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概要　排 卵 誘 発 剤 と し て 広 く使 用 さ れ る clomiphene 　citrate の ラ ッ ト 妊娠黄 体 へ の 作用 を ，黄体細胞 の 酵素

組織化学 的，電 子 顕 微鏡 的 検 索 に よ り検 討 し，こ れ を黄体 細 胞 中 の ス テ 卩 イ ド代 謝 関 連諸酵素活 性 の 変 化 と比

較す る と と もに clomiphene 　 citrate 　 tこ よ る微 細構 造 の 変化 を 他 の 1uteolytic　 agents に よ る そ れ と比 較 検 討 し

た．

　Wistar 系 雌 性 成 熟 ラ ッ ト27匹 を 用 い 妊 娠 第 7 日 目か ら clomiphene 　 citrate を 1回 3mg ！kg あ る い は 6mg ！kg

の 量 で 12時 間 ご と に 連続 3 な い し 5 回 筋注 投与 し 最 終 投与 後 15あ る い は 63時 問 で 開 腹 し 妊 卵 着床 部位 を 観察 す

る と と も に 黄 体 を 採 取 し た．

　 clomiphene 　citrate 　6mg ！kg　 5 回 投 与 群 で は 15匹 全 例 で 流 産 像 が 観 察 さ れ た が ，組 織 化 学 的 に は 黄 体 組 織 に

著変 は み ら れ な か つ た ．微 細構造上 で は， こ の 群 の 黄 体細胞 に は 脂 肪 滴 の 蓄 積 や SER の 著 明 な減 少 と い っ た

1uteolysisに 特徴的 な 所見 は み られ な い が，　 micr 。body 様 の membranous 　 structures カt　 Mit に 近 接 し て 観 察 さ

れ ， 初 期 の luteolysisを 示 し て い る と考 え られ た．こ れ は 酵素学 的 に 示 さ れ た ご く初期 の 1uteolysisと い う結

果 と よ く一致 し て い る ．

　 clomiphene 　 citrate 　3mg！kg　 3 回 投 与 群 で は 流 産 は み ら れ ず ，黄 体 細 胞 の 微 細 構造 で も 対 照群 と流産群 と の

移行 像 を 示 し て い る．

　 clom 三phene　 citrate に よ る mild 　Iuteolys三s の 際 に 電 子 密 度 の 低 い 脂 肪 滴 の 蓄積 ぱ み ら れ ず ，　 microbody 様

membranous 　 structures が 観 察 さ れ る と い う結 果 は 他 の luteolytic　 agents に よ る 1uteolysis　の 場 合 に は み ら れ

な い ．従 つ て，clomiphene 　 citrate に よ る luteolysisは 他 の Iuteolytic　 agents に よ る も の と 発現 機 序 あ る い は

発現速度 が 異 な る と考 え ら れ る．

Synop5is 　It　was 　recently 　suggested 　that　clomiphene 　c 三trate （clomid ）had 　luteolytic　properties　in　the　rat 　as

well 　as 　in　human ．　 In　this　study ，　its　cffect 　on 　histochemistry　and 　ultrastructure 　of 　corpora 　lutea　of 　the 　early

pregnant　 rats 　 are 　 investigated．

　With　27　prcgnant　Wi5tar−strain 　rats ，　clo 皿 id　is　injected三ntramuscularly 　twice 　daily　three 　to　five　consecutive

times 　at 　the　dose　of 　3−6　mg ！kg！dme ，　beginning　on 　day　70f　pregnancy ．　 At　laparotomy　I　50r 　63　hrs　after　the

last　injection，　implantation　 sites 　 are 　 observed 　for　fetal　 absorption ．　 Pieces　 of 　corpora 　lutea　 are 　 stained 　f（）r

G6PDH ，3β一HSD 　 and 　 neutral 　lipids　 or 　processed　for　 electronmicroscopy ．

　Administration　of 　clomid 　induced　abortions 　in　all　rats 　treated 丘ve 　 consecutive 　times 　 at 　thc　dose　ef 　6　mg ／kg

and 　 examined 　 63　 hrs　 after 　 the　 last　 injection．　 Histoche皿 ically
，
　 no 　de丘nite 　diHferences　 of 　3β一HSD 　 and

