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て 検 討 し，LH お よ び FSH は DNA 複製酵素で あ る

DNA 　polymerase α α 活性を促進 させ るが，　 DNA 修

復酵素で ある DNA 　polymeraseβ活性 は 促進 させ ず ，

一
方 ， prolactinは 両者 とも促進 させ な い こ と，さ らに

primase 活性 も同時期卵胞 に 存在する こ とを初め て 明

らか に した ．今回 は
， 排卵前卵胞 に お け る LH お よ び

FSH の DNA 複製酵素活性促進 の 作用機序を明 らか

に する た め，ラ ッ トの排卵前卵胞に お け る LH お よ び

FSH の 卵細胞 （0），顆粒膜細胞 （GC）， 卵胞膜細胞

（TC ）お よ び間質細胞 （IC） の 核 内 DNA 合成機構 に

及 ぼ す影響 に つ い て DNA 　polymerase α ，β （DNA

poly．α
， β） お よ び primase活性面 か ら，

　 in　vitro で

各細胞 レ ベ ル か らの 検討 を加 えた ．

　方 法 ：27日 齢 の Wistar・lmamichi系 雌 ラ ヅ ト に

PMS 　101U を皮下投与後 ， 48時間 目に 卵巣を摘出し，

種 々 の 濃度の rat 　 NIH ・LH −24，　 NIH ・FSH −15お よ び

dibutyryl　cyclic 　AMP （dbcAMP ）で 120分間 incuba−

tion した．つ い で 卵胞（FO ），卵丘細胞と卵細胞（CO），

0 ， GC ，
　TC

，
お よ び IC の 各群に わけ，

　 DNA
，
　poly．　a

，

βお よ び primase 活性 を測定 し た ．

　成績 ：DNA 　poly．　a 活性 は
，
　 LH お よ び FSH 群 で

FO，　 CO お よ び 0 で control 群 の 3．4〜4．7倍 （300
−一　383pmol　dTNP 　incorporated）と有意な上 昇を認め

