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は　　し　　が　　き

　本報告書は平成9・10年度の2年間にわたる科学研究費補助金（基盤研

究C）『ウズラ卵黄膜の精子レセプターの同定および生合成機構について』

の研究成果をまとめたものである。

　鳥類の卵黄膜は、哺乳類の透明帯と相同の膜であり、精子レセプターとし

ての機能を備えているが、これに関する研究は今まで皆無であった。本研究

代表者は、卵黄膜の分子量33000の糖タンパク（33kタンパクと命名した

が後にZPCと改名）が精子レセプターの本体であることをつきとめ、科学研

究費補助金によって研究を推進し、これが卵胞穎粒膜細胞で合成分泌されて

いることを発見した。

　本報告書はその研究内容をまとめたものであるが、第1章では穎粒膜細胞

の増殖にMAPキナーゼが深く関与していること、そして第2章では33kタ

ンパクの生合成にタンパクキナーゼCが関与していることを中心とした。

これが我々のあとに続く研究者にとって参考になれば幸いである．
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Chapter　1

認懸E警吾N顎G言麗霊鑑弦蛋ST彊王ERR器9躍認丁織P主N
THE　CULTURED　GRANULOSA　CELLS　OF　THE　JAPANESEΩUA工L

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工NTRODUC苦ION

　　　　工ncomparison甘ith　thaヒof　ot：her　species，　granulosa　cells　of　avian
follicies　are　unique　in　that　the　homo亨eneous　cells　can　be　isolated　as
a　sheet　of　monolayer・　　The　number　of　granuloga　cells　increa自es　about
5－fold　during　the　rapid　growth　phase　of　follic］．es　（1）．　　The　granulosa
cel］．s　also　produce　perivitelline　membrane　glycoprotein8　（2），　one　of
which　is　5uggested　to　be　theロandidate　of　spem　receptor　in　quail　oocyte
（3）．　　工naddition，　when　the　follicle　becomes七he　largest，　the　qranuloga
cells　diCferentiate　to　produce　progesterone　in　response　to　iuteini2ing
homone（LH｝（4）・
　　　　工tis　well　known　that　the　function　of　granulosa　cells　is　regulated
not　only　by　clas8ical　endocrine　factors　sueh　as　pitui七ary　gonadotropins，
bu七　al日o　under　autocエine　and　paracrine　controls　by　various　gr◎w七h
factors｛5）．　　Gr◎wth　factor　is　thought　to　mediate　i七s　mitogenie　effect8
in　cells　through　a　compiex　signal　transduction　pathwayt　including　the
rapid　phosphoryla七ion　of　mitogen－activated　protein　｛MAP｝kinaset　also
termed　extraeellular　8ignal－regulated　pro七ein　kinase　（ERK｝　（6）・
　　　　工n　order七〇白tudy七he　involvement　of　NLAP　kinase　in　proliferation
of　the　granulosa　cells　in　avian　species，　we　have　examined七he　presence
of　MAP　kinase　in　quaiZ　granulo日a　ce118　and　have　studied七he　in－vitro
effects　of　various　hormones　and　gro旬th　factors　on　the　activated自七ate
of　the　kinase．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M且田ER工瓦L8　瓦田D　H宮菅麗OD8

　　’　　　　．　　Female　Japanese　quail　were　ob七ained　from　Tokai　Kigyo
（Toyo　ashi，　Japan｝　at　6　weekB　of　age．　　They　were　individually　caged
under　a　14］□：10D　lighting　sehedule　and　provided　water　and　a　commercia1
　　　　　　　　　■　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

diet一田．　●　　e　　8　　　Medium　199　with　Earle’ssalts｛M199）tDulbecco’smodified
Eag　e　rned　ium　，　fe七al　calf　serum　（FCS｝were　purcha自ed　from　G工BCO｛Grand
工81and，　rgY　）．　　Ovine　follicie　stimulating　horrnone　｛FSHl　N工DDK－oFSH－
17｝　and　ovine　LH　｛N工DDK－oLH－25｝　were　generous　gif七9　from」National
Hormone　and　P　ituitary　Prograsn　（Balt　irnore　，　HD）．　　Recombinan七　human
trans　forrning　growヒh　factorα　（TGFα｝was　obtained　fエom　Bachem（Torrance　t
CA｝，　and　recombinant　human　insulin－like　gro旬七h　fac七〇r　I　and工工　｛工GF－I
and　工GF一工工）　甘ere　obtained　from　Genzyme　（Cambridge，　MA）．　　Mouse
epidermal　growth　factoエ　｛EGF）was　purcha8ed　from　Sigma　Chemical　Co・
（St．　Loui5，　MO）．　　Genis七ein　was　obtained　from　Wako　chemica1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（08aka，

　　　　　　．　　Mouse　an七i－pan－ERK　antibody，　generated　again3七　a　16　kDaJapan）
fragment　of　rat　ERK　was　obtained　from　Transduc　t　ion　Laborateries
｛Lexington，　KY｝．　　Enhanced　chemiluminescence　（ECL）　reagents　were
purcha日ed　from　Amersham（A工］．ington　Heights’：［L｝・　　All　other　reagents
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MO）・were　of　analytical　grade　frorn　Sigma　Chemical　Co・　｛St・　工」ouls　f
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　8　　　Approximately　8－10　hr　before　七he

expe己七e　t皿e。f。vulati。n，　quail　at　15－30　weeks。f　age　were　killed
by　cervical　dislocation．　　Three　large5t　follicies　wer宇　removed　and
placed　in　O．9亀　NaCl　solu・ヒion．　　Granulosa　layeエs　were　王801ated　frem
　　　　　　　　　　　　　a已cording　to　the　procedure　described　prevエously　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（4｝・
the己a　layer8
Granulo8a　layer自　obtained　fr◎m　at　leagt　three　qUail　were　p◎eled　and
incuba七ed　for　10　min　a七　37　C　with　500　U／mユ巴ollagenase　｛Type　工；Sipma
Chemical　Co．，St．　L◎uis，　MO）　in　Hanks’baXanced　salt　solution　（Hank9’
　　　　．　　Dispersed　cells　were甘a8hed　three　time8　with　Hank自’　BSS　b］［BSS）
repea七ed　己entrifugation　at　80　x　9！for　3　m」in　and　finally　suspended⊥n
M199　containing　10亀　FCS，　25　mM　　　HEPES　and　antibioties　｛100　U／m1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－5－一



penicillin　and　75　U！ml　streptomycin）．　　Cell　numbers　were　counted　by
hernatocytometer　and　cell　viabili七y，　determined　by　the　trypan　blue　dye
exclusion　tes七，　甘as　grea七er　七．han　95亀．　　The　granulo日a　celis　were
inoculated　in　24－wellculture　plates　at　a　concentration　of　l　x　IOs　viable

