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研究成果の概要（和文）：　RNA結合タンパクであるZFP36は、mRNAのAU-リッチ領域に特異的に結合しmRNAの代
謝を促進させる。ゴナドトロープLβT2細胞において、ELAVL1がゴナドトロピン分泌刺激ホルモン(GnRH)受容体
およびGnRH刺激による最初期遺伝子mRNAを安定化する。ゴナドトロピンの産生および分泌にLH遺伝子の発現調節
を介す影響がわかってきた。それに対して、ZFP36はGnRHの刺激により発現が増加しmRNAの分解に働く。本研究
では、ZFP36の作用を検討することにより、ELAVL1のmRNA代謝を介するゴナドトロピン調節機構の解明および
ZFP36と協調したmRNA代謝機構が明らかになってきた。

研究成果の概要（英文）：RNA-binding protein specifically binds to the AU-rich elements of mRNA and 
promotes mRNA metabolism. In the gonadotrope model LβT2 cells, ELAVL1 stabilizes gonadotropin 
releasing hormone (GnRH) receptors and GnRH-stimulated immediate early gene mRNAs. This action has 
then been shown to affect gonadotropin production and secretion via regulation of LH gene 
expression. In contrast, RNA-binding protein ZFP36 is upregulated by GnRH stimulation and 
specifically works to degrade bound mRNAs. By examining the effects of ZFP36 in gonadotrope cells, 
the present study provides insight into the mechanism of gonadotropin regulation via ELAVL1 mRNA 
effect and the mechanism of mRNA metabolism in concert with ZFP36.

研究分野： 内分泌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 RZFP36のゴナドトロープ細胞における機能を研究することにより、これまで不明であったゴナドトロピン産
生・分泌機構へのRNA結合タンパクの関連を解明することができると考える。ELAVL1とZFP36は代表的なRNA結合
タンパクであり、安定化と分解の相反する機能を持ち、お互いに成熟mRNAの寿命をコントロールしゴナドトロピ
ンの発現調節を行っている可能性がある。臨床面では下垂体ゴナドトロープ細胞による性腺ホルモン分泌調節の
アプローチができる可能性がある。女性の不妊の原因である性腺ホルモン分泌異常症に分類される多嚢胞性卵巣
症候群やゴナドトロピン分泌低下症の治療に応用できると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の下垂体ゴナドトロープ細胞におけるゴナドトロピン(LH, FSH)分泌は、間脳視床下部

のゴナドトロピン分泌刺激ホルモン(GnRH)ニューロンによる律動的な分泌刺激により制御さ
れる。女性不妊の原因で最も占める割合の高い排卵障害には、生殖内分泌機能不全による排卵障
害として代表される多嚢胞性卵巣症候群や視床下部性無月経が含まれ(Thurston et al. J Clin 
Pathol 72: 579-587, 2019)、視床下部・下垂体機能による生殖内分泌制御が重要な位置を占める。 
生殖内分泌機構において RNA 結合タンパクの重要性が示唆され、それを証明するため我々は

マウス下垂体ゴナドトロープ細胞株である LβT2 細胞の GnRH 刺激による Immediate Early 
Genes: IEG の発現および同様に AU-リッチ領域をもつ GnRH 受容体(Gnrhr)遺伝子の発現制御
を検討した。LβT2 細胞において ELAVL1 のノックダウンにより、ゴナドトロピン分泌の低下
を認めた。 
また、RNA 結合タンパク ZFP36 は、ELAVL1 と同様に mRNA の AU-リッチ領域に結合し、

ELAVL1 の安定化作用とは対照的に mRNA の分解を促進する作用を持つ(Lai et al. J Biol 
Chem 277: 9606-9613, 2002)。LβT2 細胞では GnRH 刺激により ZFP36 の発現が増加するこ
とがわかっており、現在 ELAVL1 と ZFP36 の協調作用について検討を進めている。 
 
２．研究の目的 
我々は、「RNA 結合タンパク ZFP36 がゴナドトロピン産生・分泌制御に重要な役割を果たす。」

と仮説をたて、問い 1) ZFP36 はゴナドトロピン調節遺伝子 mRNA を通して LH/FSH の産生制
御を行うか？、問い 2) GnRH 刺激による ZFP36 の発現増加はどのようにして起こるか？、に
ついて検討を進めている。 

