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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、下垂体でのアネキシンA1（ANXA1）の役割について解明することで
ある。ゴナドトロフ由来の細胞において、GnRHはANXA５と比べてより大きくANXA1を変動させ、FSH発現を特異的
に促進する因子であるアクチビンは、ANXA5の発現を抑制し、GnRHによるANXA1発現の増加をさらに増強した。雌
ラットの下垂体のANXA1、ANXA5、ビタミンD受容体、アクチビンサブユニットの発現において、いくつかの因子
間で強い正の相関がみられた。これらのことは、ANXA1とA5との異なる調節系や作用の存在とそれらの調節にア
クチビン、ビタミンD3が関与している可能性を示唆している

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the role of annexin A1 (ANXA1) in the
 pituitary gland. In gonadotroph-derived cells, GnRH increased ANXA1 expression to a greater extent 
than ANXA5, and activin, a factor that specifically promotes FSH expression, suppressed ANXA5 
expression and further enhanced the GnRH-induced increase in ANXA1 expression. Strong positive 
correlations were observed between several factors in the expression of ANXA1, ANXA5, vitamin D 
receptor, and activin subunits in the pituitary gland of female rats. These findings suggest the 
existence of different regulatory systems and actions for ANXA1 and A5, and that activin and vitamin
 D3 may be involved in their regulation.

研究分野： 生殖内分泌

キーワード： アネキシン　下垂体　性腺刺激ホルモン　ビタミンD受容体　アクチビン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
繁殖は、動物が種を維持する上で必須であり、畜産において繁殖機能のコントロールは重要な課題である。雌性
動物の繁殖機能は、視床下部―下垂体―卵巣を軸として制御されている。下垂体で発現しているアネキシンA1
（ANXA1）とA5は、視床下部から放出されるホルモンにより調節され、下垂体から分泌される性腺刺激ホルモン
の分泌調節に関わっていると考えられている。本研究により、ANXA1とA5は調節系および作用において類似性が
高いと考えられてきたが、両者間の異なる調節系や作用の存在とそれらの調節にアクチビン、ビタミンD3が関与
している可能性、および下垂体機能の複雑な局所調節が示唆された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

繁殖は、動物が種を維持する上で必須であり、畜産において、繁殖機能のコントロールは重要
な課題である。雌性動物の繁殖機能は、視床下部―下垂体―卵巣を軸として制御されている。視
床下部から放出される性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）は、下垂体の性腺刺激ホルモン
産生細胞（ゴナドトロフ）を刺激し、性腺刺激ホルモンである黄体形成ホルモン（LH）と卵胞
刺激ホルモン（FSH）の分泌を促進する。 

アネキシンは、カルシウム依存性リン脂質結合タンパク質ファミリーであり、現在 12 種類の
アネキシンが報告されている。中でも、アネキシン A5（ANXA5）は、下垂体のゴナドトロフに
発現し、LH および FSH 分泌を促進する。また、GnRH により産生が刺激され、mitogen activated 
protein kinase（MAPK）を介していることが明らかになっている。ANXA5 は、細胞外に放出さ
れたのちに、ゴナドトロフに作用するとされているが、その作用機序については未だ明らかにな
っていない。 

LT2 細胞は、1996 年 Mellon らによって樹立されたマウスゴナドトロフ株化細胞である[1]。
LT2 細胞は、LH、FSH、GnRH レセプター（GnRHR）に加え、アクチビン、インヒビンなど
が発現し、正常なゴナドトロフの特徴を多く保持している。そのためゴナドトロフ研究には非常
に有用な細胞である。最近、この LT2 細胞を GnRH で刺激すると、通常の培養ではほとんど
検出されない ANXA1 の発現が著増することがわかった[2]。しかし、ANXA1 が下垂体からの
LH 分泌に促進的に働くことは確認されたが、どのように LH 分泌を調節するのか、ANXA5 と
相互作用があるのかは明らかになっていない。 

ビタミン D レセプター（VDR）は、卵巣、下垂体、子宮、胎盤など繁殖に関わる組織に発現
している。VDR ノックアウト（KO）マウスが不妊になることは知られているが、下垂体への活
性型ビタミン D（VD）の作用については未だ明らかにされていない。我々は、ラット下垂体の
Vdr の mRNA 量が、血中エストロジェン濃度が高くなる発情前期に、非発情期と比べて有意に
低下すること、そして卵巣摘出ラットにエストロジェンを投与すると有意に低下することを明
らかにした。これは、VD が、性周期中に変動し、下垂体機能に何らかの影響を及ぼしている可
能性を示している。マウスの雌の下垂体において、Vdr、Anxa1、Anxa5 の mRNA 量が、どの２
因子間においても正の相関があることがわかった。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、ANXA1 の ANXA5 および VDR との関連に注目し、下垂体からの LH および
FSH の分泌において、ANXA1 がどのような役割を果たしているのかを解明することである。 
（１） LT2 細胞における Anxa1 の発現を Anxa5 の発現と比較し検討する。 
（２） 性周期中の雌ラットの下垂体に発現する Anxa1、Anxa5、Vdr および他の下垂体前葉の

