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概要　 ラ ッ ト培養黄体 細胞 に お け る phospholipase　C　Rコ　A ，の 活性 化 に 細胞 情報 の 1・ラ ソ ス ジ ュー
サ

ー

と して の GTP 結 合 蛋 白質 （G 蛋 白質） が 関与 して い る か 否 か 検討 し 以 ドの 結果 を 得 た ．

　1．PGF2a ，　 GnRH 受容体刺激 に よ る ラ ッ ト黄体細胞 の イ ノ シ ト
ール リ ン 酸 の 産生 お よ び ア ラ キ ドソ

酸の 放出 は ，GTP 依 存性 の 反応 で あ り，　 GTP 結合蛋 白質の 介在が示唆さ れ た ．

　2．IAP 非処理時 に 41K 膜蛋 白質が ラ ベ ル さ れた が，こ の 蛋白質は GTP 結 合蛋 白質 の α
一サ ブ ユ ニ

ッ

トで
，

ラ ッ ト黄体 細胞 に お い て も G 蛋 白質 の α ・サ ブ ユ ニ
ッ 1・が ADP リ ボ シ ル 化 された と考 え られ た ．

　3．IAP 前処理 を受け た 黄体細胞を PGF2 α ，　GnRHa で 刺激 した 時 ，
イ ノ シ ト

ー
ル リ ン 酸 の 産生 お よ び

ア ラ キ ドン 酸 の 放出 は ともに 抑制 されなか つ た ，

　4．こ れ らは 受容体 と phospholipase 　C，　A 、 と の 間 に Gi 以外 の G 蛋 白質 が 介在す る こ とを示唆 し て い

る．

Synopsis　 We 　have　studied 　the　possible　involvement 　of 　the　GTP ・binding　protein（G ・protein）in　the 　activa ・

tion　of 　phospholipases　C　and 　A2　in　cultured 　rat 　luteal　cells 　as 　a 　transducer 　of 　cell 　informatlon．

　1．Inositol　phosphate 　pro ｛luctioll　 and 　 arachidonic 　 acid 　re ｝ease 　in　 rat 　luteal　 cells 　by　the　 stimulation 　of

PGF2 α and 　GnRH 　 receptors 　are 　dependent　on 　GTP 　and 　theref  re 　suggest 　the　involvement　of　GTP 　binding
protein ．

　2．When 　the　cells　 were 　nQt 　treated　 with 　IAP ，　 a　 membrane 　 protein　 of 　 41K 　molecular 　 weight 　 was

apparently 　labeled．　 The　protein，　with 　a　molecular 　weight 　 of 　41K ，　which 　was 　 obtailled 　from　cultured 　rat

luteal　cells　without 　prior　treatment　with 　IAP 　is　considered 　t  be　the α
・subunit 　of　GTP 　binding　protein　as

repgrted 　in　other 　cells．　 While α
・subunit 　of　G −protein　 was 　ADP −ribosylated 　 in　luteal　cells　too，　the　41K

pr   tein　from　the　cells 　pretreated 　with 　IAP　was 　not 　found　to　be　ADP 　ribosylated ，

　3．When 　such 　IAP 　pretreated　luteai　cells 　were 　stimulated 　by　PGF2 。　orGnRHa ，　the 　production　of 　inositol

phosphate 　alld 　the　release 　of 　arachidonlc 　acid 　were 　observed 　with 　no 　suppresslon ．

　4．The 　 results 　suggest 　the　 existence 　of 　 some 　G ・protein　 other 　than 　Gi　between 　the　 receptor 　and 　phos・