G6PDH 　 activities 　 as 　 well 　 as 　the 　content 　 of 　Sudan 　III・reactive 　drop］ets　are 　observed 　among 　cl
’
omid −treated

and 　 control 　groups．　 Elcctronmicrographs　of 　lutein　 cells 　from　clonlid −treated 　rats （6　mg ！kg，5times ）demQn −

strated 　indented　nuclei
，
　decreased　microvillous 　protrusions 　of 　cellular 　membrane 　and 　abundant 　mlcrobody −like

membranous 　 structures 　 closely 　related 　to　 mitochondr 三al　membrane ．　 ThiS　 membranous 　structure 　is　 charac −

terLtic　for　 clomid −induced　luteolysis　 and 　has　 never 　been　 obscrved 　in　1uteolysis　by　 other 　 chemicals 　 such 　 as

prostaglandin　F2 α，　 cyanoketone 　 and 　 aminoglutethhnide ．

　 Clomid 　is　 demonstrated 　 ultrastructurally 　 to 　have 　 a 　 mild 　 luteolytic　 property 　in　 pregnant　 rats
，
　 probably

med 量ated 　by　elevated 　levels　of 　estrogens 　secreted 　from　the 　ovary ．
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　　　　　　　　　 緒 　　言

　 排卵誘発剤 と して 広 く使用 され て い る clomi ・

phene　citrate が ，ラ ッ トお よび ヒ ト妊娠黄体 に 対

して Iuteolytic な作用 を もつ 可能性が近年示唆さ

れ て い る （Chatterjee　 et 　al．，1974 ；Hammerstein ，

1973），こ の clomiphene 　 citrate の 黄体に 対す るf／P
用 に つ い て は ，本剤の 投与を受けた初期妊娠 ラ ッ

　トの 黄体巾 の 各種 ス テ ロ イ ド代謝関連酵素 の 変化

を測定す る 方法に よ り ， そ の mild な luteolytic

action がす で に 認め られ て い る （岡崎他 ，
1975 ）．

本稿で は こ の 酵素学的 に 観察 され た clomiphene

citrate に よ る mild な luteolysisの 際の 黄体細胞

を電子顕微鏡に よ り検討 し，微細構造上 の luteo−

1ysis を 確認する と とも に ， そ の 変化を 作用機序

の 異な る Iuteolytic　 agents で ある prostaglanClin
F2α （Okamura 　et　a1・

， 1972），　 cyanoketone （岡村

他 ，
1974 ），

neuramiuidase （岡村他 ，
亅975），

am 正no −

91utethimide（岡村他，1976）を 投与 し た 場 合 の

ラ ッ ト初期妊娠黄体 の 変化 と比較検討 した ．

　　　　　　　実験材料お よび方法

　 Wistar 系雌性成熟 ラ ッ ト （体重 240− 270gm ）

27匹 を用い ， vaginal 　plug 中 に sperm を 確認 し

た 翌 日 を妊娠第 1 日 と した ．妊娠第 7 日 目か ら12

時間毎に 連続 3 お よ び 5 回 ， 生理 食塩水中に 3．O

mg ！ml の 割合で 溶解 した clomiphene 　citrate （塩

野 義製薬提供）を 1 回 6mg ！kg 筋注 投与 した ．最

終投与後 15あ る い は 63時間 で 開腹 し，妊卵着床部

位を観察記録する とともに ， 卵巣か ら新鮮 な黄体

を核出 し ，一
部は 凍結切片を 作製 して Sudan　 I皿

脂肪染色 ，
3β一hydroxysteroid　dehydrogenase（3β・

HSD ），　 glucose −6．phosphate 　dehydrogenase 　（G6

PDH ） の 染色を 行 い （岡村他，エ972），残 りは

mince し た ．こ の mince した 黄体組織を 6．25％

glutaraldehyde 　 in　O．ユM 　 cacody 工ate 　 bufTer （pH

7．4）に て 2 時間固定 し ，
overnight 　washing 後 さ

らに 1％ osmium 　tetraoxide 　solution に て 2 時間

固定 した 、こ の 試 料 は uranyl 　 aCetate 　SOIUtiOn に

て en 　bloc 染色後 ， 上 昇エ タ ノ
ー

ル 系列 お よ び

propylene 　 oxide に て 脱水 し EpQn 　812 に 包埋 し

た ．超薄 切片は Porter−Blum 　 2B 　ultramicrotome

を用 い て ガ ラ ス ナ イ フ で作製 し，Iead　citrate 　 s・ lu−

tion に よ る染色 の の ち ，　 Hitachi 　HU −llD に て 加

