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はじめに

　NGFI-B/ nur77はオーファンステロイド受容体ファ
ミリーに属する転写因子であり，immediate-early gene
の一種である［１］．NGFI-B/ nur77ファミリーは卵巣
では20a-HSD［２］，精巣ではCyp17とHSD3b［３］，
そして副腎ではCyp11b2とHSD3b［４］の遺伝子発現
を調節するという報告がある．このことより，NGFI-B/ 
nur77が視床下部─下垂体─性腺および副腎において動
的な役割を担っているものと考えられる．今回われわれ
はNGFI-B/ nur77遺伝子が主に幼若ラット卵巣莢膜細
胞に発現しているが，DESによりその遺伝子発現が早期
に抑制されること，さらにそのときの血中LH濃度は30

分で著しく低下することを見い出した．内分泌撹乱物質
であるDESの妊娠期や新生児期のマウスへの暴露は，生
殖系の発達を大きく変化させることが知られている
［５］．また，NGFI-B/ nur77の遺伝子発現はマウス
Leydig細胞においては排卵前期の卵胞内の顆粒膜細胞
と同様に，LH/ hCGにより誘導されることが知られて
いる［６］．今回，近年明らかにされてきた生殖細胞に
おけるホルモン，cAMPそしてPKAを介したシグナル
経路の関連を考慮し，NGFI-B/ nur77遺伝子の性腺系
での転写調節機構について明らかになったことを報告す
る．

NGFI-B/ nur77遺伝子発現へのDESの効果

　in situハイブリダリゼーションによる幼若ラット卵巣
内でのNGFI-B/ nur77遺伝子の発現を解析したところ，
図１に示すようにDES投与２時間で莢膜細胞での発現
が著しく減少していることが明らかになった．このこと
をRT-PCRで経時的な変化として，またreal time-PCR

で定量的に調べたものを図２に示す．さらにこの時血中
LH濃度はDES投与後30分で大幅に低下していた．これ
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図２　DESによるNGFI-B/ nur77遺伝子発現変化の定量的, 経時的評価
　　　A: real time-RT PCRによるNGFI-B/ nur77遺伝子発現と血中

LH濃度
　　　B: RT PCR

図１　ラット卵巣におけるDESによるNGFI-B/ nur77遺伝子発現変化
　　　A, C: control, B, D: DES投与2時間 (A, B: bright fild, C, D: 

dark fild)
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により，DESのLHを介したNGFI-B/ nur77遺伝子発現
における制御，さらには今までいわれてきた精巣および
子宮の他に，中枢系においてもDESが影響を及ぼしてい
る可能性が示唆された．

LH/ hCG， cAMPによる遺伝子発現調節

　NGFI-B/ nur77の遺伝子発現が生殖細胞においてLH-
cAMP経路により制御されている可能性を調べるため
に，マウスLeydig細胞腫由来の細胞株であるMA-10細
胞を用いてhCGおよびcAMPアナログである８Br-
cAMP刺激による遺伝子発現の変化を図３に示す．
hCG，cAMP刺激共にNGFI-B/ nur77の遺伝子発現が早
期に誘導されることが分かった．ここで，転写制御に関
わる領域を調べるために，NGFI-B/ nur77の転写開始
点上流におけるcAMP応答性領域をレポーターアッセイ
により調べた．図４に示すとおり，転写開始点上流-253

から-165の間と-125から-40の間でcAMP応答性をもつ
ことが示唆された．またこの領域には，AP-1タンパク

質結合motif［TGA(C/G)TCA］に類似した配列である
AP-1 like element(TGCGTCA)が，転写開始点-233，
-213そして-69に存在している．これら３つのAP-1 like 
elementにmutation(TGCGTTG)を施したものはそれぞ
れについてcAMP応答性の減少が認められ，また２ヵ所
に入れたものではほとんど応答性を示さなくなり，さら
にすべてにmutationを施したものでは，その応答性が消
失した（図５）．これにより性腺系におけるNGFI-B/ 
nur77の遺伝子発現が，LH-cAMPを介した転写因子の
結合により制御されていることが示唆された．また-40

