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　Effects　of 　Phorbol　Ester　and 　Forskolin　on 　Steroidogenesis

and 　Protein　Phosphorylation　in　Cultured　Rat　GranulOsa　Cells
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概要 　性 ス テ ロ イ ド分泌調節機構に お ける，CaZ＋ ・リ ン 脂質依存性蛋白 リ ン 酸化酵素 （Ca2＋ −activated ，
phospholipid ・dependent　protein 　kinase，　 prote三n 　kinase　C） の 関与 に つ い て ， ラ ッ ト顆粒膜細胞培養
系 （10rats／experiment ）を用 い て 検討 した結果，以下 の よ うな知 見を得 た、

　1）Protein　kinase　C を賦活す る phorbo112 −myristate 　13−acetate （PMA ）を添加す る と ，
　 estradioi

の 産 生 は 容量依存性 に 抑制 （IC50く 1nM ）され た が，　 progesteroneの 産生 は 増大 （EDso≒ 14nM ）し た．

　2）PMA に よ り惹起 され た こ の 効果 は ，　calcium 　ionophore　A23187を添加 し た 場合 と異な り，細 胞質

内ec　Caz＋

を動員 し た だ け で は 再現 で きな い こ とが わ か つ た．

　3） Adenylate　cyclase を賦活す る forskelinの 単独添加 で は ，　 estradiol と progesterone の 産生 は と

もに 促進 （ED5 。
≒ 0，9μM ，2μM ）され た が，　 PMA と forskolinを 同時添 加す る と，　 forskol三n に よ る

progesterone の 産生亢進が PMA に よ り阻害 （IC5eく 1nM ）さ れ た．

　4）．：
．．
：次元蛋 白電気泳動法 に 基 づ く autoradiography に よ り，　 forskolin添 加 で は 40kDa の 酸性蛋 白

が，PMA 添加 で は 78kDa お よ び32kDa の 酸性蛋白がそれぞれ リ ソ 酸化
．
を受け る こ と がわ か つ た 。

　以 上 の 検討成績 よ り，
ラ ッ ト顆粒膜細胞に お げる性 ス テ 卩 イ ド産生 は

， それぞれ異な る蛋白質 の リン

酸化反応 を介 し て 多重制御を 受け て い る 可能性 が 示唆 された ．

Synopsis　Granulosa　cells　obtained 　from　ilnmature　estrad 量ol−treated　SD　rats （1〔｝rats ／experiment ｝were

employed 　in　elucidating 　the　control 　mechanisln 　 of 　steroid 　secretion ．

　PhorboH2 ・myristate 　13・acetate （PMA ）inhiblted　estradiol 　prodし1ction　by　cultured 　rat 　granulosa　ceUs 　with

IC5。　less　than　lnM ．　 PMA ，　however，　stimulated 　small 　but　significant　i：ncreases 　ln　progesterone　productiQn
in　a 　dose −dependent 　manner 　with 　ED5

。
　of 　14nM 　to　3，5−fold　above 　the　basal　control 　level，　 These　effects 　could

not 　be　induced　by　calcium 　ionophore　A23187，

　Forskolin−stinlulated 　progesterone　productlon 　was 　inhibited　by　the　concomitant 　addition 　of 　PMA 　with

IC501ess　than　lnM ．

　The 　phosphQrylation　of 　protelns　by ［
32P

］orthophosphate ・label［ed 　celis 　was 　examined 　by　two ・dimensional
polyacrylamide 　gel　 electrophores 三s　and 　autoradiography ．　 Treatme 批 of 　 eells 　 with 　forskolin　altered 　the
intensity　of　40kDa 　acidic　phosphoprotein 　compare く玉to　that　of 　the　control ．　 On　the 〔｝ther　hand ，　treatmerlt　of
cells 　with 　PMA 　altered 　the　intensity　of 　78　and 　32kDa 　acidic　ph 〔）sphoproteins ．

