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【目的】

　グレリンはGrowth hormone secretagogue受容体 (GHS-R) の内因性リガンドとして哺乳類の胃より発見され、現在では鳥類・魚類・両生類など多くの種で存在が確認されている。このペプチドホルモンは成長ホルモンの分泌を促進するだけではなく、胃酸分泌の促進、脂肪蓄積の促進、摂食の亢進等の作用も有しており、動物の生育に重要な役割を果たしている。我々はこれまでにニワトリのグレリン受容体 (GHS-R) 遺伝子をクローニングし、その構造と発現の組織分布を明らかにしてきた。今回はニワトリの発育過程においてグレリンがどの組織でどの時期に作用するのかを明らかにするため、各組織におけるグレリン受容体遺伝子の発現動態の解析を行った。

【方法】
1.　ニワトリ組織からのTotal RNAの抽出

　ニワトリ（白色レグホーン、オス）の孵化後１日齢、３日齢、２週齢、４週齢の各発育段階において脳下垂体、膵臓、肝臓、脾臓よりISOGEN (Wako Chemicals) にてTotal RNAを抽出した。また、13週齢のニワトリの脳下垂体をCephalic lobeとCaudal lobeに分けて採取しTotal RNAを抽出した。

2.　ノーザンブロット分析

　Cephalic lobeとCaudal lobeのTotal RNA15 gをホルムアルデヒド-アガロースゲルで電気泳動し、Hybond N+膜 (Amersham Bioscience)に転写した。ニワトリGH cDNA断片をprobe としてGene Images AlkPhosDirect Labelling and Detection System (Amersham Bioscience) を用いてGH mRNAの発現量を調べた

2.　GHS-R mRNA のRT-PCR 分析

　各Total RNA 5g についてSuperScript III (Invitrogen) とOligo dT12-18 プライマー (Amersham Bioscience) による逆転写反応を行いcDNAに変換した。ついでニワトリGHS-R に特異的なSense およびAntisense プライマー とExTaq ポリメラーゼ（TAKARA）を用いて94℃ 1分、60℃ １分、72℃ １分のPCR反応を25サイクル行った。増幅したPCR産物を0.8％のアガロースゲルで電気泳動し、ニワトリGHS-R cDNA断片をprobe としてサザーンブロット分析を行いGHS-R mRNAの発現量の変動を調べた。
【結果及び考察】

　グレリンの主要な作用として脳下垂体からのGH分泌の促進作用が知られる。ニワトリの脳下垂体はCephalic lobeとCaudal lobeに分かれるが、GHは主にCaudal lobeで産生されている。そこで13 週齢のニワトリのCephalic lobeとCaudal lobeにおけるGHS-R mRNAの発現量を検討した。まず調製したCephalic lobeとCaudal lobeにおけるGHの発現量をノーザンブロット分析で調べたところCaudal lobe でより高い発現が認められた。ついでGHS-R mRNAの発現量をRT-PCRで調べたところやはりCaudal lobe でより高い発現が認められた。したがって両LobeにおけるGH産生量の相違にはグレリンのGHS-Rを介した作用も関与している可能性が考えられる。

　ニワトリの腺胃におけるグレリン産生量はGHの産生量がそれほど高くない孵化直前から急激に増大することが知られている。こうした時期におけるグレリンの作用組織を明らかにするため孵化後１日齢、３日齢、２週齢、４週齢における脳下垂体、膵臓、肝臓、脾臓におけるGHS-R mRNA の発現量をRT-PCR で調べたところ、脳下垂体、肝臓、脾臓においては各発育時期を通じて一定レベルの発現量であったが、膵臓においては、２週齢および４週齢に比べて１日齢、３日齢での発現量が顕著に高かった。１日齢、３日齢では栄養源として脂肪分の多い卵黄が利用されており、脂肪代謝への膵臓の機能にグレリンが関与している可能性が考えられる。今後膵臓のいずれの細胞でGHS-Rが発現しているのかを明らかにする必要がある。
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