：：島監tt蒜’5｛：㌶ea霊1まtn恕蒜己：㌶認n雷3：】f；喋霊ce、、．

per　well　for　the　immunodetection　of　bEAP　kinage．　　The　cells　were　eultured
in　a　humidified　atmo5phere　of　5篭CO2　and　951　air　at　41　C．　　After七he
initial　plating　peri◎d　◎f　6　hr，　七he　medium　wa8　chanqed　to　M199
supplemen七ed甘ith　sS　FCS，25　mH　HEPES　and　an七ibiotic8，　with　or　without
various　hormones，　grow七h　fac七〇rs　or　inhibitor．　　To　exarnine　the　effec七8
0n　cell　proliferation’　the　cultured　granuiosa　celZs　were　de七ached　by
adding　trypsin－EDTA　and　their　number　wa8　己ounted　by　helnat◎己ytometer．
We　　●　　　　　　　　　　　　　七　’　　　　　　In◎rder　to　de七ect　the　immunoreac七ive　MAP

kエnase，七he　cu　ture　medium　was　removed　and　1ヒhe　ce11日were七rea七ed　with
ice－cold　lysis　buffer　（10　mM　Tris－HCl　pH　7．4，　150　mb　NaC1，　1Z　Tri七〇n
X－100，0・5t　Nonide七P－40，　1　mM　EDCPA，　1　mM　EGTA，0．2mM　s◎diu皿vanadate，

0．2　mM　phenylmethane　日ulphonyl　fluoride）　with　constant　agitation　at
4　C．　　工nsoluble　rnaterials　were　precipita七ed　by　centrifugation　at
25，000　xgfor　15　min．　　The　supernatant8　were　ser●ed　a日　total　ee11
1ysates　and　stored　at－80　C　until　electrophoresis・　　Thawed　cell　lysates
were　8ubjected　to　elec七rophoresis　on　a　12亀　SDS－p◎1yacrylamide　gel
electrophoヱLesis　（SDS…PAGE｝and　the　separated　pro七ein　was　tran8ferエed
onto　nitrocellulose　membrane・　　Western　immunoblotting　was　performed
u自ing　an七i－pan－ERK　antib◎dy　（final　dilution，　1；2000｝，　and　the　blot8
were　visuali2ed　uging　ECL　reagents・　　Multiple　expo8ure　time8　｛1　to　10
min）was　performed　to　obtain七he　maximum　vi呂ualiza七ion　of　HAP　kina8e．

＿　　　For　determination　of　【ヨH］thymidine
エncorp◎ratエon　to　七he　cells，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　七he　medium　wa自　エ㎝oved，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　cells　甘ere

｝：職鑑恕『隠品鵠蒜遼瓢1跳漂艦：inl．1：6：，r器｝．
After　O．5－2　hr　of　incubation，　ce118　旬ere　fixed　with　methanol　for　10
min　and　air　dried．　　After　washing　with　two已hange　of　Hanks’BSS，『ヒhe
cells　were　七reated　with　ice－cold　lO亀　trichloroace七ic　acid　and
801ubilized　wi七h　ll　SDS　in　O．3N　NaOH．　　The　radioactivi七y　in　the　p◎rtion
of　cell　ly8ates　甘as　coun七ed　by　a　liqUid　gcintilla七ion　counter．
　　　　　　　　　　　　G　　　　　AIl　experiment皐in　thi8自tudy　were　repeated　at　least

t甘エce，　a血d　the　　at：a　were　expressed　as　means　±　S．D．　and　subjected　to
AbgoVA｛7）・　　The　mean8　were　8epara七ed　by’Duncan’8皿ultiple　range　te8t8．
Ali　statements　of　8ignificance　were　ba8ed　on　a　probability　level　of
＜0．05．

C o　　c o
RE8UL田S
　　　．　　工n　order　tO　evalua七e　the　effect

o　　varioug　hormones　and　gr◎wt　　　actor皐　on　cell　prolifera七ion，　quail
granulosa　cells　i801ated　from七he　three　larqest　follic：Les　were　cultured
for　66　hr　with　TGFα　（10　ng／m1）t　EGF　（10　ng／m1），　FSH　（100　ng！m1｝，　LH
｛100ng／m1）r工GF一工　｛10　ng／mユ｝，　工GF一エ1　〔10　ng！ml｝，　progesterone　（1　μ
9／m1｝，estradi。1－17β｛1μ9／m工）。エte日t。ster。ne　（1　“9／rn1　）．　As　shown

in　Figure　1，0nly　TGFα　had　the　pエominent　effect　on　increase　in　number
of　七he　granulosa　cells．　　No皐ignifiean七effe巴ヒs　were　observed　in　the
culture　with　other　hormones　or　gr◎旬th　factors．
　　　　Next，　we　rneasured　the　【3H］thymidine　incorp◎ra七ion　to　the　granulo8a
cells　eultured　for　42　hr　with　TGFα　｛10　ng／m1｝，EGF　｛10　ng／m1），FSH（100
ng！mユ）　or　LH　｛100　ng／m1｝．　　As　自h◎wn　in　Figure　2，　［3H］thWnidine

incorperation　was　more　than　20－fold　high　in　the　granulesa　cells　cultured
with　TGFα　compared　with　the　contro1，　while　other　hormones　and　growt　h
factorg　had　no　effect．　　The　tirne－course　study　of　【3H】七hymidine
incorporation　to　the　cells　旬as　a180　examined　after　42　hr　of　eulture
with　or甘ithout　TGFα．　　　　　　　　［’H］Thymidine　incorpora七ion　in七he
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effec七〇f　varエous　hor：nones　and　growth　actors　on　MAP　kinase　in　qranulosa
celis，　we　performed　the　Western　immunoblotting　analysis　using
antエーpan－ERK　antibody．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　The　lysates　of　quail　granulosa　cells　were

sh㎝to　contain　i㎜unodete己七able　protein　with　42　kDa　suggesting　tha七
七he　presence　of　MAP　kinase　｛Fiqure　4；Lane　CONT）．　　By　the　stimulation
of　the　cells　with　TGFα　for　10　rnin，　a　retarded　mobility　of　MAP　kinase
in　the　gel　of　SDS－PAGE　was　obseエved　by　close　inspection　of七he　gel（Figure
4：Lane　TGFα｝・　Other　hormones，　such　as　EGF，　FSH　or　LH　did　not　affect
七he　mobility　shift　in　the　qe1．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

