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研究成果の概要（和文）：本研究では、GnRH誘導体持続投与ラットモデルの下垂体前葉性腺刺激ホルモン産生細
胞の微細構造と機能分子局在を解析した。その結果、GnRH受容体の持続的刺激により性腺刺激ホルモン産生細胞
が機能的に抑制され、同時にER patchが出現した。ER patchにはシャペロンやERAD関連分子が集積した。ER 
patchが出現した性腺刺激ホルモン産生細胞には多層膜構造物とp62の細胞内蓄積が出現した。これらの所見は、
GnRHアゴニストによる刺激を受けたLH/FSH産生細胞において、ERADがオートファジーと関わっている可能性を示
している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the ultrastructural characteristics with 
functional molecular localization in rat pituitary gonadotropes under continuous administration of 
GnRH agonist. Upon continuous stimulation on the GnRH receptor, anomalous tubuloreticular ER patches
 appeared concomitant with functional suppression of gonadotropes. In the ER patches that appeared 
in the stimulated gonadotropes, ER molecular chaperons and ERAD-related molecules were accumulated. 
In parallel to appearance of anomalous ER patches, the accumulation of p62 and multilamellar 
components as reflection of activated autophagy processes appeared in cytoplasm of the stimulated 
gonadotropes. These findings indicated that ERAD may be related to autophagy in gonadotropes 
stimulated by a GnRH agonist.

研究分野：顕微解剖学

キーワード： 電子顕微鏡

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では細胞内微細構造と機能分子局在変化の正確な把握のために、光学顕微鏡、透過電顕および走査電顕技
術を駆使・洗練する必要があり、本研究遂行によって確度の高い、精密な形態学的解析技術を確立することがで
きた。また、本研究では性腺刺激ホルモン産生細胞における生理機能を形態学的側面と照合することで、同細胞
における細胞内分解系に関わる新たな所見を発見でき、同細胞の生理機能の基盤解明に貢献した。これらの基盤
的知見は今後、応用的に性ホルモンが関わる疾患の診断・治療に役立つ可能性があると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 細胞内分解系は、細胞質や細胞内小器官を隔離膜で取り囲みリソソームで分解するオートファ

