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ｺﾈｸｼﾝ43のﾘﾝ酸化によるｷﾞｬｯﾌﾟ結合ﾁﾔﾈﾙ制御

要旨

晴乳類の卵胞発育において､ｷﾞｬｯﾌﾟ結合は非常に重要な働きを持つ｡卵胞内では､

卵母細胞一頼粒膜細胞間あるいは頼粒膜細胞一頼粒膜細胞間がｷﾞｬｯﾌﾟ結合により直接

連絡し代謝的に共役している.このｷﾞｬｯﾌﾟ結合を通じ､ cAMPやCa2+ｲｵﾝなどのｾ

ｶﾝﾄﾞﾒｯｾﾝｼﾞｬ-､ｱﾐﾉ酸､核酸等が細胞間を通過することが､卵母細胞への栄

養供給や減数分裂再開抑制機構,あるいは頼粒膜細胞の増殖や分化に関与していると考

えられている｡ｷﾞｬｯﾌﾟ結合の構成ﾀﾝﾊﾟｸ質であるｺﾈｸｼﾝには､多数のﾌｱﾐﾘ

-遺伝子が存在し､卵巣においては7種類のｺﾈｸｼﾝ遺伝子が発現しているが､なか

でも頼粒膜細胞において発現しているｺﾈｸｼﾝ43 (Cx43)は､そのﾉｯｸｱｳﾄﾏ

ｳｽの解析から卵胞発育過程において必須の役割を果たしていることが知られている｡

卵胞発育は主として下垂体から分泌される卵胞刺激ﾎﾙﾓﾝ(FSH)によって制御され

ている｡ FSHは卵胞細胞の増殖･分化に重要な役割を担っており､ FSHのﾉｯｸｱｳ

ﾄﾏｳｽは卵胞の発育が初期の時点で停止する｡ FSH受容体は卵胞内の頼粒膜細胞に存

在しており､下垂体を除去すると卵胞におけるｷﾞｬｯﾌﾟ結合は減少する-方､ FSH投与

により頼粒膜細胞におけるCx43発現量が増加することが知られている｡また､ Cx43

は発育過程初期から後期に至るまで発現しており､その発現量･ﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙは発育

とともに増加する｡これらの知見はFSHによるCx43制御機構の存在を示唆するが､そ

の分子ﾒｶﾆｽﾞﾑについての詳細は不明であった｡そこで､本研究では､卵胞発育にお

けるFSHのCx43制御機構の解明を目的とし､特に頼粒膜細胞においてFSHがCx43

ﾀﾝﾊﾟｸ質のﾘﾝ酸化･細胞内局在･ﾁﾔﾈﾙ括性におよぼす影響を中心に解析した｡

未成熟ﾗｯﾄの頼粒膜細胞初代培養系を用い, FSHを添加したところ､ Cx43ﾀﾝﾊﾟ

ｸ質量が増加するとともに､ﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙの上昇が見られた｡ﾀﾝﾊﾟｸ合成阻害剤で

あるｼｸﾛへｷｼﾐﾄﾞを添加してもﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙの上昇は観察されたことから､これ

らこつの効果に相関関係はなく､ FSHはCx43に対し多面的な制御を行っていることが

分かった｡次に､ｷﾞｬｯﾌﾟ結合を形成しているCx43ﾀﾝﾊﾟｸ質は､非ｲｵﾝ性界面括

性剤に不溶性となる特性を利用して､ 1%Triton X-100を含むﾊﾞｯﾌｱ-で溶解後､超

遠心による細胞分画を行った｡その結果､ FSH刺激により不溶性画分に存在するCx43

量が増加することが分かり､また､不溶性画分のCx43は高度にﾘﾝ酸化されていた｡

細胞内輸送の阻害剤であるﾌﾞﾚﾌｴﾙﾃﾞｨﾝA (BFA)を頼粒膜細胞に作用させると､
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FSHの存在下でもﾘﾝ酸化および不溶性画分への集積は阻害された｡そこで､ BFAを