た が ， GC ，　TC ，
お よ び IC で は 1．3〜1，5倍 と有意な変

化を 認め な か つ た ，dbcAMP 群 で も0，01〜0．1μM に

お い て FO，　CO お よ び 0 で DNA 　poly．α 活性 は 有意

な上昇を示 した ．　prirnase活性も同様な傾 向を示 し た．

DNA 　poly．β活性は い ず れ の 群 に お い て も有意な 変

化 を示 さな か つ た ．以上 の 事実は，排卵前卵胞 に お い

て LH お よ び FSH は resumption 　of 　meiosis ，

oogenesis な い し embryogenesis に 必 要 な DNA

poly．α を 卵細胞 に蓄積させ ，し か もこ の 過程に cyclic

AMP も介在する こ と が判明した ．

　 独創点 ：LH お よ び FSH の 排卵前卵胞 で の DNA

複製酵素活性が，・主に卵細胞で 変化する事実を明 らか

に し た．

　 質問　　　　　　　　　　　（東邦大）木 下　　佐

　 卵丘細胞 に お け る DNA 　poly，α 活性 は どうなの か．

卵丘細胞 ＋ 卵 に お け る酵素活性 の 上昇は 主 として 卵 に

お け る 活性上昇 と考 えて よい の か．

　 回答　　　　　　　　　　（筑波大）臼杵　　慙

　 Cumulus 　cells 単独 で の DNA 　polymerase α 活性

は 細胞数 の 問題 か，現在 の と こ ろ う ま く測定で きて い

な い ．卵 の 方 に 圧倒的 に 多 くの 活性が認め られ る．

　回答　　　　　　　　　　（筑波大）臼杵　　慙

　最近 Freter
，
　Schuetz　et　al，は

，
　 non −cyclic 　AMP

inhibitorを 測 定す る こ と に よ つ て protoco1を つ く

り，cyclic 　AMP の oocyte 　maturation 作用を説明 し

て い る．precursor が充分 に あ る場 合 は，　 non ・cyclic

AMP 　inhibitorがつ くられ る が，　 cyclic 　AMP の 増加

に 伴つ て inhibitorは減少 し，
　oocyte 　maturation が促

され る．即 ち cyclic 　 AMP の 増加が oocyte 　 matura −

tionを促進 させ る と い う説で す．

　従来 の cyclic 　AMP の oecyte 　maturation 抑制説に

対する もの で ，
こ の 2 説を頭 に お い て お くべ きだ．

　我 々 の デ ー
タ で は 主 に cyclic 　 AMP の 介 在 で

nuclear 　maturation の 促進 が調節 され て い る こ と は

わ か る が，その 機序 の 仮説をた て る段階に は い た つ て

い ない ．

193．Cyclic　 GMP ・stimUlated 　 Cy ¢ lic　 Nucleotide

Phosphodiesteraseの構造 と機能 に つ い て

　　　　　　　 （三 重大） 山本　稔彦， 杉山　陽一

　 目的 ：Gonadotropin を は じめ とす る 各種蛋 白 ・ペ

プ チ ドホ ル モ ソ は cAMP を2nd　Messenger と し て 作

用 を発現 し て い る．し た が つ て ，cAMP を分解 す る

Cyclic　Nucleotide　Phosphodiesterase（PDE ）は こ れ

らホ ル モ ソ の 生理作用 の 細胞内 Switch　off 機構 とし

て意義を有し て い る．そ こ で わ れわ れ は こ の PDE の

一
種 で あ る cGMP ・stimulated 　PDE を単

一
蛋白 に まで

分離精製し ， そ の 酵素学的性格を 明確に する こ とを 目

的 とした．

　方法 ；仔牛肝臓 よ り硫 安沈澱，DE ・52，　 DEAE ・Se・

pharose 　CL・6B，
　Cs−cAMP 　Agarose，　N6−cAMP 　Agar ・

ose を用 い て 同酵素の 分離精製を行なつ た ．純度 の 検

定 は Laemmli の 方法，酵素活性 は RI 法，蛋 白濃度 の

測定は Bradfordの 方法 に よ つ た．

　成績 ： 13
，
000倍の 精製 ， 5 −一　10％ の 回収率を もつ て ，

同酵素 は SDS・PAGE 上 102
，
000da1tonsの 単

一
蛋白で

ある こ とが証明された．沈降定数 6．8S ，
　Stokes　radius

　 　 o67A

，
　Frictional　ratio （f／fo） 1．7で あ る こ とか ら，

同酵素は native な状態 で は 分子量 201，000　daltonsの

非球形 二 量体 と して 存在す る こ とが 判 明 した ．酵素活

性 の 発現 に は 二 価 金 属 イ オ ン の 存在 を 必 須 と し ，

Mg2 ＋

，　Mn2 ＋

，Co2＋
の 至適濃度 は そ れ ぞ れ 10mM ，　lmM ，

0．2mM で あつ た ．至 適濃度 の Mg2 ＋
の 存在下 で Vmax

（μmol ／min ／mg ）は 170 （cAMP ），200（cGMP ），　Km

（μM ） は 33　（cAMP ），
15　（cGMP ），　 Hil1定 数 は

1．8（cAMP ）， 1．5 （cGMP ）で あつ た ．本酵素 に よ る

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1985年 8 月 第 34群　内分泌　VI 1561

cAMP の 分解能 は cGMP の存在下 で最大32倍ま で賦

活化 され，そ の Ka は 0．5μ M で あ つ た，

　独 創 点 ；cGMP ・stimulated 　 Cyclic　 Nucleotide

Phosphodiesteraseは cAMP ，
　cGMP を分解する に あ

た り，Positive　Cooperativityを有する特異的な酵素

で あ る が，分離精製に よつ て 本酵素を単
一

蛋白に ま で

純化し，世界 で 初 め て そ の酵素学的性格 の 詳細を明 ら

か に する こ とが で ぎた．

　 質問　　　　　　　　　　 （東邦大）木下　　佐

　 こ の 酵素は実際に 卵巣 に 存在 し て い る の か．

　 回答　　　　　　　　　　 〔三 重大） 山本　稔彦

　現在ま で の と こ ろ 卵巣 に お け る Cyclic　 Nucleotid6

Phosphodiesteraseの isozymes に関す る 詳細な 報告

は な い ．今後同酵素 の 抗体を用 い て 局在の 有無を検討

した い ．

194．胎盤性 5’・Nucleotide　Phosphodiesteraseに よ

る ADP 分解

　　　 （浜松医療 セ ソ タ ー）

　　　　　　佐倉　東武 ， 藤井　俊朗 ， 鶴田　晋二

　 S’Nucleotide　Phosphodiesterase（PDEase ）（EC ，3，
1．4．1）は DNA

，
　RNA 等 の 3℃ H 末端 よ り非特異的 に 5’

