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 目的

 フォルボールエステル（phorbol myristate acetate

以下PMAと略）はプロテインキナーーゼCを受容体と

する発癌物質である．本研究はPMAのインスリン作

用やインスリン受容体燐酸化への影響を検討し，イン

スリン受容体とプロテインキナーゼCおよびその他

のキナーゼとの関係を知るとともに，インスリン作用

における受容体燐酸化の意義を明らかにすることを目

的とした．

 実験材料

 全ての実験にラットReuber肝癌細胞の一種である

Fao細胞を使用した．

 方法

 1）1251インスリン受容体結合：培養液に種々の濃

度の無標識インスリンと1251インスリンを加え，細胞

に結合した放射活性を測定した．

 2）グリコーゲン合成酵素，およびチロシンアミノト

ランスフェラーゼ（TyrATase）活性の測定：インスリ

ンあるいはPMAで刺激後，細胞を集め，破砕，遠心

し，その上清中の各酵素活性を測定した．

 3）インスリン受容体の燐酸化：細胞を32Pオルト

燐酸にて標識し，インスリンあるいはPMAで刺激後，

可溶化し，超遠心した．上清をレクチンカラムにかけ，

溶出した糖蛋白から，インスリン受容体抗体によって

免疫沈降した32P標識蛋白をゲル電気泳動によって分

別し，X線フィルムに感光させ蛋白を同定した．その

後，ゲルより分子量95Kのインスリン受容体を切り取

り，その切片をトリプシγ処理後，2次元ペプチドマッ

ピングを行ない，さらに塩酸を加え，110℃にて加水分

解後，ホスホアミノ酸を同定した．

 結果

 Fao細胞においては，1）PMAはインスリンとイン

スリン受容体との結合に影響しなかった．2）PMAは

インスリンによって刺激されるグリコーゲン合成酵

素，およびTyrATase活性を抑制した．3）PMAはイ

ンスリン受容体の主にセリン残基の燐酸化を促進した

が，インスリンにより誘発されるチロシン残基の燐酸

化を抑制した．PMAはインスリン受容体に対し，イン

スリンによる燐酸化部位と異なった部位の燐酸化を促

すことが判明した。

 考察と結論

 PMAはプロテインキナーゼCの活性化物質である

ため，プロテインキナーゼCがインスリンの作用，イ

ンスリン受容体燐酸化に関与することが推察された．

しかし，このプロテインキナーゼCのインスリン受容

体に対する関与が直接作用か間接作用かは，断定でき

なかった．また，PMAによりインスリン作用が阻害さ

れ，且つ，インスリン受容体のチロシン残基の燐酸化

が阻害されたことより，細胞レベルにおけるインスリ

ンの生物学的作用発現の一歩として，チロシン残基に
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おける受容体燐酸化が重要である可能性が示唆され た．

論 文 審 査 の 要 旨

本論文はインスリンの作用発現に際して起こるインスリン受容体燐酸化機構の一端を明らかにした

ものであって，学術上価値あるものと認める．
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