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研究成果の概要（和文）：ゴナドトロピン放出ホルモン(GnRH)は、視床下部のGnRHニューロンから分泌される。GnRHニ
ューロンの機能を解明するために、GT1-7細胞を用いてGnRH受容体刺激によるERKの活性化およびErbB4切断の分子機構
を検討した。その結果、GnRH受容体刺激によるERKの活性化にはGq/11タンパク質、PKC、PKD、PYK2そしてFynが関与す
ることが示された。一方で、ErbB4の切断にはPKD、PYK2、Fynは関与しないことが明らかになった。これらの結果は、
両反応が異なる分子機構により起こることを示している。

研究成果の概要（英文）：Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is secreted from hypothalamic neurons (GnRH 
neurons). To investigate function of the GnRH neuron, we examined the molecular mechanisms of GnRH-induced
 ERK activation and ErbB4 cleavage in GT1-7 cells. We found that Gq/11 proteins, PKC, PKD, PYK2 and Fyn we
re involved in ERK activation, while PKD, PYK2 and Fyn did not affect ErbB4 cleavage. These results sugges
t that ERK activation and ErbB4 cleavage are induced by different molecular mechanisms.
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１．研究開始当初の背景 
（１）ニューレグリン 1（NRG1）は EGF 様
ドメインをもつ成長因子で神経発生、神経伝
達、シナプス可塑性において重要な役割を担
うことが知られている。NRG1 は EGF 受容
体ファミリーの ErbB4 に結合する。NRG1
が ErbB4 に結合すると ErbB4 が活性化され
て、チロシン残基の自己リン酸化が起こる。
ErbB4 の活性化は、神経細胞の軸索の成長に
必須であることが分かっている。また、遺伝
子解析によって NRG1と ErbB4遺伝子が統
合失調症の原因遺伝子であることが明らか
になった（Nat Rev Neurosci, 2008）。特に、
NRG1遺伝子の 5’転写調節領域に多型が見つ
かったことから、統合失調症の患者では
NRG1 の発現が障害を受けていることが示
唆されているが、詳細は分かっていない。 
	
  
（２）これまでに、視床下部由来の GT1-7
細胞を用いて、G タンパク質共役型受容体
（GPCR）のひとつであるゴナドトロピン放
出ホルモン（GnRH）受容体の短時間の刺激
によって、MAP キナーゼの中の ERK が活性
化されることを見出した（J Cell Physiol, 
2011）。この反応は ErbB ファミリーの活性
化阻害剤の存在下で抑制されることから、
ErbB ファミリーのトランスな活性化が関わ
ると考えられる。GPCR を介して EGFR が
トランスに活性化する例は報告されている
が（Trends Neurosci, 2004）、この相互作用
は複雑で、受容体が活性化される方法も様々
であり、不明な点も多い。また、GnRH 受容
体の長時間の刺激によって ErbB4 が切断さ
れることを見出した。ErbB4 の切断によって
細胞膜上の ErbB4 が減少し、リガンドであ
る NRG1 によるシグナル伝達が阻害される
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
	
 視床下部由来の培養細胞株である GT1-7
細胞を用いて、GnRH受容体刺激によるERK
の活性化および ErbB4 の切断に関与する因
子を明らかにする。GnRH 刺激によって、発
現の変動する遺伝子群を網羅的に解析する。
これらを明らかにすることによって、GnRH
ニューロンにおける GnRH 刺激による細胞
内シグナル伝達機構が明らかになる。 
 
３．研究の方法 
（１）阻害剤および siRNA による抑制実験： 
GnRH 刺激による ERK の活性化および ErbB4
の切断に関わる因子を同定する。G タンパク
質、プロテインキナーゼ C（PKC）、Src ファ
ミリーの選択的阻害剤および siRNA を用い
る。 
（２）PKC の膜へのトランスロケーションを
同定： GT1-7 細胞を GnRH の刺激後に Buffer 
(20mM HEPES pH7.4, protease inhibitor, 
phosphatase inhibitor, 1mM Na3VO4)にて溶解
し、遠心後の上清を 100,000gで 1時間遠心し、

細胞質分画と膜分画に分離した。	
 	
 
（３）マイクロアレイによる発現解析： 
ErbB4 の切断によって細胞質内に 80k の断片
が蓄積する。この断片が核内に移行して遺伝
子発現を制御している可能性がある。そこで、
GnRH 刺激によって発現の変動する遺伝子群
を網羅的に解析する。GT1-7 細胞を GnRH で
5 分、30 分刺激し、全 RNA を精製した。マ
イクロアレイは Agilent 社の SuperPrint G3 
Mouse	
 GE を使用した。 
 
