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1 .  序 論 ： 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン （ G n R H） は 、 視 床 下 部

－ 下 垂 体 － 性 腺 軸 の 最 上 位 に 位 置 し 、 性 腺 の 発 達 、 排 卵 、 妊 娠 の

維 持 な ど 一 連 の 生 殖 機 能 を 制 御 す る の で 、生 殖 の マ ス タ ー ホ ル モ

ン と も 呼 ば れ る ペ プ チ ド ホ ル モ ン で あ る 。 G n R H 受 容 体 は 、 G 蛋

白 質 共 役 型 受 容 体 で 、 主 に G q / 1 1 に 共 役 す る こ と で 、 2 種 類 の 性

腺 刺 激 ホ ル モ ン （ 黄 体 形 成 ホ ル モ ン （ L H） と 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン

（ F S H）） の 分 泌 を 促 す 。 一 方 、 G n R H 受 容 体 は G   s や G   i に 共

役 す る 例 も 知 ら れ 、リ ガ ン ド と 受 容 体 の 結 合 様 式 に よ っ て も 駆 動

さ れ る 細 胞 内 機 序 が 変 化 す る 。 G n R H と G n R H 受 容 体 は 、 下 垂 体

以 外 の 組 織 に も 発 現 し て お り 、 G n R H 受 容 体 の シ グ ナ ル ト ラ ン ス

ダ ク シ ョ ン 経 路 及 び 動 員 さ れ る 転 写 因 子 に つ い て は 未 解 明 な 点

が 多 く 残 さ れ て い る 。 マ ウ ス の 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 産 生 細 胞 （ ゴ ナ

ド ト ロ フ ） 細 胞 株 L T 2 に G n R H 作 動 薬 を 投 与 す る と 、 細 胞 増 殖

が 抑 制 さ れ る 。こ の 作 用 の 発 現 過 程 で m y x o v i r u s  r e s i s t a n c e  1（ M x 1）

の 誘 導 さ れ る こ と が 見 出 さ れ 、 新 規 の G n R H シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ

ク シ ョ ン 因 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 同 様 に 、 A n n e x i n  A 5

（ A n x a 5） が 下 垂 体 ゴ ナ ド ト ロ フ に 多 量 に 発 現 し て い る こ と 、

G n R H シ グ ナ ル で 発 現 の 促 進 さ れ る こ と 、L H 分 泌 に 促 進 的 に 関 わ

る こ と が 明 ら か に さ れ 、 G n R H 受 容 体 シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ

ン と の 相 互 作 用 が 示 唆 さ れ て い る 。 こ れ ら 本 研 究 室 で 新 規 に

G n R H 受 容 体 関 連 因 子 と し て 同 定 さ れ た 2 つ の 細 胞 内 分 子 の シ グ

ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン に お け る 役 割 、作 用 と そ の 機 序 は 明 ら か

で な い 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 G n R H 受 容 体 下 流 で 働 く こ れ ら 2 つ

の 新 規 シ グ ナ ル 分 子 に つ い て 、そ の 実 体 と 相 互 作 用 す る 分 子 に つ

い て 解 析 し た 。  
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2 .  M x 1 遺 伝 子 の 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト：M x 1 は 、イ ン タ

ー フ ェ ロ ン（ I F N） に よ っ て 誘 導 さ れ る 抗 ウ イ ル ス 遺 伝 子 と し て

知 ら れ る 。ま ず 、下 垂 体 お よ び L T 2 に I F Nと そ の 受 容 体 の 発 現

し て い る こ と 、 I F Nが L H 分 泌 を 抑 制 す る こ と を 明 ら か に し た 。

更 に I F Nは 、 L T 2 の 細 胞 数 を 減 少 さ せ 、 M x 1 の ノ ッ ク ダ ウ ン に

よ り こ の 作 用 の 消 失 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 I F Nと G n R H の

シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン が ゴ ナ ド ト ロ フ 内 で ク ロ ス ト ー ク

