,wedetectedsomegenesknowntoregulatereproductiveabilityinfemales

including5乙4/己Wewillexaminetheinteractionofthecircadiangenesonthepromoter

regionofthosegenesinournextexperiments.
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1.研 究 開始 当初 の背景

時計遺伝子群(0100ん 伽副1,ρ θ刀,ρ θ凋

01γ1,0η2は 生物 時計 の分子実 体で あ り、

そ の発現量 は24時 間周期 の増 減を示 す。 時

計遺伝子群 は転写 因子 であ り、多 くの遺伝 子

の発 現 を制御 して 生命現 象 に周期 性 を与 え

る。我々の研究 を含 めた近年 の研究か ら、卵

巣 に は時計 遺伝 子群 の 明瞭 な周期 的発 現 が

確認 され、時計遺伝子群の欠損や発現異常を

呈す雌マ ウスには、排卵時刻のばらつき、排

卵数の減少、受精卵の死亡、性周期の延長、

流産 ・早産などが起きやす く、排卵や卵胞発

育、ホルモン分泌などの卵巣の諸機能が、時

計遺伝子群 に制御 され る可能性が示唆 され

る。これ らの卵巣の諸機能を制御する遺伝子

群の中で、時計遺伝子群に転写が制御される



ものが特定できた場合、生物時計を介 した卵

巣機能の分子制御機構が明らかとなり、生物

時計の乱れ(=時 計遺伝子群の発現周期の乱

れ)が 排卵 ・卵胞発育 の異常 、流 産 ・早産 を

引き起こす機序が分子 レベルで解明 され る。

また ヒトや家畜において、より正確な過排卵

処理適期の判断や、排卵時刻の人為的制御、

不妊や流産 ・早産の治療薬開発、及びその投

薬適期の判断に関わる諸技術 の開発 も見込

まれる。本研究では、まず卵巣にて発現量に

24時 間周期の増減を示す遺伝子群(候補遺伝

子群)を 網羅 的 に探索 し、次 に これ らのプ ロ

モーター領域に対す る時計遺伝子群の制御

などを検証 し、卵巣にて時計遺伝子群の制御

を受ける遺伝子群を同定する。

2.研 究の目的

本研究では卵巣で起きる周期的現象(排 卵

や卵胞発育など)を制御する未知の分子機構

を明らかにするため、マ ウス卵巣にて時計遺

伝子 に転写制御 され る遺伝子(Clock

controlledgenes:CCGs)の 同 定 を 目 指 し た 。

3.研 究 の方法

CCGsに は24時 間の うち、転 写が促進 され る

時 間帯 と抑制 され る時 間帯 がある。そのため

それぞれ の時間帯 に採取 した卵巣 または卵

巣 由来細胞 に発現す る遺伝種 を網羅的 に解

析 ・比較すれ ば、卵巣 にお けるCCGsの 同定

が可能で ある。 当初 この検討 を予定 していた

が、時計遺伝 子転 写 フィー ドバ ックル ープ を

失い 、CCGsの 転写が常に抑 制 され る0/o欲 変

異マ ウス(Cl-)と 、CCGsの 転 写が常に促進 さ

れ るPθガ/P砿2ダ ブル ノ ックアウ トマ ウス:

(PIP2-))の 卵巣サ ンプル が入手 できたた め

計画 を変更 した。具体的 には、Cl一の卵巣 に

はCCGsの 転写 が促進 されてい る時 間帯 の野

生型マ ウスの卵巣、PIP2一の卵巣 にはCCGsの

転写 が抑制 され てい る時 間帯 の野生型マ ウ

ス卵巣 を組み合 わせ 、それぞれ発 現遺伝子 の

網羅的 な解析 ・比較 を行 なった。

4.研 究成果

平成24年 度の検討:本 検討 の結果 、野生型

マ ウス の卵巣 に比べ 、Cl一卵巣 にて転写 量が

有意 に減少 した378の 遺伝 子、PIP2一 卵巣に

て転写量 が有意 に上昇 した750の 遺伝 子 を得

た(久0.05)。 検出 された これ らの遺伝 子を、

時計遺伝子 にて制御 され る可能性 のある遺

伝子 として取 り上 げた。

平成25年 度の検討:H24年 度に取 り上げられ
た遺伝子の卵巣における発現 ・機能を確認す

るために、卵巣 に発現 し、生殖への影響が報

告 されている遺伝子を集積 したデータベー
ス(OvarianKaleidoscope)に て 検 索 を 行 っ た 。

その結果 、Cl一とPIP2一 と野生型マ ウス卵巣 と

の転 写量 の違 い が顕著 で あっ た数十 の遺 伝

子 が、卵胞の穎粒層細胞や卵子 にRNAと タン

パ クの レベル て発現 してお り、その欠損が生

殖機 能 を低 減 させ る ことが知 られ てい るな

ど、生殖 の良否 に機 能す るもので あることも

つ き とめた(表1、 表2)。 この検索 によって

検 出 され た これ らの遺伝子 を、我々 は卵巣 に

て時計遺伝子群 に制御 され る可能性のある

遺伝子群(CCGs候 補遺伝子)と した。我々 は同

時に、時計遺伝子タンパク質が卵胞の穎粒層

細胞や卵子に局在することも確認 してお り、

これ らの候補遺伝子が卵巣でのCCGsで ある

強い可能性を示唆 した。またこれ らCCGs候

補遺伝子には、5詔左を始め、卵巣の機能への
強い関与がすでに知 られているい くつかの

遺伝子が含まれてお り、時計遺伝子群による

卵巣機能の制御 における新 しい経路が暗示
された。CCGs候 補遺伝子のプロモーター領域

には、すでに時計遺伝子タンパク質の標的 と

な り うるE-box等 を 認 め てお り、今 後 、 これ

らの プ ロモー ター領 域 へ の各 時計遺 伝子 タ

ンパ ク質 の関与 をChlPな どで検討 してい く

予 定である。

また野生型 マ ウス とCl一 の卵巣 にお けるマ

イ クロア レイ解析 ・発現遺伝子種の比較か ら

検 出 され た遺伝子 につ いてGO解 析 も行 った。

特 にCl一 にて検 出された遺伝子群 には、ステ

ロイ ドホル モ ン合成 に欠 かせ ない脂 質代 謝

系(Lipidtransferactivity)や 、卵 胞腔 へ
の 物 質 の 分 泌 の 機 能 と関 わ りの 深 い 、

Extracellularregionに 分類 された ものが多

く、時計遺伝子 が性 ホルモ ンの分泌や、卵子

形成 、排卵な どの卵胞の諸機 能 を制御す る可

能性 がある ことも、新規 な知見 として示 され

た(図1、 図2)。



表 1 Clock 変異マウス卵巣にて、野生型マウ
ス卵巣に比べて発現量が有意(P<0.05)に増
加していた遺伝子群(FCAbsolute>1.5)のう
ち、データベース解析から、雌性生殖機能へ
の顕著な影響が明らかな遺伝子を示す。 

表 2 Per1/Per2 欠損マウス卵巣にて、野生型
マウス卵巣に比べて発現量が有意(P<0.05)

に増加していた遺伝子群(FCAbsolute>1.5)
のうち、データベース解析から、雌性生殖機
能への顕著な影響が明らかな遺伝子を示す。 
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