pho ］ipases　C　and 　A2．
Key　words ：　 Rat　l・Luteal　cell ・GTP ・Phospholipase

　　　　　　　　　 緒　 　言

　動物 の 個体 を形成す る細胞は
， 細胞外か ら の 各

種の 情報を受 け ， それ に対 し て 応答 し て い る． こ

の 細胞外刺激物質と し て ホ ル モ ン
， 神経伝達物質 ，

オ ー
タ コ イ ドが あ り，こ れ らの 刺激物質 の 多 くは

細胞 の 細胞 膜 に存在す る受容体 と結合 し ， 細胞 内

の ト ラ ン ス ジ ュ
ー

サ
ー

を介 し て エ フ ェ ク タ ーに 伝

え られ る．こ の ト ラ ソ ス ジ ュー
サ

ー
と して GTP

と結合す る蛋 白質 （G 蛋 白質）の 介在す る系 があ

る．イ ノ シ ト
ール リ ソ 脂 質 の 代 謝酵 素 で あ る

phospholipase　C や A2は G 蛋 白質 を 介 し て 調 節

され て い る
2）．
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　今回 ，
ラ ッ ト 培 養黄体細 胞 に お け る phospho −

lipase　C　Rコ　Az の 活 性 化 に 細 胞 情 報 の ト ラ ン ス

ジ ュ
ー

サ
ー

と して の GTP 結合蛋 白質が 関与 し て

い るか 否 か 検討 した の で 報告す る．

　　　　　　 研究材 料お よび方 法

　 1，試薬

　myo −〔2−3H 〕イ ノ シ トール （15．8Ci／mmol ），〔5 ，

6
，
8 ，9 ，11，12，14， 15−3H 〕ア ラ キ ド ン 酸（83．6

Ci／mmo1 ）et　New 　England 　Nuclear 社 よ り購入

した．199培地 ， Eagle’