速電圧 75KV で 観察 した ．

　　　　　　　　　 実験 結果

　 対照 群 8 匹 の 妊 卵着床部位 に は 全 く異常が認 め

られず ・clomiPhene 　citrate 　 3　m91kg 　 3 回投与後

15時間で 開腹 した 4 匹 に お い て も 妊卵着床部位

の 異常 は み られ な か つ た が ， clomiphe ロ e　 citrate

6mg ／kg　 5　le」　it　7後63時間 で 開腹 した 15匹 で は

全例 に 流産像が 認め られ た ．

　 clomiphene 　 citrate 投 与非流産群 お よ び 流産群

ともその 黄休組織 の Sudan 皿脂肪染色 ，
3β一HSD

染色 ，
G6PDH 染色 に は 対照群黄体 との 間に 著

明な差は 認 め られ な か つ た ．た だ ，clomiphene

citrate 投与群に お い て は そ の 卵巣中 に 黄体組織 の

他に よ く発達 した 多数 の fo11iclesが 認め られ ， し

か もこ れ ら folliclesの 内莢膜 細胞層 に 3β一HSD ，

G6PI）H の 活性が強 くみ られた （写真 1）．

　 clomiphene 　citrate 投与流産群 の 黄体細胞は ，

微細構造上 ， 脂肪滴 の 顕著な蓄積は 認め られず ，

smooth 　end ・ Plasmic　 reticulum （SER ） の 減少 も

殆 どみ ら淑 な い （写真 2 ，3 ）． しか し，黄体細

胞 の 核は 緊満性をか き，Golgi 装置も著明でな く

（写真 2 ），細胞膜 の microvillous 　 pretrusionも

減少 して 細胞間隙に collagen 　fiberが認め られ る

（写真 3 ）．clomiphene 　 citrate 投与流産群黄体細

胞 に 最も特徴的な変化は ，
microbody 様 の 小さな

membranous 　 structures 　力竃　SER 　や mitochondria

（Mit）に近接 し て 認 め られ る 点で ある （写真 4 ，

5 ）．こ の membranous 　structllres 　lま Mit の 膜か

ら連続 して 生 じて い る場合が多 く観察 され る （写

真 6 ，7 ）． Mit の matrix 内に も こ の mem −

branous　 structUTes は 時 々 み られ るが ，一
方 で は

小顆 粒の 蓄積 もみ られ て い る （写真 4 ）．Mit は 大

小不 同で ，そ の 形態 も円形，長 円形 ，長桿状 ある

い は CUP −shaped と多様で あ り，そ の cristae も

Iamellar
，
　 multi −1amellarに な つ て い る もの 　（写

真 4 ， 5 ），ある い は tubular の ま ま保たれ て い る

もの と 種 々 で ある （写真 6 ， 7 ）．lysesomes は 細

胞質内に 分散 した primary　type の もの が み られ
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写 真 1　 clomiphene 　citrate　6mg ！kg　 5 回 投 与 後妊 娠 ラ ッ ト卵 巣巾の G6PDH 活 性 を 示 す．
　 黄 体 に もみ ら れ る が 卵 胞 の 莢 膜 層 に 強 く認 め られ る ．16 ×

写 真 2　 clomiphene 　citrate 　6mg！kg　 5 回 投 与 後妊 娠 ラ ッ ト の 黄 体細 胞 は ，核 （N ） は 緊満 で な く，

　Golgi 装 置 も著 明 で は な い が，脂 肪 滴 の 蓄 積 は み ら れ ず，　 SER の 減 少 も著 明 で は な い ．

　 mit は 大 小 不 同 で 種 々 の 形 態 を 示 し て い る．5，400　x
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写 真 3　 clomiphene 　 citrate 投 与 群 黄 体 細 胞 の 細 胞 膜 に は　microvMeus 　protrusion（mv ） が 減 少 し て

　お り，細 胞 間隙に collagen 丘ber （CO ）カミ認 め ら れ る．7 ，000 ×

写 真 4　 clQmiphene 　 citrate 投 与 群 黄 体 細 胞 中 に み られ る microbody 様 の membranous 　 structures を

　細 い 矢 印 で 示 す． mit の cristae は tubular や 且amellar で 多 様 で あ b ，時 に matrix 内 に 小 顆 粒

　も観察 さ れ る （太 い 矢 印 ）．7，000x
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写 真 5　 microbody 様 structures が SER や mi 口 こ 近 接 し て み ら れ る．11，000　x

写 真 6　 こ の microbody 様 構 造 は mit の 膜 か ら連 続 し て 生 じて い る よ うに 見 え る場 合 が 多 い ．

　 mit の cristae は tubular で あ る，8 ，600　x

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Soolety 　of 　Obstetrlos 　and 　 Gyneoology

