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論 文 の 内 容 の 要 旨

精巣の機能は多くの分子の複雑な相互作用によって制御されており､それらの制御が

繁殖能力の最適な維持に不可欠である｡これらの分子の中で､リラキシン関連因子(RLF)

はブタ精巣で最初に発見されたインスリンーリラキシンファミリー遺伝子の一つで､種々

の動物の性腺でその発現が見出されてきた｡げっ歯類では精巣下降に必須であるが､成体

での役割はよくわかっていない｡また､RLFはB-C-A鎖ドメインからなる前駆体として生合

成されることがcDNA配列より示唆されてきたが､タンパク質レベルでの構造は不明である｡

本研究はヤギを用い､RLFの発現と構造･機能特性の解明を行った｡

第一章では､RLFの生理機能を探るため､ヤギ精巣でのRLFの局在と性成熟に伴う発

現パターンを調べた｡RLFのA鎖ペプチド抗体を作製し､免疫組織化学とWesternblotを

行った結果､RLFはライデイツヒ細胞で約12kDaのタンパク質として翻訳されていた｡RLF

陽性を示すライデイツヒ細胞の面積分率は生後3カ月齢までに一且低下した後､春期発動

期にあたる4カ月齢で再び増加し､成熟と変らないレベルに達した｡これはWesternblot

の結果と一致した｡従って､ヤギではライデイツヒ細胞がRLFタンパク質の唯一の産生源

で､その発現は性成熟に伴い増加することから､RLFの精巣機能への関与が示唆された｡

第二車では､成熟ヤギ精巣よりRLFを単離･精製し､桝達解析を行うと共にその特性

について調べた｡RLFはゲルロカ､陽イオン交換FPLC､逆相HPLCを経て単離した｡その結

果､ヤギRLFはSDS-PAGEにおいて分子亀12kDaの単一蛋白として単離できた｡次いで､

精製物をLC-MaldiTof/Tof"Sで解析したところ､A一旦-C鎖ヘテロトリメトッリック構造

のプロRLF配列が72%のプロテインカバレッジで同定され､その質地は12,224であった｡
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さらに､免疫電子顕微鏡により､RLF はライデイツヒ細胞のゴルジ装置で経められた｡従

って､ヤギ精巣RLFはライデイツヒ細胞のゴルジ装置でA-B-C鎖ヘテロトリメトッリック

構造のプロRLFとして貯留されていることが示唆された｡

第三章では､RLFの受容体LGR8のcDNA配列を同定し､RLFリガンドー受容体存在の可

能性を調べた｡RT-PCRにより､ヒトLGR8に相当するヤギの部分cDNA配列が同定された｡

本配列は167個のアミノ酸残基からなり､ヒトLGR8の第2～5膜貫通領域とそれに続く第

3細胞内ループの一部と･一鼓していた｡LGR8とRLFの迦伝子発現は未成熟精巣に比べ成熟

精巣で劇的に増加していた｡RLFタンパク質はライデイツヒ細胞に限局していたが､LGR8

タンパク質はライデイツヒ細胞と精細管内の上皮細胞で検出された｡従って､ヤギ精巣で

はRLF-LGR8リガンドー受容体システム存在の可能性が見出され､RLFは自己分泌または傍

分泌機構でライデイツヒ細胞や精細管内上皮細胞に作用している可能性が示唆された｡

以上､本研究は雄ヤギにおいてRLFが前駆休場造として精巣ライデイツヒ細胞のゴル

ジ装置に貯留され､おそらく構成性分泌により細胞外へ放出され､オートクリンまたはパ

ラクリン様式でライデイツヒ細胞や精細管内上皮細胞に存在する本受容体LGR8に作用し､

性成熟に関連した精巣機能に関与する可能性を示唆した｡

審 査 結 果 の 要 旨

精巣の機能は多くの分子の複雑な相互作用によって制御されており､それらの制御

が繁殖能力の最適な維持に不可欠である｡これらの分子の一つとして､リラキシン関

連因子(RLF)はブタ精巣で発見され､種々の軌物の性腺でその発現が見出されてき

た｡しかし､その役割はよくわかっていない｡また､構造面についてもcDNA配列より

推察はされているものの､一次構造は明らかでない｡このような背景下で､本輸文は

ヤギを用い､RLFの発現と構造･機能特性の解明に着手したものである｡

まず､雄ヤギにおける胤Fの生理機能を探るために､本ペプチド抗体を作製し､

鱒巣でのRLFの局在と性成熟に伴う発現パターンを調べた結果､精巣ライデイツヒ細

胞がRLFタンパク質の唯一の産生源で､その発現は性成熟に伴い増加することを見出

した｡次に､精巣よりRLFを単離･精製し､構造解析を行うと共にその細胞内局在に

ついて調べたところ､RLFが精巣ライデイツヒ細胞のゴルジ装置内でA-B-C鎖ヘテロ

トリメトッリック構造のプロRLF として貯留されていることを明らかにした｡さら

に､精巣におけるRLFの受容体LGR8の部分cDNA配列とその遺伝子発現ならびに発現

細胞の同定を検討した結果､ヒトLGR8に相当するヤギの部分cDNA配列が同定され､

その遺伝子発現は成熟精巣で劇的に増加し､本受容体がライデイツヒ細胞と精細管内

の上皮細胞に局在していることを見出した｡これらの結果より､本輸文では､RLFが

前駆休耕造として精巣ライデイツヒ細胞のゴルジ装置に貯留され､おそらく■構成分泌

により細胞外へ放出され､オートクリンまたはパラクリン様式でライデイツヒ細胞や

精細管内上皮細胞に存在する本受容体LGR8に作用し､性成熟に関連した精巣機能に

関与する可能性を示唆した｡

このように本輸文は､未だよくわかっていないRLFの構造と機能に着目し､ヤギ

精巣におけるRLFの発現並びにその構造と機能特性について明らかにしたもので､得
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られた知見は学術的に高い価値があると共に､家畜における造精機能の制御に関する

新たな研究路線を切り開く先駆的な研究であると評価できる｡このことから､審査委

鼻全点一致で本愉文が岐阜大学大学院連合鹿学研究科の学位輪文として十分価値あ

るものと静めた｡

学位論文の基礎となる学術愉文は以下の通りである｡
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