作用させたあとBFAを除去しFSHの存在下で培養すると､ｺﾝﾄﾛ-ﾙに比ﾍﾞCx43

のﾘﾝ酸化および不溶性画分に集積する時間が早くなった｡これらの結果から､ FSHは

Cx43の細胞内輸送を促進することでｷﾞｬｯﾌﾟ結合ﾌﾟﾗ-ｸの形成を促進していること

が示唆された｡

次に､ FSHによって冗進されるﾘﾝ酸化部位の同定を試みた. 1'nvl'voおよび1'nvl'tTO

においてﾘﾝ酸化されたCx43のﾘﾝ酸化ｱﾐﾉ酸分析およびﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞﾏｯﾋﾟﾝｸﾞを行

ったところ､ Cx43の細胞内C末端領域にある複数のｾﾘﾝ残基のﾘﾝ酸化が冗進され

ていることが分かった｡そこで､ FSHの下流で括性化されることが知られているｾﾘﾝ

/ｽﾚｵﾆﾝｷﾅ-ｾﾞの阻害剤を用い､ Cx43のﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙを調べたところ, PKA

阻害剤であるH89で阻害された｡続いて､ Cx43の細胞内C末端領域に存在するPKA

ﾘﾝ酸化ｺﾝｾﾝｻｽ部位であるｾﾘﾝ残基をｱﾗﾆﾝに置換した点変異体を作製し

た.これらを基質とした1'n vl'tTOﾘﾝ酸化実験から､ｾﾘﾝ365､ 368､ 369､ 373の4

つの残基をﾘﾝ酸化部位と同定した｡これらすべてのｾﾘﾝ残基をｱﾗﾆﾝに置換した

変異体(Cx43-S4A変異体)は､精製PKAによってﾘﾝ酸化されなかった｡これらの

結果から､ PKAはCx43の主要ﾘﾝ酸化酵素であり､また､ 4つのｾﾘﾝ残基がPKA

によってﾘﾝ酸化され得ることが明らかとなった｡

続いて,これらのﾘﾝ酸化がCx43の機能に及ぼす影響を検討した｡そのために､内

在性のCx43をほとんど発現せず､ｷﾞｬｯﾌﾟ結合による細胞間相互作用を持たないHeh

細胞を用いた.まず､ Heh細胞に野生型Cx43を-過性に発現させてﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞﾏｯﾌﾟ

を行ったところ､この細胞においては強制的に発現させるだけでｾﾘﾝ365､ 368､ 369,

373におけるﾘﾝ酸化が認められた｡そこで､Cx43野生型およびS365A, S368A, S369A,

S373A, S4A変異体Cx43をHeIA細胞に導入し､ﾄﾗｲﾄﾝ可溶性ｱｯｾｲを行った

ところ,いずれのCx43変異体もｷﾞｬｯﾌﾟ結合を形成しうることがわかった｡しかし,

それぞれの安定発現株を構築し､ｷﾞｬｯﾌﾟ結合のﾁﾔﾝﾈﾙ括性を色素の透過によって

調べたところ､野生型Cx43株および単独S-A変異体株では括性が見られ,またそれ

らの間で差は認められなかったのに対し, S4A変異体株では､空ﾍﾞｸﾀ-導入株と同程

度にしか括性が認められなかった｡また､内在性Cx43によるﾁﾔﾈﾙ括性の高いNRK

細胞においては､上記のｾﾘﾝ残基がﾘﾝ酸化されていることが確認できた｡これらの

結果は､ Cx43のﾁﾔﾈﾙ活性にこれら複数の部位のﾘﾝ酸化が必須であることを示唆

する｡

以上の実験により､ FSHは卵胞内Cx43の発現量を増加させるとともに細胞内輸送を

促進し､ﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙを増加させることにより､卵胞細胞間のｷﾞｬｯﾌﾟ結合を介した

分子の移動を正に制御していると推測された｡この制御は､卵胞発育における非常に重

要な機能であると考えられる｡
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論文審査結果の要旨

申請者氏名与語圭-郎

ｷﾞｬｯﾌﾟ結合は､隣接する細胞間でのcAMPやCa2+ｲｵﾝなどのｾｶﾝﾄﾞﾒｯｾﾝｼﾞﾔ-､

ｱﾐﾉ酸,核酸等の輸送を介した情報伝達を担っており､多細胞生物の発生､維持に必須な膜

構造分子である｡申請者は､晴乳類の卵胞発育におけるｷﾞｬｯﾌﾟ結合の役割に注目して研究を

行った｡これまで､ｷﾞｬｯﾌﾟ結合を構成するｺﾈｸｼﾝ遺伝子のﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽでは､ｺ

