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は じめに

　下 垂 体 ゴ ナ ド トロ ピ ン で あ る LH （Luteinizing

hormone ）お よび FSH （Follicle　stimulating 　hor−

mone ）は 主 と し て 視 床 下 部 Gonadotrc〕pin−

reieasing 　hormone （GnRH ）に よ り制御 され て い る

と考 え ら れ て き た．視床下 部か ら分泌 さ れ た

GnRH は そ の 分泌パ タ
ー ン を変化 させ る こ とで

LH お よ び FSH を特異的 に ド垂 体 ゴ ナ ド ト ロ ピ

ン 産生細 胞よ り合成 ・分泌 させ る．つ ま り，卵胞

期初期 に は 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，卵

胞 を発 育 させ ， エ ス トロ ゲ ン合成 を促進す る ．そ

の 後排 卵近 くな る と GnRH 分 泌 は 高頻度 パ ル ス

状 に変化 して LH を優位 に増加 さ せ る．そ して エ

ス トロ ゲ ン上 昇に伴 うポジテ ィ ブ フ ィ
ー ドバ ッ ク

機構が LH サージ をもた らし，排卵 を誘発す る．そ

の 後十 分 な 性 ス テ ロ イ ドが 分泌 さ れ る と，ネ ガ

テ イ ブ フ ィ
ー ドバ ッ ク 機構 に よ り GnRH 分泌 あ

る い は ゴ ナ ド トロ ピ ン 分泌が 制御 され る．こ の よ

うに GnRH を 中心 と し た 視 床 ド部一
下 垂 体前

葉
一

性腺系が ，女性の 月経周期を極 め て精巧に制

御 して い る，一
方最近で は，視床下部 GnRH 自体

の 分泌を制御す る新規 ペ プ チ ドで ある キ ス ペ プチ

ン が 発 見され，GnRH の パ ル ス 分泌あ る い はサー

ジ分泌 を制御す る機構 が解 明 され つ つ ある、また，

GnRH が ゴ ナ ドトロ ピ ン放 出ホ ル モ ン で ある の に

対 し，Gonadotropin −inhibitory　hormone （GnlH ）と

名づ け られ た新た な ゴ ナ ド トロ ピ ン制御 因子が注

目され て い る．GnRH を 中心 と した ゴ ナ ド トロ ピ

ン制御機構が存在す る の は問違 い ない ． しか し，

大脳 視床 ド部 に は GnRH 以外 に 数多 くの 生 理 活

性物質が存在 する （図 1）．また，ア クチ ビ ン
ー

フ ォ

リ ス タ チ ン に よ る FSH 制御 は下 垂体 局所 に お け

る オー トク ラ イ ン ・パ ラ クラ イ ン に よる ゴ ナ ドト

ロ ピ ン 産生調節機構 と して よ く知 られ て い るが ，

下 垂体局所 にお い て もア クチ ビ ン ，フ ォ リ ス タチ

ン の 他 に も数 々 の 液性 因子が 存在 し，それ らの 相

互作用 に よ りゴ ナ ド トロ ピ ン 調整が行わ れて い る

可能性が あ る （図 2）．

　 1989 年 に 下垂 体 細胞 の ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ーゼ

を活性化する物質 と して視床下 部よ り単離 ・同 定
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下 垂体前葉

　　　　 　　 

