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などを生食に溶解し充填した浸透圧ポンプを埋め込ん

だ。その後、経時的に灌流固定し、O.C.T compound（光

顕免染用）、Epon樹脂（光顕及び純形態電顕観察用）、

LRW樹脂（免疫電顕用）に包埋した組織試料を作成し

た。また細胞内微細構造を立体的に観察するためオス

ミウム浸軟処理を施した走査電顕観察用試料を作成し

た。さらにホルモンアッセイを行うため血漿を採取

し、光顕・電顕を用いた形態学的解析と機能的解析を

併せて行った。

【結　果】

　GnRH agonistの持続投与４時間後、血中LH濃度は

ピークに達し、その後速やかに低下した。一方で

GnRH agonistの持続投与８-１２時間経過後にLH/FSH産

生細胞において一過性に管状細網構造をとる特殊な小

胞体（ER patch）の出現が見られた。antide投与後には

ER patchの出現は見られなかった。ER patchには小胞

体シャペロンであるBiPやcalnexinの強い集積が見ら

れた。また、小胞体関連分解（ERAD）に関わるE３リ

ガーゼHRD１が集積した。さらにGnRH agonistの持続

投与後にLH/FSH産生細胞ではオートファジー特異的

分解蛋白であるP６２の発現が一過性に増強しており、

オートファゴソームの膜を形成する機能分子LC３もER 

patch近傍に集積した。走査電子顕微鏡ではER patchの

近傍や内部に膜が重層した構造が出現していた（図）。

【考　察】

　GnRH agonistによる過度な刺激を受け、貯蔵された

ホルモンが枯渇したLH/FSH産生細胞では、GnRH受

容体を介したシグナル伝達系による同一のインプット

６） ＬＨ／ＦＳＨ産生細胞における細胞内蛋白分解系制

御システムの解明

研究代表者　暮地本宙己

【目　的】

　生体における性成熟および生殖機能は視床下部－下

垂体－性腺系のフィードバック調節機構で制御されて

いる。このフィードバック調節機構に位置する下垂体

前葉性腺刺激ホルモン（LH/FSH）産生細胞ではGnRH

受容体への刺激を介して生理的機能が制御されてい

る。これまでに私たちはGnRH agonistである酢酸リュ

ープロレリンの徐放性製剤を投与したラットの

LH/FSH産生細胞において、タンパク質の品質管理や

細胞内での分解に関わる分子シャペロンが集積する管

状細網構造をとる特殊な小胞体（ER patch）が出現す

ることを報告した（Bochimoto et al．２０１３）。本研究で

は、GnRH受容体の刺激によるLH/FSH産生細胞の細

胞内蛋白分解系の変化を細胞の機能状態に応じて形態

学的に検討した。

【方　法】

　Wistar系雄ラットの皮下にGnRH agonistのLeupro-

lide acetateやbuserelin、GnRH antagonistであるAntide

図　リュープロレリン投与１日後のLH/FSH細胞の走
査電顕像

　　膜が集積した管状細網構造をとる特殊な小胞体の

内部や近傍に、膜が重層しテクスチャーが異なる構

造物が出現している。
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トマウスの四肢を固定し、暗闇で３０分暗順応させた

後、LEDの光刺激を用いて対光反射を誘発させ、記録

は赤外線から可視光まで記録可能なCMOSカメラに

顕微鏡用の対物レンズを直結したものを用いてLED

照射前から記録し、その画像データから暗順応中の瞳

孔経、縮瞳後の瞳孔経、収縮の時定数を求め、野生型

と遺伝子改変マウスとで比較を行った。

　ダブルノックアウトマウスの作製は１２９Sv系統の

TRPC３ノックアウトマウスとTRPC６ノックアウトマ

ウスを交配させることで行った。まず両者の交配によ

ってTRPC３およびTRPC６ともにヘテロの個体を得

た。交配によって得られた仔マウスは耳片をサンプル

としたgenotypingをKAPA MG KIT（KAPA BIOSYS-

TEMS）を用いて行い、そこから得られた遺伝子型に応

じて選別し、交配を繰り返し行うことで作製を進めた。

　