s　MEM 培地 は 日水製薬社

製 ， Caz＋ free　MEM ，牛胎仔血 清（FBS ）は GIBCO

社 製 ，

パ ー コ ル 19　Pharmacia 社 製 ，
　 Type 　I

dispaseは 合 同酒精社製 を使用 し た ．　 Type　I　co1 ・

lagenase，　 fatty　 acid −free牛 血 清 ア ル ブ ミ ン

（BSA ）は Sigma 社製を用 い た 。〔D −Ala6，　 Des−

Glylo〕−GnRH 　ethylamide （GnRHa ），〔D・Phe2，

Pro3，　 D −Phe6〕−GnRH （GnRH 　antagonist 　 I），

〔D ・pGlui ，
　 D ・Phe2

，
　 D −Trp3 ・6

〕−GnRH （GnRH

antagonist 　II）　は Peninsula　Laboratories，　 Inc．

よ り，　pertuSSiS　tOxin　（islet　actiVating 　prOtein ：

IAP ）は 科研製薬よ り購入 し た ．　 PGF2 α は 小野薬

品 よ り，
血 清性腺刺激 ホ ル モ ン （PMSG ），　 human

chorionic 　gonadotropin （hCG 　6，4501U／mg ） は

帝国臓器 よ り提供 された ．そ の 他 の 試薬 は 市販 の

特級試薬 を用 い た ．

　 2．ラ ッ ト黄体細胞 の 分離 。培養

　 26日齢 の Sprague−Dawley 系 幼 若 雌 ラ ッ ト に

PMSG を 501U 皮下注 し多数の 卵胞 を発育 さ せ
，

64時間後に hCG を 251U皮下 注 し過排卵 さ せ た ．

hCG 投与 2 日目 に は黄体が認め られ，こ の 日を黄

体 1 日齢 と した．hCG 投与後，2 日目に無菌的に

黄体化 し た 卵巣を摘出 し た ．既報 6）’B）
の 方法 の ご と

く，黄体を細切 し ， collagenase と dispase処理 を

行 い 細胞を 分離 し た ．

　 分離 し た 細胞で 細胞浮遊液を作製 し， こ の 細胞

浮遊液か ら黄体細胞 を分離す る た め 不 連続 パ ー
コ

ル 密度勾配遠心法
9）を行 つ た ．Medium （M ）199培

養液 で 3．0 × 105cells／dish　eこ な る よ うに 調整 し，

35mm 　culture 　plates （Corning，　 Glass　Work ，

NY ） に単層培養 した．培養条件は 5 ％CO ，／95％

air
，
37℃ と し た ．培養液は 48時間 ご と に 交換 した ．

　O．5％trypan　blue生体染色 に よ る培養細胞 の 生

存率は ，実験期間中つ ね ll　90％以上 で あ つ た ．ま

た 細胞 数は 0．25％ ト リ プ シ ン
ーO．02％EDTA 溶

液で 細胞を dishか ら剥離 し カ ウ ン ト し た ．培養細

胞数は 培養 日数 とと もに増加 し，培養 4 日 目に ほ

ぼ confluent （約 90％）に達 し ， 7，0x105cells／dish

で あつ た 1s）
．

　3β一hydroxysteroid　dehydrogenase活性
1）
を 有

す る細胞の 割合 は 70〜80％で あつ た
6，

．

　3．〔
3H

〕イ ノ シ ト
ール

， お よび 〔3H 〕 ア ラ キ ド

ソ 酸 に よ る培養黄体細胞 の 標識

　培 養 2 日 目の 黄 体 細 胞 を 5μ Ci／ml の myo ・

〔2−3H 〕イ ノ シ ト
ー

ル を含む 10％FBS −M199 培養液

で 2 日間標識 し た ．〔
3H

〕ア ラ キ ド ン 酸を 4 時間標

識 し少量 の エ タ ノ
ー

ル に 溶解 して 培養液に 添加 し

た．培養液中 の エ タ ノ
ー

ル 濃度は O．1％以下 とし

た．

　4．標識黄体細胞 の IAP 処 理

　myo −〔2・3H 〕イ ノ シ ト ー
ル 標 識 黄 体 細 胞 は

0，1％BSA お よ び 10　mM 　LiClを 含 む Hepes・

buffered　saline （HBS ）で ， また 〔3H 〕ア ラ キ ド

ン 酸は 0．1％BSA 　fatty−acid 　free （FAF ）HBS で

3回洗浄 し，細胞に 取入れて い な い 〔
3H

〕を除去

し た後 に ，種 々 の 刺激物質を培養液 中に添加 した．

　 刺激物質 は O．1％ BSA −HBS （LiCl）に 溶解 させ

た PGF2 α ，　 GnRHa を イ ノ シ ト
ー

ル 代謝実験 に ，

0．1％BSA 〔FAF ） HBS に 溶 解 し た PGF2 α ，

GnRHa を ア ラ キ ドソ 酸代謝実験 に 用 い た．　 IAP

（100ng／ml ） は 10％FBS −M199培地 に 加 え て 24時

間前処理 した．

　 こ れ ら刺激 物質溶液 1m1 を dish に 加 え て 反応

を開始 させ ，37℃ で イ ン キ ュ ベ ー
ト した後 dishを

cold ・ice中 で 冷却 し て 反応を 停止 さ せ た ． ア ラ キ

ド ン 酸は ク 卩 ロ ホ ル ム ー メ タ ノ ール （2 ： 1v／v ）

に よ る Folich法 8）で 抽 出 し た．刺激後蓄積 した

〔
SH

：］イ ノ シ ト
ー

ル リン 酸（IP，
　 IP2，　 IP

，
の 総合）濃

度は Hasegawa −Sasaki　 et　 aL の 方法
1°）に 準 じ，

AGI −X8 カ ラ ム に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で 分離

し測定 し た ．

　 5．黄体細胞 の サ ポ ニ ン 処 理 と GTP γS の 添加

　 1） イ ノ シ ト
ール リ ソ 酸 の 産生
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　実験液 （pH 　7．4）の 組成は，20mM 　Hepes，110