【図 1］大脳 ・視床 ド部因子 に よ る ホ ル モ ン 産生調節 ＠

【図 2】 ド垂体酊葉局所に お け る ホ ル モ ン 産生調節

さ れ た Pituitary　Adenylate　Cyciase−Activatic｝ng

Polypeptide（PACAP ）は，脳視床下部の み な らず，

脳下 垂体 前葉，卵 巣組織 を含む広 い 範 囲 の 末梢組

繊に存在す る生 理 活性物 質で あ る
1／

．PACAP は

vasoactive 　intestina⊥polypeptide （VIP）／グ ル カ ゴ

ン フ ァ ミ リ
ー

に属 し，中枢に お い て は 神経細 胞の

分化 ・生 存維持や 神経分泌系 の 活性化 など に 関与

し て い る こ とが知 られ て い るが ，近年，成長ホ ル

モ ンや プ ロ ラ クチ ン分泌 調節や排卵 にお け る役割

な ど，生 殖機能 を含 む 多様 な生 理的役割が報 告 さ

れ る よ うに な り，そ の 解明が 進 ん で い る．

　視 床下 部 PACAP の 下 垂体 門 脈系 を介 す る 分

泌 パ タ
ーン

， ある い は 局所 にお ける産生 メ カ ニ ズ

ム ，作用機序 に 関 して は 依然不明 な点が多 い ．今

回我 々 は PACAP が GnRH 以 外 の ゴ ナ ド トロ ピ

ン制御因子 と して 機能 しうる の か ど うか，ゴ ナ ド

トロ ピ ン サ ブ ユ ニ ッ ト発現 に 関 す る作 用 お よ び

PACAP の 細胞内情伝達経路 につ い て
．
検討 した．

方 　　法

　 1，ゴナ ド トロ
ー

フ

　下垂体 前葉 に は ゴ ナ ド トロ ピ ン 産生 細胞 （ゴ ナ

ド トロ
ー

フ ）の 他 ，ACTII 産生細胞，成長ホ ル モ ン

産生細胞 プ ロ ラ クチ ン産生細胞 な ど，少 な くと

も 5 つ の ホ ル モ ン 産生細胞が 混在 し て お り，ゴ ナ

ド ト ロ
ー

フ の 単離 は 困難 で あ る．単 一ゴ ナ ド ト

ロ
ー

フ 内で の 現象 を明 らか に す る為，本研 究に お

い て は ゴ ナ ドトロ
ー

フ モ デ ル 細胞 で あ る LβT2 細

胞 を用 い た ．こ の 細胞 は 3 つ の ゴ ナ ド トロ ピ ン サ

ブ ユ ニ ッ ト（α ，LH β，　 FSH β）を発 現 し，　 GnRH

に 反応す る な ど．正常 の ゴナ ド トロ
ー

フ と共 通 し

た多 くの 機能 を もつ 細胞 と して知 られて い る．

　 2，細胞刺激方法

　静止刺激 の 場合 ，LβT2 細 胞培養デ ィ ッ シ ュ に

PACAP に直接 添加 し，最終 濃度 100nM 刺激 と し

た ．パ ル ス 刺 激に お い て は培養 chamber に LβT2

細 胞を接着させ た後TPerifusion 　system を設 置 し

メ デ ィ ウ ム を還 流 させ た ，5 分間 の PACAP パ ル

ス を 30分 間隔で 投与する 高頻度パ ル ス と 120分

間隔で 投 与す る低 頻度パ ル ス 刺激 を行 っ た．

　 3．プ ロ モ
ーターア ッ セ イ

　ル シ フ ェ ラ
ーゼ ベ ク タ

ー
に ，α （

− 846／0），LH β

（− 797／＋ 5）．FSH β（− 200α〆＋ 698）各 々 の プ ロ

モ ータ領域 を挿入 し，転写活性 をル シ フ ェ ラ
ーゼ

ァ ッ セ イ に て 測定 した ．

　 4．mRNA 定量

　ゴ ナ ド ト ロ ピ ン サ ブ ユ ニ ッ ト（α ，LH β，

FSH β），　 GnRH 受容体，　 PACAP 受容休 （PACI ）及

び フ ォ リ ス タチ ン 発 現 を real −time 　RT −PCR 法 を

用 い て 測 定 した．

　 5．統計処理

　全 て の 実 験 は duplicateあ る い は triplicateサ

ン プ ル で 行 い ，少な くと も 3 回 は 繰 り返 し た、結

果 は mean ± SE を用 い て示 し，　 one −way 　ANOVA

法 に て 解 析 した ．
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【図 3｝PACAP 刺激 に よ る 細胞内情報伝達機構