　　　　To　：Lnvestエgate　the　do8e　response　of　TGFα　on　the　mobili七y　shift　of
七he　immunodete己七able］MAP　kinase，　the　granulosa　cells　were　s七imulated
with　various　己oncentration　of　TGFα　for　10　min．　　Resul七　in　Figure　5
indi己ates　that　as　low　as　l　ng／ml　TGFα　can　cau日e　the　mobility呂hif七〇f
MAP　kinase　｛Figure　5；1、ane　1．O　ng／ml），and　this　became　more　pronounced
by　the　s七imulation　wi七h　10　ng／ml　of　TGFα　（Figure　5；Lane　10　ng／m1）．
We　al50　studied　the　time－course　response　of　TGFα　treatment　on　MAP　kinase．
The　ly日ates　prepared　from　the　granulosa　cells　treated　with　10　ng／rnl
of　TGPα　for　1，2．5，　5，　10　and　30　min　were　probed　u●inq　anti－pan－ERK
antibody（Figure　6｝．　　The　1－min　of　exp◎sure　to　TGFα　caused　an　apparent
rnobility　shift　of　MAP　kinase　in　the　gel，　and　it　continued　to　be　observed
until　30min　of　in」cubation　without　no　change　of　relative　rnob“ity　shift．

一工n　the　next　set。f　experiment自’we　examined
the　effect　of　genエsteエnt　a　poten七　inhibitor　of　tyrosine　kina8e　（8｝，
on　rヒhe　［3H］thymidine　incorp◎ration　and　the　mobility　shif七〇f　the　MAP
kinase　on　七he　ge1．　　Result日　呂h（㎜　in　Figure　7　demonstrates　tha七TGF
α一・stimulated　［3H］thymidine　incorporation　was　ロompletely　abolished　by
the　addition　of　genistein，　and　this　inhibi七〇r　also　blocked七he　re七arded
mobility　of　the　甑P　kinase　on　七he　gel　induced　by七he　addition　of　TGF
α（Figure　8）．

cells　cultured　without　TGFα　曾as　lσw　throughout　2　hr　of　incubation，　while

蒜eci雛認蕊e謡㍗：二隠’＝霊蒜詰’nc°rP°「ated
e　de　M。b’1七　fMP’　eb　　　　T。　investigatethe
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Figure　legend8

Fiqure　1．　Effects。f　vari。us　h。m。nes　and　gr。wth　fact。r5。n　qranu1。sa

The己e115　were　then　cultured　for　a　further　66　hr　in　Medium　199　conta⊥nエng

hemat。cyt。meter．　Values　are　mean5±S・D・。f　six　independent

ぽe言：．’n灘＝：呈9芸aき臨：：㌔ε：／9）f：三：；認a鵠鵠i鵠号

㌶鑑tま㌶t麟汀ac；芸茎罐＝漂㌃濃講i謡工㌶
。f　single　exper麺ent．　Similar　result呂were・b七ained　fr。m　th？rppeated
experimen七s，　in　which　the　rai。activitie呂。f　inc。rp。rated・thy「”エdme　we「e

lower七han　this　experiment・

離三3・Gr謡㌶s㌦と霊霊霊雲゜聡誌謡譜鴛慧
aconロentra七ion　of　l　x　105　viable　cells　per　well　in　Medium　199　containing

：盟：X）f：：S㌶躍場e宝鵠芸臨f；；96c蒜Lai轟冨1閲「：よh認

　　　　　■

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EGF（10foエ6　hr．　　The　ce118甘ere七hen　treated　with　TGFα　（10　ng／ml），

籠il鷲㌶i罐艦＝：a二漂：、；：．th三h．

1蹴監：’蒜：e4｝「e顎蓋設1：h：9農、T量㌶ご㌶s睾ゴ㌫ed
to　SDS＿PAGE　and七he　bands　were　detected　by　Western　immunoblo七七工ng　usエng

l竃罐羅羅蔑隠霊aαCよ鑑一：＝㌶灘㌶
：：隠r㌶躍鑑評㍑』鵠認職L・監ξ認s18㌶：c麗
七〇SDS－PAGE　and七he　bands　were　detected　by　Western　i㎜unoblot七エnq　u日1ng
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；榴．FC認㌶5鵠゜認認、919．：：ノ里：1ぷ：言「w匡：：’三き三；nぷ゜°μ

認蟷r麟n：eξ㌫e慧「inよ蕊鑑’盟m：三霊工a職＆七霊e蒜灘
S．D．。f七riplica七ed甘ell　of　single　exper㎞ent・Similarエesults　were
obtained　from　七he　repea七ed　experimen七8・

鵠ft㌫ed鑑壬。霊霊當e’彊鑑ご鑑蕊漂e麗d慧：
Inin　with　media　alone（CONT｝or　10　ng／ml　TGPα　in　the　presence　or　ab自enoe
of　100μ9／ml　geni日七ein｛GEN｝．　After七reatmen七’apor七ion　of　the　eell
lysate8　was　subjec七ed・t。　SDS－PAGE　and　the　band8　were　de七ec七ed　by　Westem

irnmunoblotting　using　anti－pan－ERK　an七ibody・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D工SCUS8工ON

　　　　The　present　s七udy　provides　the　first　evidence　of　an　involvemen七
〇fMIU）kinase　in七he　requlation　of　cell　proliferation　by　TGFα　in　qUail
granUIOSa　CellS・
　　　　　　　　　　　　工t　エs　report『ld　that　several　gro甘th　factors　such　as　EGF　and　TGF
α　have　a　potent　mエtogenic　effect　on　ma㎜alian　and　avian　granulosaeells
　　　　　　　・　　工nthese　species，　ovarian　theca　and　granulosa　cells　produce（9，10）

