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    学位論文題名
    Protein Related to DAN and Cerberus
    IsaBone Morphogenetic Protein Antagonist
That ParticipateSinOVarlanParaCrineRegulation

(Protein related to DAN and cerberusのBMPアンタゴニスト作用と

    卵 巣 に お け る パ ラ ク ラ イ ン 作 用 に 関 す る 解 析 ）

学位論文内容の要旨

【研究の背景】Bone morphogenetic protein (BMP)は生物の形態形成において重要な役割をに

なっているのみならず、卵胞形成を制御する複雑な内分泌ネットワークの一環を形成している。

BMPアンタゴニストはBMPの作用に拮抗することにより胎生期の発達と組織分化を制御し

ていることが知られている。しかしながら哺乳類の卵巣におけるBMPの機能についてはいま

だ不明な点が多い。Protein related to DAN and cerberu8くPRDc）はgenetrapp血gによルマ

ウスES細胞で発見された呵8t血eknot構造をもつ分泌タンパクである。PRDCはBMPアン

タゴニストとアミノ酸配列の相同性を示すが、その生物学的・生理的活性については十分に解

析されていない。【目的】今回われわれは、リコンビナントPRDCを作成し、PRDCがBMP

タンパクの活性に与える影響を解明した。またPRDCmRNAの組織分布および局在、さらに

は卵巣におけるPRDCの生理機能に関する検討を行った。【方法】1．ヒトPRDCcDNAを

293T細胞で発現させ、リコンビナントPRDCを作成し、ウエスタンブロットを用いた解析を

行った。PImCの機能解析のコントロールとして、そのparalogであるBMPアンタゴニスト

g門ml血のりコンビナントタンパクも同時に作成した。2．リコンビナントタンパクを用いて、

Lucifera8eレポーターアッセイにおいてBMPタンパクおよび他のTGF‐Bファミリータンパ

クにより惹起されるシグナリングに対するPRDCの作用を検討．した。3．リコンビナント

PRDCとBMPタンパクとの相互作用を証明するため、c0．precipitationを行った。4．マウス

組織におけるPIめCのmRNA発現パターンをRTPCRにて確認した。5．PRDCの卵巣での

局在と ゴナドトロ ピンによる 調節を解明 するため、PMSG（pregnantmareserum

gonadotropin）およびhCGを投与されたマウス卵巣を用いてNorthernb10tおよぴrealtime

quantit8tivePCRを行った。血面ぬb雨ridizationを用いて、PRDC転写産物の卵巣での局在

を検討した。6．卵巣におけるPRDCの生理学的作用を解明するため、25日齢のラット顆粒

膜細胞を用い、BMP4によって惹起されるproge8ter0珊産生能に対する影響を検討した。【結

果】1．ヒト293T細胞により産生されたりコンビナントPRDCを抗PRDC抗体を用いたウ

エスタンブロットにて解析した。ReducedconditionにおいてPRDCは23、19、18および
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16kDaのバンドとして検出された。Peptide N-glycosidaseFによる糖鎖切断により、23kDa