す る こ と 、少 な く と も M x 1 の 発 現 に よ っ て ゴ ナ ド ト ロ フ の 増 殖 の

抑 制 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。実 験 動 物 マ ウ ス の M x 1 ゲ ノ ム

に は 、 部 分 的 な 欠 失 が あ り 、 抗 ウ イ ル ス 性 は 消 失 し て い る 。 そ こ

で 、 L T 2 細 胞 を 用 い て M x 1 の 転 写 産 物 を 調 べ た と こ ろ 、 欠 失 を

反 映 し た 転 写 産 物 （ 偽 遺 伝 子 型 M x 1  m R N A） と 3 つ の ス プ ラ イ シ

ン グ バ リ ア ン ト の 他 に 、 エ ク ソ ン II、 III か ら イ ン ト ロ ン 3 内 に 延

長 し た 新 た な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ O R F） を 形 成 す る

転 写 産 物 （ コ ン ポ ジ ッ ト 型 M x 1  m R N A） の 発 現 し て い る こ と が 明

ら か に な っ た 。 コ ン ポ ジ ッ ト 型 M x 1  m R N A は 完 全 長 M x 1 遺 伝 子

を も つ 野 生 型 マ ウ ス 種 M S M / M s や ラ ッ ト の 下 垂 体 に も 発 現 し て い

る こ と が 明 ら か に な り 、普 遍 的 な 選 択 的 転 写 後 修 飾 機 序 の 存 在 す

る こ と が 明 ら か に な っ た 。更 に 、 I F Nは マ ウ ス 組 織 の 偽 遺 伝 子 型

お よ び コ ン ポ ジ ッ ト 型 M x 1 発 現 を 増 加 さ せ る こ と 、コ ン ポ ジ ッ ト

型 M x 1 の 発 現 は 一 過 性 で あ る こ と 、G n R H は 偽 遺 伝 子 型 M x 1 の 発

現 を よ り 強 く 誘 導 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。偽 遺 伝 子 型 と コ ン

ポ ジ ッ ト 型 の M x 1 発 現 ベ ク タ ー を LT 2 に 導 入 す る と 、 特 に コ ン

ポ ジ ッ ト 型 M x 1 で 細 胞 数 を 減 少 さ せ た こ と か ら 、コ ン ポ ジ ッ ト 型

M x 1 に 細 胞 増 殖 抑 制 活 性 の あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。マ ウ ス の
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コ ン ポ ジ ッ ト 型 M x 1  m R N A は 9 4 ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド と な る 。

デ ー タ ベ ー ス 解 析 に よ っ て ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、

サ ル 全 て で コ ン ポ ジ ッ ト 型 M x 1  m R N A が 形 成 さ れ 得 る こ と 、エ ク

ソ ン III 部 分 に 由 来 す る 5 3 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 1 0 0 %相 同 で あ る こ と

が 明 ら か に な っ た 。 以 上 の 如 く 、 I F Nが コ ン ポ ジ ッ ト 型 の M x 1

変 異 体 の 誘 導 を 介 し て 増 殖 調 節 を し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

3 .  GnRH−An xa5 系 に 連 動 す る 新 規 転 写 因 子 の 発 見 ： ラ ッ ト 下 垂

体 前 葉 に お け る A n x a 5 遺 伝 子 の 発 現 動 態 を 調 べ る と 、性 周 期 中 に

は F S H遺 伝 子 の 発 現 動 態 に 類 似 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 更 に 、

A n x a 5 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス（ A n x a 5
- / -）下 垂 体 の 遺 伝 子 発 現 を 調 べ

る と 、 Wi l d  t y p e（ W t） に 比 べ F S Hと G H の 発 現 の 低 い こ と が 明

ら か に な っ た 。こ れ ら の 結 果 は 、ゴ ナ ド ト ロ フ に お い て A n x a 5 が

少 な く と も F S H遺 伝 子 発 現 に 関 わ っ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。

A n x a 5 に 関 連 す る 因 子 を 探 す た め 、 W t お よ び A n x a 5
- / -下 垂 体 前 葉

か ら c D N A を 調 製 し 、D N A マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 行 っ た 。A n x a 5
- / -

