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Pl−286　Sertoli細胞で の Translationally　controlled 　tumor 　protein （TCTP ）の 発現 に お け る ア ン ドロ ゲ ン の 影響 につ い て

の 検討
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【目的】ア ン ドロ ゲ ン の 造精機能 に 対す る作用の 詳細 は未だ 明 らか で は ない ．以 前 にマ ウ ス の Sertoli細胞株 TM4 にお け る プ

ロ テ イ ン チ ッ プ を用 い た解析 にて ア ン ドロ ゲ ン投与 に よ りtubulin　b三nding 　protein で ある TCTP が 滅少す る こ とを明 らか

に し た．本研究 で は こ の 遺 伝子 の 発 現 に ア ン ドロ グ ン が どの よ うに 作用 して い る か を検討した．【方法】1）TM4 で の dihydro−

testosterone（DHT ）添加 ・非添加で の TCTP 発現 を rea 亅tlme　PCR 法 に て検討 した．2）Balb／C マ ウ ス に抗 ア ン ドロ ゲ ン作

用 （レ セ プ ター阻害作用）の あ る fiutamideを 20pg／g，i
’
H で 4 週 間 連 続投 与 した 群 と corn 　oilの み を投与 し た群 （対照群 ）よ

り精巣を摘出して ，Laser　microdissection 法に て Sertoli細胞を回収 し，それ ら の 細胞 で の TCTP の 発 現 を real 　time　PCR

法に て 定量的に測定 した、3）TCTP の 5
’
一ヒ流 領 域 を断 片 化 して ア ン ドロ ゲ ン 受容体 が 発現する細胞 に ア ン ドロ ゲ ン 添艫 した

後に 核蛋白を抽 出 して gel　shift　assay を行 い ア ン ドロ ゲ ンが 作用す る領域 を検討 した．【成績】1）TM4 で は プ ロ テ イ ン チ ッ プ

を用い た解析 の 結果 と 同 じ よ うに，DHT 添加 に よ り TCTP の 発現 は 減少 した，2） 回収 し た Sertoli細 胞 に お い て は，　 fiu−

tamide 投与群は 対照群に 比べ て 有意に TcTP 発現の 上異を認め た．3） TcTP の 5
’
上流の

一700bp〜− 5 obp領域 に ア ン ド

ロ ゲ ン が 結合を する こ とを 同定 した．【結論】Sertoli細胞 に て TCTP の 発現調節に は ア ン ドロ ゲ ン が 関与 して い る こ とが 確

認 され た．TCTP は細胞分裂に 関与する の で ア ン ドロ ゲ ン はこ の 分子の 発現 に影響 を及ぼ して 精子形 成過程に 関与す る こ と

が 示唆された．
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’
relaxin フ ァ ミ リーに属す る INSL3が胎生期の 精巣下降に お い て，その 受容体で あ る LGR8 を介 して

重 要 な役割を担うこ とを報告した，それ に 加え て，造 精開始後 に もINSL3分泌を認め る こ と，精巣 に 正GR8 が発現 して い る

こ と，が 報告され て い る．そ こ で ，今pa　INSL3 生GR8 の 精細 胞 にお け る作 用 と シグ ナ ル 伝達 につ い て検討した．【方法｝ラ ッ

ト精巣 に おける INSL3 と LGR8　mRNA 発 現を in　stitu　hybridization法 を用い て 検討 した．ビ オ チ ン 標 識 INSL3 を用 い て，精

巣細 胞へ の binding実験を行っ た．　 GnRH ア ン タゴ ニ ス ト処理をしたラ ッ トに INSL3お よ び hCG を投与 し精巣の 重 量 を 測

定し，さ らに，精細胞の ア ポ トーシス につ い て DNA ラ ダー
の 検出 と DNA 　fragmentationの ラベ リ ン グ を用い た ア ポ トーシ

ス 細胞 の 検出に よ り行 っ た．培養精細胞 に INSL3お よ び FSH を添加 し，そ の 細胞内外 cAMP を RIA 法に よ り測定 した．ま