　　　　　　　　　　　　（11’　Z2｝・　　Moreover，　Onagbesan皇主＿且ユ．　（12）　detected　theEGF　or　TGFα
EGF　receptor　（EGF－R）　in　chicken　granulosa　cells　by　the
i㎜unohistochemical　analysis　using　Polyclonal　antibody　against　EGF－R，
and　showed　that　the　cellsobtained　from　small　follicles　tended　to　exhibit
　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コmore　エntense　日taエning　than　those　frorn　mature　follicles．　　Taken
together，　it　is　suggested七hat　EGF　or　TGFα　might　control　the　granulosa
cell　proliferation　durinq　follicular　growth　in　paracrine　or　au七〇crine

maImer．
　　　　工nour　resu1七s　presen七ed　in　Figures　l　and　2，　TGFα5timulated七he
granulosa　cell　proliferation，　while　EGF　failed　to　exert　its　mitoqenic
action．　　EGF　and　TGFα　are　structurally－　and　functionally－related
growth　factors　（13｝　and　both　are　believed　to　bind　to　EGF－R　（14）．
However．　the　binding　affini・ヒy　of　these　growヒh　factor3　to　EGF－R　is
differen七．　　For　ex　arnple　，　mou自e　EGF　bound七〇chicken　EGF－R，　expres日ed
in　N工H－3T3　cells，with　approximately　100　fold目1㎝er　affinity　than　that
of　hu皿tan　TGFα　｛15｝・　　In　chi已ken　granuiosa　cells．　human　TGFα　b◎und　to
EGF－R　with　300　time8　higher　affinity　than　human　EGF　｛16）．　　Although
there　is　no　informa’ヒion　concerning　the　ligand　3pecifiei七y　of　qUailEGF－R，
the　effe巴ヒiveness　of　TGFα　on　cell　division　demons七ra七ed　in七he　pre自ent
study　could　be　a七tributed　to　its　higher　binding　affinity　to　EGF－R　than
EGF　i七8elf．
　　　　The　precige　signal七ransdu己七ion　cascade　on　cell　prolifera七ion　and
the　participation　of　1！LIU，　kinage　to　this　proce日9　is　not　weli　under8tood
in　avian　granulosa　cell8．　　工n　mammalian日ystem，　it　is　wideiy　a己cepted
that　the　ligand　bindinq　to　the　EGF－R　leads　to　autophosphoryZation　of
i七自elfr　and　it　activates　Ras，　a　small　GTP－binding　protein　｛17｝．
Activated　Ras　is　then　able　to　as書㏄ia七e　wi七h　and　activa七e　Raf－1　｛18｝，
amember　of　M瓦P　kinaεe　kinase　kinase8七hat　a口tiva七e　lm　P　kina8e　kinases，
a1日o　referred　to　as　ME　Ks　（19）．　　Activated　MEKs　are　able　to　activaセe
㎜kina自e　by　phosphorylating　bo七h　threonine　and　tyrosine　re8idue8（20）・
The　activation　of　HAP　kinase　oceurs甘ithin　a　few　minute80f　stimula七ion
by　grσWヒh　factor　in　porcine　granu］．osa　cells　（21）　and　dog　thyroid
epithelial　cells｛22｝．　　Fur七herlnore，　a　direct　reiationship　bet甘een】MAP
kinase　activation　and　cell　proliferation　wa日　suggested　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（6｝・

　　　　Kee1皇皇』L1．　｛21｝自hσwed　that　porcine　granulosa　cell8　con七ain　severa1
甑P　kina8e　isoforms　l　ERK　1　（44　kDa），ERK　2　（42　1Ct）a）　and　two　kind呂of
MAP　kinase－related　protein5　（54　kDa　and　87　kDa｝．　　EGF　8七imuli　cau日ed
a　retarded　mobi］．　ity　of　ERK　2　in　the　gel　of　SDS－PAGE，　whereas　？theエ

indicated七hat　the　cell日eontain　42　kDa　protein（Fエqure　43　Lane　COIgT）’
and七he　treatment　of　the　cells　wi七h　TGFα　工esul七ed　in　a　mobility　shift

誌鑑艦rle1鑑：P：：：9：t：a圭諸罐a鑑㌫圭蒜’；：彊e
granul。9a　ce118　was　ph。8ph・rylated　and　activated　by　the　st皿ulatエ゜n
of　「rGFα．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　．

農鶯鶯§議麟監竃鱗綴ミ竃欝巴e主R・
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蒜認tl認i㌶h：．：鵠t茎G離f謡u㍑e』’禺昌t晶i㍗c七ed’
incorporation　but　a150七he　mobili七y　shift　of　MAP　kinase　｛Figure97and
8）．　　These　da七a　indi己ated　’ヒhat　TGFα　promo七es　granulo8a　cell
proliferation　via　signai　transduction　cascade　involved　wi七h　tyrosine
kinase　activation　io己ated　up8tream　of　】甑P　kina8e．
　　　　工n　contrast，　Das皇t－il，1．　｛25）　エeported　tha七FSH　s七imula七ion　leadg
to　ac七iva七ion　of　both　ERK　l　and　2　in　immature　rat　granuloga　ceZls　via
cyclic　MP　and　protein　kinase　A　dependent　pathway．　　Cameron皇L且よ．（？6｝
using　Porcine　granulosa　cells　demonstra’ヒed　tha七not　only　gonadotroP工亨8
but　also　cyclic　AMP　increase　enzyrne　activities　of　ERK　l　and　ERK　2　エn
nuclea工　frac七iong　in　a　different　manner　from七hat　of　EGF　stirnulati◎n・
工n　our　results，　FSH　and　LH　had　no　effect　on　MAP　kinage　ac七iva七ion
5uggestinq七hat　there　are　no　IYLAP　kinases，　which　are　activa七ed　by　the『陀
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　Yett　ano七her　p◎s8ibili七y　Isgonado七ropins　in　qUail　granulosa　cells
tha七there　i80七her㎜kinases　t　which　can　not　be　detected　by　the　antib◎dy
raised　again自t　ma㎜alian　an七igen・
　　　　工n　conclusion，　our　results　ロompri8e　七he　fir8t　report　tha七qUail
granulo8a　ce：L18　c◎ntain】阻P　kina白e，　and　it　wa日　imediate：Ly　activa七ed

by　TGFα　日timulation．
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Chaptex　2

FOLLICLE－ST工MULAT工NG　HORMONE　ENHANCED　PRODUCT工ON
OF　33－KDA　PROTE工N　OF　工NNER　LAYER　OF　V工TE］口L工NE
MEMBRANE　BY　QUA工L　GRANULOSA　CELLS
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　工NTRODUCT工ON