　These 　resu 旦ts　suggest ，　therefore，　that 　PMA 　can 　modulate 　steroidogenesis 　in　rat 　granulosa　cells ，　presuma −
bly　through　activation 　of 　Ca2＋・activated ，　phospholipid・dependent　proteln 　kinase （protein　kinase　C）．
Key　wordis 　：　Granuiosa　cells ・Ster〔〕idogenesis・Phorbol　ester ・Forskohn　e 　Protein　kinase　C

　　　　　　　　 緒　　言

ス テ P イ ド産生組織 に お い て ， 多 く の trophic

hormone は
，　 adenosine 　cyclic 　3’；5’−monophos −

phate （cAMP ）を介 し て そ の 生 理的作用を発現 し
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　て い る
8）12）。

　　しか し，Ca2＋
を キ レ ー

トす る と
，

ス テ P イ ド産

　生が 阻害され た り
5 ）15 ）16）

，ornithine 　decarboxylase

　の 誘導
141

や proteoglycan の 産生 7〕が影響を受け る

　こ とか ら，Ca2＋
もま た

，
こ れ らの 組織に お い て ，

　重要な役割を担 つ て い る もの と考え られ る。

　　近年発見 された protein　kinase　C は ，そ の 活性

　化に Ca2＋

お よび リ ン 脂質を 必要 と し て い るが
，

　Iuteinizing　hormone （LH ）を含む trophic 　hor−

mone に よ り，細胞膜 り γ 脂質代謝が賦活化 され

　る こ と
2 ）
を考 え る と ，

こ の 蛋 白 リ ン 酸化醒素が，卵

巣に お け る新た な細胞 内伝達機構 と し て 作働 して

い る可能性が考 え られ る。

　 そ こ で ，卵巣 の 性 ス テ 卩 イ ド産生 に お ける
， pro−

tein　kinase　C の 働 きを 明 らか に す るため ， ラ ヅ ト

顆粒膜細胞培養系を用 い て 検討を加 えた 。

　　　　　　 実験材料 な らび に方法

　 1）顆粒膜細胞培養系の 調製

　 24日齢 Sprague−Dawley 系雌 ラ ッ トに
， 6 日間

estradio1 ・17β（Sigma ，　 MO ．
，
　US ．A ．）を 1rng／day

皮下投与 し， 卵胞 を成熟 させ た 後，頚 椎脱 臼 に て

屠殺 し，た だ ち に 開腹 し て 無菌的に 卵巣を摘出 し

た ・通常 1回 の 実験 に は 10匹 の ラ 。 ト（垣陳 20個）
を使用 した．

　 6．8mM 　ethylene 　glycol・・bis （β一amino ・

ethylether ）−N ，
N

，
N ’