ﾈｸｼﾝ43からなるｷﾞｬｯﾌﾟ結合が存在しないと卵胞発育に異常が生じ生殖不捻になること

が知られている｡しかし､その分子ﾒｶﾆｽﾞﾑの詳細については不明であった｡ -方､卵胞発

育は主として下垂体から分泌される卵胞刺激ﾎﾙﾓﾝ(FSH)によって制御されている｡ FSH

は卵胞細胞の増殖･分化に重要な役割を担っており, FSHのﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽにおいても卵

胞発育が初期の時点で停止する｡そこで､申請者は卵胞細胞初代培養系を設定し､ FSHがCx43

ﾀﾝﾊﾟｸ質のﾘﾝ酸化･細胞内局在･ﾁﾔﾈﾙ括性におよぼす影響を中心に解析した｡

培養系にFSHを添加したところ､ Cx43ﾀﾝﾊﾟｸ質量の増加､ﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙの上昇が見ら

れた｡その際､不溶性画分に存在するCx43量が増加しており,不溶性画分のCx43は高度に

ﾘﾝ酸化されていた｡これらの結果から､ FSHはCx43の細胞内輸送を促進することでｷﾞｬｯ

ﾌﾟ結合ﾌﾟﾗ-ｸの形成を促進していることがまず示唆された｡

次に､ FSHによって冗進されるﾘﾝ酸化部位の同定を試み､ﾘﾝ酸化ｱﾐﾉ酸分析およびﾍﾟ

ﾌﾟﾁﾄﾞﾏｯﾋﾟﾝｸﾞにより､ C一末端蘭域に存在するｾﾘﾝ365､ 368, 369, 373の4つの残基

をﾘﾝ酸化部位と同定した,さらに､これらを基質とした1'n vl'tTOﾘﾝ酸化実験からも確認し

た｡ -方､これらのﾘﾝ酸化反応がPKA阻害剤であるH89で阻害されたこと､すべてのｾﾘ

ﾝ残基をｱﾗﾆﾝに置換した変異体(Cx43-S4A変異体)では,精製PKAによるﾘﾝ酸化が

著しく減少したことなどから､ PKAがCx43の主要ﾘﾝ酸化酵素であり､ 4つのｾﾘﾝ残基の

ﾘﾝ酸化にPKAが関わっていることが明らかとなった｡

続いて､これらの部位のﾘﾝ酸化がCx43の機能に及ぼす影響を検討した｡そのために､内

在性のCx43をほとんど発現せず､ｷﾞｬｯﾌﾟ結合による細胞間相互作用を持たないHeIA細胞

を用いた｡ Cx43野生型およびS365A, S368A, S369A, S373A, S4A変異体Cx43をHeIA細

胞に導入したところ､いずれのCx43変異体もｷﾞｬｯﾌﾟ結合を形成しうることがわかった｡し

かし,それぞれの安定発現株を構築し､ｷﾞｬｯﾌﾟ結合のﾁﾔﾝﾈﾙ括性を色素の透過によって

調べたところ､野生型Cx43株および単独S-A変異体株では括性が見られたのに対し､ S4A

変異体株では､空ﾍﾞｸﾀ-導入株と同程度にしか括性が認められなかった｡これらの結果は､

こrtら複数の部位の同時ﾘﾝ酸化がCx43のﾁﾔﾈﾙ括性に必須であることを示唆している｡

以上の実験から, FSHは卵胞内Cx43の発現量を増加させるとともに､細胞内輸送を促進し､

ﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙを増加させることにより､卵胞細胞間のｷﾞｬｯﾌﾟ結合を介した分子の移動を正

に制御していると推測され､この制御が卵胞発育における非常に重要な機能であることが結論

された｡

以上のように,本論文は生殖に関わる卵胞発育におけるｷﾞｬｯﾌﾟ結合の分子制御機構を明ら

かにしたもので､学術上頁献するところが少なくない｡よって審査員-同は､本論文が博士(ﾊﾞ

ｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


