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家鶏胚の培養網膜色素上皮におけるプロテインキナーゼCの

アデニレー トシクラーゼーCAMP系への影響

広 田   篤

広島大学医学部眼科学教室

要  約

家鶏の培養網膜色素上皮細胞 を使用 し,イ ロプロテレノール (ISO),フ ォルスコリンの cycHc adenosine

mOnOphOsphate(cAMP)産 生能 を検討 した.ま た,情報伝達系の相互作用を検討するために, プロテインキ

ナーゼ C(PKC)刺激剤の phorbol 12‐ myristate,13‐ acetate(PMA)前 処置で ISO,フ ォルスコリンのcAMP

産生能の変化を検討 した。10~9～ 10-5Mの ISO,フ ォルスコリンで,濃度依存性にcAMP濃度 は著明な増加を

した.し かし,10-10～ 10-5Mの PMAで は,cAMPの 上昇は認められなかった。100nM PMAの 前処置で,

ISO,フ ォルスコリンの cAMP産生はともに抑制 され,ISOでの抑制効果が高かった。しか し,PMAの 類似

物質 (4α ‐phorbol 12,13,didecanoate)の 前処置では,そ の抑制効果は明らかでなかった。PMAの阻害剤

(staurospo●ne,H‐ 7)で ,PMAの cAMP増加に対する抑制効果が減弱 した。これらの結果から,網膜色素

上皮でPKCは ,cAMP系 を抑制すると考えられた.(日 眼会誌 96:1412-1417,1992)
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Abstract
I investigated stimulation of cyclic adenosine 3' : 5'-monophosphate (cAMP) production by iso-

proterenol and forskolin in cultured chick embryo retinal pigment epithelium. In addition, in order to

study the interaction between signal transduction systems, I studied the effects of phorbol 12-

myristate, 13-acetate (PMA), a protein kinase C (PKC) activator, on isoproterenol- or forskolin-
stimulated cAMP production. After stimulation with 10-'g-10-5M isoproterenol and forskolin, a

marked and concentration-dependent increase in cAMP level was observed. However, addition of 10-r0

-10-sM PMA had no effect on the cAMP level. Preincubation of isoproterenol and forskolin with 100

nM PMA suppressed the increase of cAMP. The suppressive efrect of PMA was stronger on

isoproterenol-stimulated production than on forskolin-stimulated production. 4 alpha-phorbol 12, 13,

didecanoate, a weak activator of PKC, had a weak suppresive effect on cAMP-production stimulated
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by isoproterenol. Both staurosporin and H-7, 1-(5-isoquinolinylsulfonyl)-methylpiperazine, inhibitors
of PKC, decreased the suppression of cAMP production by PMA. It is speculated that in chick retinal
pigment epithelium PKC stimulators, such as PMA, may inhibit the adenylate cyclase pathway. (Acta

Soc Ophthalmol Jpn 96 : 1412-1417, 1992)

Key words: Retinal pigment epithelium, Signal transduction system, Crosstalk,
Adenylate cyclase-cAMP, Protein kinase C

