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研究成果の概要（和文）： 下垂体前葉から分泌される LH と FSH は、主に視床下部からの GnRH

により制御され、高頻度 GnRH 刺激では LH 優位、低頻度 GnRH 刺激では FSH が優位に発現するこ

とが知られている。ゴナドトロピン発現には Extracellular signal-regulated kinase (ERK)

が重要な役割を担っている。MAP kinase phosphatase 1 (MKP1)は ERK を脱リン酸化して不活化

する。LβT2 細胞では MKP1 発現は低頻度 GnRH 刺激より高頻度 GnRH 刺激で優位に増加しことか

ら、MKP1 が GnRH パルス頻度依存性ゴナドトロピン発現に関与する可能性が示された。また

Pituitary adenylate cyclase-activation polypeptide (PACAP)もゴナドトロピンサブユニッ

トを発現させるが、高頻度 PACAP パルス刺激では LHβが、低頻度パルス刺激 では FSHβ発現が

優位に発現した。以上の結果より PACAP もまた GnRH と同様にゴナドトロピンの特異的産生に関

与している可能性が考えられた。  

   

研究成果の概要（英文）：Gonadotropins are synthesized and secreted, which is under GnRH 
regulation. GnRH pulse frequency determines specific gonadotropin subunit gene 
expression. In pituitary gonadotrophs, GnRH induces expression of the Extracellular 
signal-regulated kinase(ERK) dephosphorylating enzyme, MAP kinase phosphatase 1 (MKP1). 
MKP-1 is specifically expressed following high-frequency GnRH pulses and that this effect 
may participate in the differential regulation of gonadotropin subunit expression. In 
addition to hypothalamic GnRH, pituitary adenylate cyclase – activating polypeptide 
(PACAP) also regulates gonadotropin gene expression. High-frequency PACAP pulse 
preferentially increased Lhb, whereas low-frequency PACAP pulses specifically increased 
Fshb. It suggest that PACAP is involved in the differential regulation of gonadotropin 
subunit gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 

生殖年齢にある女性において、その生殖

内分泌機構は視床下部-下垂体-卵巣系によ

り制御されている。つまり、視床下部から分

泌されるゴナドトロピン放出因子が下垂体

前葉に作用し、下垂体前葉からゴナドトロピ

ン(Luteinizing hormone (LH), Follicle- 

stimulating hormone (FSH))が分泌され、ゴ

ナドトロピンは卵巣から性ステロイドホル

モンを分泌させる。この視床下部-下垂体-

卵巣間のネットワークが卵胞発育や排卵に

とって重要である。 

 視床下部から分泌される性腺刺激ホルモ

ン放出ホルモン（GnRH）は律動的（パルス状）

に分泌され、月経周期の時期によりその分泌

周期と振幅を変化させている。すなわちしか

し GnRH という１つの生理活性物質が、単一

ゴナドトロピン産生細胞から異なった 2 つ

のホルモンを特異的に制御する詳細なメカ

ニズムについては不明である。また GnRH が

LH、FSH の分泌を制御していることは明らかで

あるが、GnRH 以外にもゴナドトロピンを制御

しうる生理活性物質が存在する。Pituitary  

Adenylate Cyclase-activation Polypeptide

 (PACAP)、アクチビン、フォリスタチン、ド

ーパミン、ゴナドトロピン放出抑制ホルモン

（GnIH）などがその例である。これらの物質

は単独あるいはGnRHと協調してゴナドトロピ

ンを制御すると思われるが、これらの物質と 

GnRH パルス頻度依存性ゴナドトロピン発現に

おける作用の詳細は不明である。 

 
２．研究の目的 

  GnRH パルス頻度の違いによる LH、

FSH 特異的合成・分泌メカニズム検討す

るために以下について検討することを目

的とした。 

(1) GnRH パルス頻度の違いによる細胞内

情報伝達様式の違いについて 

ゴナドトロピンサブユニット発現に Extrac-

ellular signal-regulated kinase(ERK)の

活性化が重要であることはこれまでの研究

により明らかである。ERK は GnRH 受容体よ

り MAP キナーゼカスケードを介して最終

的にリン酸化され、活性化される。活性

化された ERK はやがて MKP により脱リン

酸化されて、非活性化される。GnRH パル

ス頻度の違いにより MKP-1 及び MKP-2 の

誘導に違いが生じて ERK 活性化パターン

が異なるのか、あるいは別の機序である

のか検討する。 

(2) GnRH 以外の生理活性物質に対する反

応性はどうか 

 私達は LβT2 細胞を用いて、GnRH と同

様に PACAP もゴナドトロピンサブユニッ

トを発現させることを報告した。PACAP

の血中の動態は明らかではないが、GnRH

と同様にパルス状に分泌されている可能

性がある。PACAP をパルス状に投与し、

頻度依存性ゴナドトロピン発現、および

細胞内変化を検討する。 

 