mM 　KCI ， 10mM 　LiCl， 1mM 　EGTA ，　 e．SmM

CaCl2，6mM 　MgC12，5mM 　potassium 　succinate ，

5mM 　potassium 　pyruvate ， 2．5mM 　ATP
， 2mg ／

ml 　BSA と し
，

サ ボ ＝ ン （Sigma社）濃度は 50μ g／

m1 と し た ．

　培養液吸収除去後 ， 0，1％BSA −HBS （Lic1）で

3回洗浄 ， 細胞を剥離 し， 上記 の サ ポ ニ ン 添加実

験液に 加 えて 37℃ ，
5 分間イ ン キ ュ ベ ー ト し た ．

洗浄後，100μ MGTP γS を加 えた もの と加 えな い

もの で 添加実験した （図 1 ）．

　 2） ア ラ キ ド ン 酸代謝

　実験液 （pH 　7．4）の 組成 は
， 20mM 　Hepes，120

mM 　Kα ， 1mM 　 EGTA ，
　 O．5mM 　CaC12， 6mM

MgC ！2，5mM 　potassium 　succ 三nate ，5mM 　potas−

sium 　pyruvate ， 2．5mM 　ATP ， 2mg ／ml 　BSA と

し
，、サ ポ ニ ン は 50μg／m1 の 濃度を用 い た ． こ の 後

の 操作 は イ ノ シ トール リ ン 酸の 処置 と同じ で あ る

（図 2 ）．

Cultured　rat 　luteal　cells 　of 　the　2nd　day

　 　 　 　 ↓

5μCi／ml 　myo ．〔2−sH 〕inositol　48h　incubated
　 　 　 　 ↓

Washed 　 with 　 Oユ ％ BSA −HBS （10mM 　 LiC1） 1．5ml
3times

　 　 　 　↓

Scraping　the　cells

　 　 　 　↓

Incubated　with 　Saponin（50μ g／ml ＞37℃，5min
　 　 　 　↓

Centrifugation　lOO× g，5min

　 　 　 　↓

Cell　pellet　washed 　with 　O．1％ BSA −HBS （10mM 　LiCl）
　 　 　 　↓

IncubatioII　 with 　 20mM 　 Hepes，110mM 　 KCI ，10mM
LiC1，1mM 　EGTA ，0，5mM 　CaC12，6mM 　MgC12 ，5mM
potass 三um 　 succinate

，　5mM 　potassium 　pyruvate，
2，5mM 　ATP 　and 　2mg ／ml 　BSA

　 　 　 　↓

Added　 wjth 　hormone 　in　the　absence 　or 　presence 　 of

100μMGTP
γS

　 　 　 　↓

Terminated　by　chloroform ・methanol （1 ：2v ／v＞

　 　 　 　↓

Anion　exchange 　chrornatography 　（Dowex 　AGI・X8
formate　column ）

　　　図 1 　Analysis　of 　inositol　phosphates

渡辺 他 445

Cultured　rat　luteal　cells 　of 　the　4th　day

　 　 　 　↓

Incubated　 with 　 Medium 　 199　 containing 　 1μCi／ml 　 of

〔5，6，
8

，
9

，
11，12，14，15−3H 〕　arachidonic 　acid 　for　4h

　 　 　 　↓

Washed 　with 　Oユ ％ BSA 　fatty・aCid 　free（FAF ） HBS

1．5ml，3times
　 　 　 　↓

Scraping　the　cells

　 　 　 　↓

Incubated　with 　Saponin 〔50μg／ml ｝37℃
，
5min

　 　 　 　↓

Centrifugation　100 × g，5min
　 　 　 　↓

Cell　pe［1et　washed 　with 　O．1％ BSA −FAF 　HBS

　 　 　 　↓

Incubation　 with 　 20mM 　 Hepes，120mM 　 KC1 ，1mM
EGTA ，　O．5mM 　 CaCl2，6mM 　MgCl2 ，5mM 　 petassium

