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研究成果の概要：GT1 細胞を用いたマイクロアレイ法にてエストロゲンまたは・およびプロゲ

ステロンにより調節されうる遺伝子をスクリーニングした。その中で NO synthetase 3 に着

目し GT1 細胞内での発現パターンと分泌調節へのかかわりについて検討した。さらに calcium 
sensing receptor の豊富な発現を認め、同様にその発現パターンと分泌調節への関係について

検討した。 
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１．研究開始当初の背景 GnRH は視床下部
よりパルス状に分泌され、下垂体ホルモンで
ある性腺刺激ホルモン（FSH）あるいは黄体
化ホルモン（LH）の分泌を制御し、生殖機能
維持において根幹をなすホルモンである。
GnRH のパルス周期の変化は生殖機能発現
に極めて密接に関与していると考えられてい
る。GnRH パルス周期の変化はどのようなメ
カニズムで生じるのかはほとんど研究されて
いない。GnRH のパルス状分泌の周期の決定
因子として GnRH 神経細胞の興奮性が重要
である。エストロゲンあるいはプロゲステロ
ンがその興奮性を制御している蛋白の発現調

節に強く関与していると予想し、GnRH 分泌
細胞において性ステロイドにより発現制御さ
れている遺伝子を解析しその機能について検
討することを目的とする。 
 
２．研究の目的 エストロゲンあるいはプロ
ゲステロンがその興奮性を制御している蛋白
の発現調節に強く関与していると予想し、
GnRH 分泌細胞において性ステロイドによ
り発現制御されている遺伝子を解析しその機
能について検討することを目的とする。 
 
３．研究の方法 



（1）DNA マイクロアレイ法による GT1 細
胞における性ステロイド調節性遺伝子の解析
（2）Northern blot、Real time PCR 法によ
る遺伝子発現調節の確認（3）siRNA アデノ
ウイルスの作成およびアデノウイルスを用い
た発現調節が確認された遺伝子の GT1 細胞
における機能解析（4）蛍光カルシウム試薬
による Calcium Oscillation の観察（5）細胞
還流装置による GnRH パルスの観察 
 
４．研究成果 まずマウス GnRH 神経細胞
株である GT 1 細胞を、0.01〜100nM まで段
階的にエストラジオールにて刺激を行なった。
total RNA を抽出し、エストロゲン受容体（α、
β）及びプロゲステロン受容体の発現誘導に
ついて半定量 PCR法を用いて検討した。GT1
細胞にはエストロゲン受容体αおよびβが発
現しており、これらはエストロゲン添加によ
る発現調節を受けていなかった。一方プロゲ
ステロン受容体は、エストロゲン非存在下で
はほとんど発現していなのに対し、エストロ
ゲン添加によりおおむね濃度依存性に発現が
誘導されることが明らかとなった。これらの
結果をもとに、GT1 細胞をエストロゲン無添
加のものと、100nM エストラジオールにて刺
激を行なったものとから DNA マイクロアレ
イ法にてエストロゲンによる発現調節を受け
る遺伝子のスクリーニングを行った。また、
同様にしてエストロゲン 100nM 及びプロゲ
ステロン 10pＭ刺激下における誘導遺伝子の
スクリーニングを DNA マイクロアレイ法に
て検討した。DNAマイクロアレイ法により、
エストロゲン添加により有意に発現が増加あ
るいは減少する遺伝子はそれぞれおよそ 150
個存在した。また同様にしてプロゲステロン
により誘導される遺伝子に関してもほぼ同様
数の遺伝子発現の変化を示すことが明らかと
なった。興味深い遺伝子として、 NO 
synthetase 3 (NOS3)が挙げられる。本遺伝
子は、今回のマイクロアレイ法により GT1
細胞においてエストロゲン存在下で有意に増
加し、プロゲステロン存在下で減少する結果
が得られた。性ステロイドによる GT1 細胞に
おいてのNOS3発現調節を real time PCR法
を用いて検討した。NOS3 遺伝子はエストロ
ゲン存在下でおよそ 1.5～2.1 倍に増加した。
一方、予想に反してプロゲステロン存在下で
はその発現量に変化が見られなかった 

さらに、NOS3 遺伝子特異的にノックダウ
ンさせる siRNA を 3 種デザインし、目的遺
伝子のノックダウン効率を直接 GT1 細胞へ
遺伝子導入することにより検定した。この中
でもっとも低濃度で NOS３発現を抑えられ
た siRNA はほぼ 100％の NOS3 蛋白発現抑
制が見られた。これを元に、GT1 細胞内で
siRNA 発現を導入する組み替えアデノウイ
ルス作成を開始した。あらかじめ他施設より

入手したコントロール実験用アデノウイルス
では GT1 細胞の GnRH 分泌に影響は見られ
なかったのに対し、新規作成した NOS３ 
siRNA 発現アデノウイルスは 1－5MOI にお
いても細胞毒性が強いことがわかった。GT1
細胞への障害は予想以上に強く、増殖曲線に
影響を及ぼすばかりでなく、細胞内カルシウ
ム蛍光色素 Fura2 を簡易的に用い、観察した
ところ、カルシウムオシレーションの観察頻
度も著しく低下していた。 
細胞毒性により、一旦予定していた還流実験
ではなく、static culture study への簡易的な
実験系に変更したが、siRNA 発現アデノウイ
ルスに感染させた GT1 細胞は培養皿から容
易に剥脱してしまうなどのトラブルにより、
いまだ実験結果が得られていない。今後も本
実験系が継続できるのであれば、細胞接着剤、
ビーズなどへの接着を考慮している。 
さらに、今回のスクリーニングにより、

calcium sensing receptor が豊富に発現して
いることが明らかとなった。本遺伝子はエス
トロゲン・プロゲステロンによる発現調節は
示唆されていないものの、近年細胞間の情報
伝達機構の一つとして報告されている蛋白で
ある。   

以下は、予備実験得られたデータである。
GT1-7 より抽出した RNA を用い RT-PCR 法
を用いて calcium sensing receptor の発現を
検討した。図１にその結果を示す。左から 3
レーンに 1007bp の特異的バンドを検出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



さらに、培養 GT1-7 細胞を抗 calcium 
sensing receptor 抗体を用い免疫染色を行っ
た。細胞膜特異的に発現しているのがわかる
（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 
また、calcium sensing receptor の非特異的
刺激剤 spermine を投与すると、GT1-7 細胞
の細胞内カルシウム濃度が上昇することが確
認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３, 
また、calcium sensing receptor はマウス脳
median eminence に豊富に発現しているこ
とがわかった（図 4）。 
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