I緒  言

細胞の機能は,外界からの情報によって支配されて

お り,その情報伝達は細胞膜の受容体にホルモンや神

経伝達物質が到達 し,二次伝達物質等を介して行われ

て いる。これ まで細胞 の情報 伝 達 系 には,cyclic

adenosine 3′ :5′―mOnOphOsphate(cAMP)を 二次メッ

センジャーとするアデニレー トシクラーゼ (AC)系 1),

ca2■ 動員やプロテインキナーゼ C(PKC)と 連動する

イノシトール リン脂質代謝回転 (PI)系 2),細胞の増殖

制御や癌化に関与 しているチロシンキナーゼ系
3)が 報

告 されている.ま た,最近これらの情報伝達系間に相

互作用 (ク ロス トーク)4)があることが報告され注目さ

れている。

網膜色素上皮細胞 (RPE)の 情報伝達系として,α l‐

受容体5),β_受容体6)7), ド_パ ミン3),マ ンノース9)10),

種 々の成長因子 11)の報告がある。RPEは貪食能12),遊

走能 1。),能動輸送 14)な どの機能をもつが,こ れらの機能

は情報伝達系によって制御されていると思われる。ま

た,RPEに複数の情報伝達系が存在することから,そ

れぞれの情報伝達系間にクロス トークが存在する可能

性があるのではないかと考えられる。

著者は,RPEの情報伝達系の一部を解明するため

に,培養家鶏胚の RPEでのβ―受容体の刺激ならびに

ACを直接に刺激 した場合の AC―cAMP系 の反応状

況,ま た PI系 の PKCが AC‐cAMP系へ どのような

影響を及ぼすかを検討したので報告する。

II 実験材料および方法

1.化学薬品

培養に使用 した Dulbecco's modined eagle medium

(DMEM)は ,日 水製薬(東京)か ら,牛胎児血清(FBS)

は,GIBCO(USA)か ら入手した。

PKCの 刺激剤 として phorbol 12-myristate,13‐

acetate(PMA),PMAの 類似物質 として 4″phorbol

12,13,didecanoate(4α ‐PDD),PKCの 阻害剤とし

て,ス タ ウ ロ ス ポ リン と H‐ 7,1‐ (5‐ isoquinoline‐

sulfonyl)‐ 2‐methylpiperazine(H‐ 7), ACの 直接の剰」

激剤 として フォルス コ リンを使用 したが,す べ て

Sigma Chemical Co.(USA)か ら入手 した。

2.培養方法

培養 RPEの作成手順は,Eguchiら 15)の 変法でおこ

なった。すなわち,孵化 11日 前後の自色レグホン種家

鶏卵 (Hamburger‐Hamilton分 類,第 35,36期 )の卵

殻を 70%エ タノールで消毒 し,無菌的に家鶏胚を取 り

出し,眼球を摘出した。 リン酸緩衝液(Ca2+,Mg2+不

含)中で,赤道部のやや前方で半切 し,前半部,硝子

体ならびに網膜を含めた視神経索を除去した.残され

た部分を 0.05%EDTAで処理 し,RPE層 を剥離 した。

得られた RPE層は,0.25%ト リプシンでさらに処理

し,単離浮遊細胞液 として回収 した。洗浄のため,遠

沈 (1,000 rpm, 5分 )し た後,上清を捨て,10%FBS
加 MEMで 再び単離浮遊細胞液 とした.60 mmプ ラス

チックシャーレ(Falcon No.3802)に ,こ の単離浮遊

細胞液を RPEが約 3× 105個 になるよ うに分注 し,

37℃ ,5%C02で 培養 した。培養皿は平均 21日 で コン

フルエン トとなった。

3.cAMP測定

初代培養の RPEが コンフルエン トとなった培養皿

(約 4× 106個 )のみを使用した。全ての培養 RPE細胞

は,cAMP phosph6diesterase阻 害 剤 で あ る 3‐

isObutyl‐ 1‐methylxanthin(IBMX)で 15分間前処置

した後に種々の薬剤で刺激した。

RPEの 東」激 |ま, 0.1%dimethyl sulfoxideカロ:MEIM[

に, イソプロテレノール, フォルスコ リン, PNIA,

4‐αPDD,H‐ 7を 溶解 して行った。 リン酸緩衝液 で

RPEを洗浄 し,20%過塩素酸で抽出後,水酸化カリウ

ムで中和 したものを検体とした。cAMP濃度測定は
,

高感度な競合的結合能 (ス クシニル化)によるラジォ

イムノアッセイ (RIA)法 で 2度 行い,ヤ マサ社製

cAMP測定キ ット「ヤマサ」 (YSI‐ 7701)を 使用 した .
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III 結  果

1.イ ンキュベーション時間 とcAMP濃度

10-8Mの イソプロテレノールの刺激では,培養 RPE
の cAMP濃度は約 7分で平衡状態に達 した。100 nM

の PMAで 15分間前処置す ると同条件のイソプロテ
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レノールのみの時よりcAMP産生は抑制されたが,や