ジーと、蛋白をユビキチン化しプロテアソームで分解するユビキチン-プロテアソーム系

(Ubiquitin-proteasome system: UPS)の2系統に大別される。オートファジーについては、酵母

でオートファジーに必要な遺伝子群が同定され、機能的側面についての研究の進展が目覚ましい

(M. Tsukada and Y. Ohsumi, FEBS Lett., 1993.)。しかしオートファジーはもともと電顕観察

で発見され、その微細構造も詳細に検討されているが、 UPSに関する細胞内分解系の研究は主に

生化学的手法で行われている。 

 研究代表者は、自身の研究過程で生体条件下でLH/FSH産生細胞の機能と形態を対比的に検討で

きるGnRH誘導体持続投与ラットモデルを確立した。このモデルを用いてGnRH agonistを投与後初

期のラットのLH/FSH産生細胞の微細構造を検討したところ、管状構造が集積した小胞体塊(ER 

patch)が一過性に出現することを発見し、さらにBap31やユビキチンE3リガーゼHRD1など、UPS

にカテゴライズされる小胞体関連分解(ER associated degradation: ERAD)関連分子が集積する

所見を見出した。 

 
２．研究の目的 
 上述の背景を踏まえ、研究代表者は、主にGnRH誘導体持続投与ラットモデルのLH/FSH産生細胞

に出現するER patchの微細構造と機能分子局在を詳細に解析することで、細胞内のUPSに関わる

形態学的特性を明らかにしたいと考え、関連する細胞内微細構造や機能分子局在を検討すること

を目的として、本研究を計画した。 

 
３．研究の方法 
（１）実験動物 

 GnRH誘導体持続投与ラットモデルとして8週齢のWister系雄ラット（体重：約200g）を用い

て、酢酸リュープロレリン（Sigma Aldrich、15μg/day）、酢酸ブセレリン（Sigma Aldrich、

15μg/day）、アンチド（Sigma Aldrich、7μg/day）を充填した浸透圧ポンプ（ALZET mini-osmotic 

pump model 2001）を背部皮下へ包埋した実験群を作製し解析に供した。 

（２）形態解析 

①標本作製 

 光顕免疫組織化学用の組織標本は4% パラフォルムアルデヒド（PFA）と4% スクロースを

含む0.1M リン酸緩衝液（PB、pH7.4）で灌流あるいは浸漬固定後、組織の一部はエタノー

ル系列で脱水し、プロピレンオキサイドを仲介剤としてEpon812樹脂を浸透させた後、24時

間、60℃の条件で重合し包埋した。また一部はパラフィンやO.C.T compoundに包埋した。 

 微細構造解析のための透過電顕観察用標本は2% グルタールアルデヒド（GA）単独あるい

は2% PFAを含む0.1M PBで灌流あるいは灌流固定後、組織を1% 四酸化オスミウム（OsO4）

を含む0.1M PB溶液で2時間、4℃で後固定し、Epon812樹脂やL.R.White樹脂に包埋した。 

 特に、免疫組織化学用の透過電顕用標本は0.5% GAと0.5% PFAを含む0.1M PBで灌流ある

いは灌流固定後、組織を速やかに0.5% OsO4を含む0.1M PB溶液で1時間、4℃で後固定した

後、1% 燐タングステン酸を含む70% エタノールで20分×3、4℃で脱水し、L.R.White樹脂

を浸透させ、24時間、60℃の条件で重合し包埋した。 

 走査電顕観察用の組織標本は0.5% GAと0.5% PFAを含む0.1M PBで灌流あるいは灌流固定

後、組織を速やかに1% OsO4を含む0.1M PB溶液で2時間、4℃で後固定した後、25%および50% 

DMSO溶液に30分ずつ浸漬して氷晶防止処理を行った。その後試料を液体窒素中で凍結割断



し0.1M PBで洗浄し、0.1% OsO4を含む0.1M PB溶液に移動して点灯した蛍光灯下で72時間、

20℃で浸軟処理を施した。浸軟後試料は1% OsO4を含む0.1M PB溶液で1時間、4℃で再固定

後に0.1M PBで洗浄し、1% タンニン酸-1% OsO4による導電染色後、エタノール系列および

酢酸イソペンチルで脱水し臨界点乾燥機で乾燥した。 

②光顕免疫組織化学 

 Epon標本から作製した準超薄切片や、パラフィンあるいはO.C.T compound包埋標本から

作製した切片を用いて、標的機能分子を標識した。切片は1.5% 正常ウマ血清による非特異

的吸着のブロッキング後に一次抗体を12時間、20℃で結合させ、緩衝液（0.5M NaCl - 0.01M 

PB）で洗浄し、さらに一次抗体の動物種に対応した二次抗体を3時間、20℃で結合させた後

抗原局在部位を可視化し観察した。 

③電顕免疫組織化学 

 EponおよびL.R.White包埋標本から90-100nm厚の超薄切片を作製し、5% 正常ウマ血清に

よる非特異的吸着のブロッキング後に一次抗体を12時間、20℃で結合させ、緩衝液（0.1% BSA

含有0.5M NaCl - 0.02M Tris-HCl 緩衝液、pH 8.2）で良く洗浄し、一次抗体の動物種に対

応した金コロイド標識IgG抗体（金コロイド径 5-15nm）を1時間、20℃で結合させる事で抗

原局在部位を可視化した。金コロイド標識した切片は電子染色を行い観察した。 

④走査電顕観察 

 オスミウム浸軟試料をアルミニウム台にマウントした後、イオンスパッターでPt-Pdコー

ティングを施し、電解放射型走査型電子顕微鏡を用いて高倍観察した。 

（３）機能解析 

 GnRH誘導体持続投与ラットモデルについて、実験群から血漿を調整し、また下垂体組織か

らの蛋白およびmRNA抽出を行い、血中LH濃度の測定やWestern blotting による蛋白発現解析、

qPCR法を用いた遺伝子発現解析を実施した。 

 
４．研究成果 

 まず、お互いに分子構造の異なるGnRHアゴニストである酢酸リュープロレリンあるいは酢

酸ブセレリン、またはGnRHアンタゴニストであるアンチドの持続投与実験モデルラットに対

して、血中LH濃度測定や、ER patchについての光顕免疫組織化学によるCNXおよびBiP集積の

確認、あるいは電顕による微細構造の観察を行うことで、LH/FSH産生細胞に出現するER patch

がGnRHアゴニストによるシグナル伝達刺激を介して生じていることを確認した。その後、酢

酸リュープロレリン持続投与モデルラットを主に用いてER patchに関連する細胞内微細構造

の検討を行った。ER patchが出現したLH/FSH産生細胞の微細構造を詳細に電顕で観察したと

ころ、細胞質を分画しER patchとは異なる形態をとった多層膜構造体が、ER patchに隣接し

て出現しており、さらに一部のER patchが多層膜構造体によって隔離されることを発見した。

そこでオートファジーの指標となる特異的分解蛋白質p62と、ER patchマーカーとなるCNXお

よび細胞標識のためのLHに対する一次抗体を用いた多重蛍光標識観察を実施したところ、ER 

patchが出現したLH/FSH産生細胞でのみ特異的にp62の細胞内蓄積がみられた。さらに実験群

を酢酸リュープロレリン投与後1、4、12、24、48、96、168時間の時系列に細分し、ER patch

の出現とp62蓄積の時間的特性について解析したところ、ER patchは同剤持続投与12〜48時間

後に、p62の細胞内蓄積も24〜48時間後に出現することから、時間的相関性があることも明ら

かとなった。UPSがオートファジーと関係をもつ可能性はこれまでにも指摘されており (S. A. 

Houck, et al. Mol. Cell, 2014.)、上記所見はER patchとオートファジーが統合的に制御さ



れている可能性を示すものと考えられた。このような現象が生じる原因として、一過性のホ

ルモン生合成亢進による不良品蛋白質の増加が想定されたため、同様の時系列における血清

LH濃度およびLHβmRNAの下垂体発現量を検討した。しかし、予想に反して、血清LH濃度は同

剤持続投与後4時間後からピークアウトするにも関わらずLHβのmRNA発現は薬剤投与後持続

的に低下した。このことはGnRHアゴニスト刺激を受けたLH放出・枯渇後も、LH/FSH産生細胞

内に代償性のLHβ生合成亢進に伴う不良品蛋白質増加を生じないことを示し、GnRHアゴニス

トのGnRH受容体へのdesensitization作用が薬剤投与後早期から出現することを示している。

そこで下垂体のGnRH受容体mRNA発現とGnRH受容体量を検討したところ、いずれも薬剤投与後

12-24時間以降に低下し、ER patchやp62の細胞内蓄積との時間的相関性を示した。以上のこ

とから、GnRHアゴニストによるシグナル刺激を受けたLH/FSH産生細胞において、GnRHアゴニ

ストのdesensitization作用と関連したGnRH受容体の量的制御に、ER patchとオートファジー

が統合的に関わっている可能性が示された。 
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