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【目的】
ニワトリにおいて卵胞顆粒膜細胞でLHがプロジェステロンの産生を刺激することはよく知られている(1)。カルシトニン(CT)は鳥類では主に鰓後腺(2)から、哺乳類では甲状腺の傍濾胞細胞(3)から分泌されるペプチドホルモンであり、近年、哺乳類においてCTは卵巣の卵胞顆粒膜細胞に直接作用して、プロジェステロンの産生を抑制することが報告された(4)。しかしながら鳥類においてはCTが卵胞の顆粒膜において、プロジェステロンの産生に関与しているかどうかは明らかではない。そこで本研究は、レセプターアッセイによりニワトリの卵胞顆粒膜細胞におけるCTの作用と排卵との関係を明らかにし、さらに細胞培養法によりCTが卵胞顆粒膜細胞においてプロジェステロン産生にいかなる影響を及ぼすかを明らかにしようとした。
【方法】
１　白色レグホーン種の産卵鶏から排卵時間に関係なく最大卵胞を取り出し、卵胞顆粒膜を得た。得られた顆粒膜はTE-buffer(50mM Tris,2mM EDTA, pH7.4)を加えホモゲナイズした。ホモゲネートは遠心分離(30,000×g, 30min, 4℃)し、沈殿物を得た。この沈殿物にTE-bufferを加えて懸濁し、これを細胞膜画分とした。細胞膜画分は蛋白質量を測定した後、Iodogen法により125Iで標識したCTを用いて結合実験に使用した。以上の方法により細胞膜画分の[125I]CTに対する結合性を結合特異性、結合飽和性、結合親和性および結合容量について検討した。また産卵鶏の排卵前のいろいろな時間(排卵 21、17、12、8、6、4および2時間前)に卵胞顆粒膜細胞を採取し、細胞膜画分の[125I ]CTに対する結合親和性と結合容量を検討した。
２　排卵時間と関係なく最大卵胞から採取した卵胞顆粒膜は細断した後、コラゲナーゼ処理することで細胞懸濁液を得た。細胞懸濁液はガーゼで濾過し、濾液は遠心分離(100×g, 5min, 4℃)した。得られた沈殿物は培養液(Krebs-Ringer-HEPES buffer)を加え、細胞数を2×10６cell/mlに調整した。調整された細胞懸濁液は予備培養として40.5℃下で1時間振盪培養(120cycle/min)した。予備培養後、遠心分離(350×g, 5min, 4℃)して、沈殿物は培養液を加え40.5℃下で振盪培養(120cycle/min)した。培養後、遠心分離(1,000×g, 10min, 4℃)し、上澄みのプロジェステロン濃度をラジオイムノアッセイ法により測定した。
【結果】
①ニワトリの卵胞顆粒膜細胞はCTに対し特異的に結合する物質が存在することが明らかになった。[125I]CT結合量は非標識のCTとカルシトニン遺伝子関連ペプチドを加えると著しく減少したのに対し、非標識の副腎皮質刺激ホルモン、アンギオテンシンⅡおよび副甲状腺ホルモン関連ペプチド加えた場合は[125I]CT量の1000倍量を加えてもほとんど変化しなかった。また卵胞顆粒膜細胞の細胞膜画分にいろいろな濃度の[125I]CTを加えて培養すると、特異的結合量は遊離の[125I]CT量が増加すると増加し、1.5ｎM以上となるとほぼ一定の値となった。遊離の[125I]CT量に対する特異的[125I]CT結合量の割合と特異的[125I]CT結合量との関係をプロットすると一本の直線となり、卵胞顆粒膜細胞におけるCT結合物質は一種類であるとみなされた。Scatchardの方法により算出した解離定数(Kd)は1.17nM、蛋白質1mgあたりの最大結合容量(Bmax値)は155fmolであった。以上の結果からニワトリの卵胞顆粒膜細胞の細胞膜画分にはCTに対し結合特異性、結合飽和性を示し、高い結合親和性と小さい結合容量を有する物質が存在するものと推察され、この物質はCTの受容体であるとみなされる。したがってCTはニワトリの卵胞顆粒膜細胞に直接作用するものと思われる。
産卵鶏における卵胞顆粒膜細胞のCT受容体のKd値およびBmax値はいずれも排卵6時間前から4時間前に有意に低い値を示した。このことからこの時期は卵胞顆粒膜細胞のCT受容体の結合親和性は高く、最大結合容量は小さいことが明らかになった。したがってCTは排卵6時間前から4時間前の時期に卵胞顆粒膜細胞に作用する可能性があるものと推察される。
②卵胞顆粒膜細胞にLHを加えて培養すると、培養3時間までプロジェステロン産生量は増加し、培養3時間から5時間までほぼ一定の値となった。そこで現在、いろいろな濃度のCTをLHとともに卵胞顆粒膜細胞に加えて、LHによるプロジェステロン産生量にCTが影響を及ぼすかどうかを検討中である。
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