16

結 　　果

　 1，PACAP によ る細胞 内情報伝達経路

　PACAP は その 名前 の 通 り，　 ade 飜ylate　cyclase

を活性化 し，細胞内の cAMP 濃 度を上昇 させ る こ

とで そ の 作用 を発揮す る と い わ れ て い る．実際に

我 々 の 検討で もLβT2 細胞にお い て PACAP 刺激

に よ り細 胞内 cAMP 濃度が 著明 に増 加 した． ま

た，MAP キ ナ
ーゼ フ ァ ミリ

ー
の

一
つ で あ る Ex −

trace］lular　signal −regulated 　kinse（ERK ）は ゴ ナ ド

トロ ピ ン発現 に重要 な役割 を果た して い る と言 わ

れて い るが ，PACAP は ERK 活性 も強 く促 進す る

こ とが分 か っ た．特異 的阻害剤 を用 い た実験か ら，

ERK 活性化 は PACAP に よ る cAMP 上 昇お よ び

Protein　kinase　A （PKA ）に依存 す る こ と を我 々 は

報告 して い る駅図 3）．

　 2．PACAP に よ る ゴナ ド ト ロ ピン サ ブ ユ ニ ッ

　　　ト発現

　 PACAP 静 i卜刺激に お け る ゴ ナ ド トロ ピ ン 発現

に つ い て 検討 した．血 清除去 メデ ィ ウ ム に LβT2

細胞 を 培 養 し．最 終 濃 度 100nM と な る よ うに

PACAP を直接添 加 した ．24 時間後 に mRNA を

抽 出 し，real −time 　RT −PCR 法 に て 各 サ ブ ユ ニ ッ ト

発現 を コ ン トロ ール と比較 した．α サ ブ ユ ニ ッ ト

mRNA 発現 は PACAP 刺 激に よ り約 13倍 に増加

し，LH β，　 FSH βサ プユ ニ ッ トは それ ぞれ約 3倍，
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【図 4】PACAP に よ る ゴ ナ ド トロ ピ ン サ プ ユ ニ ッ ト

　発 現

1．3 倍程度増加 した （図 4）．こ の こ とか ら，視床下

部ペ プ タ イ ドで ある PACAP は ，　 GnRH と同様 ゴ

ナ ドトロ ピ ン サ ブユ ニ ッ ト発現 能 を有す る こ とが

明 らか とな っ た．

　3．PACAP の GnRH 作用 に 対する効 果

　次 に GnRH に よ る LH β，　 FSH βサ ブ ユ ニ ッ ト

発 現作 用 に 対す る PACAP の 効果 に つ い て 検 討
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【図 6】PACAP に よ る受容体発現

した．GnRH お よ び PACAP を最 終 濃 度 100nM

と な る よ うに 培養デ ィ ッ シ ュ に添加 し，24時 間

培 養 し た ．GnRH ，　 PACAP 共 に LH β，　 FSH β発

現 を有 意 に増加 さ せ た が， ゴ ナ ド トロ ピ ン 発現 能

は PACAP に 比 べ て GnRH の 方 が 強 か っ た．

GnRH の ゴ ナ ド トロ ピ ン発現 効果 は PACAP の 存

在で 影響を受け なか っ た （図 5）．

　4．PACAP に よ る PACI 受容体 お よ び GnRH

　　　受容体 発現

　 GnRH は 自身の GnRH 受容 体発現 を促進 す る

こ と が 分か っ て い る が
：〕

，PACAP に よ る PACAP

自身の 受 容体 で あ る PAC1 受容体 に対 す る 効 果

お よび GnRH 受容 体 発 現 に つ い て 検 討 し た ．

PACAP に よる静 止刺激 で ，　 PAC1 受容体 mRNA

発現 は有意 に増加 した．また，GnRH 受容体 発現 も

PACAP に よ り制御さ れ る こ とが 明 らか とな っ た

（図 6）．

　5．PACI 受容対数 の 変化 に よ るゴ ナ ド トロ ピ

　　　ン発現

　 ゴ ナ ド ト ロ
ー

フ に お い て PACAP は ゴ ナ ド ト

ロ ピ ン サ ブ ユ ニ ッ ト発現 の み で な く，自身の 受容

体 及 び GnRH 受容体を制御す る こ とが分 か っ た ．

PACAP は 自身の 受容体 で あ る PAC 受 容体 数 を

増加 させ る こ とで，どの よ うな変化が 生 じる の か ．

PAC 受容体発 現 ベ ク タ ーを LβT2 細 胞 へ そ れ ぞ

れ O．2pg，2．Opg ，10μg と ベ ク ター量 を 増加 させ

て 細 胞 内 へ 導 入 し，同 濃度（100nM）の PACAP

刺激 に よ る LH β及 び FSH βプ ロ モ ータ ー活 性 を

ル シ フ ェ ラ
ーゼ ベ ク タ

ーを用 い て測定 した ，そ の

結果 LH β及び FSH βと もに，　PACI 受容体発現 数

が 多い ほ ど r 同 濃度 の PACAP 刺激 に 対 して 発現

が促進 され る こ とが 明 らか とな っ た （図 7）．
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1pulse130　min 　stimulation 高頻度PACAP 刺激