290 初 期 妊 娠 ラ ッ ト 黄体 微 細 構 造 へ の clomiphene 　 citrate の 効 果 日産…婦誌29巻 3 号

写 真 7　 microbody 様 構造 の 強 拡 大．15，900 ×

写 頁 8 　 clomiphene 　 citrate 　 3mg ！kg　3 岡 投 与 群 ラ ッ ト 妊 娠 黄 休 細 胞 は，　 よ く 発 達 し た Golgi 装 置

　 （G ），豊富 な SER，　tubular　cristae を も っ た 種 々 の 形 態 の mit ，　 microvillous 　protrusion に 富 ん だ

　 細 胞 膜 と い っ た こ の 時 期 の 妊 娠 黄 体 細 胞 と 同 様 の 構造 を示 し て い る ，
’
t，OOO ×
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写真 g　 clomiphene 　citrate 　 3mg！kg　 3回 投与群黄体細胞中に み られ る microbOcly 様 membranous

　structures を 示す．7 ，000 ×

る が ，細胞周辺 へ 移動 した secondary 　 lysosomes

は あま りみ られ な い （写真 2
，

3 ）． clomiphene

citrate 投与非流産群 （3mg ！kg　 3 回投与群） の

黄体細胞は 対照群 と 6mg ！kg　5 回投与群 との 問の

移行像を 示 し て い る よ うで あ る ．す な わ ち ，脂肪

滴 の 蓄積は な く，SER は よ く発達 して お り ， 核

は 緊満で Golgi 装置 も著 明に み られ 細飽膜 は

microvillous 　protrusionを もち ，
　 Mit も tubular

cristae を もつ た大小種 々 の形態 の もの がみ られ る

（写真 8 ）．こ の よ うな点で は 対照群 に 近 い が ，一

方で は microbody 様 の membranous 　structures カミ

数は 少ない が Mit の 膜 に接 して み られ （写真 9 ），

こ れ は 流産群 の 特徴を示 して い る とい え る ．

　　　　　　　　 考 　　案

　 clomiphene 　 citrate 　 6　mg ！kg　 5 回投与群で は 15

匹全 例 で 流産像が観察 され た が ．組織化学的 に 検

索された妊娠黄体に は 著変は 認め られ なか つ た ．

黄体細胞 の 電子顕微鏡的観察 で は ， そ の 核は 緊満

性を か ぎ，Golgi 装置も 著明で な く ， 細胞膜 の

microvillous 　 protrusionも減少 し て お り ， ま た

mit ・ ch ・ndria の 初期 の degenerationを 示唆す る と

考え られ る membranous 　structures も出現す る と

い つ た steroid 産生能の 機能低下 を 意味す る所見

が認め ら れ た ．しか し ，Iuteolysisに 際 して 特徴

的な 所見で ある 多数 の 脂肪滴の 蓄積 と smooth

endoplasmic 　 reticulum の 減少は 観察 さ れ な か つ

た ．こ の 超微形態学的結果は ご く初期の lute・ エysis

を意味す る 像 と考え られ ， 同 じ 黄体 中 の 20α一

hydroxysteroid　dehydrogenase活性は 全 く検 出され

な い か ある い は 非常 に 低値 で あるが malic 　 en −

zyme お よ び ATP 　 citrate 　Iyase活性が 対照群の

70％ に 低下 し て い る とい う酵素学的 に示 された初

期 の Iuteolyticな変化 （岡崎他 ，1975） とよ く
一

致 して い る ． こ の clomiphene 　 citrate の luteo−

Iyticな作用 は 流産 の み とめ られ な い 程度 の 投 与

量で も酵素学的に も超微形態学的に も軽度に そ の

傾 向が み とめ ら れ て い る ．

　 clomiphene 　citrate に よ る　mild 　luteolysisの
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際に 黄体細胞 に観察 され る微細構造上 の 変化を他