　　　　Mature　ooeytes　of　vertebrates　are　surrounded　by　extracellular
matrix　generally七ermed七he　egg　envelope，　though　the　different　narnes
were　adopted　in　different　classes　E　1］．　　For　most　rnairunalian　species，
egg　envelope　called　zona　pe1ユucida　（ZP｝comprises　three　glyeoproteins；
ZPA，　ZPB　and　ZPC　［2］．　　These　components　are　synthesized　and　secreted
to　form　the　ZP　during　the　process　of　oocy七e　grow七h．　　There　is　ciear
evidence　showing　that　all　the　ZP　91ycoprotein自in　mouse　are　synthesized
by　the　o◎cy七es　i七self　［3］旬hereas　the　granulosa　ce：Lls　in　the　follicles
also　participate　in　the　forrnation　of　the　ZP　in　rabbit　［4］．　　While　the
vitelline　membrane，　one　of・ヒhe　egg　envelope　of　amphibia，　is　eviden七1y
synthesized　in七he　oocytes［5】，aglycopro・ヒein　componen七〇f　the　chorion，
teleos七egg　envelope，　is　produced　in　the　liver　and　transported　to　the
ovary　by　the　blood　circuZationt　like　vitellogenin　［6】．
　　　　The　avian　o㏄yte日　are　surrounded　by　・ヒhe　日everal　layers　of　egg
enveZope，　caiユed　vitelline　membrane，　albumen，　shell　membrane　and
eggshel1．　　The　vitelline　membrane　consists　of・ヒhree　layer自，七he　inner
and　outer　layers　with　the　continuous　membrane　in　between［7］．　　The　outer
layer，　which　is　composed　of　a　varying　number　of　sub－1ayers　of　a
Zatticework　of　fine　fibrils，　is　forrRed　in　the　infundibulum　part　of　the
oviduc七　［8エ．　　The　continuous　membrane，　which　is　a　thin　granular
membrane，　ig　probably　forrned　in　the　infundibulum　because　the　oocyte
is　5urrounded　only　by　the　inner　layer　at　the　七ime　of　ovulation　E　81．
The　imer　layer　is　a　three－di皿ensiona1　network　of　fibers　and　i自obgerved
between　the　granulosa　cells　and　the　o◎cy七e　in　follicles　before　ovulation
［9］．　　丁悼o　gly己oproteins　were　identified　a3　components　of　the　inner
layer　in　avian　oocy七es　7　33－　and　175－kDa　glycoproteins　in　qUail　［10］
and　32－and　183－kDa　glycoproteins　in　hen［11］．　　The　presence　of　33－kDa
giycoprotein　was　demonstrated　in　quail　granulosa　cells　［121，and　mRNA
for　32－kDa　giycoprotein　was　detected　in　chiロken　granulosa　cel18　【13］，
indicatinq　that二the　inner　layer　of　avian　vitelline　mernbrane　is
oriqinated　in　the　口ranulosa　已elZs　of　preovulatory　follicles・
　　　　The　cDNA　encoding　for　32－kDa　protein　in　hen　wa日　cloned　（D89097’
Takeuchi　Y．　et　a1．｝and　a　high　degree　of　hom◎10gy　of　nuc：Leotide　8equence
and　primary　polypep七ide　structure　with　marnma1　i　an　t　amphibian　and　fish
ZPC　homologues　was　p◎inted　out［13】・　　Although　a　cormon　ancestor　would
be　sugges七ed　for　ZPC　hom◎10gue日　of　various　species，　expre呂sion　of　ZPC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　While七he　　　　　　　　to　be　regula七ed　differently　in　different　tissue．appea「s
regularヒion　of　mammalian　ZP　produc七ion　in　oocytes　has　not』ρn　8tudied，
gene　expression　of　fi8h　ZP　homologue　in　l　iver　旬as　clarif：Led　to　be
regulated　by　estrogen日　［6，　14，　151・　　Moreover’d◎wn－regulation　of　ZP
homologue　by　human　chorionic　gonadotropin　and　11－ke七〇七estosterone　was
rep◎rted　in　the　testes　of　Japanese　ee1　［16】・
　　　　The　aim　of　present　自tudy　was　conducted七〇evalua七e七he　hormonal
regulati。n　in　pr。ducti斑。f　inner　layer。f　vitelline　m㎝brane　by
granulosa　cel15　in　Japanese　quai1．　　We　inve日tigated　in－vi七ro　effects
of　various　horrnones，　growヒh　factors　and　protein　kinase　inhibitors　on
33－kDa　protein　production　during　culture．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H瓦口麗R工且L5　互目D　M窩宝HOD8

甘ater　and　a　comercial　quail　diet　　　adユibi亡um．　　AlmoB七all　bエrd日laエd
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　eggs　regularly　at　the　same　time　（between　1600　and　1800｝　every　day．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Medium　199　with　Earle’s　salts　｛M199），

　Dulbeeco’srn：Lnzmum　essentエai　medium．（D－］）CEM｝’leucine－free　D・－MEM，　fetal

calf　semm（FCS）　and　formaiin－fixed　Staphyユ。eoccus　aureus　C。wan　r
　（工mmunoprecipirヒin｝were　purcha白ed　from　G工BCO－BRL　（Grand工sland，　NY）．
Ovine　FSH（MDDK－。FSH－17）and。vine　LH｛MDDK－・LH－25）were　gener。us

　gifts　　　　　　　frorn　National　Hormone　and　Pituitary　Program　｛Baltimore，　］随D）．
　Recombinant　human　transforrning　groWt　h　factorα（TGFα｝was　obtained
　from　Bachem　（Torrance，　CA）and　recombinant　human　insulin－like　gr◎wth
　factor工and工工　（工GF一工and－II）were　obtained　from　Genzyme　（Carnbridge，
　　　　・　　Mouse　epiderrnalHA）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gro甘th　factor　｛EGF｝was　purehased　from　S　i　grna
　Chem工cal　Company　（St・　Louis，　MO）．　　N－【2－（P－

　brorn◎cinnamylamino）ethyl］－5－is◎quinoiinesulfonarRide　｛H－89｝　was
　obtained　from　Seikagaku　Kogyo　（Tokyo，　Japan｝　and　staurosporine　wa自
　purchased　frorn　Biomol　Research　Lab．　（Plymouth　Meeting，　PA）．

　by　cervieal　dislocation．　　Ovarian　follicleg　were　removed　and　placed
in　O・91　NaCl　s。1uti。n・Granu：。5a　layers（granul。sa　cells　t　inner　layer
of　vitelline　membrane　and　basal　lamina）were　isolated　from　theca　layers
according　to　the　pre己edure　of　Gilbert　and　coworkers　［17】．
We　　e　　　’　　　　o　　o　t　　　　　　Granulosa　layers　ob七ained　from　five