一
〇start　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Total　for ：20 　h「

■ 　　1pulse ： 5min 　PACAP 　perifusien ｛10nM｝

1puise12　h　stimulation 低頻度 PACAP 刺激

一
Ostart Tota【for：20　hr

【図 8】Perifusion　system を用 い た パ ル ス 刺激

　6．パ ル ス 状 PACAP 刺 激 に よ る ゴ ナ ド トロ ピ

　　　ンサ ブユ ニ ッ ト発現

　GnRH は 視床下部 よ りパ ル ス 状 に 分泌 され る ．

つ ま り GnRH の 分泌頻度 を変化 させ る こ とで LH

およ び FSH を特 異的に制御 して い る ．下垂体培養

細胞 を用 い た実験 にお い て も，高頻 度 GnRH 刺激

で は LH が優位 に産生 され，低頻度 GnRH 刺激 で

は FSH 優 位 となる こ とが 証明 され て い る
4〕
．現 時

点で PACAP の 分泌動態は 不 明 で あ る が ， そ の 存

在部位が 室傍核 ，視索上 核 ，弓状核 な ど の Gl1RH
ニ ュ

ーロ ン存在部位 とオ ーバ ーラ ッ プす る点 を考

える と，こ の ペ プ タ イ ドが GnRH と同様 にパ ル ス

状 に分泌 され て い る可 能性 が ある、そ こ で ，図 8

に 示 す よ う な Perlfusion　system （還 流 装 置）を

作 成 し， メ デ ィ ウ ム を 還 流 さ せ な が ら 5分 間

の PACAP 刺 激 を
一

定 時 聞 ご と に 細 胞 に 与 え

る PACAP パ ル ス 刺 激 を行 っ た．30 分 問 隔 の

PACAP 投 与 を高頻 度 PACAP 刺 激 と し，120 分
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【図 9】PACAP パ ル ス 頻 度 依 存 性 ゴ ナ ド トロ ピ ン サ ブ ユ ニ ッ ト発 現

間隔 の 刺激を低頻度 PACAP 刺激 と した が ，こ の

刺激頻 度 は LβT2 細 胞 に お い て GnRH パ ル ス 刺

激で 最 も LH お よび FSH 特異性発現 が 生 じる 頻

度を選 択 した．PACAP パ ル ス 刺激 20時 間後 の

ゴ ナ ド トロ ピ ン 発現 は，興味 深 い こ とに 高頻 度

PACAP 刺 激 で は LH βが FSH βに 比 べ て 優 位 に

増 加 し，低 頻 度 PACAP 刺 激 で は FSH β発 現

が LH βに 比 べ て優 位 に 増 加 した （図 9）．高頻 度

PACAP 刺 激 で LH β優 位，低 頻度 刺激 で FSH β

優 位の ゴ ナ ド ト ロ ピ ン サ ブ ユ ニ ッ ト増 加 は，

GnRH パ ル ス 刺激 と全 く同様の 結果で あ っ た．

　 7．PACAP パ ル ス刺激 に よ る フ ォ リ ス タチ ン

　　 発現

　 GnRH に よ る パ ル ス 頻 度依存性 ゴ ナ ド1・ロ ピ ン

発現機構の 詳細 は依然不 明で ある． しか し，ひ と

つ の 説 と し て フ ォ リ ス タチ ン の 役割が 考えられ て

い る．ア クチ ビ ン は FSH βサ ブ ユ ニ ッ トの 制御 閃

子 で あるが ，フ ォ リス タチ ン は ア クチ ビ ン と結合

し，その 生 物活性 を阻害する と される ．Burger 　et

al．は 下 垂 体前葉細 胞 を 用 い た 実験 で ，高 頻 度

GnRH パ ル ス 刺激 にお い て特異的 に フ ォ リ ス タ チ

ン発 現 が 増 加 す る こ と を報 告 して い る
’；

，で は

GnRH と同様 に パ ル ス 頻度依 存性 LH β，　 FSIIβ発

現能 を持 つ PACAP 刺激で は どうか ？高頻度 PA −

CAP パ ル ス 刺激 で，フ ォ リ ス タチ ン は約 4．5 倍 に

増加 し，低頻度 PACAP 刺激 に比 べ て優位 に そ の

発現が 有意 に増加 した （図 10）．

　 8． PACAP パ ル ス 刺 激 に よ る PACf 受 容体 お

　　　よび GnRH 受容体発現

　 静止 PACAP 刺激に て ，　PACAP は 自身 の PAC1
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【図 10】PACAP パ ル ス 刺激 に よ る フ ォ リ ス タ チ ン発現

