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研究成果の概要（和文）：本研究では、グルコース利用性の低下がAMP活性化プロテインキナーゼ (AMPK) 経路の活性
化を介して黄体形成ホルモンβサブユニット (LHβ) と卵胞刺激ホルモンβサブユニット (FSHβ) 遺伝子の転写調節
領域に作用し、LHとFSHの発現を抑制するメカニズムが下垂体の性腺刺激ホルモン産生細胞 (ゴナドトロフ) に存在す
る可能性をゴナドトロフ株化細胞であるLβT2を用いた実験により明らかとした。この結果は、家畜からヒトに至るま
で多くのほ乳類で問題となっている栄養疾患による生殖障害に下垂体のゴナドトロフが関与している可能性を示唆する
。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we observed the restriction of glucose availability induced 
the transcriptional suppression of luteinizing hormone beta subunit (LHbeta) and follicle-stimulating horm
one beta subunit (FHSbeta) genes via AMP-activated protein kinase (AMPK) signaling pathway in the gonadotr
opic LbetaT2 cell line. The result suggests a possibility that gonadotrophs of the pituitary gland partici
pate in nutritional disorders inducing reproductive dysfunction in many mammalian species from cattle to h
umans.
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１．研究開始当初の背景 

  乳牛における離乳後の初回排卵遅延、暑

熱環境による摂食量低下が誘起する搾乳量

の減少や鶏卵重の低下、さらには過度の運動、

ダイエット、肥満などによる性腺機能低下症

など、近年、低栄養による生殖機能抑制が大

きな問題となっている。そのため、栄養によ

る性腺機能制御メカニズムの解明は重要な

研究テーマの 1つである。低栄養によるほ乳

類の性腺機能抑制は、血中エネルギー基質の

濃度変化が脳や末梢でセンシングされた後、

視床下部で統合され、性腺刺激ホルモン放出

ホルモン (GnRH) の分泌抑制を促すことで

起こると考えられ、国内外で研究が行われて

きた。例えば、シバヤギにグルコースの利用

阻害剤である 2-deoxy-D-glucose (2DG) を投

与することでGnRHのパルス状分泌と同期し

た多ニューロン発火活動が抑制されること、

ラットやヒツジの第4脳室に2DGを微量投与

することで血中の黄体形成ホルモン  (LH) 

のパルス状分泌が抑制されることなどが報

告されている。しかし、性腺機能は常に最上

位である視床下部で制御されているのだろ

うか。当グループでは、末梢や脳内でのグル

コースセンシングに重要な役割を担ってい

る AMP-activated protein kinase (AMPK)、

mammalian Target of Rapamycin (mTOR)、グル

コキナーゼ、グルコース輸送担体 2 と 4 

(GLUT2、GLUT4) 等の mRNA がマウス下垂

体や性腺刺激ホルモン産生細胞 (ゴナドトロ

フ) 株化細胞 LT2 に発現していること；2DG 

に暴露することで AMPK のリン酸化が誘起

されると同時に、卵胞刺激ホルモン サブユ

ニット (FSH) mRNA 発現量がコントロール

群に比べて低下することなどから、低血糖に

よるグルコース利用性の低下が AMPK 経路

の活性化を介して性腺刺激ホルモンの発現

を低下させ、ひいては性腺機能を抑制するメ

カニズムが下垂体のゴナドトロフに存在す

る可能性を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、低血糖シグナルが AMPK

経路の活性化を介して性腺刺激ホルモンの

合成・分泌を抑制するメカニズムが下垂体の

ゴナドトロフに存在するか検討することに

ある。 

 

３．研究の方法 

(1) AMPK の活性化が性腺刺激ホルモンの

mRNA 発現を抑制するか検討する。 

ゴナドトロフの AMPK が LH や FSH 合成の

抑制に関与しているのか否かは不明である。

そ こ で 、 AMPK 活 性 化 剤 で あ る 

5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribofura

noside (AICAR) を LT2 細胞に暴露した時の

黄体形成ホルモンサブユニット (LH) と

FSH mRNA 発現量の変化を real-time PCR

法で観察した。 

 

(2) AMPK の活性化を介した性腺刺激ホルモ

ン遺伝子の転写調節メカニズムを検討する。 

LHとFSHmRNA発現量の低下がAMPK経

路の活性化により誘起されるメカニズムを

明らかにするため、AICAR による転写抑制に

関与する LHと FSH遺伝子の転写調節領域

を、分泌型アルカリフォスファターゼを用い

た reporter assay 法により同定した。 

 

(3) AMPK を介した細胞内情報伝達経路を検

討する。 

AMPKの活性化には細胞内Ca2+をシグナル分

子とした経路の存在が知られている。そこで、

2DG 刺激時の細胞内 Ca2を LT2 細胞で検討

した。実験には Fura-PE3/AM を使った細胞内

Ca2測定システムを用いた。 

 

４．研究成果 

(1) AICAR を LT2 細胞に暴露した時の

mRNA 発現量を定量した結果、LHと FSH 



mRNA 発現量が暴露前に比べて減少傾向を

示した。AMPK は細胞内 ATP レベルの低下に

よりリン酸化され、タンパク質合成の抑制な

どを引き起こす酵素である。本実験の結果は、

低血糖による細胞内 ATP レベルの低下が

AMPK 経路を介して性腺刺激ホルモンの合

成を抑制するメカニズムが下垂体のゴナド

トロフに存在することを示唆する。 

 
 (2)  上述した結果を踏まえ、転写調節部位

を明らかにする目的で、ラット性腺刺激ホル

モン遺伝子の転写調節領域断片を導入した

LT2細胞にAICARを暴露する実験を行った。

その結果、LHと FSH遺伝子の転写調節領

域断片を導入した群において、対象と比べて

SEAP 活性の有意な抑制が認められた。しか

し、-glycoprotein サブユニット ( GSU) 遺

伝子の転写調節領域断片を用いた実験では

SEAP 活性に変化は見出せなかった。このこ

とから、AMPK の活性化は LHと FSH遺伝

子の転写調節領域に作用することが明らか

となった。この結果は低血糖による AMPK 経

路の活性化は LHと FSH遺伝子の特異的な

転写調節領域に作用することで LH と FSH の

発現を抑制するメカニズムがゴナドトロフ

に存在することを示唆している。 

 

 

(3)  5.5 mM 2DG を LT2 細胞に暴露した結

果、細胞内 Ca2+の上昇が観察された。それに

対して、コントロールとして 5.5 mM xylose

を暴露した群では細胞内Ca2+の上昇は観察で

きなかった。この結果はゴナドトロフにおけ

る低血糖センシングと性腺刺激ホルモン合

成の抑制に Ca-calmodulin-dependent protein 

kinase kinase (CaMKK) を介した AMPK の活

性化メカニズムが関与することを示唆する。

CaMKK は細胞内 Ca2+により活性化され、

AMPK活性を調節するAMPK kinaseの 1つと

して知られている。 

 

 

 以上より、下垂体ゴナドトロフには、低血

糖による細胞内 Ca2+の上昇に伴い AMPK の

リン酸化を誘起し、LHおよび FSH遺伝子

の転写を抑制するメカニズムの存在が示唆

された。 
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