のバンドは消失したため、PRDCは糖鎖修飾をうけているものと考えられた。抗PRDC抗体

がnon-reduced conditionにおいてPRDCを認識しないため、C-terminusにFI」AGepitope

を付加したりコンビナントタンパク（PRDC‐CT）と抗FLAGM2antibodyを用い、

non‐reducedconditionでのウエスタンブロットを行ったところ、40kDa付近にバンドを検出

した。このことよりPRDCは二量体を形成しているものと思われた。2．Luc泣raseレポータ

ーアッセイにおいて、gremhnと同様にりコンビナントPRDCはBMP2およびBMP4により

惹起されるシグナリングに対し有意な抑制効果を示した。PRDCはgremliIlとは異なり、BMP6

およびBMP7に対しても有意なシグナルの抑制を示した。しかしながら、（mF．9，acti晒n，

TGF‐ロに対する抑制効果は認められなかった。PRDCはBMP2およぴBMP4の惹起するシ

グナルを容量依存性に抑制することが確認された。3．c0．precipitationを用い、PRDCと

BMP2およびBMP4が相互に結合しうることを証明した。PImC‐CTをBMP2およぴBMP4

とco．血cubateし、抗FLAG抗体ビーズを用いてimmunoprecipitationを行った。ビーズから

の溶出液を抗BMP2ル抗体を用いたウエスタンブロットで解析したところ、バンドが確認され

た。熱変性を加えたPRDC．CTで同様の実験を行ったが、溶出液中にBMP2あるいはBMP4

を確認できなかった。．4．マウス組織を用いたI胡pPCRでPRDCの転写産物はさまざまな組

織に発現しており、なかでも卵巣、脳、脾臓で発現レベルが高かった。5．Realtimequantitative

PCRおよびNorthemblotを用い、マウス卵巣におけるPRDC産生がゴナドトロピン投与に

より調節されることを確認した。PRDC転写レベルはPMSG投与により増加することが確認

された。マウス卵巣を用いた血8むHハイブリダイゼーションでは、PRDC転写産物は顆粒膜

細胞に発現していることが示された。6．ラット顆粒膜細胞においてFSH添加（30mIU／ml冫

により、proge8terone産生量が増加した。BMP4（1nM）を添加すると、FSHで増加した

proge8terone産生が抑制されたが、PRDCはこのBMP4の作用に拮抗し、培養液中の

proge8terone濃度を有意に上昇させた。リコンビナントgremhnもBMP4によるproge8terone

産生抑制に拮抗した。【結論】1．われわれはりコンビナントPRDCを初めて作成し、その解

析を行った。ウエスタンブロットにて、PRDCは複数のバンドとして認識され、糖鎖修飾のみ

ならず、prote0り8isの影響を受けているものと考えられた。NDn一reducedconditionの結果か

ら、PRDCは二量体を形成していると推測された。2．PRDCはLucifera8eレポーターアッ

セイにおいてBMP2、4、6および7の惹起するシグナルを有意に抑制した。しかしながら、

GDF’9，acti唖，TGFーロに対する抑制効果は認められなかった。3．PRDCはBMP2およぴ

BMP4に直接結合することでBMPタンパクに対する拮抗作用を示すことが推測された。4．

PRDCはマウスにおいて広い組織分布を示した。5．マウス卵巣ではPRDCは顆粒膜細胞に

局在し、ゴナドトロピンで発現量の調節を受けることが示された。6．PRDCは顆粒膜細胞に

おいてBMP4によるproge8terone産生抑制作用に拮抗した。【結語】PRDCは広範な組織分

布を示す強カなBMPアンタゴニストであると考えられた。卵巣においては顆粒膜細胞に発現

し、ゴナドトロピンにより発現調節をうけ、さらに莢膜細胞由来のBMPの作用に拮抗し、顆

粒膜細胞でのprogesterone産生を回復されることなどから、PRDCは卵胞発育、あるいは黄

体化の促進など、卵巣パラクライン調節機構になんらかの役割を果たしているものと考えられ

た。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
    Protein Related to DAN and Cerberus
    IsaBone Morphogenetic Protein Antagonist
That Participates in Ovarian Paracrine Regulation

(Protein related to DAN and cerberusのBMPアンタゴニスト作用と

    卵 巣 に お け る パ ラ ク ラ イ ン 作 用 に 関 す る 解 析 ）

  TGFーロスーパーファミリーに属するBone morphogenetic protein (BMP)は生物の形

態形成において重要な役割を担っているのみならず、卵胞形成を制御する複雑な内分

泌ネットワークの一環を担っていると考えられている。BMPアンタゴニストはBMPの

作用に拮抗することにより胎生期の発達と組織分化を制御していることが知られてい

たが、哺乳類の卵巣機能調節に果たす役割についてはいまだ不明な点が多い。Protein

related to DAN and cerberus (PRDC)はcystine knot構造をもつ分泌タンパクであり

BMPアンタゴニストとアミノ酸配列の相同性を示す。本研究において申請者はまずヒ

ト293T細胞を用いてりコンビナントhuman PRDCを作成し、リコンビナントhuman PRDC

がりコンビナントhuman BMPの活性に与える影響について検討した。また、マウスに

おけるPRDC mRNAの組織分布および局在について、ならぴに卵巣におけるPRDCの役割

についてマウス卵巣とラット培養顆粒膜細胞を用いて検討した。その結果、リコンビ

ナントPRDCは糖鎖修飾．proteolysisを受け、二量体を形成していると推測された。

PRDCはLuciferaseレポーターアッセイにおいてBMP2、4、6およぴ7によるSmadが

介在する転写活性を有意に抑制し、co－immunoprecipitationよりBMP2．BMP4に直接

会合することが示された。RT―PCRでマウスPRDCiま脳・卵巣で高い発現を認めた。マ

ウス卵巣PRDCはゴナドトロピンで発現調節をうけ、マウスPRDC cDNA probeを用いた

in situ hybridizationにより顆粒膜細胞に局在することが示された。PRDCはラット

顆粒膜細胞に描けるBMP4のprogesterone産生抑制作用に拮抗した。これらのことか

らPRDCは強カなBMPアンタゴニストであり、卵胞発育、黄体化の促進など、卵巣パラ

クライン調節機構になんらかの役割を果たしているものと考えられた。
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  発表終了後畠山教授より、PRDCの翻訳後修飾に関し、糖鎖修飾はN―linkedのもの

のみであったのか、dibasic proteolytic processing point細胞内のどのレベルで生

じるのか、Luciferaseーassay reporterにプロモーターは存在するのか、PRDC． gremlin

が血中に分泌されendocrine factorとして働く可能性などについての質問があった。

水上教授から、BMPの卵巣での作用について、さらに莢膜細胞からはBMP7． BMP4など

同様の作用を示す物質が共存していることの意義に関して質問があった。最後に櫻木

教授より、Bl*fPとPRDCなどBMPアンタゴニストと卵胞発育の停止との関連について

polycystic ovary syndrome(PCO)の病態解明の観点から質問があった。これらの質問

に対して申請者は自らの研究内容と文献を引用し概ね妥当な回答を行った。

    本論文は卵巣をはじめとした諸々の生体組織におけるBMPとBMPアンタゴニスト

との相互作用についての研究を展開するための基礎と栓るものと評価され、今後この

知見が、排卵障害・黄体機能不全の病態解明に応用されることが期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、申請者が博士（医学）の学位を受ける

のに充分な資格を有するものと判定した。
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