因子の発現を調べ、因子間の相関の有無を調べる。 
 
３．研究の方法 
（1）LT2 細胞において、GnRH アゴニスト（GnRHa）により増加する Anxa1 と Anxa5 がど
のようなメカニズムで増加しているのかを調べるために、protein kinase C (PKC) activator (12-
O-tetradecanoyl phorbol-13-acetate; TPA)、PKC inhibitor (GF109203)、および MEK inhibitor
（PD98059）で LT2 細胞を処置し、Anxa1 と Anxa5 の発現を real time PCR 法で調べた。 
（2）下垂体の局所因子による調節を調べるために、アクチビンで LT2 細胞を刺激し、Anxa1
と Anxa5 の発現を real time PCR 法で調べた。 
（3）性周期中のラット下垂体における Anxa1、Anxa5、Vdr、アクチビンB サブユニット（Actbb）、
LH サブユニット（Lhb）、FSH サブユニット（Fshb）の発現を real time PCR 法で測定し、因
子間の相関の有無を調べた 
 
４．研究成果 

LT2 細胞において、10 nM GnRHa が Anxa1 と Anxa5 の発現にどのような作用があるのか
を調べるために GnRHa 処置後、1、3、6、12、24、48 時間の Anxa1 と Anxa5 の mRNA 量を測
定した。GnRHa による刺激は、Anxa1 と Anxa5 の mRNA 量をそれぞれ処置後 3 時間および 1
時間で有意に増加させた。その後、両者の mRNA 量は、6 時間まで増加し、24 時間までこれら
の有意に高いレベルは維持され、48 時間後に低下した。Anxa1 mRNA 量は、Anxa5 mRNA 量に
比べて大きく増加していた。 



TPA は、2 時間のインキュベーシ
ョン後に Anxa1 および Anxa5 の
mRNA 発現を有意に増加させたが、
dbcAMP は Anxa1 または Anxa5 の
mRNA 発現に影響を与えなかった。
さ ら に 、  GF109203 （ PKC 
inhibitor）および PD98059（MEK 
inhibitor）は、GnRHa で増加した
Anxa1 および Anxa5 mRNA 発現を
有意に抑制した（図 1）。これは、
GnRHa により誘導される Anxa1 お
よび Anxa5 の発現に MEK-MAPK
系が関わっていることを示してい
る。 

 
TPA 用量が Anxa1 および Anxa5

の mRNA 発現に及ぼす影響を調べ
たところ、Anxa1 mRNA 量は用量依
存的に 100 nM から 10 M まで
大幅に増加したが、Anxa5 mRNA 
は 10 nM から 1 M まで大幅に
増加した (図 2A、B)。 これは、
Anxa1 と Anxa5 の間に TPA に対す
る反応性の違いがあることを示し
て い る 。 次 に 、 TPA 刺 激 後 の 
Anxa1 および Anxa5 mRNA 発現の
経時変化を調べた。細胞は 2 つの
異なる用量の TPA (10 nM および 
1 M) で 48 時間処理した。これら
の mRNA 量の変化は GnRH 刺激
後に観察されたものと同様で、1 時
間または 3 時間から大幅に増加し
始め、6～12 時間の間にピークレベ
ルに達するまで増加し続け、48 時
間までに基礎レベルに戻った (図 
2C、D)。1 M TPA での Anxa1 
mRNA 発現の経時変化も GnRHa
で処理した細胞のものと類似して
いたが、ピークは約 6 時間後に観
察された (図 6C)。Anxa1 の mRNA 量（6～12 時間） 
1 M TPA 処理の刺激効果は 1 nM よりも大きく増加し
たが、Anxa5 では大きな増加として観察されなかった。
この変化は濃度の異なる GnRHa による刺激でも類似
の変化がみられ、ANXA1 がより大きく変動することに
より作用を調節している可能性を示していると考えら
れる。 