た tGi
プ ロ テ イン の 阻害剤で あ る pertusi＄ toxin前処 置後 で も同様 に測定 した，【成績】ラ ッ ト糟巣 で は INSL3 は Leydig細 胞

に，LGR8 は精細 胞 に発 税 して い た ，ビオ チ ン 標識 tNSL3 は 精細 管内細胞 に　bindingを認めた．　GnRH ア ン タゴ ニ ス ト処理 に

よ る精巣重 蠻 の 減少 は，INSL3お よび hCG 投 与に よ り回復 した，　 GnRH ア ン タゴ ニ ス 】・処 理 に よ る 精細胞の ア ポ トーシ ス が

INSL3 の 投与 に よ 妙揮制 さ れ た．姻 SL3単独 で は 精細胞 の cAMP 産生 に変化 は な か っ た が，　 INSL3 は forskolinに よ る

cAMP 産生 を減少 させ t その 作用 は pertusis 　toxin前処 置 で 減弱 した ．　i結論】本研究で は，（1）INSL3 は LGR8 が 発 現 して い

る精 細 胞 の ア ポ ト
ー

シ ス を鉚制す る こ と，（2）INSI．3，・
’

LGR8 系の シ グ ナ ル 応答 に Giプロ テ イ ンが関与 して い る こ と，を明 ら

かに した．
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【目的】PHGPx は，グ ル タチ オ ン ペ ル オキ シ ダーゼ の ひ とつ で，ミ トコ ン ドリア型 （mtPIIGPx ）お よび核型 （nPHGPx ）の

2種類 の isofermが 合成 さ れ る．　 mtPHGPx 　mRNA は，ミ トコ ン ドリ ア移行 シーク エ ン ス を 有す る 第
一エ キ ソ ン ，　 exon 　E1

か ら下流 が転写 され，また nPHGPx 　mRNA は，核移行 シーク エ ン ス を有す る 第
一t一エ キ ソ ン，　 exoa 　Ea か ら 下 流 が 転 写 さ れ合

成 され る．こ れ まで，ヒ ト精 子 に お い て PHGPx の 発現 が 低 下 し て い る 男性 不妊症 例 が 報告 され て い るが，各 isoformの 精子

にお け る 機能に つ い て は 未解朋で ある．今 瞑，こ れ らの isoformの 役割の 解勝をB的 と して ，各々 の mRNA の 定量的解析 お

よび タ ン パ クに つ い て の 解析 し た．【方法】ボ ラ ン テ ィ ア 男性 よ り拇意を得 て ，射畠精子を採取 した．検体 よ りRNA を調 製 し，
reverse 　trallscription （RT ）を施行した．　mtPHGPx 　mRNA お よ び nPHGPx 　mRNA を特異的に 検出す るた め

，　 exon 　E1 お よ

び exon 　Ea に セ ン ス プ ラ イマ
ーを設 定 し，また exon 　2 に設定 した ア ンチ セ ンス ブ ラ イマ ーを用 い て，定量的 PCR を施行 し

た．また，ウサ ギ を用い て 2種類 の PHGPx 　isoformに共通 な C 末端部分 に対す る抗体 （抗 PHGPx 抗体）を作製し，そ れ を

用 い て ヒ ト精 子 にお け る P！IGPx タ ン パ ク の 存在 の 有 無 に つ い て Western 　blot法に よ り検討 した．【成 績】すべ て の 検体に お

い て n コtPHGPx 　mRNA お よ び nPIIGPx 　mRNA が 検 lllされた．また，そ れ ぞ れ の 検体 で mtPH （｝Px お よ び nPHGPx タ ンパ ク

特異的な シ グ ナ ル が 検出 され た，【結論】今 回，PHGPx 　isoform　mRNA の 定量的検討お よ び タ ンパ クの 検討が 降∫能とな っ た．

今後，男性不妊の 精子機能の 評価 に 有用 で ある と考 え る．
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