，N
’・tetraacetic　acid （EGTA ，

半 井化学 薬品）含有 PC ・1無血 清培地 （Ventrex
Laboratories，　Inc，，　ME ．，　U ．SA ）中で 27ゲ ー

ジ針

を用 い て 卵胞 を穿刺 し，顆粒膜細胞 を培 養液中に

排出 させ た．CO2　incubator内 （37℃ ， 5 ％CO2
，

95％air，湿度95％）で 10分間 incubateした後，排

出された 顆粒膜細胞 と卵巣 を ， 200× g で 1 分間遠

沈し，0．5M 　sucrose お よび 1．8mM 　EGTA を含有

す る PC −1無血 清培地 に 再浮遊 させ た 。上 記 処理卵

巣 を さ ら に 40mesh の stainless 　steei 　gridに こ す

りつ け ， 卵胞中 に残 つ て い る顆粒膜細 胞を排出 さ

せ ， 顆粒膜細胞 の 回収率 の 向上 に 努め た 。 こ の よ

うに して 得 られた顆粒膜細胞を 3 回洗浄 し た 後，

培養液 に て 2〜3× 106／m1 とな る よ うに 調製 し た ．

な お
， 顆粒膜細胞 の 回 収率 は ，3〜5× 105／ラ ッ ト

で ，0．4％trypan 　blue　exclusion 　rnethod に よ る

日産婦 誌39巻12号・

　生存率 は お お む ね 5 〜60％で あつ た ．

　　5× 105／ml の 生 存 顆 粒膜 細 胞 を 35× 10mm の

　plastic　tissue　culture 　dish（Falcon　Plastics，　CA ．
，

　U ．SA ）に 分注 し
，　 CO2　incubator 内 （5％CO2，

95％air
， 湿度 95％）で 単層培 養 し た。

　　24時 間 の 前 培 養 の 後，O．1μM 　andoros −

tenedione （半井化学薬晶）を含む PC −1無血清培地

　と交換 し，同時 に 各種薬剤を添加 し た ．

　　2）添加薬剤の 調製方法

　 各種添加薬剤の stock 　solution は 以下の ご と く

調製 し た．

　 Forskolin（Behring　Diagnostics
，
　CA ．，　U．S．A ．）

は 95％ethanol で 1mM と な る よ う溶 解 し た ．

phorbol　12−myr 王state　13・acetate （PMA ，
　 Sigma）

は dimethylsulfoxide（DMSO ， 半井化学薬品 ）で

0，5mM とな る よ う溶解 し ， 実験 ま で
一20℃ で 凍

結保存 した ．calcium 　ionophore　A　23187（Sigma）
は DMSO で ユOmM とな る よ う溶解 した。

　 なお，溶媒 の培養系 へ の 影響 に つ い て は あ らか

じめ検討し，使用 した ethanol （最終濃度 ： 1 ％）

お よ び DMSO （最終濃度 ：0．02〜0，1％）が細胞生

存率に影響を及 ぼ さ な い こ とを確認 した．

　 3）検体の 採取お よび保存方法

　各種 薬剤を添加後 ， CO2　incubator　I勾に て 培養
を継続 し，24時間後に 培養．ヒ清分画を採取 し た ．

さら に，3，000 × g で 5分間遠心分離 し有形成分 を

除去 した．．辷清分画 を シ オ ノ ギ ス ト ッ ク チ ュ　一’ブ に

分注 し
， 測定 ま で 一一20℃ で 凍結保存 した．

　4） PI・ogesterone お よ び estradiol の 測 定方法

　 Progesterone お よび estradiol ぽ ，凍結保存 し

た検体 を ， 室温 で 溶解 した 後，radiolmmunoassay

kit（Sorin　Biomedica，　 Italy）を用 い て測定 した．

　5）蛋 白リ ン 酸化反応 に 関す る検討方法

　 Feuerstein　et 　al．の 方法
41
に 準拠 し，以下 の ご と

く蛋 白 リ ン 酸化反 応 に つ い て 検討 し た．ま ず，
PO4 −free　RPMI 培養液で 顆粒膜細 胞を 十 分 に 洗

浄後，500μ Ci／m1 〔
32P

〕orthophosphate （日本原

子力研究所 ， 東京）含有 PO
，
・free　RPMI 培養液を

加 え， 37℃ ，5 ％CO
， ， 95％air の 環境 ドで 60分間

incubate す る こ とに よ り， 細胞 を label した e培養

液 を ユOmM 　HEPES 含有 PO4 −free　RPMI に 交換

N 工工
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し，薬剤を添加後，さ らに 37℃ ，5 ％ CO2
， 95％air

の 環境下 で 15分間 incubateし た 。上 清 を捨 て ，

10％冷 trichloroacetic 　acid （TCA ）で 反応を停止

させ た後，さ らに 冷 acetone で 細胞を 2 回洗浄 し

た．乾 燥 後 ， isoelectrofocusing　 lying　solution

（9．5M 尿素 ， 2 ％ Nonidet　P−40， 5 ％ 2−merca −

ptoethano1，
2 ％ampholytes

，
　 pH 　3．5〜10）で 溶

解 し，遠沈後，上 清分画を採取 した ． こ れを 2％

ampholytes （LKB ，　 MD ．，　 U ．S．A ．，　 pH 　3，5〜10，
一次元 ） と 12％ SDS 　polyacrylamide （Bio−Rad ，