の luteolytic　 agents に よ る 変化 と 比較 して み る

と ，clomiphene 　citrate に 最 も特徴的な 変化は 黄

体細胞 中へ の 多数の 脂肪滴の 蓄積が み られ な い と

い う点で ある ．steroid 合成 に 関与す る 各種酵素

の 阻害剤を投与する こ と に よ り妊娠初期 ラ ッ トに

同 じ よ うに lute。lysisを起 した場合 ， すな わ ち ，

prostaglandin　F2 α　　eこ よ　り，　cholesterol 　esterase

and 　ester 　synthetase 活性 を阻害 （Behrman 　et 　aL ，

1971） した場合 （Okamura 　et　aL
，
1972 ），　amino ・

glutethimide 　 Fこ よ り cholesterol 　 s三de−chain 　 clea −

vage 　enzyme 活性 を 阻害 し た 場合 （岡村 他，

1975），cyanoketone に ょ り　3β一hydroxysteroid　de・

hydrogenase活性を阻害 し た 場合 （岡村他 ，1974）

など ， いずれ の 場合 も luteolysisに 際 し て 電子密

度の 低 い ch ・ lesterolに 富む と考え られ る 脂肪滴

の 多数 の 蓄積が 黄体細胞中 に 観察され．る ．従つ

て ，clomiphene 　citrate に よ る luteolysisに 際 し

て 脂肪滴が認め られ ない の は ，
clomiphene 　 citrate

の 作用機序が前述 の よ うな 直接 ste・ oid 合成 に 関

与 して い る 酵素系を 阻害する と い う もの で は な

く，G6PDH
，
　 malic 　 enzyme

，
　 ATP 　 citrate 　 Iyase

などの 活性 を緩徐に 低下 させ る こ とに よ る と い う

可能性を 示 唆 して い る、しか し ，
aminoglutethi ・

mide や PGF2 α に ょ り luteolysisを起 した 場合で

も脂肪滴の 多数 の 蓄積 と同時 OC　 malic 　 enzyme 活

性 の 低下 も認め られ る （岡崎，1975） の で ，脂肪

滴の 蓄積は 単に 1uteolysisの 速度 と程度に 関連 し

て い る だ け で あつ て luteolysis の 発現機序に 直接

関係 して い な い とも考え られ る ，clom 三phene 　cit−

rate に よ る luteolysis に特徴的な も う 1 つ の 微細

構造上 の 所見は mitochondria 膜 に み られ る mi −

crobody 様 の membranous 　 structures で あ る ．

PGF2 α ，
　 cyanoketone

，
　 neuraminidase な ど に よ る

luteolysis の 場合 に は mitochendria 　の こ の よ う

な変化 は 全 く み られ な い ． aminoglutethimide の

場合 に は mitochondria 内へ の 小顆粒 の 蓄積，

皿 embranous 　 structures ある い は vacuolization の

出現は み られ る が ，
mitochondria 内に 限 局 し て

お り，clomiphene 　 citrate の 場 合 の よ うな mito 一

chondria 膜に 接 した microbody 様1冓造 と して は

認め られ て い な い ．こ の mitochondria 膜 の mi −

crobody 様構造は や は り こ の 膜の 機能障害を 意味

す るもの と 解釈 され る の で ，
aminoglutethimide

に ょ り mitochondria に 局在す る choleste 「01 　side ’

chain 　 cleavage 　enzyme を 阻害 し た 場合　mito −

chondria 内部 に 変性像が み られ る こ ととあわ せ 考

え て ，
clomiphene 　 citrate に よ る　mitochondria

膜 の 変化は 本物質に よ る mitoch 。ndria 膜 に 局在

す る酵素系の 障害を 示 唆 して い る とも 考え られ「

る ．

　 clomiPhene 　 citrate に よ る Iuteolysisの 作用機

序に つ い て は 明 らか で な い が ，そ の antlestroge ・

nic な 作用 を 黄体で 発現 し て 少量 の estrogen の

luteotrophic作用を 阻害す ると い う黄体 へ の 直接

作用に よ り ， ある い は clomiphene 　 citrate 投与に

よ り卵巣に 顕著 に み とめ られ る よ うに な る 成熟卵

胞か ら合成分泌 され る estrogen を 介 して （岡崎

他 ，
1975

， 麻生他未発表）内因性 PGF2 α に よ る

luteolysisを賦活させ る （Hixon　 et 　 ai ．
， 1975） と

い う間 接f乍用 に よ り mild な Iute・ 且ytic　 acti ・ n を

発現す る 卩∫能性が考 え ら れ る ．

　 こ の よ うに ，ラ ッ ト初期妊娠黄体 で は酵素学 的

に も超微形態学的に も clomiphene 　 citrate の mild

な luteolytic　action が 観察 さ れ た わ け で ある が，

酵素学的結果 と微細構造上 の 観察結果は ， こ れ ま

で 他 の luteolytic　 agents に よ る　1uteolysis の 際

に も の べ て きた よ うに ，よ く
．一
致 し て Iuteolysis

の 程度 を 示 して お り，従 つ て 黄体細胞 自体を こ

の よ うに 多方面か ら検索す る こ とは 初期 の luteo−

lytic　 change を と らえ る 上 で 実 に 有効な手段 とい

え る ．
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