succinate ，5mM 　potassium 　pyruvate ，2，5mM 　ATP 　and

2mg ／ml 　BSA

　 　 　 　↓

Added 　 with 　hormone 　in　the　 absence 　 or 　presence　 of

100μMGTP γS

　 　 　 　↓

Terminated 　by　chloroform −methanol （1 ：2v ／v）

　 　 　 　↓

Partitioned　into　two 　 phases 　by 　 adding 　lml　 each 　 of

chloroform 　 and 　 water

　 　 　 　↓

Determined　by　liquid　scintMation 　counting （the　lower

phase ）

　 図 2　 Analysis　of 　arach 三donic　acid 　release

　 6．黄体細胞 の ADP ・リボ シ ル 化 と SDS一ポ リ ア

ク リル ア v イ ドゲ ル 電気泳動法 （SDS −PAGE ）

　培養黄体細胞 （7 × 105　cells ／dish）を 10％FBS −

M199 培養液 で IAP 　50ng／ml を加 えた も の と加

えな い もの を24時間培養 した．細胞 を dishよ り剥

離 し，超音波破砕後，100，000Xg 遠心 し膜分画を

回収 した，沈渣を20mM 　thymidine （Sigma 社），

5mM 　MgCl2 ， 2mM 　EDTA
， 10μ M 　〔

32P
〕−

nicotinamide 　adenine 　dinucleotide（NAD ）（26

Ci／mmoD （New 　 England 　 Nuclear社）， 0．2M

GTP ， 2mM 　ATP ，4mM 　DTT を 含 む0．2M

Tris・HCI （pH 　8．0）溶液 150μ 1に 混和 し ， 3μg の

IAP を加 え て 60分間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し ADP リ ボ

シ ル 化反応 を行 つ た，ADP リ ボ シ ル 化が行わ れた

試料 を SDS −PAGE で 分離 した ．泳動終 了後 の 乾

燥 ゲ ル で autoradiogram を作製 し た （図 3 ）．
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　　　　　　　　　 研究成績

　 1，PGF2 α お よ び GnRHa 刺 激 に よ る イ ノ シ

トール リ ン 酸 の 産生 （phospholipase　C の 活性化）

　〔
3H

〕イ ノ シ ト
ー

ル 標識 5 日齢黄体細 胞に お け

る イ ノ シ ト
ー

ル リ ン 酸産生 に 対 す る PGF2 α ，

GnRHa の 濃度依存性を み る と （図 4A ），　 PGF2 α ，

Rat 　luteal　cells （7．0 ＞くIOs　cells 〆dish）

　　　　 treated　 or 　 llot　 with 　 50nglml　 of　IAP ，37℃ ，
　　　　 5％ CO2．95％ air ，24h

The 　cells 　were 　scraped

　　　is・ nicati ° n，4℃

Centrifuged　and 　supernatant 　removed

　　　！
1°°・°°°×9 ，

’  m 孟nat4 ℃

The 　membrane ・rich 　pellet

0．2M 　Tris−HCI （pH 　8，  ）
　 20mM 　thymidine ，5mM 　MgCl3，2mM
　 EDTA ，1 μ m 〔32P 〕−nicot 孟namide 　adenine