Mononucleotideを 遊 離 す る 酵 素 で
， 細 胞 の Mi −

crosome 系に 存在す る こ と が 知 られ て い る，胎盤 で の

生理的役割を推察する為に PDEase を精製 し ， そ の特

徴に つ い て 調 べ 以 下 の 結 果 を得た ．  PDEase は p・

nitrophenyl ・5’TMP を基質 とし て ， 胎盤 よ り硫安塩

析，DE52 カ ラ ム
，
　Sephacryl　S300カ ラ ム を用 い て 精製

し，そ の 比活性 は 11，1μmole ／h／mg 　protein で あっ た．

  PDEase は NAD 　Pyrophosphatase活性 及 無 機燐

定量法 に て ADPase 活性を持 つ こ と が分つ た ．　 NAD

及 び ADP に 対 す る 分解 活 性 は そ れ ぞ れ p−nitro −

pheny1 −5〆TMP の 20％及 び 10％ で あ つ た ．　 ADPase 活

性 は 分 解産物で ある AMP を TLC 及 び HPLC に て

定量する こ と か らも確認 で きた ．  ADP を PDEase

で 前処置す る こ とに よ り， 反応 時間 と と もに ADP 誘

発血小板凝集能は阻止 さ れた ．終濃度5μMADP の 約

30％を分解す る PDEase量 で ， 血小板凝集は 完全に抑

制 され た，又 加熱処理 で 反応を停止 し て い る こ とか ら

PGI2等 の 凝集 抑制物質 に よ る 影響あ る い は プ ロ テ

ア
ー

ゼ に よ る血 小板へ の 直接作用は な い と思わ れ る．

  PDEase 活性 は NAD
，
　 ADP

，
　 ATP

，
　 ADP −Ribose

，

UDP ，　TDP ，　CDP な どの Pyrophosphate 結合 を持 つ

も の に よ つ て い ず れ も抑 制 さ れ た ．又 ADP は

PDEase の 競合的阻害剤で あり ，
　 Ki ＝ 1．52　x 　10−5M で

あっ た ．2
’AMP

，
3’AMP

， 3
’5’

cAMP ，　Adenosinで は 全

く抑制 され な い が5’Mononucleotidesで は PDEase

活性 は抑制 され た．即 ち PDEase は free3’OH を持ち

S
’−Phosphate を 介 し た Phosphodiester結 合 乃 至 は

Pyrophosphate結合 に 親和性を示 し た．  PDEase 活

性 は EDTA ，　EGTA ，　o −Phenanthrolineに よ り完全 に

揶制さ れ，Ca ＋＋

，Mg ＋＋

，Mn ＋＋
に よ り回復し た．又 ア ミ

ノ 酸の 中で は Histidineが抑制的 に 作用 した．  胎児

血清中の PDE 活性 は 2．09μmole ／h／ml と妊婦血 清 の

ほ ぼ 2倍 の 高値を 示 した ．以 上 PDEase は ADPase と

して 胎児胎盤 の 血流維持に とつ て関係が あるぼ か りで

な く酸化還 元反応 ，
ADP −ribosyl 化反応 に 関与す る

NAD 量 の調節因子 で もある こ とが示 唆 された．

　質問　　　　　　　　　 （香 川 医大）福 岡　秀興

　  ADP に よ る 血 小板 2 次 凝 集 阻 止 物質 と し て

Apyrase が頻用 され る が
， 先生 の 抽 出精製 さ れ た

，

ADP 凝集阻止物質 との character の 差 は ど うか．

　  Apyrase 添 加 で は 血 小板 2 次凝集 を阻 害す る

が，本物質は一
次凝集も阻止 して い る．こ の 差は 何に

由来す るの か．

195．ヒ ト卵巣白膜 に 存在す る Androgen 　 Binding

Protein （ABP ）

　　　　　　　 （東邦大）平川　　舜，椎名　一
雄

　　　　　　　　　　　　 （東京薬大）伊藤 　　晃

　 目的 ：卵巣白膜 の 組織構築の 主体は コ ラ
ーゲ ソ で あ

る．生化学的に は 1型 コ ラ
ーゲ ン が解析され，ま た ，

免疫組織化学的 に は ，III，　IV ，
　V 型 コ ラ

ーゲ ン の 存在 を

併せ確認 し既報した ．今回 は 白膜構築 コ ラ ーゲ ン の 代

謝を解 明す る 目的 の
一

端と し て ，正常卵巣 お よ び PCO

白膜組織中 ABP の 存在 とそ の 性状を検討し た ．

　材料 ： ヒ F正常卵巣白膜，PCO 白膜組織，

　方法 ：  細胞質分画の 調製，  細胞 質を 〔
3H

〕DHT
とイ ソ キ ュ ベ イ シ シ ョ ン 後 Sephadex　G50 カ ラ ム に よ

りゲ ル ろ過 ，   シ ョ 糖密度勾配還心法，  Scatchard
Plot法 ，   結合阻害実験 （DHT ，　Testosterone（T ），

Estradiol（E ，），　DHA ，　R1881な ど），  Concanavaline

A （Con−A）Affinity　 Chromatography ．

　成績 ： 白膜細胞質 の シ ョ 糖密度勾配遠心法 に よ り沈

降定数9S お よ び 4．6S の 〔3H 〕DHT 結合蛋白が解析さ

れ た ．し か し Androgen 　Receptor （AR ） の 低分子化

を防 ぐモ リブ デ ン 酸 の 存在下 で も， 細胞質中総 〔
3H

〕

DHT 結合 の 95％以上が 4．6S に相当する． こ の 蛋 白 は

DHT に 強 い 親和性 を もち ，T ，　E2が こ れ に つ ぐ．　AR と

特異的に結合す る R1881に よ り阻害されな い こ と．そ
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