３．研究の方法 

 生体内で存在する GnRH パルス頻度特異的 LH、

FSH 合成メカニズムを検討するために GnRH を

パルス状に添加することが必要であり、当科

にすでに設置してある Perifusin system を用

い、5分間の GnRH 刺激を 30 分間隔で行う高

頻度 GnRH パルス刺激と 120 分間隔で行う低

頻度 GnRH パルス刺激について検討を行った。 

 ゴナドトロピン産生細胞のモデル細胞とし

てLβT2細胞を使用し、ウエスタンブロット

法による蛋白量の検討及びreal-time PCR

を用いてmRNA量の変化を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) ゴナドトロピンサブユニット発現に ERK

の活性化が重要であるが、MKP1 は ERK を脱リ

ン酸化して不活化する。GnRH は視床下部より

パルス状に分泌され、高頻度 GnRH 刺激では

LH 優位、低頻度 GnRH 刺激では FSH が優位に

発現することが知られており、GnRH パルスの

刺激頻度と MKP1 発現について検討を行った。

静止刺激において GnRH は刺激後 60 分より  

MKP1 発現を増加させた。GnRH パルス刺激に

おいて MKP1 発現は低頻度 GnRH 刺激より高頻

度 GnRH 刺激で優位に増加した。高頻度 GnRH

刺激では刺激開始2時間後（GnRHパルス4回）

より MKP1 の発現を認めたが、低頻度 GnRH 刺

激では 12 時間後（GnRH パルス 6 回）でも発

現は認めなかった。GnRH 投与量を増加させて

も低頻度 GnRH パルス刺激において MKP1 発現

は増強せず、高頻度 GnRH パルス刺激にのみ

発現を認めた。各 GnRH パルスにて一過性の

ERK リン酸化—脱リン酸化反応が生じるが、こ

のとき MKP1発現の変動は認めなかった。MKP1

発現には GnRH パルスの間隔及びパルス数の

両方が重要であると考えられた。MKP1 発現は

高頻度 GnRH刺激に特異的に生じることから、

GnRH パルス頻度依存性ゴナドトロピンサブ

ユニット発現に関与する可能性が示された。 

(2) 最近の研究で、多くのほ乳動物において

キスペプチンが GnRHの分泌を促進すること、



キスペプチン産生細胞が視床下部に広く分

布し、GnRH ニューロンと隣接して存在するこ

とが明らかになった。GnRH パルス分泌制御の

主体がキスペプチンであることを示唆する

研究結果が報告されたため、GnRH による LH、

FSHの分泌機構の解明を行うためにはGnRHニ

ューロンに対するキスペプチンの作用につ

いて検討を行う必要があると考えられた。 

マウス視床下部由来の GT1-7 細胞にはキスペ

プチン受容体である GPR54 が存在することが

明らかになっていることより、GT1-7 細胞を 

用いキスペプチンによる GnRH 分泌機構につ

いて検討を行うこととした。 GT1-7 細胞をキ

スペプチンの濃度をかえて刺激したところ、

GnRHmRNA の増加はみとめられなかった。培

養細胞であるため GPR54 受容体数が少ない可

能性も考えられたため、GPR54 を強制発現さ

せて GT1-7細胞にキスペプチンを投与したが、

やはり GnRH の発現は増加しなかった。この

ことより GT1-7 細胞では GnRH の産生は行わ

れていない可能性が考えられた。  

(3) ゴナドトロピン分泌は主に GnRH により

制御されるが、GnRH 以外の脳、視床下部ホル

モンや生理活性物質によりゴナドトロピン

が制御されている可能性も考えられる。そこ

でヒツジ視床下部から cAMP を活性化する物

質として発見された Pituitary adenylate 

cyclase-activation polypeptide (PACAP)に

ついて、ゴナドトロピン産生調節に対する役

割について検討を行った。LβT2 細胞を GnRH

で刺激すると PACAP 及び PACAP の受容体で

ある PAC1-R の mRNA が増加した。LβT2 細胞

に PAC1-R を発現させて PACAP で刺激をする

と LHβ、FSHβサブユニットプロモーター活

性が増加した。perifusion system を使用し

GnRH パルス頻度を変化させて PACAP mRNA の

発現を検討したところ、30 分に 1回の高頻度

刺激より 120 分に 1回の低頻度刺激において

PACAP 発現が増加した。視床下部で産生され

ている PACAP は GnrH と同様にパルス状に分

泌されている可能性が考えられるため、

PACAP をパルス状に LβT2 細胞に投与し、ゴ

ナドトロピン発現について検討を行った。高

頻度 PACAP パルス刺激では LHβが FSHβに比

へて優位に増加し、低頻度パルス刺激では

FSHβ発現が LHβに比べて優位に発現した。

以上の結果より PACAP もまた GnRH と同様に

ゴナドトロピンの特異的産生に関与してい

る 可能性が考えられた。  
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