VA ．，　 U ．S．A ．
，
　 slab 　gel，二 次元）を用 い た 二 次元

電 気 泳 動 に か け，泳 動 終 了 後 に 固 定 ・染 色

（Coomassie　brilliant　blue　R −250，
　 Bio−Rad）e 乾

燥 し，
Kodak 　XAR ・5　 filmを用 い て

一70℃ に て

autoradiography を行 つ た ．

　なお，分子 量 の 決 定 は，lysozyme−14．4kDa ，

soybean 　trypsin　inhibitor−21．5kDa ，
　 carbonic

anhydrase ・31．5kDa ，　 ovalbumin ｝45kDa ，　 bovine

serum 　albumin −66．2kDa，　 phosphorylase　B −92．5

kDa （Standards　Low 　Molecular　Weight，
　 Bio・

Rad）を基準 として 行つ た．

　　　　　　　　　研 究成績

　 1） Forskolinの 性 ス テ P イ ド産生 能 に 及 ぼ す

影 …響

　 Forskolinを顆粒膜細胞培養系 に 添加 する と，

培養上 清 中の estradio1 お よ び progesterone 濃

度は容量 依存性 に増 加 した 。

　最小有効濃度は 100nM 以下 で あ り，
　 estradio1

産生 に お け る ED5
。
は 約0．9μ M ，　 progesterone 産

生 に お ける ED50は約 2μ M で あっ た （図 1）．

　2）PMA の 性 ス テ P イ ド産生能に 及ぼす影響

　 PMA を顆粒膜細胞培 養系 に 添加す る と，培養

上 清中 の estradiol 濃度は 容量 依存 性 に 低下 し，

そ の IC5。は 1nM 以下 で あつ た．
…方 ，

　 progester−

one 濃度は 容量依存性に 増加 し
， そ の ED5

。
は 約 14

nM で あつ た （図 2）．なお，　 ceU 　viability に っ い

て は trypan　blue　exclusion 　testに て 影響の な い

こ とを確認 し た ．

　3） Forskolin ・PMA 同 時添加 の 性 ス テ ロ イ ド

産生能 に 及 ぼす影響

　20μ斟厘　forskolinを顆粒 膜糸田胞培養 系に 添カロ
ー
ず

山 本 他
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図 1　Dose−deperldent　effect 　of 　forskolin　on

　estradio 玉　and 　progesterone　production　by　cui ・

　tured　rat 　granuiosa　cells ．

　 Granulosa 　 cells 　 were 　 incubated　 in　 medium

　 alone 　or 〔L　1〜20μM 　f〔〕rskolin 　for　24h．　Estradiol

　production　in　Inediurn 　alone 　was 　447．5± 9．Opgf

　rn 玉 （meal1 ± SD ）and 　pvogesterone　product三〇n 　in

　medium 　a｝one 　was 　43．6± 2．8ng／ml ，　Each　point

　represents 　the　mean 　of　quadruplicate　cultures

　（Bars ：SD ）of 　one 　of 　five　representat 量ve 　experi −

　ments ．10　rats （200varies） were 　 eInployed 　 for

　 each 　experiment ，
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図 2　 Effect　 of 　 phorb   112 ・myrista ℃e　 13・acetate

　（PMA ）on 　estradlol 　and 　progesterone　production

　by　cultured 　rat 　granulosa　cells ，
　 Granulosa　 cells　 were 　 lncubated　 in　 medium

　alone 　or 　1ヨ 00nM　PMA 　for　24h．　Estradiol　pro−

　duction　in　medium 　alone 　was 　638．7± 90．6pg／m1

　 （mean ± SD ） and 　progesterone 　 production 　in

medium 　alone 　was 　24、7± 2．311g／ml ，　Each　point
represents 　the　 mean 　 of 　quadruplicate　 cultures

