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れ る。本実験で も25℃ の 温度を加えて い る の で cytosol

receptor が accept 。 r へ 糸吉合す る 型 に transform され て

い る と考え る．

　 質 問　　　　　　　　　（東京医鹸大）北 田　博大

　 ク ロ マ チ ン と イ ン キ ュベ ート 後 の Cytosol 中 に
，

Cytosol−R −complex の 残 りが な い か ど うか 検討 な さつ た

か ど うか ．

　 応答　　 　　　　　　（京都府立医大）浅井　政房

　 ク ロ マ チ ン 量 を 増加 さ し て も，そ の
3H −Estradiol−

cytosol 　 receptor 　 complex か らの 結合 尉 は 増加 して ゆ か

ない の で ， 本測定 で の 結合量が biolegicatな receptor

量をあらわ し て い る と考 え る．

　 72．？rogesterone の 効 果 発 現 機 構 Progesterone −

Cytosol 　Receptor 　Complex の Chromatin との 結

合部位

　　　 （京 都 府 立 医 大 ）

　　　　　　　玉 舎　輝彦 ， 石 原　貞尚 ， 志村　達興

　　　　　　　本山　敏彦，岡田 　弘二

　Progesterone の 生物学的効果発現機構と して ，　 proges−

terone が そ の 標的臓器 で ある ウ サ ギ 子宮細胞内 に 入 り

estrogen 　priming す る こ と｝こ よつ て 出現す る 8S　 macro −

molecule と複合体を 形成 し （Kd ≠ 8、1× 10『PM ），そ の

まま の 状態で核に 入 りchromatin と結合す る ．Chro   atin

側で は estrogen 　pri面 ng 効果 は な か っ た ．こ こ で は さ ら

に chromatin 上 の 結合状態を詳 し く検討した ．Chromatin

と　dehistonized　 chromatin 　とに お い て　progesterone

receptor 複合体 と の 結合量は 単位 chr 。 matin の DNA

量当 り変わらな い こ とか ら，こ の 複合体は dehist。 nized

chr 。matin と結合す る こ とが わ か る ．また こ の pr。ges−

terone −receptor 複合体と dehistonized　chromat 量n と の 関

係を doubie　 reciplocal 　 plotを1乍成 し Kd ≠ 3．3 × ユ0
’gM

の 親和性 を 示 した ．つ ぎIC蔗糖密度勾配遠心 法 で は

dehist。 nized 　 chromatin 　 l’よ　8　S とが 主に 結合する こ とが

わ か つ た ．以 上 の こ とか ら生体内で は 8S　 macromolecule

が 生 物学的 な 必 要単位で あ り，5S は 機能的最小単位 の

subunit を含む と考えられ た ．さらに dehistonized　 chro −

matin をあ らか じめ DNAse
，
　chymotrypsin

，
　RNAse で 前

処置 し て pregesterone−receptor 複合体 と の 結合状態を 調

べ る と ，
c 。ntr 。1 とくらべ る と DNAse で 約

1f3
，　 chymo −

trypsin で 約V2，
　 RNAse で 約

z13
の 結合が見 られ た 。これ

ら の こ とか ら prGgesterone −receptor 複合体 と chromatin

との 相互作用は DNA 上 acceptor で ある non −histone蛋

白（酸性蛋白）と結合 し，また
一

部 chromosomal 　RNA も
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そ の 結合に 関与して い る と思われた ．また progesterone−

recepter 短合体，　 chromatin ，
3H −UTP ，　RNA 　 polymerage

（E．coli ）な どを用 い RNA 合成 を itl　 vitro で お こ な う

と合成が促進され る こ とがわ か つ た ．以 上 ウ サ ギ 子宮 に

お い て prOgeSterQneの 効果発現 に は eStrOgen が 働い て ，
8S　 rnacrornolecule が cytoplasm に 出現 し progesterone

と結合し核に 入 り，pr。gester。ne ・8S・chromatin とな り，

酸性蛋白 ，
chr ・ m ・ s・ ma1 　 RNA

，
　DNA の ttg互 関係 に よ り

gene　 levelで 作用 し，　 biQlogical　 effect と して まず RN

A が 合成 され る の で あ ろ うと考 え られ た ．

　73．組織内 Progesterone 定量法

　　　　　　 （防衛医科大）牧村　紀子，加藤　宏
一

　東 大 ， 大 沢 博士 よ り 堤供 された 抗 11−Deoxycorticos −

terone （DOC ）抗血 清を用 い 臓器組織中の Progesterone

（Prog・）に つ い て Radioimmunoassay （RIA ） に よ り測 定

を 行な つ た ，抽 出 は 臓器を ホ モ ジ ネ ート後，dichlorome−

thane で 抽出 し ， 80％ methane1 で 溶解し脱脂肪後，再

び dichloremethane で 抽 出す る．次に Sephadex　LH −20

カ ラ ム ク P マ ト グ ラ フ ィ
ーに か け 純 化 す る L 溶出液ほ

B・R ・Carr他 （ユ971）に よ る n −heptane　85 ： benzene ！O ：

methanol 　 5 の 組 成 で ，6 × IOOnunの カ ラ 」・で Pro9・は

5 ．5m1 か ら 8．Oml の 部分に 溶出 され る．溶出液を RI

A に か けて 測定す る．回収率 は 子宮筋で 71．8± 3，ユ瑠 ，

胎盤 61．7± 5．2％，血液85± 2．．0％ で あっ た ．SH −DOC

tracer に Pr・9・標準液 0 〜 20ep9， あ る い は 前述 の

sample を加 え，一
万 倍希釈 抗 DOC 抗 血 清 （DQC −21−

hemisuccinate−BSA 　 cenjugate を家兎に 免疫 し作製，　 O，1

％ pepsin 処 理 r
−globulin 及び O．05％ BSA ，O，1％ア

ジ 化 Na を
・
含む0．05M ，　 pH　7．8の Borate 　Buffer で 希釈

した ），を添加 し混和 ， 室温で 30分，更 に つ℃ に て
一

夜

放置す る ．4 ℃ 下で 抗体 と等量 の 冷飽和硫安 を 加え，混

和，10分間放置 し 遠沈，上 澄 を カ ウ ソ トす る 。DOCIOO

％ ，Pregnenolone　19，2％，20α
一〇H −PrQg．10．5％ の 交叉

をそれぞれみ るが ，カ ラ ム に よ る 純化，極微量 の 含有

量 ，あ るい は抗 体 に よ る 特異性 に よ り問題は な い と思わ

れ る．incubation時間 は，反応 の 最 も良い 室温 で30分行

い ，硫安塩析も，O．190　pepsin 処理 γ
一giobulin，　O．05％

BSA の 添加 に よ り，安定 し た Free と Bound の 分

離が 出来た．水か らの blank 値は 20P9で ，
　 Accuracy

，

Precision もほ ぼ 満足で き る結 果 を 得た 。上 述 の 方法を

用 い ， 妊娠 ラ ッ トに Prostaglandin　E
，，　F2。を それ ぞれ 1

時間毎に 又は one −shot で 投与 した 時 の 分娩前 ，分娩中 の

子宮筋 内 Prog・の 差 をみ た が 有意差 は み られ な か つ た ．
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