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【目的1 ス トレ ス 時に 視床 下 部に お い て増加 した CRH は オ ピエ イ トを介 して GnRH パ ル ス ジ ェ ネ レーターを抑制する こ とが

広 く知 られ て い るが ，
こ こ 数年 in　vivo 実験 に よ りCRIIが ゴ ナ ド トm ビ ン の 分泌を促進す る との 報告 もあ り，　CRH の GnRII

パ ル ス ジ ェ ネ レーターに 対する 直接作 用 は未だ 明 らか で な い ．そ こ で GnRH 潔雄 細胞株 GT ユ
ー7細胞 を用 い て CRH の GnRH

分泌 に 対す る 直接作用 を検討 した．【方法】（1）GTI −7細胞は iO％ ウ シ 胎仔 血清 （FBS ）添加 DMEM 中で 継代 した。　 GTI細 胞 よ

り抽出した RNA を CRH 受容体 type1 （CREIRI）に特異的な primer を用い て RT −PCR を施行 し た．（2）還 流 実験 に お い て ，

cytodex 　beads付着 GT1細胞を DMEM で 灌流し，
　 GnRH 分泌 が 定常化 した後，　 CRH を添加 し GnRH 分 泌 を測定した．（3＞細

胞培 養実 験 に お い て
， CRH ， さ らに CRH 受容体拮抗薬 αhelical　CRH を同旧寺添加培養 し，培養液中の GnRH 濃度を調べ た．

【成績1（ユ）GTI−7細 胞 に CRHRI に 規 定 され た 1100bp の PCR 産 物が 得 られ，そ の PCR 産物 の 塩 基配列 を sequencing に よ り

CRHRI で ある こ と を同定 した．（2）灌流実験 に よ りCRH （10
−i°bel〜IO

−6M
）は GnRH 分泌を濃度依存約に促進する 傾梅が み ら

れた．（3）細胞培養系 に お い て，培養液巾 GnRH 濃度は CRH に よ り濃痩依存的 （le
”1°M −−10

−fiM
）に増加 し （Pく 0．01），こ の

増舶 は ahelical 　CRH 添加 （1〔〕
齒6M

）に よ り抑制 され た。【結諭】GTI細胞 に お い て CRHR1 の mRNA が存在する こ とを 初め て 明

らか に した．さ ら に こ の 受容体 を介 して CRIIは GT1細 胞 か らの GnRH 分泌 に対 し て 直接的か つ 促進的に 作用 して い る こ と

が 示唆 され た．こ の 結果は 肇第 3 脳室内へ の CRH 投 与が GnRH 分泌を促進する とい う最近の 成績を支持する 結果 で あ る．

P−374　GnRH 分泌調節 に お ける cyclic 　nucleotide 　phosphodiesterase （PDE ）sublype の 役割
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【目的｝GnRH ニ ュ
ーロ ン か ら の GDRH 分泌調節 に は cAMP が 重要な 役割 を はた して い る．今 回，我 々 は cAMP の 分解酵素

で ある PDE に注日し，
　 GnRH 分泌調節 に お ける そ の 関与を検討した，1方法】去勢後 4週 の 成熟 SD 雌 ラ ッ トの 視床

．
ド部 よ り

RNA を抽 出 し，　PDE 　subtype の う ちIA ，IB，IC，3A ，3B．4A ，4B，4D に 特異 的 な primer を用 い て RT −PCR を施行 し た．更に
，
　PDE

4D に は4D1 ，4D2 ，4D3 の 3 つ の splice 　variant が存在す るた め，そ れ を識別す る primer　g．　et を作成 し て PCR −Southern　blotを
行っ た．次 に，GnRH 分泌細胞で あ る GTI 細胞 を培養 し た 24−well 　plateお よ U

’
　cytodex 　beadsを詰 め た カ ラ ム に PDE 阻害剤

を投与し，24−weil　plateの 60分間の 培養上清お よ び カ ラ ム 潅流液 の 6分毎の 分画中の GnRII濃 度 を RIA に て 測定 した。【成
績】1．RT −PCR で は3A，3B，4A，4B，4D の 発 現 が 認 め られ た．2．　Southern　blotで は4D1，4D2 ，4D3 の 発現が 認め られ た，3。培養実験

で は ， 非選択 的 PDE 阻害剤 IBMX （lmM ）お よ び PDE4選択的阻害剤 rolipram （O．1mM ）の 投与で培養液中の GnRH 濃度が

そ れ ぞ れ28％，23％ （p＜ 0．05）有意 に 増加 した．4．潅流実験で は
，
IBMX （］mM ）お よ び rolipram （0．lmM ）の 投与 に よ り

GnRH 分泌 の 速や か な増加が 認 め られ た．【結論1以 上 よ り，　 GnRH 分泌 調節 に は PDE4D ，な か で も protein 　klnase　A に よる

リン 酸化 に よ り活性 化 され る PDE4D3 が深 く関 1v一して い る可能性 が 示唆さ れ た．

P−375 　ラ ッ ト視索前野 に おけ る
．・
酸化窒素合成酵素 mRNA の 発現
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【目的 】GnRH の 含 成 分泌 の 調 節 に 関 して
．．
酸 化 窒 素 （NO ）関 与 の 詳細 を明 らか に す る た め に NO の 合成 酵素で あ る 袖経型

一一

酸化窒素合成 酵素 （nNes ） mRNA の 発現 を，　 GnRH 細胞体が 局在す る 視索繭野 （POA ）前方 と GnRa 細胞体 が ほ とん ど存

在 しな い 視索前野 （POA ）後方 に お い て 調べ た．【方法】26口齢で 卵巣摘除 しエ ス トロ ゲ ン と プ ロ ゲ ス テ ロ ン を投 与 し強 制的に

LH サージ を引 き起 こ した雌 ラ ッ ト （OVX ＋ E ÷ 1））n
＝5と， 対照群 と して卵巣摘除 した 雌 ラ ッ ト （OVX ＞n ＝5を用 い て POA

前方 と POA 後 方 の nNOSmRNA の 発 現 を非 RHn 　situ 　hybridization組織化学 に よ っ て 検討 を行 っ た．さらに26日齢で去勢
しエ ス トロ ゲ ン とプ ロ ゲ ス テ ロ ン を投 与した雄 ラ ッ ト （GDX ＋ E ＋ P）n ＝＝5と，去勢 した だ け の 対 照 群 （GDX ）n

＝5に お い て

も同様 に nNOSmRNA の 発現 の 検討を行 っ た．【成績】そ の 結 果 POA 前方 で は OVX ＋ E ＋ P 群 は OVX 群 に 比 べ て nNOS

mRNA の 発現が有意 に減少して い る こ とが 明 らか とな っ た．しか し POA 後方 で は OVX ＋ E ＋ P 群 と Ovx 群 との 間 に 有意

な差 は 認 め られ な か っ た．さ らに雄 ラ ッ トで も同様 に26日齢 で 去 勢 しエ ス トロ ゲ ン とプ ロ ゲ ス テ ロ ン を投与した が （GDX ＋ E
＋ P）， 去勢 した だ け の 対 照 群 （GDX ）と と も に LH サ ージ は引 き起 こ されず，また P〔〕A 髄方 と POA 後方 にお い て GDX ＋ E
＋ P 群 と GDX 群 との 間 に nNOS 　mRNA の 発現 に 有意差 は 認め られ なか っ た．1結論l　 NO は GnRH の 合 成 分 泌 の 調節 に 関与

して い る可能性が 示唆 さ れ た．
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