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研究成果の概要（和文）：マウス視床下部由来のGT1-7細胞および下垂体前葉のゴナドトロピン産生細胞では、
ゴナドトロピン放出ホルモン（GnRH）受容体の刺激によって、Gq/11タンパク質を介したErbB4の限定分解による
脱感作現象を見出した。また、GT1-7細胞ではCキナーゼにより活性化されたPKD1とSrcファミリーのFynによる
Pyk2（チロシンキナーゼ）の活性化機構も明らかになった。さらに、Pyk2の発現を抑制したゼブラフィッシュ胚
は、受精後24時間で顕著な発育遅滞、脳構造の形成異常が認められた。今回の研究によって、神経細胞における
機能制御を理解する上で有用な知見が得られたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The receptor for gonadotropin-releasing hormone (GnRH) belongs to the 
G-protein coupled receptors, and is highly expressed in hypothalamic neurons, as well as in anterior
 pituitary gonadotrophs. In our previous study, we found that GT1-7 cells expressed ErbB4 as well as
 EGFR, and GnRH treatment induced the cleavage of ErbB4 to suppress the function of ErbB4. In the 
present study, we found that ErbB4 was expressed in undifferentiated gonadotroph aT3-1 cells and 
GnRH induced the cleavage of ErbB4. We found that stimulation of the GnRH receptor activated protein
 kinase D1 (PKD1), and PKD1 was involved in the Fyn-mediated activation of proline-rich tyrosine 
kinase 2 (Pyk2) in GT1-7 cells. Pyk2 indicated that tyrosine 402 (Tyr402) was phosphorylated both by
 autophosphorylation and by Fyn, whereas Tyr579 was phosphorylated mainly by Fyn. Our present data 
may suggest that fully activated Pyk2 dissociates from Fyn after Fyn-mediated phosphorylation of 
Pyk2 at unknown sites.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経細胞における細胞内の情報伝達機構の解明は、統合失調症などの発症機序を解明する上で重要である。ゴナ
ドトロピン受容体（GnRH）はGタンパク質共役型受容体の一つで、Gq/11タンパク質と共役している。今回、マウ
スの視床下部由来のGT1-7細胞で、GnRH受容体刺激によってCキナーゼによってPKD1が活性化され、Fynを介した
チロシンキナーゼPyk2を活性化する詳細な機構が明らかになった。Gq/11タンパク質はアドレナリンのα1受容体
など様々な受容体刺激で活性化されることが知られており、本研究はGq/11タンパク質が関与する細胞内情報伝
達機構の解明に貢献すると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
神経発生に関与しているニューレグリン１（NRG1）と ErbB4は統合失調症の原因遺伝子とし

て知られている（Nat Rev Neurosci, 2008）。NRG1 は ErbB 受容体ファミリーの ErbB4 のリガンド
であり、NRG1 が ErbB4 に結合すると ErbB4 が活性化されて、NRG1-ErbB4 シグナルが動き出
す。NRG1-ErbB4 シグナルの低下が疾患発症に関与していると報告されているが、その詳細は不
明である。また、ErbB4 は選択的スプライシングによって、膜貫通領域が異なる JMa または JMb
型が存在するが、最近、統合失調症患者の脳では JMa 型の発現が増加していることが報告され
た（Mol Pshychi, 2014）。 
 私達は視床下部由来の培養神経細胞である GT1-7 細胞を用いて、細胞内シグナル伝達機構に
ついて検討してきた。これまでに、G タンパク質共役型受容体（GPCR）の一つであるゴナドト
ロピン放出ホルモン（GnRH）受容体刺激によって、ErbB4 がトランスに活性化され、その結果
MAPキナーゼファミリーの中のERKが活性化されることを明らかにした（Higa-Nakamine, 2012）。
しかしながら、ErbB4 の活性化および切断に至る詳細な機構は不明な部分が多かった。また、
GT1-7 細胞の ErbB4 は JMa 型のみ発現していることが分かった。さらに、GT1-7 細胞では ErbB4-
JMa は強い GnRH 刺激によって切断され、細胞膜上から減少し脱感作されることを見出した。
その結果、リガンドである NRG1 との作用が抑制され、NRG1-ErbB4 シグナル伝達が阻害される
ことを明らかにした（Higa-Nakamine, 2015）。この機構は GnRH ニューロンの機能に大きな影響
をもつ可能性が考えられた。 
 GnRH 受容体刺激による ErbB4 を介した MAP キナーゼ系の活性化には、Gq/11タンパク質が共
役しており、C キナーゼが PKD1（セリントレオニンキナーゼ）を活性化することを見出した。
さらに、この反応系には PKD1 が活性化され、Fyn（Src ファミリータンパク質）と Pyk2 からな
るチロシンキナーゼ系を活性させることが分かった（Higa-Nakamine, 2015）。 
 