largest　　ollicles　and呂rnall　white　foZlicles　｛SWF）were　solubilized　in
1亀SDS　buffered　at　pH　6．8with　70　mM　Tris－HCI｛SDS－Tris）overni口ht　wi七h
con日tant　shaking　and　the　supernatant　was　obtained　by　centrifugation
at　10’900　x　g　f。r　10　min・Pr。tein　e。ncentrati。n　in　each　sarnple　was
deteエmined　by　the　method　of　Lowry　et　al．【18】．　Aliquots（3μg）of
the　soiubilized　material自　were　subゴected　to　SDS－PAGE　with　12　亀
separating　gel　as　described　previous］．y　［19］．　　The　protein　was
t干an÷ferred　onto　po1】西inylidene　difluoride（PVDF）membrane（工㎜obiユon　r
￥111エPgre’Bedford’MA）・　　PVDF　membrane　was　blo己ked　with　O・1亀gelatin
エn　自alエne　buffered　at　pH　7．4　with　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10mlM　Tris－HC1　（TBS）　and　incubated

overnight　with　anti－33－kDa　protein　antiserum　［12エ　diluted　in　TBS
｛1：2，000｝．　　The　rnernbrane　was　wa日hed　twice　with　TBS　containing　O．1亀
Twe『ln　20　｛．TBSrT　）and．incubated　for　2．5　h　with　horseradish　peroxidase
conコugated　anti－rabbit　工gG　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛Cappel，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NC）　diluted　with　TBS－T　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Durham，

（1；1，000）．　　FinaUy，　rnembrane　was　i㎜ersed　in　50　mH　Tris－HCユ　｛pH　7．6｝

containing　O．06亀　3，3’－diarninobenzidine　tetrahydrochloride　and　O．038
MC1、．．Visualized　bl。ts　were　quantitated　using　Macint。sh－based　irnage
analyzing　8yst㎝（N工H㎞age　v．1．55｝．

Ct●　　　　ce　 Granulosa　layers　were　incuba七ed　for
10mxn　at　37　　　with　500　u　ml　col　agenase（Type工，　Sigma　Chemical　Cornpany　，
S亨．　Loui自，　MO｝　in　Hanks　t　balanced　salt　solution　（Hanks’　BSS）．

Dispersed己ells　were　washed　three　ti］rnes　with　M199　containing　25mM　Hepes
and　antibi◎七ic自　（100　U／ml　penicillin　and　75　U／ml　s七rep七〇mycin｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　by

repeated　centrifuga七ion　at　80　x　g　for　3　min　and　finally　su8pended　in
M199　containinq　108　FCS’　25　mM　Hepes　and　antibiotics．　　After　counting
the　cell　number島by　hernatoeytometer　t七he　granulosa　cells　were　inoculated
in　24－well　cu1七ure　pXates　at　a己oncentration　of　l　x　105　viabZe　eells

：告紺a霊ぽ鵠n鑑h漂裏鵠監霊罐et蒜d認：：灘隣
toM199　　　　　　　　日upplemented　with　5亀　FCS，　25　mM　Hepes　and　antibio七ics，甘ith
or　without　FSH，　LH，　EGF，工GF一工t工GF一工工or　TGFα．　　　The　ceユ1s　were　further

cultured　for　66　h（6to　72　h　after　ino巴ula七ion｝．　Total・volume・of・culture
mediuln　was　adju8七ed　to　O．8　ml！well，　and　the　granulosa　cells　used　in
all　experiments　were　obtained　from　at　least　t旬o　birds．
　　　　工norder　to　examine　the　effect皐of　protein　kinase　inhibi七〇rs，　the
granulosa　cells　were　cultured　for　66　h　｛6　to　72　h　after　inoculation｝
with　or　wi七hout　FSH　in　the　presence　or　ab8ence　of　10　nM　staurosporine
or　1μH　H〔－89　disso］．ved　in　　　　　　dirnethylsulfoxide｛fina1
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concentration：　0．1審）．

Heasueeto　3－Da　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　oe’n　　　　　 i　　　After　66　h　of　culture，
Inedエum　was　discarded　and　cells　were　washed　with　3　changes　of　Hanks　t
BSS．　　Ce］．1s　were　then　incubated　for　6　h　with　O．2ml　of　【4，5－3H］leucine
｛229：4kBq，　SA；2．55　TBq／mole，　Amersham　Life　Science，Arlington　Heigh七s，
　　　　工n　leu己ine－free　D－MEH　at　aIL）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　constant　aqi七ation　in　a　hulnidified

atmosphere　of　5亀CO2　and　951　air　a七41℃、　After　6　h　of　incubation，
medium　was　colle己ted　and　stored　at　－20℃until　for　measurement　of　33－kDa
protein　in　the　medium．　　The　residual　cells　were　washed　3　times　with
ice－cold　PBS　and　lysed　with　O．2ml　of　ice－cold　R工PA　buffer己ontaining
150　mM　NaCl　r　1亀　Nonidet　P－40．　0．5亀　deoxycholate，　0．1亀　SDS　and　5　OrnM

Tris－HC1｛pH　7．5）．　Afterエ㎝oval　of　insoluble　rnaterials　by
centrifuqa七ion　at　10，000　x　g　for　l　min，　七he　supernant　was　8erved　as
total　cell　iysate　and　s七〇red　a七一20℃un七il　measur㎝ent　of　33＿kDa
pro七ein　in　the　cells．
　　　　Fiftyμl　of　medium　or　celZ　lysa七e　were　incubated　with　12．5μ10f
anti－33－］d）a　protein　antiserurn　［12］｛1；10　diluti。n｝f。r　l　h　a七4℃and
were　further　incuba七ed　with　25μl　of　Irt皿unoprecipitin　for　30　rnin　at
4℃．　エmmune　complex　were　washed　with　PBS　by　repeated　centrifugation
at　10，000　x　g　for　l　min　and　finaiiy　suspended　in　50μl　of　Laemmli‘s
sample　buffer［19］and　solubilized　by　heating　at　95℃for　5　min．　The
8upernatant　ob七ained　by　centrifugation　at　10，000　x　g　for　l　min　was
counted　for　their　radioactivities　by　a　liquid　scintillation
spe己trophotometer．　　Radioac七ivi七ies　derived　from　the　medium　and　cells
were　sumed　and　data　were　expressed　as　rneans士SEM　per　10s　cells．
　七　　’　　”　　　　The　data　were　subjec七ed七〇〇ne－way　or　t旬o－way
ANOvA［20］．　　T　e　Ineans　were　separated　by　Duncan’smultiple　ranqe　t芭s七．
All　sta七ements　of　significance　were　based　on　a　probability　level　of
＜　0．05．

