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研究成果の概要（和文）：高頻度GnRH刺激では低頻度GnRH刺激に比べてゴナドトロピン細胞内のPACAP及びPACAP受容体
であるPAC1受容体発現が優位に増加する。またPACAPは単独でゴナドトロピンサブユニット発現能を持ち、その効果は
濃度依存性であることから、下垂体局所で産生されるPACAPがオートクライン・パラクライン的に作用し、効果を発揮
しているものと考えられた。PAC1受容体発現量の増加はPACAPの刺激効果を高めるだけでなく、GnRHの作用も増強させ
ることが分かった。またPACAPはGnRHニューロン細胞株においてもその機能を修飾していることが分かった。

研究成果の概要（英文）： PACAP and its receptor are expressed not only in the central nervous system, but 
also in peripheral organs and function to stimulate pituitary hormone synthesis and release as both hypoth
alamic-pituitary releasing factor as well as an autocrine-paracrine factor within the pituitary.  PACAP st
imulates the expression of the gonadotropin alpha, LH betand FSH beta subunits as well as the GnRH recepto
r and its own PACAP type I receptor (PAC1R) in gonadotropin-secreting pituitary cells. In turn, GnRH, whic
h has been known as a crucial component of gonadotropin secretion, stimulates the expression of PACAP and 
PAC1R in gonadotrophs. In addition, PAC1R presents in GnRH-producing neuronal cells and PACAP modulates th
e functions of GnRH neurons. It is evident that PACAP plays a role in reproductive function through regula
ting gonadotropins directly or indirectly by modulating GnRH release.
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１．研究開始当初の背景 
 
下垂体ゴナドトロピンは主として視床下部
GnRH により制御されているが、視床下部
GnRH は律動的に分泌頻度と振幅を変える
ことで、LH、FSH の分泌を特異的に制御し
ている。正常な月経周期においては、卵胞形
成期に GnRH は比較的低頻度のパルス状に
分泌され、FSHが優位に上昇して卵胞を刺激、
排卵近くなると GnRH 分泌は高頻度パルス
状に変化して LHサージをもたらし、排卵を
誘発する。高頻度GnRHパルスではLH優位、
低頻度GnRHパルスでは FSH優位に分泌さ
れるという GnRH パルス頻度特異性が存在
する。一方GnRH産生ニューロンからGnRH
がパルス状に分泌されるメカニズムについ
ても依然不明であり、パルスの本質を解明す
る必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
GnRHパルス頻度特異的 LH及び FSHサブ
ユニット発現メカニズムを検討する事を目
的とし、視床下部ペプタイドである PACAP
及びその受容体の関与について調べる事を
目的とした。それに関連し、PACAPの GnRH
ニューロンに対する作用についても検討し
た 他 、 近 年 同 定 さ れ た gonadotropin 
inhibitory hormone (GnIH)の受容体発現に
ついて調べた。 
 
３．研究の方法 
 
メディウムを持続還流可能とし、GnRH をパル
ス状に投与を行う perifusion system を用い
た。ゴナドトロピン産生モデル細胞として
LT2 細胞、GnRH 産生ニューロンのモデル細
胞として GT1-7 細胞を用いた。遺伝子発現の
評価はルシフェラーゼベクターを用いた転
写活性の評価及び mRNA の測定を行った。 
 
４．研究成果 
 
（1）GnRH パルス刺激による PACAP 及び PAC1
受容体発現とゴナドトロピンサブユニット
特異的発現への関与について 
 
高頻度 GnRH 刺激では低頻度 GnRH 刺激に比
べてゴナドトロピン細胞内の PACAP 及び
PACAP受容体であるPAC1受容体発現が優位に
増加した。また PACAP は単独でゴナドトロピ
ンサブユニット発現能を持ち、その効果は濃
度依存性であることから、下垂体局所で産生
される PACAP がオートクライン・パラクライ
ン的に作用し、効果を発揮しているものと考
えられた。このことは GnRH による FSH産生
作用がPACAPの拮抗剤で阻害されることから
も明らかであった。また PAC1 受容体発現量
の増加はPACAPの刺激効果を高めるだけでな
く、GnRH の作用も増強させることが分かった。 

 
 
（2）GnRH 産生ニューロンにおける PACAP の
作用 
 
GnRHニューロンの産生株であるGT1-7細胞に
は PACAP の受容体が存在した。PACAP は GT1-7
細胞において ERK 経路及び cAMP/PKA 経路を
活性化させることが分かった。また PACAP は
GT1-7 細胞内に存在する GnRH 受容体を
cAMP/PKA 依存的に増加させることも明らか
となった。これらの結果は視床下部 GnRH ニ
ューロンがPACAPの作用で修飾されている可
能性を示している。 
 
（3）下垂体ゴナドトロピン産生細胞及び
GnRH産生ニューロンにおけるGnIH受容体
発現について 
 
LT2 細胞、下垂体前葉初代培養細胞、GT1-7
細胞には GnIH 受容体である GPR74, GPR147
の mRNA 発現を認めた。LT2 細胞において
GnRH は GPR74 発現を増加させた。下垂体初代
培養細胞においても GnRH は GPR74, GPR147
を共に増加させた。パルス状 GnRH 刺激を行
うと GPR74, GPR147 発現は低頻度 GnRH パル
ス刺激で高頻度 GnRH パルス刺激と比べてよ
り優位に発現が増加した。視床下部 GT1-7 細
胞に対し Perifusion system を用いてキスペ
プチンの間欠刺激（パルス刺激）を行うと
GPR74, GPR147 共に発現が有意に増加した。
LT2 細胞において恒常活性化型 MEKK 及び
PKA の細胞内への導入は、それぞれ単独で
GPR74, GPR147mRNA 発現を増加させた。一方
GT1-7細胞においてはMEKK及びPKAの同時発
現時のみ GPR74, GPR147mRNA の発現が増加し
た。これらの結果より GnRH は下垂体ゴナド
トロピン産生細胞において GnIH 受容体発
現を制御し、キスペプチンは視床下部 GnRH
ニューロンにおいて GnIH 受容体発現を制
御している可能性が考えられた。 
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