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研究成果の概要（和文）：GnRH 遺伝子もしくは時計遺伝子（Per2/Bmal1）プロモーター下流

にルシフェラーゼ遺伝子を導入した GT1-7 安定発現株を確立した。これを用いて、Kisspeptin
投与による両遺伝子発現の変化を検討したところ、転写レベルにおいて GnRH 遺伝子発現は増

強されるが、時計遺伝子発現には変化がなかった。灌流系の細胞培養システムを用いて長期間

の発光連続測定と同時に GnRH 分泌測定する系の開発を試みたが、現在まで確立はしていない。 
 
研究成果の概要（英文）：We established stable transformed GT-7 cell line tranfected with 
reporter plasmid which consists of GnRH or clock genes (Pes2/Bmal1) promoter and 
luciferase gene. Using this plasmid, we examined the effect of kisspepin to the 
transcription activity of GnRH gene or clock genes.  Kisspeptin induced the transcription 
activity of GnRH, although it did not change that of clock genes.  We also tried to establish 
the perfusion system for monitoring continuous luciferase activity as well as GnRH 
secretion. But it has not been completed. 
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１．研究開始当初の背景 
Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) 
ニューロンは、性周期、排卵のリズムの中枢

である。同時に、ヒトでは思春期には GnRH

分泌が増強するがそのメカニズムは明らか

ではない。GnRH ニューロン由来の GT1-7

細胞では時計遺伝子の概日リズム振動がみ

られ、GnRH パルス状分泌を修飾するが、一

方、Kisspeptin-GPR54 系は思春期発来因子

として注目され、その遺伝子異常により性腺

機能低下症を示すことから、その関与が明ら

かとなっている。 
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２．研究の目的 

GnRH ニューロンのにおける生物時計概日

振動と思春期発来との関連を明らかにする

ために、GT1-7 細胞における時計遺伝子と

GnRH 遺伝子転写活性および GnRH 分泌に

対する Kisspeptin の反応性を検討する 

 

 
３．研究の方法 

(1) 細胞培養：GT1-7細胞は 5% CO2下 37℃ 

10％FBS含有 DMEM 培地にて培養した。 

 

(2) 発光レポータープラスミド:mGnRHプロ

モーター領域(3.6kbp)下流に緑色発光帯域

を持つ発光甲虫由来ルシフェラーゼ（E-Luc 

PTGR）挿入したベクターを構築した。 mPer2

プロモーター (350bp) のレポータープラス

ミド（下図）および Bmal1プロモーター

(915bp)のプラスミドも同様に構築した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

(3) 安定発現株のための遺伝子導入:GT1-7

細胞に Lipofectamine2000を用いたリポフェ

クション法にて,GnRH-PTGR安定発現株を得

た。時計遺伝子の安定発現株は（Per2-PTGR、 

Bmal1-PTGR 安定発現株を確立するためには、

レトロウィルスベクターキット Retro-X Q 

Vector (Clontech) を使用した。 

 

(4) 発光発光測定用培地に交換し連続測

定：35mm dishにおいて、安定発現株に振動

誘発を加え、、ディッシュ型ルミノメーター

KronosAB-2500 (ATTO)または Lumicycleにて 

３７˚Ｃ下（大気中）１０分間隔での１分間

の発光連続測定をおこなった。 

 

(5) 発光測定による遺伝子転写活性測定: 

6well dish に各安定発現株を測定前日に 

105個ずつ 24時間培養した後、Kissptin 

(Kp-10:ペプチド研）１０ｎM 含有無血清培地

（Opti-MEMI)で 2時間培養した。2時間培養

後に細胞を回収し、細胞破砕液中の発光測定

をおこなった。 

 
 
４．研究成果 
 

(1) GH-RH安定発現株において、GnRH遺伝子

発現は明確な概日リズム振動は示さなかっ

た。 
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両者ともに明確な概日リズム振動はない。 
 
 
 
 



(2) 時計遺伝子（Per2,Bmal1)安定発現株に

おいて、時計遺伝子は明確な概日リズム振動

を示した。 
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Per2、Bmal1 は両者とも明確な概日リズムを

示し、それぞれ逆位相を示した。 

 

(3) Kisspeptin は GnRH 遺伝子転写活性を増

強したが、時計遺伝子転写活性には影響を与

えなかった 

 

Kisspeptin 投与後の各安定発現株の発光を

測定し、その転写活性を定量した。 

 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

（図）GnRH安定発現株 

Kisspeptin 投与後有意に発光量は増加した。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図）時計遺伝子（Per2）安定発現株 
Kisspeptin 投与後においても発光量は有意
な変化はなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図）時計遺伝子（Bmal1）安定発現株 
Kisspeptin 投与後においても発光量は有意
な変化はなかった。 
 
 

 以上の結果より、GnRHニューロンにおいて

は、GnRH遺伝子発現と時計遺伝子概日リズム

振動との相互作用は少なくとも転写レベル

においては明らかではないことがわかった。 
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