3－　　a t
　　　　　　　　　　　R菖SUI，TS

o　七e　　s　’　　M o ● The　SDS一
so　u　i1ユzed　granulosa　layer　was　su　］ected　七〇western　i㎜unoblotting
to　assess七he　change　of　33－】d）a　protein　content日in　preovuiatory
f◎llicles．　　As　shown　in　Figu工e　1，　SWF　己on七ains　very　small　amoun七〇f
immunoreactive　protein皐，　and　the　intens　ity　of　33■kDa　protein　band
increase　as　corresponding　to　follicuiar　maturation・　エt　reaches
maximum　when　the　granulosa　layer　was　igola七ed　from　the呂econd：Largest
folliele．　　エn　the　larges七　follicle，　intensity　of　the　band　was
comparable　to　tha七　〇f　F2・

㎝
ut

FSH｛100　ng／ml），LH（100　ng／ml｝，EGF｛10　ng／ml）．工GE一工（10　ng／mユ），工GF一工工
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10ng／m1｝．　　The　amount　of　33－kDa　protein　pr◎dueed｛10ng／皿1｝or　TGFα
by　granulosa　cells　wa8　significantly　increa8ed【P＜0・01｝by七he　addi七ion
of　FSH　compared甘i・ヒh七he　control　cu1七ure　（Fig．2）．　　In　contrast，　ll！GF
αreduced（Pく0．05｝七he　33－kDa　protein　prOduc七ion｛Fi曾・2）・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　◎th白r

horrnon6s　or　g工◎wセh　factoヱ・s　had　no　effec七s・　　The　dose－response　of　FSH
on　33－kDa　protein　prOduction　wa日　also　examined・　　Results　in　Fiqure　3
8h◎ws　that　as　1◎w　a8　10　ng！ml　of　FSH　causes　signifi已ant　inerease　in
33－kDa　protein　pr◎duction　and　this　effec七　rea己he8　maximum　when　七he
granulo8a　cells　were　cultured　with　100　ng1ml　of　FSH．　　H◎wever，　3000r
1，000　ng／rnl　of　FSH　was　le自臼　effective　than　100　ng／ra1　・
　　　　To　c。mpare　the　ESH・・resp◎n8e。f　theロeUs　du＝inロtollicuia＝
matura七ion，　七he　granulosa　ee118　isolated　from　F1，　F2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　F3　were

gepara七ely　cu1七ured　wi七h　FSH｛100　ng1ml）疏d七he　an。unts。f　33一嬬a
protein　were　measured・　　As　8h㎜　in　Figure　4’　七he　amou只七　〇f　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　33・－kDa

protein　produロed　withou七the　g七imulation　of　FSH　decreased　wエth七he　stage
of　foUicuiar　rnatura七ion．　　　　　　　　　Addi七ion　of　F’SH　caused　a
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significant　increase　in　33－kDa　protein　production　by　the　cell8
irrespective　of　七he　rnaturational　5tage　of　folli巴1e5．　But　FSH　effect
was　more　pronounced　in　the　cells　obtained　from七he　immature　follicle8
七han　the　mature　one　（F3　＞　F2　＞　F1｝．
　　　　o　　　　　　　P　o　　　　　　　’　a　e　　　　　　bi　　r　　　　Nex七，　we　exarnined　七he

e　fects　of　proteエn　kエnase　⊥nhibエtors，　s七aurosporine　and　H－89，　0n
FSH－stimulated　33－kDa　protein　pエoduction．　　By　the　addi七ion　of
staurospOrine七〇the　media　during　the　culture　with　FSH，　the　amount　of
33－kDa　pro七ein　production　decreased　（Table　1）．　　No　such　effec七　was
observed　by　七he　addition　of　H－89　｛Table　1）・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L耳GENDS　OF　F工GU良菖8

F工G．　1．　　Changes　in　the　33－kDa　protein　conten　ヒin　the　granulosa　layer
of　preovulatory　follicles　during　maturation．　　F1；七he　largest　follicle，
F2‡　the　second　larqest　follicZe，　F3‡　the　third　largest　foilicle，　F4
七he　fourth　largest　follicle，　F5‡七he　fifth　largest　follicle，　SWF；srnall
white　follicles．
FエG・2・　Effects　of　FSH｛100　ng！ml｝，LH（100　ng！ml），EGF（10　ng！ml｝，
工GF－1　（10　ng！ml｝，　：［GF・一　II　（10　ng／ml｝or　TGFα　（10　ng／ml）on　33－kDa

protein　production　by　the　cu1七ured　granulosa　cell日．　　The　data　were
expressed　as　a　percen七age　of　七he　culture　without　hormone　｛CONT）．
Values　are　means±　SEM　of　six　independent　experiJrtents．　★P＜0．05　and
★★P＜0．01again日t　contro1．
F工G．　3．　　　Concen七ra七ion－dependent　8timulation　by　FSH　of　33－kDa　protein
producti◎n　in　the　cultured　granulosa　ce118．　　　Values　aエe　rneans土　SEH
of　triplica七e　cul七ure　wells　of　single　experi．ment．　　Values　wi七h
differen七　superscripts　are　significantly　different　｛P　＜　0．05い
F：G．　4．　　Effect　of　FSH　on　33－kDa　protein　production　in七he　cultuエed
granulosa　celis　isolated　from　follicles　of　different　maturation　stages．
Vaiues　are　means±　SEM｛n＝3）and　the　valueg　wi七h　differen七日uper日cript巳
are　signifieantly　different　（P　＜　0．05）．
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TABLE　1．　　Effects　of　protein　kinase　inhibi七〇rs　on　FSH－stimulated

33－kDa　protein　produ己七ion　in　the　granulo8a　cells・

Tr合atmen七 No　inhibi七〇r S七aurosporine

　　　（10nM）

H－89

［1μH）

　　　　Control

FSH｛100　ng／ml）

14・31　：ヒ　3●6ga

23●20　士　6●71b

　　　　　一

6・22　土　1●70c 22●79　士　7●07b

Data　are　the　radi。ac七ivitie8｛mean士SEM｝’ 奄試ｵhe㎞un。precipitates　expressed

in　103　dpm！105　ce118．

The　value8　with　different日uperscripts　aエe　significantly　different｛p＜0．01｝．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D工SCUSS：ON

