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61 GnRH とア ク チ ビ ン に よる LH と FSH の 遺伝子発現 調節
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【目的】LH と FSH 合成の 律速段階は，そ れ ぞ れ の βサ ブ ユ ニ ッ トの 遺伝子発現 で あ る と考 え られ て い る．今 鳳 GnRH とア

クチ ビ ン に よる LH βとFSH βの プ ロ モ
ーター

の 活性化へ の MAP キ ナ ーゼ の 関与 につ い て 比較検討した．【方法】マ ウ ス 下乗

体前葉細胞由来 の LβT2細胞を実験 に用 い た．ラ ッ ト LH β（
−797〜＋ 5）と FSH β（

−590〜＋ 15）プ ロ モ ーターを単 離 し，　 pGL
3basic　vector に組み 込み，　 pGL3

−LH βp と pGL3
−FSHpp を作製 した．こ れ らの vector を LβT2細胞 に導入し，プロ モ

ーター

の 活性化をル シフ ェ ラ
ーゼ活性の 増加に よ り検討した．MAP キナーゼ の 活性化はリン 酸化特異抗体を用い た免疫 プ ロ ッ ト法

に よ り検 討 した．【成績】GnRH 刺激 に よ りMAP キナ
ーゼ が活性化され た が，ア クチ ビン 刺激で は活性化されなか っ た．　 LH β

と FSH βの プ ロ モ
ーターは GnRH 及び ， ア クチ ビ ン に よ り活性化された．　GnRH に よる LH βプロ モ ーター

の 活性化は，　MAP

キナーゼ キ ナーゼ （MEK ）の 阻害剤で あ る UO126 の 前処理 に よ り完全 に抑制 され た．こ れ に対 し，　 FSH βプ ロ モ ーターの 活性

化は 部分的に抑制 され た．MEK1 の過剰発現 に よ り，
　 MAP キ ナーゼ が活性化 され，

　LH βプロ モ
ー

タ
ー
活性が増加した．しか

し ，
FSH βプ ロ モ ーターは 活性化 され なか っ た．【結論】単離 し た LH βと FSH βプ ロ モ ーターは，　 GnRH と ア クチ ビ ン に よ り

活性化 され た．両 プ ロ モ ーター
で MAP キナーゼ 系の 関与の 程度に 違い が 認め られた．

62 停留精 巣に 関 与す る orphan 　receptor 　LGR8 に対 す る ligandの 同 定
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【目的】停留精巣 は 全出生 男児の 約2％ に 認め られ ， 高頻度 に不 妊また は胚細胞腫瘍を合併す る先天 奇形 で あ る．近年， ligand
が特定 さ れ て い ない orphan 　receptor で あ る LGR8 と Relaxin　familyに 属す 】INSL3の 遺伝子欠損 マ ウ ス が と もに 精巣導帯 の

発育不全 に よる停留精巣を表現型とす る，と報告された．本研究で は，1）INSL3が LGR8の ligandで あ る こ と ， 2）両者の 相

互作用 を明 らか にす る こ と，．を目的 と した．1方法】1）ヒ トLGR8 を形質導入 した HEK293T 細胞 に 合成 INSL3 を添加し， 培

養上 清中の cAMP 濃度を RIA 法に より測定した。2） ビ オチ ン 標識 】NSL3 を用 い て ，
　 binding　assay を行っ た．加えて cross

linkerに よ る蛋 白 レ ベ ル で の 結 合 を確認 した．3） 7日齢雄 ラ ッ トよ り精巣導帯 を摘 出 し
，
　 LGR8 　mRNA の 発現 を RT −PCR

法 で 確認 した．4）精巣導帯細胞 の 初代培養を行い
， INSL3を添加 し，　 cAMP 産生と RI標識 チ ミ ジ ン 取 り込み を測定した．【成

績11）INSL3は LGR8を発 現 させ た HEK293T 細 胞 の cAMP 産 生 を 増加 させ た が
， 同様 に LGR7 を発現 させ た 細胞で は 変 化が

なか っ た．2）LGR8 は ビォチ ン 標識 INSL3 との 結合を認め ， その 結合 は非標識 INSL3 に よ り濃度依存的に 阻害され た．　 cross

linkerを用 い た Western　blot法 で も同様 に LGR8 と ビ オ チ ン 標識 INSL3 との 結合 を確認 した．3） ラ ッ トに お い て ，
　 LGR8

mRNA は精巣導帯組織 で 発現を認めた．4）INSL3は精巣導帯細胞の cAMP 産生 とチ ミ ジ ン 取り込み を濃度依存性 に 増加 させ

た．【結論】1）INSL3は orphan 　receptor で ある LGR8 の 特異的 ligandで ある こ とを初めて確認した ， 2）INSL3は精巣導帯細

胞の cAMP
・を介 して 細胞増殖を亢進させ た，こ とよ り，

　 INSL3と LGR8 の 相 互 作用 が 精巣の 下 降 に 関与する こ とが明 らか に

なっ た．

63 Y 染色体 AZFc 領域の 微小欠失症例 の 造精機能の 予 測 に お け る イ ン ヒ ビ ン B 値の 有用性
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【目的】Y 染色体の AZFc 領域 に微小欠失を持つ 症例 は種 々 の 段階で の 造精機能障害を呈する と され て お り，その 理由として

経時的な造精機能障害の 進 行が 考えられて い る．今 回 ， AZFc 領域微小欠失症 例に お ける 造精機能障害の 進行の 有無，お よ び

イ ン ヒ ビ ン B 値 よ り造精機能を推測 す る こ とが 可能 で あるかを検討 した．【方法】当院の男性不妊外来 を受診 した無精子症23
例，重症乏精子症8例を対象と した．Y 染色体上 の 19の STS マ ーカーを，蛍 光 標識 した PCR プ ライマ ーを用 い て増幅し微小
欠失を検索 した．イン ヒ ビ ン B 値 は ELISA 法で 測定した．【成績】無精子症23例中4例 （17．4％），重症乏精子症8例中2例 （25
％ ）に y 染色体の 欠失を認め た，欠失の 領域 は AZFb ＋ AZFc が 2例 ，

　AZFc が 4例 で あ っ た．　 AZFc 欠失例 の うち精子 が 存在
した 3例 は イ ン ヒ ビ ン B 値が すべ て 50pg／ml 以 上で あ っ た．　 FSH 値は，2例 は正 常値 （15．lmlU ／ml 以 下 ）で あ っ た が 1例 は ユ6．3
と高値を 示 した．AZFc 欠失例 で Sertoli　cell　only で あ っ た症 例 で は イ ン ヒ ビ ン B 値は測定感度 （15pg／ml ）以下 で あ っ た．1
年以 ltwt過を観察した AZFc 欠失乏 精子症2例で は 総精子数の 減少傾向が 認め られ，イ ン ヒ ビ ン B 値も低下 して い た。【結論】
AZFc 領域 の 微小欠失症例 に お い て イ ン ヒ ビ ン B 値測 定 は造 精 機 能 を反 映 す る マ ーカ ーと して FSH よ り有用 で ある こ とが
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