　（Bars：SD ） Qf 　one 　of 　five　represen しative 　experi ・

ments ，10rats （200varies） were 　 employed 　 for

　each 　experiment ，
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る と，培 養上清中 の estradiol お よ び progester・

one 濃度 は そ れぞれ 8．8倍 お よ び 12．0倍 に 増 加 し

た （図 3 ，
ヒ ス ト グ ラ ム ）。20μ Mforskolin と と

も に
， 種 々 の 濃 度 の PIY［A を 添 加 す る と，

estradiol 産 生 に 及 ぼす 影 響は 少 な い もの の ，

progesterone 産生は 容 量依存性に 抑制 さ れ
， そ の

IC5
。
は 1nM 以下 と考え られ た．

　 4）Calcium　ionophore　A23187 の 性 ス テ 卩 イ ド

産生能に及 ぼす影響

　Calcium　ionophore　A23187を顆粒膜細胞培養

系に 添加 す る と，培 養上 清中の estradid 濃度 は

二 相性に 変化 した．すな わ ち
， 低濃度域で は約 60％

の 増加 を 認め る もの の ，高濃度域で は 減少に 転 じ

た （図 4 ， 左）．一 方 ， pr ・gester 。ne 濃 度 は

estradiol の 場 合 の よ うに 増加 す る こ とな く減 少

の
一

途 を辿 つ た ．なお，本実験条件 に お け る cell

viability は trypan　blue　exclusion 　testで 見 る 限

り変化は な か つ た ．
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図 3　Effect　of　PMA 　on 　forskolin−stimulated 　pro．

　duction　of　estradiol 　and 　progesterone　by　cultured

rat 　granulosa　cells ．

　 Granulosa　cells 　were 　incubated　in　medium

alone ，20μ M 　forskolin，　or ト 100nM 　 PMA 十 20

μ Mforskolin 　 for　24h．　 Estradioゆ roduction 　 in
medium 　 alone ・・：447．5± 9．Opg／ml （mean ± SD ）；

forskolin・stirnulated 　estradiol 　Production ＝
3．958．3± 262，1pg／ml ； progesterone　production
三nmedium 　alone ＝50．7± 1．8ng／ml ，　 forskolin−
stimulated 　progesterone 　production 痘606 ．7±

40．lng／ml ．　Each　point　represents 　the 　mean 　 of

triplicate　cultures 　（Bars ； SD ）　  f　 one 　of　five
representative 　 experiments ．10ra仁s （200varies ）
were 　employed 　for　each 　experirnent ．
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図 4　Effect　 of　 calcium 　ionophore　A23187　011

　estradid 　and 　progesterone　production　by　cul −
tured　rat 　granulosa　ceUs ．

　 Granulesa　 cells 　 were 　 incubated　 in　 medium
alone 　or ！nM 〜litM　A23187 　for　24h．　Estradiol
production　in　medlum 　al 【）ne 　was 　471．4士 32．9pg／
ml （mean ± SD）and 　progesterone 　production 　in
m ・di・ m 　al ・ n ・ w ・・ 120ユ ± 14，4・g ／ml ．　Each 　p。 i。t
「epresents 　the　mean 　of 　triplicate　cultures （Bars ：

SD ）of 　one 　of 　five　representative 　experlments ．10
rats （200varies）were 　employed 　for　each 　experi ・
ment ．
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写 真 1　Coomassie　blue　staining 　pattem 　of 　the

　 control 　ge1．

　 Relative　positions 　of 　moL 　 wt ，　 standards 　 are

　indicated； lysozyme 　（14，400），　 soybean 　trypsin
i・ hib三t・・ （21・500），　ca ・b・・ic　a ・hyd・a ・e （31，500），

　Qvalbumin （45，000），　bov三ne 　serum 　albumin

　（66，200） and 　phosphorylase　B （92，500），　More
acidic 　proteins 　lie　to　the　left　side 　of 　the　ge1，　Mol，
wt ・increases　toward 　the　top　of　the　gel、
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ラ ッ ト顆粒膜細胞 に お け る 性 ス テ P イ ドの 醴 生調 節機構