はり7分前後で平衡に達した (図 1)。

2.薬剤の刺激濃度とcAMP濃度

10-9～ 10-5Mの イソプロテレノール,フ ォルスコリ

ンまたは,10~10～ 10-5Mの PMAで培養 RPEを 15分

間培養 し,cAMP濃度を測定 した。イソプロテレノー

ル,フ ォルスコリンでは濃度依存性に cAMP濃度が上

昇し, フォルスコリンの cAMP産生能がより高かっ

た.し かし,PMA刺激では cAMP濃度の上昇は認め

られなかった (図 2)。

3.PMAの 前処置とcAMP濃度

培養 RPEを ,100nM PMAで 15分間前処置 した

後,10-9～ 10-5Mの イソプロテレノール,フ ォルスコリ

ンで 15分間培養してそれぞれの cAMP濃度を測定し

た。10-6Mの イソプロテ レノールのみの培養では,

cAMP濃度が 88.0± 25.43 pmo1/ml(平 均値±標準偏

差)であったが,PMAの 前処置で 31.0± 3.61 pmo1/

mlへ有意に減少した(p<0.05).ま た,10-5Mの イソ

プ ロテ レ ノールで は,110.0± 13.54 pmo1/mlか ら

40.33± 5.51 pmo1/mlへ 有 意 の低 下 を示 した (p<

0.05)。 また,PMAは,フ ォルスコリンの cAMP産生

―◆―Forsko‖ n+PMA
‐・‐‐‐Forskoln
-0-ISO+PMA
―‐―ISO
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図 1 培養 RPEでの 10-3Mの イソプロテレノールの

インキュベーション時間とcAMP濃度 (n=3).

cAMP濃度は,PMAの 前処置にかかわらず 7分前

後で平衡に達した。
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図2 培養 RPEでのイソプロテレノール, フォルス

コリン,PMAの刺激濃度とcAMP濃度 (n=3).

横軸は各薬剤の刺激濃度を示す.イ ソプロテレノー

ル,フ ォルスコリンでは濃度依存性にcAMP濃度が

上昇した.

10 10‐

濃 度 (M)

図 3 培養 RPEに おける100 nMの PMAの 前処置

が,イ ソプロテレノール,フ ォルスコリンのcAMP
産生能に及ぼす影響 (n=3)。

横軸は各薬剤の刺激濃度を示す。PMAは ,10-。 ,10-5

Mのインプロテレノールの cAMP産生能を有意に

低下させた。
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図4 培養 RPEにおけるPMA類 似物質ならびに

PKC阻害剤がイツプロテレノールの cAMP産生能

に及ぼす影響 (平均値,n=3).
PMA類似物質の前処置は,イ ソプロテレノールの

cAMP産生能を有意に低下させなかった。PKC阻

害剤で,PMAの cAMP産生抑制作用が有意でなく

なった。

能に抑制効果を示 したが,有意差はなかった (図 3).

4.PMA類 似物質,PKC阻害剤 とcAMP濃度

培養 RPEを,PMA類 似物質(100 nMの 4α‐PDD)

で 15分間前処置 した後,10~9M～ 10-5Mの イソプロテ

レノールで 15分間培養してcAMP濃度を測定した.

PMAが イソプ ロテ レノールの cAMP産 生を有意に

抑制 したのに比 べ,4α‐PDDの 前 処置 は,有 意の

cAMP産生抑制作用を示さなかった (図 4).

つぎに培養 RPEを ,PKC阻害剤 (5× 10-5Mの H‐

7, または 10~9Mの スタウロスポリン)で 15分間前処

置 し,等量の 200 nMの PMAを加え 15分間培養した

後,10-9～ 10-5Mの イソプロテレノールで 15分間培養

して cAMP濃度を測定した。各 PKC阻害剤で前処置

すると,PKCの イ ソプロテレノールによるcAMP産
生抑制作用は,有意差を示さなかった (図 4).