 
FSH 発現を特異的に促進する因子であるアクチビン

が、LT2 細胞における Anxa1 および Anxa5 の発現に
及ぼす影響についって調べた。0.4 ng/mL および 4 
ng/mL の ア クチ ビ ン A 処理 で は 、 用量 依 存 的 に 
Anxa5 mRNA 量が減少した (図 3B)。一方、Anxa1 
mRNA 量は、40 ng/mL までの濃度のアクチビン A 処
理による影響を受けなかった (図 3A)。 次に、4 ng/mL 
のアクチビン A 処理後の mRNA 量の経時変化を調べ
た。Anxa1 の mRNA 量は有意に変化しなかったが、
Anxa5 mRNA 量は、処理後 6 時間から有意に減少し、
24 時間まで徐々に低下し、48 時間まで低いレベルが
維持された。 

 
次に、4 ng/mL アクチビン A が GnRH により誘導

される Anxa1、および Anxa5 の発現に及ぼす影響を調
べた。GnRHa（10 nM）は Anxa1 mRNA 量を増加させ、

 

図 1 GnRH で誘導される Anxa1 および Anxa5 発
現に対する PKC inhibitor と MEK inhibitor の効果 

図 2 TPA により誘導される Anxa1 および Anxa5 発
現. 異なる濃度の TPA の効果を 2 時間培養で調べ
（AB）、2 種類の濃度の TPA の掲示変化を 48 時間で
調べた（CD）。 

 
図 3 アクチビンにより誘導され
る Anxa1 および Anxa5 発現. 異
なる濃度のアクチビンで 24 時間
培養を行った。 



アクチビン A での前処理により、この増加は GnRHa 刺激のみの場合と比較して約 7 倍に増
加した (図 4A)。GnRHa により誘導される Anxa5 mRNA 量に対しては、アクチビン A の処
置の影響はみられなかった(図 5B)。このように、アクチビンは LβT2 細胞において Anxa5 の
発現を抑制するのに対し、GnRHa による Anxa1 発現の増加をさらに増強することが明らかにな
った。 

 
雌ラットの性周期は、発情前期（Proestrus, P）、発情期

（Estrus, E）、発情休止期 1 日目（Diestrus1, D1）、発情
休止期２日目（D2）の４日から成る。発情周期の各日
（10:00-12:00 h）における雌ラットの下垂体前葉におけ
る Anxa1、Anxa5、Vdr、アクチビン関連遺伝子であるイ
ンヒビンサブユニット（Inha）、B サブユニット
（Actbb）、そして性腺刺激ホルモンである LH のサブユ
ニット（Lhb）、FSH のサブユニット（FSHb） の発現
について調べた。Anxa1、Anxa5、および Vdr の発現は、
D1 および D2 よりも P において有意に低かった (図 
5A - C)。 Inha の発現は、D2 よりも P で有意に低く、
Actbb の発現は D1 および D2 に比べて E で有意に低か
った。Lhb の発現は D2 で最も高く、周期が E に進むに
つれて徐々に低下した。Fshb の発現は、他の時期よりも 
D1 期で有意に高かった。 

 
雌ラットの下垂体前葉における各遺伝子の発現の相

関をピアソン分析を用いて評価した。Anxa5 と Inha、 
Anxa5 と Actbb、Inha と Vdr、Inha と Actbb の 4 つ
の組み合わせは、強い正の相関関係を示した (0.77 < 
r < 0.82、p < 0.0001、図 5)。さらに、Anxa1 と Anxa5、 
Anxa1 と Vdr、 Anxa5 と Vdr、3 つの遺伝子ペア間の
正の相関関係は中等度の有意性があった (0.70 < r < 0.76、p < 0.001)。他の 7 つの遺伝子

ペア、Anxa1 と Inha、Anxa1 と Actbb、Vdr と Actbb (0.60 
< r < 0.66、p < 0.01、表 2C) の間、および、Anxa1 と
Fshb、Inha と Lhb、Actbb と Fshb、Actbb と Lhb (0.44 
< r < 0.56、p < 0.05) の間に有意な正の相関が認められ
た。 

 
これらのことは、Anxa1 と Anxa5 は調節系および作用に

おいて類似性が高いと考えられてきたが、両者間の異なる調
節系や作用の存在とそれらの調節にアクチビン、インヒビン、
ビタミン D3 が関与している可能性を示唆している。 

 

 

図 4 GnRH により誘導される
Anxa1 および Anxa5 発現に対す
るアクチビンの効果. 

図 5 雌ラット下垂体における
Anxa1 および Anxa5 mRNA 量の
性周期中の変化. 発情期（E）、発
情前期（P）発情休止期（D1,D2） 

図 6 雌ラット下垂体で発現する遺伝子間の相関 
Anxa5 と Actbb （A）、Anxa5 と Inha （B）、 Vdr 
と Inha （C）、Actbb と Inha （D）  
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