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目 7　 　 　 　 ヒ ト妊 娠 初 期 脱 落膜 細胞 に お け る

Gonadotropin　Releasing　Hormone （GnRH ）受容

体に 関 する 検討

118　　　 培養 ヒ ト ト 卩 ボ ブ ラ ス ト内 カ ル シ ウ ム

イ オ ソ 濃 度 に 対 す る エ ソ ドセ リ ン ー1 の 影響

三 重大

竹内茂人，二 村典孝，浜 口 元昭 ，松野忠 明，

中　義尚，西山真人 ，山本稔彦

愛媛大 、同附属実験 機器 セ ン タ ー＊、NTT 松 山 病

院
＊ ＊

香 浦留 美子 、矢 野樹理 、松 原圭
一、吉 良敏 彦、

新谷敏 昭 、 松 浦俊 平 、岡　敬 三
零

、 金子久恵
＊ ＊

［目的］GnRH は ， 下垂体以 外の 内分泌臓器に お い

て も生 理 作用 を 発揮 して い る こ とが 次第 に 明 らか に

されっ っ ある．そ こ で ，GnRH の 脱落膜細胞 に おけ

る生 理 的意義を明 らか にするた め， ヒ ト脱落膜細胞

分離培養法 を用 い て ， 特異的受容体を解析す る とと

もに，そ の 作用機序を phosphoinositide 代謝回転と

の 関連か ら追求 した．［方法］  脱落膜細胞分離培養

法 ：人 工 妊娠 中絶術施行時に 患者 の 同意 の 下 に 脱落

膜を無菌的に採取し，collagenase
・DNAse 処理 後，

Percoll比重 遠心法に て脱落膜 細胞 を分離 し，実験

に 供 した．  GnRH 受容体 の 解析 ： ［
1251

］GnRH

（比活性 ：74丁國 ／mmol ）の 競合結合阻害に基づ き Scat−

chard 　plots｝こて B ・nax 及び Kd を求 め た ．  phos−

phoinositide 代謝回転 に及 ぼ す GDRH の 影響 ：phos −

pholipase 　C の 活性化に基づ き産生さ れ る inositol

1
，
4

，
5−triphosphate （IP3）を 指標 と し，　 protein

binding　assay に て 測定 し た．［成績］  thatehard

plotsが 直線 性 を 呈 した こ と か ら単一種の GnRH 受

容体の 存在 が 明 らか と な っ た．  Bmax は L22xIO
−6

M で あり妊娠初期脱落膜細胞は細胞 1個 あたり4．40×

108個の GnRH 受容体を有す る もの と考え られ た．

  Kdは 3．79× 10
−4M

で あり，下垂体 gonadotroph に

比 して 親和性は低 い もの と考え られ た．  IP
， 産生

量 は GnRH 添加後60秒後に ピーク （7．1pmolX1（戸c酬 s）

とな り，そ の 増加は用 量 依存性で あ る こ とが わ か っ

た ．［結論］ヒ ト妊娠初期脱落膜細胞 に は，GnRH の

特異的受容体が存在す る こ とを初 め て 明 らか に す

る こ とが で きた．ま た ，GnRH が 脱落膜細胞 の 特

異的受容体 に 結合す る と，phosphoinositide 代謝

回転 が 促進 さ れ る こ とか ら，脱落膜細胞 に お い て

は ，
Ca イオ ン の 細胞 内動員 が GnRH の 作用機序 に

関与 して い るもの と考 え られ た ．

［目的 ］近 年 、
エ ソ ド セ リ ソ の 生 理 作用 に つ い て

妊娠 に 関 係 し た そ の 動 態 も注 目さ れ て い る 。 本研

究 で は 蛍光法に よ り培養 ヒ ト ト ロ ホ ブ ラ ス ト 内 カ

ル シ ウム （Ca）イオ ン 濃 度 を生理 的条 件下 で 測定 し 、

エ ソ ドセ リン ー1（ET − 1）刺激 に よ る 影 響 を 検 討 す る

こ とを 目的 とした 。 ［方 法 コ人 工 妊 娠 中絶 術 に よ

り、12例 の 絨 毛觝 娠 6週 一9週 ）を無菌的 に 採取 した 。

特殊 well 内 で ト ロ ボ ブ ラ ス トの 培 養 を し 、 4 日後 に

実験 に 供 し た 。 細胞 内Caイ オ ン 濃度は 、Fura−2に

よ る蛍光強度を 日本分光工 業製 CAM −220を用 い て 測

定 、解析 し求 め た o 培養液 中に 刺激 物質 を加え Ca

イ オ ン 濃度変化 を経時的 に 測 定 し た後、4 −Bromo

Calcium　lonophore 　A23187 お よび EGTA 添加に よる

キ ャ リ ブ レ ーシ
ョ

ソ を 行 っ て 、Ca イ オ ン 濃 度 を計

測 し た 。 ［成 績 コ ト ロ ボ ブ ラ ス ト お よ び 繊 維芽細

胞 で は 、ET −1剌激 後 3−・5分 で Ca イオ ン 濃 度 の 上 昇 が

認 め られ 、 そ の 後徐 々 に 低 下 した 。 血 管内皮細胞

お よ び リ ソ パ 球 で は 変化 が 認 め ら れ なか っ た 。 以

下 トロ ホ ブ ラス トに て検討を 行 っ た 。 1 細胞 あた り

の Ca イ オ ン 濃 度は 、4．0± 1．9nM （n ＝35）で あ っ た 。

ET − 1剌激 に よ る 上 昇 比 は 、10pg砺 に て 4．5± 3．7

（n コ14）、100pg 海6に て 13．3± 4．5（n ＝16）で あ っ た 。

10pg！劔 の ET −1に て刺激後100pg 擁 で 再剌激 し た が 、

再上 昇 は 認 め られ な か っ た 。 細 胞外液 Caイ オ ソ を

除去 し て も、ET −1刺 激 に 反 応 した 。 K イオ ソ やCaイ

オ ン の 添 加 に よ っ て 変化 が 認 め ら れ な か っ た 。

［結論 コET − 1の 濃度依 存性 に 、 細胞内Ca イ オ ソ 濃

度 の 上 昇が認め ら れ た 。 こ の 反応 は 細胞 膜 ET − 1 レ

セ プ タ ーを介 した 小胞体 か ら の Ca 分泌 に よ る もの

が 主 で あ る と 推察 さ れ た 。
ヒ ト ト P ホ ブ ラ ス ト に 、

ET − 1 レ セ プ タ ーが 存在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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