IV 考  按

RPEの AC系は,人胎児の培養 RPEの反応を Uss‐

ing chamberを 用いて測定したもの6)ゃ ,家鶏胚の培

養 RPE細胞を RIA法で測定 したもの7)が報告されて
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いる。今回著者は,β‐刺激剤ならびに ACの直接の刺

激剤で培養細胞を刺激し,高感度なスクシニル化を利

用 した RIA法で家鶏胚の培養 RPEに AC‐cAMP系
が存在することを確認した。

これまで情報伝達系間に,チ ロシンキナーゼ系
16),

PKC系17),cAMP系 18)19)の
間のクロス トークが知 られ

ている.PKC系 の AC‐cAMP系 へのクロス トークは

非常に多彩なことが報告されている.マ ウスのマクロ

ファージ(J774 cens)20),ラ ットの褐色細胞腫 (PC 12

cells)21),ラ ットの松果体細胞
22), ヒ トの リンパ腫細

胞23)で は,PKCが AC‐cAMP系 を促進 させると報告

されている。機能的にもPKCが ′ヽ ムスタ_24)ゃ ヒ

ト25)の
精子のアクロゾーム反応や血小板凝集能26)を

,

クロス トークを介して促進させると考えられている.

一方,ラ ットの細網細胞
27),七

面鳥の赤血球28),ラ ット

の膠細胞腫 (C6 cells)20,マ ウスの表皮細胞30)で は

PKCは,cAMP系 に抑制的に働 く。

今回は,培養 RPEに おける PKC系 の AC‐cAMP
系へのクロス トークを検討 した。培養 RPEに おいて

は,PKC刺 激剤 の PMAが イ ソプ ロテ レノール の

cAMP産生能を有意に低下させた。 しかし,PMAの
類似物質は,有意に低下させなかった。また,PKCの
阻害剤の前処置で,PMAの cAMP産 生抑制作用は有

意差を示さなかった。これらからPMAの AC‐cAMP
抑制作用は PKCを 介したもので,PKCは AC‐cAMP
系を抑制すると思われた。

PKCは,タ ンパク質中のセ リン,ス レオニン残基を

リン酸化する酵素31)で あるが,同 時に PI系の情報伝達

を調節する蛋自質問の共役を阻害する32)か, これらの

蛋白質を リン酸化鋤し,脱感作を行 うと考えられてい

る。培養 RPEにおけるPKCの抑制作用も,PI系の脱

感作 と同じくAC―cAMP系の一部を リン酸化するか
,

共役を阻害している可能性がある。

PMAで β‐受容体刺激による cAMP産 生能が有意

に低下したため,PKCが細胞膜の情報伝達系を構成 し

ている受容体,G蛋 白,ACの いずれかの リン酸化を

行ったか,ま たはそれぞれの共役阻害を行ったと考え

られる。ACの直接刺激によるcAMP産生能は,PMA
で変化しなかった とはいえず,PKCの 作用部位 とし

て,ACの リン酸化 も考えられる.し かし,G蛋 白とAC
の共役がはずれるとACの フォルスコリン結合部位が

減少すること34)35)が報告 されてお り,PKCが G蛋白

とACの共役を阻害 し,β‐受容体刺激ならびにACの

直接刺激によるcAMP産生能を低下 させた可能性 も

（一Ｅ
ヽ
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Ｅ
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Ｌ
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く
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9 1 8 1
10‐

6  10-5
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ある。いずれにしても,PKCが AC‐ cAMP系 の どの部

分に作用 し,抑制効果が出現 しているのかは証明で き

ていない。

近年,細胞の情報伝達系について多 くの経路,相互

作用が新たに発見 され,混沌 としてきた。 しか し,細
胞膜の情報伝達系ならびにクロス トークを解明す るこ

とは,生体 の調節機序を知 る うえできわめて重要 な課

題であ り, さらに研究が必要 と思われる。

稿を終えるにあたり,ご校閲頂いた調枝寛治教授に深謝

申し上げます。また,終始ご指導頂きました三嶋 弘助教授

ならびにご助言頂いた薬学科の石橋貞彦教授,黒川知則講

師に御礼申し上げます.なお,本論文の要旨は第 95回 日本

眼科学会総会で発表した.
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