付近にもAP-1 like elementの存在が知られているが
［７］，本研究ではcAMP応答性を示さなかった．

AP-1 like elementへの結合タンパク質の解析

　転写開始点上流に存在するAP-1 like element(TGCGTCA)
はAP-1だけではなく，CRE（TGACGTCA)ともよく似
た配列である．このため本研究でcAMP応答性を示した
-233，-213そして-69付近のAP-1 like elementへの結合
タンパク質をEMSAにより解析した．図６Aに示すとお
り，-233のAP-1 elementでは無処理と比べ，cAMP処
理によりprobe-protein複合体のバンドが強く現れた．
またJun抗体によりprobe-protein複合体のバンドが消失
し，CREB抗体によりsuper shiftがみられたことより，
この配列にはJunを含むAP-1タンパク質およびCREBが
結合するものと思われる．図６Bでは-213のAP-1 element
におけるEMSA解析の結果を示している．cAMP処理群
においてより強くprobe-protein複合体のバンドが現れ，
CREB抗体によりsuper shiftした．一方，Jun抗体にお
いて明瞭なprobe-protein複合体の消失は確認されなか
ったことより，-213のAP-1 like elementには主にCREB
タンパク質が結合するものと思われる． 図６Cに示すよ
うに-69のAP-1 like elementを用いた場合では，CREB

図４　転写開始点上流におけるcAMP応答性領域の解析
　　　A: +/ - 1 mM 8 Br-cAMPによるレポーターアッセイ
　　　B: NGFI-B/ nur77転写開始点上流の配列とAP-1 like element

図３　MA-10細胞でのhCG, 8 Br-cAMPによる遺伝子誘導
　　　A: 100 ng/ ml hCGによるNGFI-B/ nur77の遺伝子誘導
　　　B: 1 mM 8 Br-cAMPによるNGFI-B/ nur77の遺伝子誘導
　　　C: GAPDHの遺伝子発現 (control)

図５　mutationを施した転写開始点上流-253～+61でのレポーターア
ッセイ
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抗体によるsuper shiftはみられず，Jun抗体による
probe-protein複合体の消失が確認されたことより，こ
こには主にAP-1タンパク質が結合するものと思われる．
また，Jun抗体，CREB抗体混合状態でのEMSAを行っ
た場合では，図６Dに示すとおり-233ではprobe-protein
複合体が完全に消失し，CREBによるsuper shiftのみが
みられたのに対し，-213および-69ではCREB抗体，Jun
抗体をそれぞれ加えたときと同様の結果であった．この
ことからも各elementにおけるそれぞれのタンパク質の
結合が示唆された．

NGFI-B/ nur77の遺伝子発現における新たな 
タンパク質合成の関与

　EMSA解析から，cAMP刺激によってprobe-protein
複合体のバンドが強く現れることが明らかになった．こ
のバンドの強度の増加がCREBやJunタンパク質の量的
変化によるものであるのか，またはリン酸化等による質
的な変化によるものなのかを調べるために，タンパク質
合成阻害剤であるcycloheximide(CHX)処理後のcAMP

無刺激または１時間刺激でのNGFI-B/ nur77遺伝子発
現を調べた．図７に示すとおり，遺伝子発現に変化がみ
られないことより，新たなタンパク質合成は関与しない
ものと思われる．

おわりに

　以上，本研究では強力な内分泌撹乱物質であるDESに
よる性腺系におけるNGFI-B/ nur77遺伝子発現への作
用と，その遺伝子発現調節機構を調べてきた．私共の研
究室では，この他にsteroidogenic acute regulatory 
protein (StAR)やcytochrome P450 (P450scc)等の遺伝
子発現がDESにより早期に抑制されることも確認して

図７　CHX処理によるNGFI-B/ nur77遺伝子発現変化

図６ -233, -213および-70 AP-1 like elementでのcAMP無処理/ 1時間処理した核タンパク質抽出物を用いたEMSA解析
　　　A: -233 AP-1 like elementにおけるEMSA解析
　　　B: -213 AP-1 like elementにおけるEMSA解析
　　　C: -69 AP-1 like elementにおけるEMSA解析
　　　D: 各AP-1 like elementにおけるJun抗体, CREB抗体混合状態でのEMSA解析
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おり，データーベースとして公表している(http://www1. 
fukui-med. ac. jp/SEIKA2/ED-Genes. html)．今回NGFI-B/ 
nur77がLH/ hCG-cAMP経路を介し，さらにPKA等を
介しその遺伝子発現が起ること，またDESによりこれら
の経路が強く抑制されること，さらにDESが中枢系へ作
用している可能性が明らかとなった．今後さらなる解析
を行い，これまでの成果と合わせDESによる性腺系への
作用を明らかにしていきたい．
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