　 dinucleotide （NAD ），0．2M 　GTP ，2mM
　 ATP 　and 　4mM 　DTT
IAP 　3μ9

Incubated　37℃，60min
　 　 　 ↓

Stop　O ユ MNAD 　5μ 1，4℃

　 　 　 “

SDS −PAGE
　 　 　 ↓

AutQradi（｝graphy

　　図 3　 ADP −ribosylation 　of　rat 　luteal　cells

GnRHa 刺激で 両者 と も10nM 以上 の 濃度で 有意

の 全 イ ノ シ トール リ ン 酸 （IP，
　 IP2，

　 IP，）放射活

性 を 認め た，さ ら に PGF2 α （100nM ），
　 GnRHa

（100nM）で 刺 激 し た 時 イ ノ シ トール リ γ 酸 の 産

生 は 刺激 時間 5 分で 有意 に 増 加 し ， 30分 で プ ラ

トーに達 した （図 4B ）．培養黄体細胞 に IAP （100

ng ／ml ）を加 えて 24時間処置 し た 後，　 PGF2 α （10〔〕

nM ），　 GnRHa （100nM ）で 15分間刺激 した が イ ノ

シ ト
ー

ル リ ン 酸の 産生は 抑制 さ れなか っ た ，

　2．PGF2 α お よ び GnRHa 刺激 に よ る ア ラ キ ド

ン 酸 の 放出 （phospholipase　A2の 活性化）

　 〔
3H

〕ア ラ キ ドソ 酸標識培養黄体細 胞か ら の ア

ラ キ ド ソ 酸放 出に お け る PGF2 α ，　 GnRHa の 濃度

依存性は 図 5A に ある ご と く，ア ラ キ ドソ 酸 の 放

出増加は 三 者 と も10nM で プ ラ ト
ー

に達 した．次

に PGF
，α （100nM ），

　 GnRHa （100nM ），　 GnRH

antagonist （100nM ）で 刺激 した 時に 放 出 され る

ア ラ キ ドソ 酸 は 図 5B の ご と く刺激時間 15分 で 有

意 に 増加 し，そ の 後徐 々 に 60分ま で 上 昇傾向を示

した ．

　培養黄体細胞 に IAP （100ng／ml ）を 加えて 24時

間処 置 した後 ，PGF2 α （100nM ），　 GnRHa （100

nM ）で 15分間刺激 し た が， ア ラ キ ドン 酸放 出は 抑

制 され な か つ た．

　 3．G 蛋 白質の 関与 に 関す る検討
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図 6　Effect　of 　the　concentration 　of 　Saponin　on 　the

　formation　 of 　inositol　phosphates ，　 stimulated 　by

　PGF2a （100nM）in　cultured 　rat ］uteal 　 cells ，

　 1）サ ポ ニ ソ 処理 黄体 細胞 にお け る GTP γS の

作用

　サ ポ ニ ソ 処理 黄体細胞を得るた め の サ ポ ニ ン 至

適濃度を検討 した ．サ ポ ニ ン 濃度 50μ g／ml の 時 ，

medi   中 と細胞内の イ ノ シ 5 一ル リ ン 酸 の 放射

活性 は ほ ぼ 等 し くな り， し か も こ の 条件で 得 られ

た 黄体細胞は PGF2 α （100nM ）の 刺激に 反応 し イ

ノ シ ト
ー

ル リ ソ 酸 の 産生 が み られ た （図 6）．

　〔
3H

〕 イ ノ シ トール リ ソ 酸ある い は 〔3H 〕 ア ラ

キ ドン 酸標識黄体細胞 を こ の 条件で サ ポ ニ ソ 処理

し ， 得 られ た 細 胞 浮遊 液 に PGF2 α （100nM ），

GnRHa （100nM ）あ る い は GnRH 　antagonist 　I

お よ び IIを 添 加 し た 時 と， こ れ に そ れ ぞ れ

GTP γS （100μ M ） を添加 した 時に おけ る イ ノ シ

トール リ ン 酸産生 と ア ラ キ ド ン 酸放 出を比較検討

した （図 7）．イ ノ シ ト ｝ ル リ ン 酸 の産生 は PGF2 α ，

GnRHa の み を添 加 し た 時 よ り，
こ れ に GTP γS

を添加 した 方が著明に 上 昇 し た ．また
，

ア ラ キ ド

ン 酸の 放出は PGF2 α （100nM），GnRHa （100nM ），

GnRH 　antagonist 　Iお よび IIの単独添加 よ りも，

GTP γS を添加 し た 方が 有意 に 高値 を示 し た． こ

の 結果か ら PGF ，α ，　GnRH 受容体刺激に よ る黄体

細胞 の イ ノ シ ト
ー

ル リ ソ 酸 の 産生 お よ び ア ラ キ ド

ン 酸 の 放 出は GTP γS を添加 す る こ と に よ り著

明に 増加 した こ と よ り， GTP 依 存性の 反 応で あ

り，
GTP 結合蛋 白質 の 介在が 示 唆され た．

　 2）黄体 細胞 膜 GTP 結 合 蛋 白質 の ADP 一リ ボ

シ ル 化

　培 養 3 日 目の 黄体細胞 に IAP 　50ng／m1 を 加 え

た も の と加 えな い もの を作製 し 〔
32P

〕 NAD 存在

下 に ADP 一リ ボ シ ル 化反応 を行 つ た 後，細 胞を 剥

離 し膜 分 画 を 分離 した ． こ の 膜 分 画蛋 白質 の
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図 7 　Effect　of　GTP γS　on 　inosltol　phosphates （IP3）