 
２．研究の目的 
(1) GT1-7 細胞での GnRH 受容体刺激による細胞内情報伝達機構を詳細に解析し、ErbB4 の活性
化および切断機構を解明する。 
(2)GT1-7細胞で見られたErbB4の脱感作現象が、他の細胞にも共通しているかを検討する。GnRH
受容体が発現している下垂体前葉細胞の培養細胞株を用いる。 
(3) ErbB4 の機能低下が脳の発達に障害を起こし、環境因子等の影響も加わって、統合失調症の
発症につながる可能性も考えられる。そこで、受精卵から発生初期胚が透明で、遺伝子のノック
ダウン胚も作成可能であるゼブラフィッシュを用いて、GnRH 受容体刺激後の ErbB4 シグナル
伝達に関与するタンパク質が脳の発達にどのような影響を及ぼすのか解析を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) GT1-7 細胞での GnRH 受容体刺激で活性化された Fyn および Pyk2 の活性化機構を明らかに
する。Pyk2 の阻害薬（PF431396）、Fyn の阻害薬（ダサチニブ、PP2）および siRNA にて GT1-7
細胞を処理した後、GnRH 受容体刺激を行う。細胞抽出液を精製し、Pyk2 または Fyn と結合す
るタンパク質を同定するために、抗 Pyk2 抗体または抗 Fyn 抗体にて免疫沈降実験を行う。 
 
(2)Pyk2 の活性化には３つのチロシン残基（402, 579, 580 番目）のリン酸化が重要であることが
報告されている。これらリン酸化の詳細な機構を明らかにするために、チロシン残基をフェニル
アラニン残基に置換した Pyk2 変異体（Y402F, Y579/580F）を作成し、Pyk2 のリン酸化機構およ
び Fyn との結合を検討する。 
 
(3)ErbB4 の活性化機構を検討するために、ErbB4 のリン酸化を検討したが、ErbB4 は GnRH 受容
体刺激にて限定分解を受けることから、その活性化を直接検出することは難しいと考えられる。
そのため、GT1-7細胞で発現しているErbBファミリーの一つであるEGFRの活性化を検討する。
GnRH 受容体刺激後に、抗 EGFR 抗体にて免疫沈降実験を行い、EGFR のチロシンリン酸化抗体
を用いて EGFR の活性化を検出する。 
 
(4)GnRH 受容体刺激による EGFR と ErbB4 のリガンドである HB-EGF の前駆体 ProHB-EGF を恒
常的に発現させた細胞株を用いて、リガンドとの結合を検討する。この GT1-7 細胞は、ProHB-
EGF はアルカリフォスファターゼ（AP）で標識されているため、細胞膜上の ProHB-EGF の切断
を AP 活性にて測定することができる。 
 
(5)ErbB4 の脱感作現象を下垂体前葉細胞のゴナドトロピン産生細胞（αT3-1 細胞、LβT2 細胞）
を用いて検討する。 
 
(6)ゼブラフィッシュの受精卵に ErbB4 の発現を抑制するアンチセンスオリゴを微量注入し、受
精後 24、48 時間の表現系を解析する。 
 



 
４．研究成果 
(1)GT1-7 細胞での Pyk2 と Fyn との結合が、ダサチニブ（Src ファミリー阻害薬）存在下では増
強されることを見出した。また、Fyn と PKD１との結合は検出できなかった。また、Pyk2 は不
活性化の状態では、FIP200 タンパク質と結合していることが明らかになった。GnRH 受容体刺激
によって活性化された PKD1 は、Pyk2 と Fyn の結合を促進させる役割が示唆された。また、PKD1
は不活性型の Pyk2 から FIP200 を解離させ、Pyk2 の活性化を促進させる役割もあるのではない
かと考えている。 
 
(2) Pyk2 の過剰発現系を用いた免疫沈降実験によって、Pyk2 の活性化は 402 番目のチロシン残
基は主に自己リン酸化によるものであることが分かった。その際、Pyk2 は多量体を形成してい
ることも見出した。Fyn は Pyk2 のリン酸化された Y402 に結合し、Y579 と Y580 をリン酸化す
ることが阻害剤を用いた実験によって明らかになった。また、Y579/580 のリン酸化は、Pyk2 の
触媒機能を亢進させることが分かった。完全に活性化された Pyk2 は Y881 のリン酸化によって
Fyn から解離すると考えられた。 
 
(3)GnRH 受容体刺激後に、EGFR のチロシン残基のリン酸化は僅かに検出された。一方で、EGFR
のリガンドである HB-EGF および EGF による刺激では、EGFR の顕著な活性化が認められた。 
 
(4) ProHB-EGF の切断
機構の解析によって、
GnRH 受容体の長時間
の刺激では、ProHB-
EGF の切断が検出さ
れた。この切断は、タ
ンパク質分解酵素の
TACE の阻害薬の存在
下で抑制された。ま
た、PKD1 の阻害薬
（CRT0066101）の存
在下では、僅かに抑制された。GT1-7 細胞では長時間の GnRH 刺激によって HB-EGF が切断さ
れて、EGFR および ErbB4 へ結合する可能性が示唆された。GT1-7 細胞で得られた(1)-(4)の結果
を図で示した（図１）。 
 
(5) GnRH 受容体を発現している下垂体前葉のゴナドトロピン産生細胞（αT3-1 細胞）では、GT1-
7 細胞同様に ErbB4 の脱感作現象が起こることを見出した。一方で LβT2 細胞には ErbB4 が発現
していないことが分かった。 
 
(6)ErbB4 の発現を抑制したゼブラフィッシュ胚は、受精後 48 時間の野生胚と比べて頭部の形態
異常が認められた。また、Pyk2 のノックダウン胚は、受精後 24〜48 時間では脳領域に異常が認
められ、神経細胞死が起こっている可能性が示唆された。 
 これらの研究から、神経細胞において Gq/11タンパク質を介した細胞内情報伝達機構での Pyk2
の活性化および ErbB4 の活性化と脱感作作用への新しい知見が見出された。 
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