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107　　　 冊 1の プ ロ ラ クチ ン分泌刺激機構に

お けるMAP キ ナ
ーゼの 関与

108　　　 noradrenaline の GnRH 分泌細胞 の 情

報伝達系へ の 影響
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【目的】TRH刺激に よるプ ロ ラ クチ ン （PRL）分泌

機構 には G蛋 白の 活性化や燐脂質代謝の 亢進 とそ

れ に連動して生ずる C キナ
ーゼの活性化お よび細

胞内Caの上昇等が関与する こ とが知 られ て い る 。

我々 は GH3細胞 におい て 、　 Shc蛋 白やraf −l　 kina−

seの チ ロ シ ン燐酸化並びに ras活性の促進とい っ

た
一

連の チ ロ シ ンキナーゼを介す るカス ケー ドが

7 回膜貫通型の受容体と して の TRHの新 たな情報

伝達を担 っ て い る可能性を報告 した 。 今 回 、TRH

が さ らにそ の 下流に存在する MAP キナ
ーゼ（Mito−

gen　activated 　protein　kinase）を刺激す るか ど

うか を検討した 。 【方法】ラ ッ ト下垂体細胞およ

びGH3細胞を用 い 、TRH刺激後の MAPキナ
ーゼの 活

性の 測定並びに抗フ ォ ス フ ォ チ ロ シ ン抗体を用い

たイム ノブ ロ ッ ト分析を行 っ た。またチ ロ シ ン キ

ナーゼ 阻害剤 （ST638）、Dopa皿ine並び に IAP

（inducer　 of　 ADP　 ribosylation 　of　 Giα ）を用 い

て TRH刺激に よるMAP キナ
ーゼ の チロ シ ン燐酸化

に及 ぼす影響を検討 した 。 【結果】 1）GH3細胞

に於て 、TRHはMAPキナ
ー

ゼ の 活性および チ ロ シ

ン 燐酸化を促進 した。また、ST638投与はTRHによ

るMAP キナ
ーゼの チ ロ シ ン燐酸化並びに PRL分泌

を著明に抑制 した 。 2 ）正常ラ ッ ト下垂体細胞に

於て もTRHはMAPキナーゼの 活性お よびチ ロ シ ン燐

酸化を促進 し、 Dopamineは こ れ らの 反応を抑制

した 。 さらに IAPの 添加は Dopamineの 作用に拮抗

した 。 【結論】TRHの PRL分泌にお け る新 たな細胞

内情報伝達機構として MAPキナーゼが関与す る可

能性を初めて示 した 。

　【目的1n。radrenaline （NA ）の GnRH 分泌調節機

構 を知 る ため 、GnRH 　 cell ・line（GT1 −7）を用 い

てNA の 細胞内情報伝達系へ の影響を検討 した，

　【方 法 】 1 ） cytQdex 　bead付 着 細 胞 をmini
．

column に 重 層　し 、　NA ，　 Forskolin，　 TPA ，　 Ca

ionoph。 re （A23 ユ87）添加 し、潅流液中の GnRH

をR ［A で 測定した．2）celr をIBMX を含むLocke’s

medium に て 90分間培養後 、　NA1 σ
6M

、10
’7M

、

10
−SM

を添加 して 10，30，60分間培養後細胞 内

cAMP 濃度をRIAで 測定 した ． 3 ） cell に Fura−2

AM 〔4μ M ）添加無血清DMEM を 1時間負荷 し、

M −　1000　Ca2
＋

analyser （rnter　Dec）にて 、　NA に よ

る細胞内［Ca2
＋

］iの変動を340 ／380nm の 蛍光強度

比に より測定 した．　【成績】 1 ）還流実験 で

NA は10
’8M

か ら 10
『eM

（基礎値 の 3 〜5 倍）で

用量依存性 に GnRH を分泌 し、　 Forskolin10
．4M

か

ら 10
’6M

で GnRH の 分 泌 亢 進 （2
−
3倍 ） 、

A23187 で も著明な GnRH 分泌亢進 が認め られ

た ． 2 ）細胞 内 cAMP 濃 度は 10分 後対 照 群

1286 ± 97pmolflO6cells （Mean士SE，　n・＝4）に対 し

て NA10
．8M

で は変化 し な い が，10
’7M

で は増加 傾

向を示 し 、 1σ
5M

では 1726 土 34と有意な （P 〈

O．05 ）増加を示 した．3 ） cel1 をNA10
’6M

で 5
分間潅 流 した場合 、投与 後［Ca2

＋

pは ％increase

275 士 24％ （Mean ± SE｝と有意に増加 し、　 Ca　free

の medium で は こ の ［Ca2
’

弾上昇は著明に減弱した．

Forskolin10
’5M

で も投 与後 ％increaseは 197 土

12％と増加 し 、 A23187 で も増加した．　【結論】

NA の GnRH 分 泌機構 に は cAMP 系 と Ca2
＋

系の 関

与 が 示峻された．
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