下 垂 体 で 2 倍 以 上 変 化 の あ る 1 6 の 遺 伝 子 を 同 定 し た 。更 に 、G n R H

に 応 答 し て 、 N r 4 a 3 と M p z 遺 伝 子 発 現 が 増 加 す る こ と 、 A k r 1 c 1 8

が 低 下 す る こ と を 観 察 し た 。 ま た 、 卵 巣 を 摘 出 す る と 、 N r 4 a 3 お

よ び M p z の 発 現 は 有 意 に 増 加 し 、 G n R H シ グ ナ ル に 誘 導 さ れ る 新

規 の 遺 伝 子 を 明 ら か に し た 。 発 現 量 と G n R H に 対 す る 反 応 性 の 高

い N r 4 a 3 に つ い て 更 に 解 析 を 進 め た 。 N r 4 a 3 は 核 内 オ ー フ ァ ン 受

容 体 と し て 知 ら れ る 転 写 因 子 で あ る 。ま ず 、 G n R H 作 動 薬 を L T 2

に 作 用 さ せ る と N r 4 a 3 が 一 過 性 に 増 加 す る こ と 、下 垂 体 初 代 培 養

系 で 、W t に 比 べ A n x a 5
- / -細 胞 で G n R H の N r 4 a 3 誘 導 作 用 の 亢 進 し

て い る こ と が 明 ら か に な り 、ゴ ナ ド ト ロ フ の A n x a 5 は G n R H に よ
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る N r 4 a 3 誘 導 を 抑 制 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の 増 加 は 蛋 白

合 成 阻 害 薬 で 抑 制 さ れ な い こ と か ら 、 N r 4 a 3 が 最 初 期 遺 伝 子 で あ

る こ と も 明 ら か に な っ た 。s i R N A で N r 4 a 3 発 現 を 抑 え る と 、L H、

F S H、共 通 の サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 の 発 現 の う ち 、 F S Hを 特 異 的

に 増 加 さ せ る こ と が 明 ら か に な り 、N r 4 a 3 が F S H転 写 を 抑 制 す る

こ と が 明 ら か に な っ た 。 更 に 、 還 流 培 養 系 を 行 い 、 G n R H の 頻 度

を 変 え た 拍 動 性 刺 激 を 与 え た と こ ろ 、 N r 4 a 3 発 現 は 同 程 度 に 増 加

し た こ と か ら 、 刺 激 頻 度 に 依 存 し て 細 胞 内 N r 4 a 3 量 が 増 加 し 、

F S H転 写 を 抑 制 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 以 上 の 如 く 、 G n R H に よ

る F S H転 写 調 節 に 関 わ る 新 規 シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 因 子

と し て 、 N r 4 a 3 を 発 見 し た 。  

4 .  総 括 ： G n R H と I F Nの ク ロ ス ト ー ク に よ っ て 誘 導 さ れ る M x 1

遺 伝 子 の 転 写 後 修 飾 に よ っ て 作 ら れ る コ ン ポ ジ ッ ト 型 エ ク ソ ン

は 、 種 間 で 構 造 の 完 全 に 一 致 す る エ ク ソ ン III の 5 3 ア ミ ノ 酸 残 基

を 含 む 。 こ の 新 規 ペ プ チ ド の 生 成 は ほ 乳 類 に 共 通 の 機 序 で あ る こ

と が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 A n x a 5
- / -下 垂 体 の 遺 伝 子 解 析 に よ っ て 、

G n R H 誘 導 性 の F S H特 異 的 抑 制 因 子 と し て N r 4 a 3 を 発 見 し た 。

N r 4 a 3 は 、G n R H の 分 泌 パ タ ー ン に よ っ て L H と F S H の 分 泌 が 異 な

る こ と を 説 明 す る 重 要 な 要 素 と な る こ と が 示 唆 さ れ た 。 本 研 究 の

成 果 は 以 上 の 如 く で あ り 、 G n R H 受 容 体 下 流 で 機 能 す る 新 規 分 子

の 存 在 を 明 ら か に し た 。  
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