RNA 結合タンパク ZFP36 のゴナドトロープ細胞における機能を研究することにより、これ
まで不明であったゴナドトロピン産生・分泌機構への RNA 結合タンパクの関連を解明すること
ができると考える。ELAVL1 と ZFP36 は代表的な RNA 結合タンパクであり、安定化と分解の
相反する機能を持ち、お互いに成熟 mRNA の寿命をコントロールすることによりゴナドトロピ
ンの発現調節を行っている可能性がある。この両者のゴナドトロピン発現調節機構をひもとく
ことによって、臨床面では下垂体ゴナドトロープ細胞による性腺ホルモン分泌調節のアプロー
チができる可能性がある。ひいては、女性の不妊の原因である性腺ホルモン分泌異常症に分類さ
れる多嚢胞性卵巣症候群やゴナドトロピン分泌低下症の治療に応用できると考える。 
 
３．研究の方法 
問い 1) ZFP36 はゴナドトロピン調節遺伝子 mRNA を通して LH/FSH の産生制御を行うか？に
たいし、①FLAG タグ付加 ZFP36 過剰発現 LβT2 細胞、②ZFP36 ノックアウト LβT2 細胞を
用いた検討を行う。 
① レンチウイルス粒子トランスダクションシステム（タカラバイオ）を使用して FLAG 付加

ZFP36 過剰発現 LβT2 細胞の安定発現株(ZFP36-FLAG-LβT2)を作出した。コントロール
発現株である pLVX-LβT2 細胞と比較することにより、ZFP36 の LβT2 細胞における作用
を検討する。具体的には、上記 2 細胞について GnRH の存在下・非存在下でゴナドトロピ
ン遺伝子および関連遺伝子の発現を定量 PCR で比較する。また、GnRH の存在下・非存在
下におけるタンパク発現量の解析をウェスタンブロッティング法にて検討する。 

② ZFP36 非存在下におけるゴナドトロピン(LH/FSH)産生制御の検討として、CRISPR-Cas9
システム（System Biosciences; SBI）を用いたトランスフェクションと蛍光セルソートによ
り ZFP36 ノックアウト LβT2 細胞株を作製する。①と同様に定量 PCR とウェスタンブロ
ッティング法にて検討する。 

問い 2) GnRH 刺激による ZFP36 の発現増加はどのようにして起こるか？について、ゴナドト
ロープ細胞の GnRH による ZFP36 の制御のしくみはわかっておらず、具体的には、GnRH シ
グナルに重要な MAPK 阻害剤（U0126, SB203580, SP600125）、PKC 阻害剤などによるシグナ
ル阻害実験により ZFP36 発現をウェスタンブロッティングにより定量する。 
 
 
 
 



４．研究成果 
1)ZFP36 の発現シグナルの特定について 
LβT2 細胞を用い、GnRH による ZFP36 の発現シ

グナルの特定をすすめた。細胞内シグナル阻害剤
を用いて GnRH 刺激による ZFP36 発現変化を WB 法
にて確認した。LβT2 細胞において、GnRH 刺激に
よる ZFP36 発現は、PKC 阻害剤(Gö6983)および ERK
阻害剤(U0126)により選択的に阻害された（図①）。
ZFP36 は、GnRH 刺激下で PKC-MAPK-ERK パスウェイ
により発現制御が行われることが証明された。 
2)パルス状GnRH刺激によるZFP36の発現について 
LβT2 細胞では、GnRH パルス状刺激（5分間）に

よりZFP36の発現および産生が60分をピークとし
てZFP36の一過性発現を認めることがわかった(図
②)。 
3)ZFP36 による LβT2細胞のゴナドトロピン産生制御について 
FLAG タグ付加 ZFP36の高発現安定株およびセルソ

ーティングを用いた ZFP36 ノックアウト株 LβT2 を
作製し、ZFP36 高発現株では定量 RT-PCR 法により
GnRH による Egr1(IEG の一種)の発現誘導が抑制さ
れ、3’UTR に ARE を有する Gnrhr の発現も ELAVL1 ノ
ックダウン細胞と同様にコントロールと比較して低
下した。さらに、ウェスタンブロッティング法にて
GnRH の刺激による EGR1 の産生が ZFP36 高発現株で
は減少することが示された。また、ゴナドトロピン
分泌に直接作用する ERK のリン酸化においても
ZFP36 高発現株ではコントロール株に比較して抑制
されることが分かった。 
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