　formation （A｝and 　 arachidonic 　 acid　 release （B ）

　fr（♪ln　Sap〔〕nin ・perlneabilized 　！uteal 　⊂ e里正s 　when

　stirnulated 　l）y　PGF2α，　Gl1RHa　or 　GI沢 H　antag 〔〕
−

　nist 　I．　Saponhl−permeabilized 　cells 　were 　stimtllat −

　ed 　by　PGF2a 　GnRHa 　c〕r　Gr1RH 　 antagollists 　f【）r　l　5

　miu 　and 　GTP γS （100nM ）was 　 added 　 simultane −

　ously ．　 Values　 al
’
e　 means ± S．EM ．　 o 〔 riplicates ．

　The 　values 　foulユd　in　the 　I）resence 〔）f　GTP γS　 are

　significantly 　greater ｛
’

p＜ 0．e］，’ ＊

pく 0．001｝匸han

　those　found　in　the　absence 　 ol
−GTP γS．

SDS −PAGE の autoradiogram を 図 8 に 示 し た ．

　 IAP 無処理 の 場 合，分子量 41K 膜蛋 白質が明ら

か に ラ ベ ル され，IAP で 前処理 した 細胞 の 膜分画

で こ の ラ ベ ル は 認め られ なか っ た ．

　　　　　　　　　考　　案

　 1975年 に Michel113｝に よ り イ ノ シ ト
ー

ル リ ン 脂

質代謝変化 が Ca2＋

動 員性の ホ ル モ ン 作用 に 共通

した初期応答で あ る とい う仮説 が提 出 され た ，そ

の 説は イ ノ シ トー
ル リン 脂質 の 代 謝 変化 が細 胞外

Ca2＋

を 細胞 内へ 流 入 さ せ る 引金 に なる と い うも

の で あ る．

　 こ の よ うに 細胞 内 Ca2＋ 動員物質 が 同定 され て

か ら，イ ノ シ ト
ール リ ソ 脂 質代謝 調節 の 機構の 研

究 は 受容 体刺激 が ど の よ うな機 構で PIP
、分解反

　 　 靆 鶚蠶 翼 ．
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図 8　 Autorad 正ographic 　ana ！ysis　of 　radioactive