　　　　Results　of七he　present　study　demons七ra七e七hat　quail　granulosa　ce116
in　CU1七，Ure　prOdUCe　33－kDa　prOtein，　WhiCh　iS　One　Of　the　COmpOnen七S　Of
the　inner　layer　of　vi七eliine　membrane．　　The　data　also　provided　the
evidence　七ha七　FSH　stimulates　33－kDa　prσヒein　production　in　vitro．
　　　　工t　is　reported　that　avian　granulosa　celis　express　FSH　receptor　on
cell　surface　and　i七Plays　an　imp◎rtant　role　in」the　funロ七ion　of　qranulosa
己ells　［21］・　FSH　was　thought　to　in七eract　wi七h　granulosa　ce］．1s　in
maturing　follicles　rather　than　matured　folliロle，　because　only　granulosa
cells　obtained　from　less　mature　follicles　can　produロe　progesterone　in
response　to　FSH　［22］．　　工ndeed，　Ritzhaupt　and　Bahr　［23】reported七hat
the　granulosa　cells　obtained　frorn　自mai二L　yeliow　foZlicles　were　sh◎wn
to　con七ain　FSH　receptors　and　the　number　of　binding　site巳decrea自e　during
follicular　ma七uration．　　工n　our　results　t　the　magni七ude　of　FSH
stimula七ion　of　33－kDa　protein　produc七ion　decreased　with　follicular
maturation　｛see　Fiq．　4）．　　The　reduced　effect　of　FSH　on　33－kJ）a　protein
production　in　FI　granulosa　cells　miqh七be　due七〇reduced　bindinq忘ites
for　FSH　in　the　granulosa　ce：Lls　of　matured　fellicle・　　This　in－vi七ro
observation　was　also　confirmed　by　the　fact　that　七he　i㎜unoreactive
materials　with　anti－33－kDa　pro七ein　antiserum　were　not　己hanged　in　Pl
and　F2　granulosa　layers　｛Fig．　1｝．
　　　　工nma㎜als，　the　egg　envelope　is　ca1工ed　zona　pellucida，　a　homologue
of　inner　layer　of　vite：Lline　membrane，　and　play5　an　e自5ential　role　for
specie5－speeific　gamete　recognition　（reviewed　in　［24，　25D．　　工t　is
reported　that　zona　pellucida　in　mouse　oocyte　consis七s　of　three
glycoprotein｛ZP1，　ZP2　and　ZP3），of　which　ZP3　wi七h　83，000　in　molecular
甘eight　ha自　been　identified　as　日Perrn　receptor　［26］・　　Kuroki　and　Mori
［27］previously　demonstrated　that　the　inner　layer　of　viteliine　membrane

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　forobtained　from　preovulatory　follicle　contains　the　binding　si七e
spermatozoa’and　suggested　tha七　the　protein　compo畠ed　inner　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　layer　of

vitelline　membrane　mighrヒbe　resp◎nsibie　for◎◎eyte－sperln　recogni七ion
in　quai1．エt　is　p。ssible　t・P◎stuiate　tha七。ne。f　the工mp・rtrnt
functions　of　33－kDa　pr。七ein　might　be　the　5penn　receptorエn　quaエ1・

fibr9瓢認諸蕊蕊．蒜nb鑑蕊f「＝≧1㌃uま：8：n鑑蓄e
adhesive　glyc。pr。tein　c。mp。sed　basal　larnina’　which　is　3i七Fated。n　the
。PP。site　side。f　granul。sa　ce119七。　imer　layer。f　vi七e11エne　membrane

gk9】：tぷ鑑e二器漂：鵠隠：：h灘日鑑隠場艦盤？n
devel。pmen七［29】．　M・re・ver，　EGF　and　TGFαals。　stirnulate　fibr。nec七工n

produc七ion　i　30］．

ca七a㌶’ぽ．蒜霊㌃f～蒜翻＝ぽ蹴e認：：器tt豊二㌔e

鷲e㌶：罵鷲i三曇藩e麟麟耀竃量ii；l
ob自cure　beeau8e　it8　activity　deerea呂e5　in　the　few　hours　befoエe　ovula七i◎n

9「an?煤F認．漂温r：呈i：：鱈瓢4：r：tlln　and　fibr・neetin
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either　apical　or　basal　sides　was　observed　［36］．
　　　　工nthe　s七udy　conducted　to　fibronec七in　production　in　domestic　fowl
sh◎wed　tha七　8－bromo－cAMP，　an　analog　of　cAN［P　stiJrtulates　fibronectin
production　［37］．　　This　suggested七hat　fibronec七in　biosynthesis　is
media七ed　by　protein　kinase　A｛PKA）－dependent　pathway　because　elevation
of　in七racellular　cAMP　level　leads　to　PKA　activation．　　Tilly　and　Johnson
［38］reported　that　the　stimu］．ation　of　plasminogen　activator　by　EGF　wa日
cornpletely　aboユished　by　the　addition　of　H－7．　　H－7　inhibits　the　effeets
of　phorbol　ester－induced　protein　kinase　C　（PKC）activation　in　the　hen
［39］．　Therefore，　the　stirnulation　of　plasminogen　activator　by　EGF　might
be　mediated　via　PKC　ac七ivation．
　　　　工nthe　present　study，　FSH－stimulated　33－kDa　protein　production　was
significant：Ly　suppressed　by　the　addition　of　staurospOrine，　while　H－89
had　no　effect．　　Staurosporine　is　knom　to　inhibit　PKC　activity　with
Ki　＝　3　nM　［40】　a8　we1工　a呂　PKA　ac七ivity　with　Ki　＝　8　nM　［411，whereas

H－89is　a　8elective　inhibitor　for　PKA（Ki＝50　nM　for　PKA　and　30μM
for　PKC　［421｝．　　Therefore，　we　suggest　that　FSH■stirnulated　33－kDa
protein　produ已tion　might　be　mediated　by　PKC－dependent　pathway．
　　　　工ns㎜ary，　present　gtudy　d㎝。nstrates　that　granulo8a　cells。f
Japanese　quail　produce　33－kDa　protein，　which　is　ma］or　component　of　inner
layer　of　vitelline　membrane　and　FSH　stirnulates　33－kDa　protein　synthesi自
in　Vゴtro．　　This　process　migh七　be，　at　least　in　par七，　mediated　by
staurosporine・－sensitive　PKC－dependant　pathway．
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