
はじめに

脊椎動物の生殖腺の発達と機能は，ゴナドトロピンの

放出を刺激する脳ホルモンであるゴナドトロピン放出ホ

ルモン（GnRH）が視床下部ニューロンより分泌される

ことにより，正に制御されている．一方で生殖腺刺激ホ

ルモンを抑制する脳ホルモンの存在は長く不明であった

が，２０００年にゴナドトロピンの放出を抑制する新規の脳

ホルモンである GnIHがウズラの視床下部より単離同定

され，GnIH（gonadotropin-inhibitory hormone）と名付

けられた［１］．

鳥類においては下垂体のゴナドトロピン放出を抑制す

るニューロペプチドとして同定された一方，哺乳類では

GnIHの同族ペプチドとして RFRP―３（RF―amide related

peptide―３）が同定されており中枢神経系や性腺での発

現が報告されているが，その機能は不明である［２］．

また RFRP―３の受容体として GPR１４７が同定されている

［３］．

GnIHの作用点として視床下部 GnRHニューロンの抑

制，下垂体前葉のゴナドトロピン分泌細胞の抑制，性腺

での直接的な抑制作用などが報告されている［４］．GnIH

の生殖腺抑制作用は，視床下部での GnRHあるいは下

垂体レベルでのあるいはゴナドトロピン放出の抑制が最

も寄与する因子であると考えられているが，性腺での

GnIHおよび GnIH受容体の局在が明らかになったこと

から GnIHの局所作用の関与もありうる（図１）［５―８］．

哺乳類では RFRP―３のラット精巣あるいはマウス卵巣で

の直接作用が報告されており，どちらの報告でもステロ

イド合成が抑制され，生殖機能抑制に働くものと考えら

れている［９，１０］．

ヒトあるいは霊長類では GRP１４７および RFRP―３が視

床下部で同定されているが，その機能は明らかになって

おらず，生理的意義も不明である［１１，１２］．今回われ

われは性腺での GnIHの局所作用に着目し，ヒト卵巣顆

粒膜細胞における RFRP―３の局在と直接的な生理作用を

明らかにした．

ヒト卵巣顆粒膜細胞におけるRFRP―３と

その受容体の発現

体外受精を受ける患者の同意を得たうえで，採卵時に

得られる黄体化顆粒膜細胞の初代培養系を用いた．RT―

PCR法およびウエスタンブロッティング法により黄体

化顆粒膜細胞での RFRP―３とその受容体である GPR１４７

の発現を確認した（図２）．

また正常ヒト卵巣組織切片で免疫組織染色を行い，顆

粒膜細胞での RFRP―３および GPR１４７の局在を認めた．

GPR１４７は顆粒膜細胞層に局在し一部莢膜細胞層にも存

在しており，発育卵胞および黄体で発現していた．一方

で，RFRP―３は発育卵胞と黄体の顆粒膜細胞層で発現を

認めた（図３）．両者ともに卵胞期後期の成熟卵胞から

黄体期での発現を認め，顆粒膜細胞層で両者が共在して

おり，局所での作用が予想された．

ヒト顆粒膜細胞でのRFRP―３の作用

ヒト生殖における RFRP―３系の機能を明らかにするた

めに，体外受精患者から得たヒト黄体化顆粒膜細胞の初

期培養系を使用した．RFRP―３とともに８―Br―cAMP，

Forskolin，FSHまたは LHを添加し，プロゲステロン

生合成量および細胞内 cAMP濃度と StAR（steroidogenic

acute regulatory protein）の発現量の変化をそれぞれ

ELISA法と Real Time qPCR法にて測定したところ，

FSH，LH，Forskolinにて誘導されたプロゲステロン生

合成，細胞内 cAMP濃度，StARの発現量は RFRP―３処
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理によって抑制された（図４―６）．８―Br―cAMPで誘導

した場合および無刺激状態では，RFRP―３による抑制作

用は認められなかった．以上より RFRP―３の作用は G蛋

白共役受容体である GPR１４７および G蛋白αサブユニッ

トを介して，アデニルサイクラーゼを抑制的に制御して

いることが予想された．

プロゲステロン合成系における

RFRP―３/GPR１４７の作用点

以上の仮説を明らかにするために，�黄体化顆粒膜細

胞において GPR１４７を siRNA法にてノックダウンし（図

７），�RFRP―３の受容体拮抗剤である RF９を添加した

ところ（図８），RFRP―３によるフォルスコリンまたはゴ

ナドトロピンで刺激されたプロゲステロン生合成の抑制

が解除されることが示された．さらに GPR１４７に会合す

る G蛋白蛋 iサブユニットの阻害剤である百日咳毒素に

て前処理したところ，同様に RFRP―３によるプロゲステ

ロン生合成の上昇抑制作用が阻害された（図９）．

RFRP―３/GPR１４７によってプロゲステロン合成系が負

に制御されており，その機序はゴナドトロピンによるア

デニルサイクラーゼの活性化を抑制することによるもの

であることが明らかとなった．

RFRP―３/GPR１４７の発現の制御については，不明な点

が多い．GPR１４７の発現量はフォルスコリンおよびゴナ

ドトロピンの処理により変化せず，また RFRP―３処理で

ゴナドトロピン受容体の発現レベルも変化しなかった．

GPR１４７とゴナドトロピン受容体は G蛋白共役７回膜貫

通型受容体であり，そのシグナルは受容体より下流で作

用し，アデニルサイクラーゼの活性調節に収束している

ものと予想された（図１０）．

まとめ

われわれはヒト GnIHである RFRP―３はヒト卵巣にお

いて顆粒膜細胞に特異的に発現し，受容体である GPR

１４７を介してゴナドトロピンのシグナル伝達系を抑制す

図１ 性腺におけるRFRP―３の作用
本研究ではGnRHと同様に性腺での局所的な生理作用をもつ可能性を検討した．

図２ ヒト黄体化顆粒膜細胞におけるRFRP―３とGPR１４７
の発現
（A）２人の別々の患者由来の細胞から得た細胞で

の発現をRT―PCRにより検出．
（B）顆粒膜細胞のタンパク抽出液のGPR１４７の発

現をウエスタンブロッティングにより検出．
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ることを明らかにした．RFRP―３は GPR１４７に特異的に

結合し，G蛋白αiサブユニットを活性化させアデニル

サイクラーゼを抑制することにより，ゴナドトロピン刺

激で上昇した cAMP濃度と StAR発現を減少させ，プロ

ゲステロン生合成を抑制するものと考えられる．

図３ 生殖年齢女性の卵巣を用いたRFRP―３およびGPR１４７の免疫染色

図４ RFRP―３によるヒト黄体化顆粒膜細胞でのプロゲステロン生合成
の抑制（n＝５）
異なるアルファベットは p＜０．０５を示す．（Tukey test）

図５ RFRP―３によるヒト黄体化顆粒膜細胞での StAR mRNAの抑制（n
＝５）

図７ GPR１４７ノックダウンによるRFRP―３のプロゲステロン生合成抑
制作用の解除（n＝５）

図６ RFRP―３によるヒト黄体化顆粒膜細胞での細胞内 cAMP濃度の抑
制（n＝５）
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ヒト顆粒膜細胞でのステロイド合成の制御に RFRP―３

が関与している可能性が示唆された．今後ヒト RFRP―３

が生体内で卵胞発育や性ステロイド合成に対してどのよ

うな生理的作用をもつのかを明らかにする必要がある．

当研究は研究施設での研究倫理審査により承認された

うえで施行されている．
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