　 pruducts 　resulting 　from　IAP ・catalyzed 　ADP ．

　 ribosylation 　of 　the　membranes ‘⊃frat　luteal　cells ．

　Membranes　 were 　prepared 　from　 rat 　luteal　 cells

　cultiired 　wjthout 　pertussis　t（）xln （IAP｝（lane　2），　or

　frQm　 cel ！s　 cu ［tured　 with 　 5〔｝ng ／lni　 IAP 　 f〔⊃r　 24h

　 I：玉ane 　 1）、

応 を触媒す る phospholipase　C を活 性化す るの か

の 研究 に 向けられだ ，，

　GTP 結合蛋 白質 （G 蛋 白質）は ア デ ニ ール 酸 シ

ク ラ ーゼ 活性調節機構 の 研究か ら，そ の 存在，機

能が明 ら か に され て きた 調節蛋 白質 で ある
5）．そ

し て phospholipase　C 活性調節に お い て も重要 な

役害IJを 果 た し て い る こ と が 明 ら か に され て ぎ

た
2聯 ｝

．

　 ラ ッ ト黄体 に お ：す る ア ラ キ ド ソ 酸 の 遊 離 は

phospholipase　A2の 作用 に よ る こ と を わ れ わ れ は

すで に報告 して い る
6＞ls）

，また ，　 PGF2 α ，　 GnRHa

刺激 に よ る ア ラ キ ド ソ 酸 の 放出 は phospholipase

A ，作用 に よ つ て
，

主 と して PC ，　 PI か ら もた ら さ

れ る こ と も示 しt：　
’S）
，phospholipase 　A 、活性化 1こ

G 蛋 白質が 関 与して い る 可能性は 好 中球
16）

，
マ ス

ト細胞
19 〕，甲状腺 FRTL 　5 細胞

14 ）で 報告 され て い

る。そ こ で わ れ わ れ は，ラ ッ ト培 養黄体 細胞 の

phospholipase　A2 と phospholipase　C の 活性化 に

お け る G 蛋白質の 関 ケ・に つ い て 検討 し た ．PhoS −

pholipase　C 活性 の 調節因了
．
と し て G 蛋 白質 の 役

割 を調 べ る 時 ， IAP は 有力な プ ロ
ーブ と考 えられ

る
17 ）．す なわ ち IAP は adenylate 　cyclase 系抑制
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G 蛋 白質（．Gi）を ADP 一リボ シ ル 化 し，そ の 機能を

消失 させ る，そ の 結果 ， adenylate 　cyclase に 対 し

て 抑制的 に 関係 し て い る受容体応答を完全 に 遮断

す る
17）．

　 IAP で 前処理 しな い ラ ッ ト 黄体培 養細 胞 で 得

られた ，分子量41K の 蛋 白質 （図 8 ）は 他 の 細胞

で 報告 7）11 ）15 ）
され て い る よ うに G 蛋白質の α

・サ ブ

ユ ニ
ッ トで ある と考 え られ る．黄体細胞に お い て

も G 蛋 臼質 の α
一サ ブ ユ ニ

ッ ト が ADP ・リ ボ シ ル

化 された が，IAP で 前処理 し た 細胞で は 41K 蛋 白

質 の ADP 一リ ボ シ ル 化 は 認 め ら れ な か つ た （図

8 ）．し た が つ て IAP で 前処 理 した 細 胞 に お け る

Gi蛋 自質は ，すで に ADP 一リ ボ シ ル 化を受 け て い

る と考 え られ た
11）。こ の よ うな IAP 前処理 を施 し

た 黄体細胞を PGF2 α ，　 GnRHa で 刺激 した時，イ

ノ シ トール リ ン 酸の 産生お よ び ア ラ キ ド ソ 酸 の 放

出 は と も に 抑制 され な か つ た ．

　 こ の こ と は
，

ラ ッ ト黄 体細胞 に お け る PGF2 α

お よ び GnRHa の 刺激 に よ る phospholipase　C と

phospholipase 　A2 の 活性 化 は IAP 処 理 で 遮 断 さ

れない こ とを示 し て い る．一方．サ ポ ニ ン 処理 し

た 黄 体細 胞 に ，GTP の 非水解性 ア ナ 卩 グ で あ る

GTP γS を添加 して PGF2 α ，
　 GnRHa の 刺激効果

を検討 し た 結果，PGF2 α ，　GnRHa 刺激 に ょ り イ ノ

シ ト
ー

ル リ ン 酸 の 産 生 と ア ラ キ ドン 酸の 放 出の 亢

進は と もに 認め ら れ た （図 7 ）．すな わ ち ， 受容体

と phospholipase　C お よ び phospholipase　A2 の

間に 何らか の Gi以外の G 蛋 白質 が介在す る こ と

が示 唆 され た．

　 こ れ ら の 結 果 よ り，
IAP 処 理 で PGF2 α と

GnRHa に よ る phospholipase　C，　 phospholipase

A2 の 活 性 化 は 遮 断 さ れ て い な い の で ，
　 phos −

pholipase　C お よ び phespholipase　A2 の 活性化 に

は IAP の 基質以 外の G 蛋 白質が 関与 し て い る 口丁

能性が考 え られ る．

　 本研 究 に 御 助 言 い た だ い た 本 学 第 1生 化 学 講 座，秋 野豊

明教 授 ， 佐 々 木洋予講 師 （現札幌医大研究所生 化学部門講

師 ） に 感 謝 い た し ます．

　 なお ，本 論 文 の 要 旨 の
一

部 は 第 42回 H 本 産 科 婦 人 科 学 会

学 術 講 演 会 （1990，東 京 ） に お い て 発 表 した ．
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