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び細胞増殖能に及 ぼ す一酸化窒素 （NO ）の 影響
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　［目的］内皮由来血管弛緩因子の 本態で ある
一
酸

化窒素 （NO ） は 、血 管平滑筋 に対する弛緩作用だ

け で な く、内分 泌 系の 臓器 に対 して もホ ル モ ン 調

節作用 を有する こ とが報告 され て い る 。 本研究で

は 、 NO の 卵巣機能へ の 関与を解 明する た め、ブタ

顆粒膜細胞 の ス テ ロ イ ド産生能 と細胞増殖能に 及

ぼすNO の 影響 に つ い て検討 した 。　［方法］ブタ顆

粒膜細胞　（PGC ）を、中卵胞　（3−5mm ）より　needle

aspiration 　me 血（x1 にて 採取 し48時間前培養の 後、無

血 清DMEM 培地にNO 合成酵素（NOS ）阻害剤で ある

N −monamethyl −L−arginine （LNMMA ）及びそ の 異性体

で あ るDNMMA を添加 し て 細胞培 養を行 っ た 。 24

時間後、培養液中 の estradiol （E　2），　progesterone（p）

濃度 をE【A 法に て 測定 、 LNMMA 添加24時間後の 細

胞増殖能を wst −l　assay 法に て 測定した。 さらに 、

LNMMA と同時に FSH （200ng！血1），　hCG （51U／ml ）を

添加 し同様の検討を行 っ た 。 ［成績］（1）LNMMA

単独添加群で LNMMA は 、
　P   の 磁 分泌 をcontrol

に 比 し0．01mM で 1．30倍、0．　lmM で 1．33倍、　 lmM で

L39倍 と有意 に促進 した （P＜0．05）。　FSH ＋LNMMA

添加群 で は 、 LNMMA は E2分泌 を control に 比 し

0．1mM で 1．82倍 、
　 lmM で1．88倍、　 P分泌をcontroiに

比 し0．OlmM で 1．74倍 、 0．lmM で 2．00倍 、 1mM で

2．87 倍 と 用 量 依 存 性 に 促進 し た （P ＜ 0 ．01 ）。

hC　G ←LNMMA 添加群にお い て も、 1mM の LNMMA

はP分泌を L61倍 と有意 に促進 した（P＜O．Ol）。
一

方

異性体で ある DNMMA は 、
　 E2・P 分泌に は 影響を与

えなか っ た 。 （2）LNMMA 添加24時間後の 細胞増殖

能に は有意 の 変化が み られな か っ た 。　［結論］NO

はPGC に おける ス テ ロ イ ド産生 能に対 し搾制的に

作用 し 、
ゴ ナ ド トロ ピ ン に よるE2・P分泌調節 に も

深 く関与す る こ とが示唆 された 。

【目的】 Estrogen は、脂肪組織 に対 し様々 な効果

を及ぼ す事が知 られ て い るが、 ヒ ト脂肪組織中の

estrogen 　 receptor （ER ）の 存在は未だ証明 さ れ

て い な い
。 本研究で は 、

ヒ ト脂肪組織 、 脂肪細胞

中の ER 蛋 白お よ び mRNA の 存 在 を binding
assay ，　Western 　 blot

，
　Northern 　 blot

，
　RT −PCR

を用 い て 検討 した 。

【方法】脂肪組織は、正常月経周期を有する婦人 の

皮下脂肪 を 、 患者の 同意の もとに術中に採取 し、サ

ン プ ル とした 。 遠沈に て核分画お よび可 溶化分画

を得た 。 可溶化分画中の ER を 20 −25 ％ 硫 安で塩

析 、 部分精製を行 い
、 透析後 1− 15nM の

3H −E ，を

用 い て 、binding　 assay を行 っ た 。 次に核分画 と

部分精製 した 可 溶化分 画 で 、 抗 ER 抗体を用 い て

Western 　 blotを行 っ た
。 さ らに 、 脂肪組織か ら

RNA を抽出 し、
　rat 　 ER 　 cDNA 　 probe を用 い て

Northern 　blotを行 っ た 。 また 、 脂肪組織を コ ラ

ゲ ネ
ー

ス で 処理 し遠沈 に て浮遊する成熟脂肪細胞

を得 、 RNA を抽出した 。 こ の サ ン プル で 、　ER の

ホ ル モ ン 結合部 位 と DNA 結 合部位 に 相当す る

primer を使 っ て RT −PCR を行 っ た 。

【成績】Binding　assay で は non 　
一

　specific 　binding

が高 く、
saturation が得られず 、

　ER の 存在を示す

に は 不 充 分 な結 果 で あ っ た 。 し か し な が ら、

Western 　 blotで は 66kDa の ER 蛋 白が核およ び

可溶化分画に認め られた 。 また Northern 　blotで

は ヒ ト脂肪組織中に ER 　mRNA の 発現が示され た 。

さらに RT −PCR で 、 ヒ ト脂肪細胞中に ER 　mRNA

の 発現 が示 された 。

【結論】 ヒ ト脂肪細胞中に ER が存在する事 が示 さ

れ 、 estrogen が直接 ヒ ト脂肪細胞に働き脂肪代謝

や 、 脂肪蓄積 に関与 して い る可能性が示唆 され た
。
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