【結果と考察】

　TRPC３およびTRPC６、さらに野生型を加えた３系統

での比較において、収縮前後における瞳孔径、および

収縮速度において、現在までに有意な差を確認するこ

とはできなかった。しかし眼内平滑筋を材料にしては

いないものの、TRPC３とTRPC６はそれぞれ単独のノ

ックアウトでは野生型と有意な差は見られないが、両

方をノックアウトすることではじめて影響が出るとい

う報告１）もあることから、TRPC３とTRPC６は瞳孔括

約筋においても相補的に働いている可能性が考えら

れ、このことを確かめるためにダブルノックアウトマ

ウスを用いた検証が必須である。しかしながら、結果

としてTRPC３/６ダブルノックアウトのマウスを得る

ことはできたものの、ヘテロマウスからのダブルノッ

クアウトマウス産生は極めて効率が悪く、また設備の

問題から繁殖が小規模にしか行えなかったために、ノ

ックアウトマウスを得るまでに予想以上の時間を要し

た。加えて少数の得られたマウスはすべて繁殖のため

に維持せねばならなかったため、現在までに実験遂行

に必要な個体数を確保することはできなかった。今回

の研究期間内でダブルノックアウトマウスの測定結果

を比較検討するには至らなかったが、今後も交配によ

る繁殖を進め、このダブルノックアウトマウスと

TRPC３およびTRPC６それぞれのノックアウトマウ

ス、および野生型マウスを比較することによって、瞳

孔括約筋収縮の持続相におけるTRPCチャネルの関与

を契機として、異なった細胞内分解システムである小

胞体関連分解系とオートファジー系が協調的に変化

し、細胞内で機能を果たしている可能性が考えられた。

【文　献】

１） Bochimoto H, Koga D, Sakai Y, Hira Y, Hosaka M, 

Ushiki T, and Watanabe T（２０１３）Sustained treatment 

with a GnRH agonist（leuprorelin）affects the ultrastruc-

tural characteristics of membranous organelles in male 

rat pituitary gonadotropes. Arch Histol Cytol, ７４, ４１. ５７.

７） TRPCノックアウトマウスを用いた瞳孔括約筋収

縮機構の解明

研究代表者　金子　智之

【目　的】

　眼内平滑筋の自律神経刺激に伴う収縮の持続相は、

他の多くの平滑筋の場合と同様、細胞外からのCa２＋流

入を必要とするが、その分子実体や作用機序に関して

はいくつかの候補があるものの、詳細は分かっていな

い。これまでに本研究室では、ウシ毛様体筋（遠近調

節のための眼内平滑筋）における実験により、持続相

におけるCa２＋流入が単位コンダクタンスの異なる２種

類の非選択性陽イオンチャネル（NSCC）を介するこ

とを示した。それらの分子候補としてのTRPC１、

TRPC３、TRPC４、TRPC６やOrai１などの発現もすでに

確認しているが、ウシ材料では遺伝子ノックダウンな

どの適用が困難で、また遺伝子改変動物の利用は事実

上不可能あるためNSCCとの関連についての検討は行

き詰まっており、詳細はいまだ不明である。そこで、

血管平滑筋においてNSCCとの関連が注目されている

TRPC３とTRPC６に着目し、これらのノックアウトマ

ウスを用いた実験系の構築を進めており、現在までに

非侵襲的に実験可能な対光反射による瞳孔収縮径の解

析手法を確立し測定を続けている。本研究ではマウス

の瞳孔括約筋という微小な平滑筋の持続相にTRPC３

とTRPC６の遺伝子欠損が与える影響を詳細に調べる

ことでその分子実体を明らかにすることを最終目標と

して研究を遂行した。

【方　法】

　８～１２週齢の雄のTRPC３およびTRPC６ノックアウ
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