　 5）蛋 白 リ ン 酸化反応 に 関す る検討成績

　 A） 二 次元電気泳動法 に よ る 蛋 白の 泳動 パ タ
ー

　 ン

　 写真 1 は Coomassie　brilliant　blue染 色に よる

典 型的 な蛋 白泳動 パ タ ーン （薬 剤非添 加 コ ン ト

　
ロ ー

ル ）を 示 し て い る が，forskolinあ る い は

PMA を添加 して も蛋白 の 泳動パ タ ーソ に 変化は

認め られなか つ た．

　 B ）Forskolin 添加 に よ る Autoradiography

　 薬剤非添加 （コ ン ト P 一
ル ）お よ び20μMfors −

kolin添加 に お け る蛋 白 リ ン 酸 化反 応 の 相 違 を

autoradiography に て検 討 した結果 ，
　forskolinを

添加 す る と40kDa の 酸性 蛋 白が 有意 に リ ン 酸化

を受ける こ とが明 らか とな っ た （写真 2 ）．

　 C）PMA 添加 に よ る Autoradiography

　 薬剤非添加 （コ ン ト ロ ール ）お よ び 100nM　PMA

添 加 に お け る蛋 白 リ ン 酸 化反 応 の 相違 を auto −

radiography に て 検討 し た 結果，　 PMA を添加す

る と78kDa お よ び 32kDa の 酸性 蛋 白が 有意 に リ

ン 酸化 を受げる こ とが 明 らか と な つ た （写真 3）。

　　　　　　　　　考　　案

　 ホ ル モ ソ や神経伝達物質 な どの 細 胞外 シ グ ナ ル

の 細胞膜受容伝達機構 の 研究 は
，

1957年 Suther−

land　et　al．に よ り cyclic 　AMP （cAMP ）が発見

され ，
い わ ゆる second 　messenger の 概念が導入

され て 急速 な発展 を遂 げた が，そ の 後解析が進 む

に つ れて ， 種 々 の細胞外 シ グ ナ ル の 中 に は cAMP

の み で は 理 解で ぎな い もの が 多数見い だ され ， そ

の 作用 機構が問題 とな つ た ．こ の よ うな細胞外 シ

グ ナ ル の second 　messenger と し て cyclic 　GMP

（cGMP ）が 考え られ た 時期 もあ つ た が ，1970年頃

か ら Ca2＋

が 種 々 の 細 胞 外 シ グ ナ ル の second

messenger と し て ，多彩 な細胞機能の 調節 に 関与

し て い る こ とが認識 され る よ うに な つ た ．

　Caz ＋ ’
t：　calmodulin な ど の 細 胞 内 Ca2＋

受 容 タ

ン パ ク 質 を 介 し て そ の 作用 を 遂 行す る
一

方
9＞，

Ca2＋ 一リ ン 脂 質依 存性 蛋 白 リ ン 酸 イ匕酵 素 （Ca ・＋．

activated ，　phospholipid ・dependent　protein
kinase

，　 protein　kinase　C）の 活性化を介 して も

そ の 作用を発現 し て い る と考え られ る
13〕．

　
一般的 に ， 細胞膜 の リ ン 脂質 phosphoinositide

日 産婦誌39巻．12号

が代謝回 転 され る と，diacylglycerolと inositol−

1，4， 5，triphosphate（IP3）が 産生 され，　 diacyl−

glycerolは protein 　kinase　C を活性化 し，IP3は 紐1
胞質 へ の Ca2＋

動員 を惹 起す る こ とが 知 られ て い

　る
3）1P 自

　 本 研 究 で 用 い た pherbo112 −myristate 　 13−

acetate （PMA ）は ，そ の 受容 体が protein　kinase
C と copurify され ，　protein　kinase　C 自体 である