受容 体 な らびに GnRH 受 容体 を増 加 させ る こ と

が分か っ た （図 4）。それ で は頻 度依 存 的 に LH ，

FSH 発現 を制御 す る パ ル ス 状 の PACAP 刺 激 で

は こ れ らの 受容体発現は どの よ うに 制御 され る の

か．次 に高頻度お よび低頻度 PACAP 刺激後の 受

容体発現 に 関 して検討 し た ．両 刺激頻度で 20時 間

の PACAP パ ル ス 刺 激 を行 っ た 後，　 PAC1 受容体

お よび GnRH 受容 体 mRNA 発現 を定量する と，

PACI 受容体 は低頻度刺 激で 著明 に増加 した．一

方 GnRH 受容体発 現 は 高頻 度刺激 で 著明 に 増加

し，低 頻度刺激 で は変化が無か っ た （図 11）．

考　　察

　女性 の 生殖 内分泌 が GnRH を 中 心 と した 視床

下部一下垂体一卵巣系 に よ り制御 されて い る の は

間違 い な い ． しか し，GnRH の み が 下 垂体 LH ，
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　　　【図 11】PACAP パ ル ス 刺 激 に よ る 受容 体発 現

FSH 分泌 ・合成 に全責任を持ち，女性の 性周期 を

コ ン トロ
ール して い る の で あろ うか ？とい うの が

本研 究 を開始 した動機 で ある． また，我 々 はこ れ

まで GnRH の 刺 激頻度 に よる LH ，　 FSH 特異的発

現機序， つ ま り高頻度 GnRH 刺激で は LH 優位．

低頻 度 GnRH 刺 激で は FSH が優 位 に増加 す る と

い うメ カ ニ ズ ム に 関 し，GnRH 以 外の 生理 活性 物

質の 関与 も念頭 にお い て 解明 を進め て きた ．その

中で ，GnRH と は異 な る細 胞 内伝達 様 式 を もつ

PACAP に注 目した，

　 PACAP は 1989年に ヒ ツ ジ の 脳
一
ド垂体か ら，下

垂体 前葉細胞 の ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ
ーゼ を活性化す

る ペ プ チ ドホ ル モ ン と して 分離 同定 さ れ た
⊥〕

．

PACAP は多機能 ペ プ チ ドと して 数多 くの 作用 が

報告 されて い る が，概 日リズ ム の 調節，情動行動

の 変化 に対 する作用 ，神経保護作用，知覚神経伝

達 に対す る作用 など，中神経系 にお ける役割の ほ

か ，末梢 に お い て は イ ン ス リ ン 分泌，ア ド レナ リ

ン 分泌，卵巣か らの 性ス テ ロ イ ド分泌に 関与す る

とい う報 告が あ る
6）
．

．
ド垂体 前葉 細胞 に PACAP

が発現 して い る こ とや ， その 受容体 で あ る PACl

受容体が 存在す る こ とは，こ の ペ プ タイ ドが下垂

体ホ ル モ ン 制御に何 らか の 役割 を果 た して い る可

能性 を示 して い る．実際 PACAP は ゴ ナ ド トロ ピ

ン に対する 分泌促進作用 を持づ ，あ る い は性周期

で そ の 発現が 変動す る と い っ た 報告が あ る
S！，
，また

PACI 受容体欠損 マ ウ ス ある い は PACAP ノ ッ ク

ア ウ トマ ウ ス の 生殖能力 は大幅 に低 下 す る とい う

事実 は T 生殖内分泌領域で の こ の ペ プ タ イ ドの 重

