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423　 　 　 ラ ッ ト ド垂体細胞 に お ける TRH 刺

激に よ る MAP キナ…ゼ活性化反応 と プ ロ ラ ク チ

ン 分泌 の 検討

424　　　 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー

を用 い た、モ

ル モ ッ ト胎仔へ の 遺伝予導人 の 検討

島根医大，熊 本大
一
薬理

’

金崎春彦，高橋健太郎，宮崎康 二 ，福永浩 司
＊

，

冨本英
．
ビ

月（』匕f〈、　「rrj三豈仁ぐヨ丙学 ＊

妹尾　匡人、松原　洋
一一一＊ 、呉　繁夫 ＊

、 上原　茂

樹 、岡村 　州博、成澤　邦明＊、矢嶋 　聰

［日的］プ ロ ラ クチ ン 産 生 ラ ッ ト ド垂体 細胞 に お

け る 種 々 の 細 胞内情報 伝違物 質の 存在 の 有無 に つ

い て 検 討 し ， プ ロ ラ ク チ ン 分泌 機構 にお け る

TRH 刺 激 に よ る MAP キ ナ
ーゼ 活性化 の 役割を

明らか にす る こ とを 目的 とした。

［方法亅 ラ ッ ト ド重体 腫瘍由来 の GH3 細胞 を用

い ，TRH 刺激後の MAP キ ナ
』一一

ゼ1刮生は MBP を

基質 とする gcl 内 リ ン酸化法で 行 っ た 。また

DNA 合成能 は ［3H ］thymidine を 用 い ，プ ロ ラ

ク チ ン 濃度 は RIA に て 測定 した。

［成績」 ImmunobloLLing に て GH3 細胞 には

MAP キ ナ
．一

ゼ の 他，　 CaM キ ナ
』

ゼ ll，　 NOS ，カ

ル シニ ュ
…

リン が 存 在 した 。MAP キナ
…ゼ活 性

は TRH 刺激 で 5 分後 を ピ
ー

ク に 3 倍 E昇，60

分以上 持続 した ttこ の 活 性 化 は MEK 阻 害剤 で あ

る PDO98059 によ り 100 ％，　 PKC 「Slt害剤 力丿レフ

ォ スチ ン C にて 80 ％ 抑制さ れ た n ま た tyrosinc

キ ナーゼ 阻筈剤ゲニ ス テ イン ，細胞外 Ca2．非 存

在 ドに て それぞれ 30 ％ 程 度抑制 された。cAMP

ア ナ ロ グで ある C 凹 「じへMP は MAP キナ
ーゼ を一L

昇させ た。PD 〔〕98059 に よ り MAP キナ・・．ゼ活性

化 は完 全に 抑 制されたが ，プ ロ ラ クチ ン 分泌 は抑

制さ れ なか っ た 。 TRH 刺激に よ り細胞 の DNA

合成は有意 に 減少 し，細 胞形態の 変化を もた ら 〔

たが ， こ の 現 象は PDO98059 の 同時投 与で 差令

に 抑 制 さ れ た。

［結論 1TRII 刺激 に よ る MAP キ ナーゼ活性化反

応 は PKC が主 に 関 与し ，

一
部 tyroslne キナ

・一

ゼ の 関 与 が あ る こ と，ま た MAP キ ナ
・−ttゼ の 活性

化 は 短時間 で の プ ロ ラ ク チ ン 分 泌 に は 閏 与せ ず ，

DNA 合成 を 抑 制 ，細 胞 形 態 の 変 化 に 関 与 し て い

る こ と が 明 らか とな っ た 。

［H 的 】遺伝 1
’・ベ ク タ

ー
を用 い た遺伝 r・治療は 、成 人

に 対 し て は 臨床応 用 力欄 始さ れ つ っ あ る が 、胎児

へ の 導入 の 検詞 は ま だ ト分 に 行 わ れ て い な い 、、そ

こ で 今圓我 々 は 組 み 換え ア デ ノ ウ イ ル ス を用 い て

胎児 へ の 遺伝 ∫
．
導人 が 可能 か 否 か の 基礎的実 験 と

し て 、ア デ ノ ウ イ ル ス を lllL流 を介 して 投 与 す る こ

とで 外 来遺伝 ∫
・
の 導人 と発 現 を 行 い 、各臓 器分布

お よ び そ の 発現 頃：を 検討 した ．．1方法 1妊娠 45 −−5S

l「の Harlley系モ ル モ ッ トの 胎仔を 対象と し、CAG

プ ロ モ
ー

タ の ト流 に E ．coJi の 1acZ遺伝チ を組み 込 ん

だ EiA 、EIB 、E3 欠 失 塑 5 型 ア デ ノ ウ イ ル ス

AxCALacZ （東京大学医手ll学研 究所斎 藤泉先生 よ り

供’ v）を臍帯 静脈か ら1個体 あたり3× los　p　fu投 itt
し

た 。投
醒

ヂ後24 時闘 で 帝 ．ヒ切開 に よ り胎 仔 を 娩 出 し

大脳 、脳幹、心 、肺、肝 、腎 、副 腎、脾、小 腸、

筋肉 、胎盤 を摘 出 しな 、各臓 器か ら凍結切片 を作

成 し、X −gulで 組織化学的染色を行い 、β ガ ラ ク ト

シ ダ ・．ゼ の 発現 を確認 した 、、さ ら に 、各臓器 か ら

DNA を抽出 し、　TaqMan 　PCR 法 で 組 み換 えア デ ノ

ウ イ ル ス DNA の 増 幅、定量を行 つ た 、，［成績 1臓器

の X ．ga！染色で は 、肝で もっ と も発現 が 強 く認 め ら

れ、続 い て 副腎 、脾、胎盤 な どで も発 現が み られ

た c、　一
方、肺、筋 肉等 で は ML管内皮 を除 き ほ と ん

ど 発現 が 見 ら れ な か っ た 。 TaqMalh 　PCR 法に よ る

導人 遺 伝了 の 定 量 で も同様 の 傾向が認 め られた。

［結論 1ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー

の 臍帯静 脈 か らの 投

7・に よ っ て 、胎児 の 例えば肝 で の 酵素欠損症 な ど

に対す る 鈴宮内遺伝
．
チ治療の 可能性が示唆 された。
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