と考え られ る こ ど
o）

， し か も PMA が in　vitro で

protein　kinase　C を活性化す る こ とo か ら，　diacyl・

glycerol の 代用 品 と し て ，
　 protein 　kinase　C の 研

究 に しぼ しば使用 され る薬剤 で ある 。

　 今回 ， 顆粒膜細胞培養系に こ の PMA を添加 し

た 結 果，progesterone の 産 生 は 促 進 （ED50 ≒ 14

μM ） され る が estradiol の 産生 は抑制 （IC5。 ＜1
nM ） され る こ と （図 2）． し た が つ て ，　 protein
kinase　C の 活性 が芳香化 酵素 に 対 し て 抑制的 に

作用 し，forskolinに よ る adenylate 　cyclase の 活

性化 の 場合 （図 1 ） と様相 を異 に す る こ と がわ か

つ た．そ し て こ の 作用 は calcium 　ionophoreに よ

つ て 細胞 質内 へ Ca2＋

の 動員を 図 つ て も惹起す る

こ とが で きず （図 4 ）， protein　kinase　C 自体 の 活

性化 が 必 須で あ る と推 察 され た ．さ ら に，fors−

ko工in と PMA を 同時添加す る と，　 forskolinに よ

つ て 促進 され た estradio1 産生は ほ と ん ど影響を

受 けな い もの の ，forskolinに よ つ て 促進 された

progesterone 産生 は 明 らか に 抑制 （IC5。〈 1nM ）

を受けた ． した がつ て ，protein　kinase　C め活性

化 に 基づ く芳香化酵素 の 抑制は 可逆的で あ り， 本

酵 素 の 調節 機構 に お い て ad ・ny1 ・te　 cy 。lase．

cAMP 系 の 方が よ り優位 に ある もの と考え られ

る ．一方 ， adenylate 　cyclase −cAMP 系 の賦活化に

基づ く　progesterone の 産 生 に protein　kinase　C
が抑制作用を発現 した こ とは ，側鎖切 断酵 素 ， 3β一

hydroxysteroid　dehydrogenase，44− 5isomerase
，

20a −hydroxysteroid　dehydrogenaseな ど の ス テ

ロ イ ド代 謝酵素 の い ず れか が protein　kinase　C
に よ り修飾を受 け た た め と考 えられ る．

　PMA に よ る progesterolle産生 の 増 大 に つ い

て は Kawai　et 　al 。の 報告
6｝もあ り，そ の 作用 機序

と し て cAMP 依存性蛋 白 リン 酸化酵索 の 活性化

N 工工
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が関与 し て い な い こ とを直接酵素活性を測定する

こ とに よ り示 し て い る。

　今回我 々 は 二 次尤 電 気泳動 ・ autoradiography

に よ り蛋 白 リ ソ 酸化反応 の 基質に 関 し て も検討を

加 え ， 基質蛋 白が相違 す る こ とを 明 らか に す る こ

とが で きた ．すなわ ち，forskolin添加 （cAMP 依

存性蛋 白 リ ン 酸化酵素の 活性化）の 場合40kDa の

酸性蛋 白が有意に リ ン 酸化を受け る （写真 2） の

に 対 し，PMA 添加 （protein　kinase　C の 活性化）

で は 78kDa お よ び 32kDa の 酸性蛋 白が 有 意に リ

ン 酸化を受け る こ と （写真 3）が 明 らか とな つ た．

　 した が つ て ， こ れ ら の 基質蛋 白の 同定 に つ い て

は 今後 の 研究 を待た な けれ ばな らな い が
， 少 な く

とも本研究に よ り， ラ ッ ト顆粒膜細胞 に お け る ス

テ ロ イ ド産生が
，

こ れ らの リ ン 酸化反応 を介 して

多重制御を受けて い る可 能性 が示唆 され た ．今後

in　vivo と の 兼ね合 い に お い て
， 興味ある課題 とな

るで あろ う，

　稿 を 終 る に あ た り，御協 力 頂い た 三 重 大学 医学部 第：：内

科学 教 室 ・西 川政勝博士 に 厚 く御礼 申 し上 げ ます．

　な お 本 論 文 の 要旨は 12th。　 World 　Congress　on 　Fertility

and 　Sterility，　 S三ngapore （1986） に お い て 報告 し た．
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