要性を示 して い る
9〕
．

　我 々 は単一
の ゴナ ド トロ ピ ン 産生細胞 に お ける

PACAP の 作用 に つ い て検討 したが，　 PACAP は

単独 で全て の ゴ ナ ドト ロ ピ ン サ ブ ユ ニ ッ ト発現能

を持 つ こ とが分か っ た．こ の こ とは下 垂体 ゴ ナ ド ト

ロ ピ ン 産生 調節 が GnRH の み で はな く，　 PACAP

よ りダイレ ク トに 制御 され る こ と を示 して い る．

PACAP に よる LH β，　 FSH β発現 効果 は GnRH よ

りも弱 い が，GnRH が GnRH 受容体 自身 を制御 す

る の と 同様 に ，PACAP は 自身の 受容 体で あ る

PAC1 受容体を発現 させ ，　 GnRH 受容体を も制 御

す る こ とが 分か っ た．PACAP と GnRH との 同時

刺激（刺激時間 12時間）で は ，GnRH に よる ゴ ナ ド

トロ ピ ン 発現以上 の 効果 は認め られ なか っ たが ，

PACAP は単独 で の ゴ ナ ドトロ ピ ン発現作用 以 外

に，GnRH 受 容体 を制御す る こ とで GnRII作用 を

高め て い る可能性 は ある ，実 際 Kaiser博士 らは 同

じ濃度の GnRH 刺激で も GnRH 受容 体数 が増 加

し て い れ ば ゴ ナ ド トロ ピ ン サ ブ ユ ニ ッ ト発現能が

増加する こ とを実験 的 に 証明 し て い る
IU；
．一

方

PACAP は PACI 受容体を増加 さ せ る こ とで，同

一
濃 度 の PACAP 刺激 に 対 す る反 応性 を高 め て

い る こ とが 分 か っ た ．つ ま り，PACAP は ゴ ナ ド ト

ロ ピ ン 発現 に対する直接作用 の み で な く，ゴ ナ ド

トロ ーフ に お け る GnRH 受容体 お よ び PACI 受

容体数 を変化 させ る こ とで，二 次的 に GnRH あ る

い は PACAP に対 す る反応 性 を高 めて い る の で

は な い か と考えて い る．

　 本研 究 に お い て ，PACAP の パ ル ス 刺激効 果 に
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一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1922 シ ン ポ ジ ウ ム 2 日産婦諺志61巻10号

関 して も検討 を行 っ た．視床下 部 GnRH は月 経周

期 に よ りそ の 分 泌頻度 を変化 させ る こ とで LH ，

FSH を特 異 的 に 合成 ・分泌 させ る こ とが 分か っ

て い る ．つ ま り高頻）1 　GnRH パ ル ス 刺激 で は LH

優位 ，低 頻度 GnRH パ ル ス刺 激 で は FSH 優位 に

発 現す る と い う GnRH パ ル ス 頻 度依存 性 ゴ ナ ド

トロ ピ ン サブ ユ ニ ッ ト発現機構が存在す る．こ の

現象は LβT2 細胞 に お い て も認 め られ る
IP
．一方

PACAP に 関 して は視床下部 に存在 する こ とが分

か っ て い る以外，その 分泌動 態は まっ た く分か っ

て い ない ． しか し，下垂体門脈 に 伸び る ニ ュ
ー ロ

ン 軸索 末端 に 高濃 度 の PACAP 発現 が見 られ る

とい う報告や
1u’