４．研究成果 
（１）ERK の活性化に PKCδが関与する：	
 細
胞を PMA 存在下で長時間処理すると PKC	
 
α, β, γ, δ, ε, θ, ηがダウンレギュレーションさ
れることが知られている。GT1-7 細胞を PMA
存在下で 20 時間培養し、その後 GnRH 処理
を行った結果、ERK の活性化がほぼ完全に抑
制された（図 1A）。PKC の選択的阻害剤
（Bisindolylmaleimide I）と siRNA を用いた実
験によって、ERK の活性化には PKCδが関与
することが分かった。また、GnRH 刺激によ
る ERK の活性化では、PKCδが PKD を活性化
することが示唆された。また、GnRH 刺激に
よる ErbB4 の切断は PKC のダウンレギュレ
ーションによって顕著に抑制された（図 1B）。 

（２）PKC は活性化される際に、細胞質から
細胞膜に移行して働くことが知られている。
GnRH刺激後のPKCの活性化を検討するため
に、PKC の膜への移行を検討した。細胞質分
画と膜分画に分離したサンプルを用いたウ
エスタンブロッティングでは、PKCδ、PKCε、
PKD の膜への移行が高まっていることが分
かった。次に PKCδと PKCεの siRNA による
ノックダウン実験によって、PKD の活性化お
よび膜への移行には PKCδが関与することが

図 1.	
 PKC は GnRH 刺激による ERK の活性化および

ErbB4の切断に必須 A: GT1-7細胞をPMA存在下で

20 時間培養し、その後 GnRH で刺激を与えると

ERK の活性化（P-ERK1/2）は顕著に抑制された。

B: 同様な処理の結果、ErbB4 の切断は約 40%が抑

制された。 



分かった。以上の結果から、GnRH 刺激によ
って PKCδは膜へ移行し、PKD の活性化に働
くことが示唆された。 
	
 
（３）Fyn は GnRH 刺激による PYK2 の活性
化に必須：	
 GT1-7 細胞では、Src ファミリー
が GnRHの刺激に関係なく常に活性化された
状態で存在することが、Src ファミリーのリ
ン酸化抗体を用いた免疫ブロット法によっ
て明らかとなった。Src ファミリーの活性化
阻害剤である Dasatinib で細胞を処理し、その
後 GnRH にて刺激を与えた結果、PYK2 の活
性化および ERK の活性化が抑制された。さ
らに、Src ファミリーの Fyn に特異的な抗体
を用いた免疫沈降実験では、PYK2 との相互
作用が確認された。これら結果より、Fyn は
GnRH刺激による PYK２の活性化に関与する
ことが示唆された。 
	
 
（４）Gq/11 タンパク質は GnRH 刺激による
ERK の活性化および ErbB4 の切断の両方に
必須： G タンパク質の選択的阻害剤を用い
て、GnRH 刺激への影響を検討した。その結
果、G q/11タンパク質は ERK の活性化と ErbB4
の切断の両方に必須であることが示された。 
	
 
（５）GnRH 刺激によって発現が変動する遺
伝子群： ErbB4 の切断によって、細胞質内に
80k 断片が蓄積することが分かった。この断
片は核に移行して転写を調節している可能
性があるため、DNA マイクロアレイを用いて
網羅的に解析を行った。その結果、GnRH 刺
激後 30 分では ERK の脱リン酸化酵素
（DUSPs）の発現が増加していることが示さ
れた。RT-PCR 法による DUSP の発現解析で
は、少なくとも２種類の DUSP の発現が
GnRH 刺激の 30〜60 分後に増加しているこ
とが分かった。ERK の活性化は GnRH 刺激後
５分でピークとなり、30 分以降に減少するこ
とから、DUSP の発現によって ERK の活性化
が抑制されることによって調節されている
ことが示唆された。 

	
 
	
 以上の結果から、GnRH 刺激による ERK の
活性化には、G q/11タンパク質が必須で、PKC
δによる PKD の活性化が行われる。その反
応には、Fyn によって活性化された PYK2 も
必要であることが分かった（図 2）。一方で

ErbB4 の切断には G q/11と PKC は関与するが、
PKD、Fyn、PYK2 は関与しないことが分かっ
た。両経路は異なる因子が関与していること
が示唆された。 
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