，下垂 体門脈中の PACAP 濃度は

末梢血 中よ りも高濃度で あ る と い う事実 は
⊥3）
，

PACAP が GnRH と同様に下 垂体門脈中に放出さ

れ，ゴ ナ ド ト ロ
ー

フ に作用 し て い る可 能性を示 し

て い る ．で は PACAP を Gl1RH と同様 に パ ル ス 状

に ゴナ ド トロ
ー

フ へ 作用 させ た場合，ゴ ナ ド ト ロ

ピ ン合 成 は どの よ うに な る の か ？興 味深 い こ と

に ， PACAP パ ル ス 刺激 に て ゴ ナ ドトロ ピ ン サ ブ

ユ ニ ッ トは 特異 的に 制御 され た，つ ま り， GnRH

と同様 に，高頻 度 PACAP 刺 激 にお い て は LH β

サ ブ ユ ニ ッ ト発現が優 位，低 頻度 PACAP 刺激 に

お い て は FSH β発 現 が優 位 に 生 じる と い うパ ル

ス 頻度依存性ゴ ナ ド トロ ピ ン 発 現が 生 じた の で あ

る，また ，高頻度 PACAP パ ル ス で は フ ォ リ ス タ

チ ン が 低頻度刺激に比べ て有意 に増加 して お り，

こ の現．象も高頻度 GnRH 刺激 と同様で あ っ た ，…

方 PACAP に よ る 受容 体 発 現 で あ る が ， 高 頻 度

PACAP 刺激 で は GnRH 受容体が ，低頻度刺激 で

は PAC1 受容体が ほ ぼ 特異 的 に増 加 し て い る こ

とが分 か っ た ．こ れ らの 結果は PACAP パ ル ス 刺

激 に よ る 特異 的 ゴ ナ ドトロ ピ ン サ ブ ユ ニ ッ ト合成

機構に ，フ ォ リ ス タチ ン の み な らず，視床 ド部 ペ

プ タ イ ドに対す る受容体発 現の 変化が 関 与して い

る 可能性を示 し て い る．

　 PACAP の 生理的 な分泌機 構あ る い は 生殖内分

泌領域 に お ける役 割の 詳細 に つ い て は依然不 明な

点が 多 い ． しか し，単一
の ゴ ナ ド トロ ピ ン 産生 細

胞 に対 して ゴ ナ ドトロ ピ ン発現能 を有 し，また 自

身の 受容体及 び GnRH 受容体数 を制御 し うる 物

質 で あ る こ と は ，こ の 中枢 性生 理 活性物質 が

GnRH 以外の ゴ ナ ド トロ ピ ン制御因子で あ り，生

殖機能 を調節する重 ．要な 物質で あ る可 能性 が あ

る．また ，PACAP パ ル ス 刺激に よる ゴ ナ ド トロ ピ

ン 発現機構，受容体発現 を含 む細胞応答 の 変化 に

つ い て 解 明す る こ とは，GnRH に よる LH ，　 FSH

特 異的制御機構の解明 に もつ なが る重 要な意 味を

持 つ もの と考えて い る ．
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  We  examined  how  pulsatile stimulation  with  Pituitary Adenylate  Cyclase-Activating Polypeptide

(PACAP) affected  gonadotrophs. In static  cuLture,  GnRH  stimulated  transcription  of all of the gona-
dotropin subunits.  In contrast,  PACAP  increased a-subunit,  prometer  activity, but failed to increase
LHP  and  FSHP  promoters, Messenger RNAs  for LH5  and  FSHP  were  slightly  but significantly  in-
creased  by PACAP  stimulation,  Co-treatrnent of  the cells  with  GnRH  and  PACAP  was  not  different
to the effects  of  GnRH  aLone  on  LHP  and  FSHB  transcriptional  activities  as  weil  as  mRNA  expres-

sions.  To  determine the  effect  of  pulsatile PACAP  stimulation  on  gonadotropin  subunit  gene expres-
sion,  perifused  LBT2  cells  were  stimulated  at either  high frequency (5 min  PACAP  pulse  every  30
min)  er  low frequency  (5 min  PACAP  pulse every  120 min).  High  frequency  PACAP  pulses preferen-
tially increased LH6  gene  expression  up  to 2.29 ±  O.15-fold, and  low frequency  pulses resulted  in a  1.55
± O.16-fold increase. FSHS  gene  expression  was  increased 1.87 ±  O.3-fold by high frequency PACAP

pu!ses and  4.3 ± O.29-feld by  low frequency  puises. These  results  were  similar to the frequency spe-
cific effects  of  pulsatile GnRH. Follistatin expression  was  specifically increased by high frequency
GnRH  pulses, High  frequency  PACAP  pulses further increased fo11istatin up  to 4.7 ±  O.57-fold than
low frequency pulse (2.72 ±  1.09-fold), PACI  expression  increased significantly following pulsatile
GnRH  regardless  of  pulse frequency, Low  frequency PACAP  pulses, however, increased PACI  ex-

pression (16.49± 8.41) to a  larger extent  than  did high frequency  pulses, Additionally, high frequency
PACAP  pulses specifically  increased GnRH  receptor  expressien  by  4.38 ±  O.81-fold; however,  low fre-

quency  pulses did not  result  in an  increase. These  studies  suggest  PACAP,  like GnRH,  specifically

regulates  LH3  and  FSHS  subunit  gene  in a puise-frequency specific manner.  This regulation  may  in-
volve  alteration  in numbers  of GnRH  and  PACAP  receptors  as  well  as follistatin expression.

NII-Electronic  


