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　卵胞 は ， 原始卵胞 か ら発育卵 と して の リク ル
ー

トを受 けた後 ， 形態学 的 に は primary 　follicle，

preantral 　follicle，
　antral 　follicle，

　mature 　follicle

へ 発育 し ， 最終的に 排卵 へ 至 る． こ の卵胞の 発育

お よび排卵 に対 し て は ， 視床下部下垂 体系内分泌

調節機構が ， 大 きな役割 を果 た して い る こ とは明

ら か で ある ．し か し
， 中枢 の コ ン ト ロ ール が卵巣

に作用 した後 ， 発育卵胞あ る い は主席卵胞の 選択

や成熟が ， 卵巣局所にお い て どの よ うに調節され

て い る か は ， 現在の と こ ろ詳細 に は判 明して い な

い ．特に ，
ヒ ト卵巣局所に お ける因子 に つ い て は ，

研究対象採取や in　vitro 研究の困難性か ら ， その

報告 は少 ない ．

　 こ の ヒ ト卵胞発育に 関す る局所因子に つ い て ，

われ われ が 今まで報告した知見や ， 今回新た に得

られた成績 をもとに 報告する．

　　　　　　 研究対象 と研究方法

　1．研究対象

　研究対象 は ， 子宮悪性病変手術時 に病理検索 目

的の た め に 採取 した正 常月経周期 を有す る51症例

の 卵巣組織 と， 多嚢胞性卵巣症例 に お い て診断お

よび治療 目的に 楔状切除 された 11症例 の 卵巣組織

で ある．採取 され た卵巣組織 に対 し て ， 1）ス テ v

イ ド合成酵素転写調節因子 として近年発見 された

Ad4　binding　protein（Ad4BP ）
1｝，　P450　Side　chain

cleavage 　（scc ）， 3β　hydroxysteroid　dehydro・

genase （3βHSD ），
　 P45017 α hydroxylase （17α ），

aromatase な ど の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 合成酵素

と estrogen 　receptor （ER ），　 androgen 　receptor

（AR ）な ど の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 受容体 ，
　estrogen

産生 の た め の 重要 な酵素 で ある aromatase の 活

性 ， 2） Epidern〕al　growth 　factor（EGF ），
　 Trans−

forming　growth 　factorα （TGF α ） とそ の 受容

体で ある EGF 　receptor （EGFR ）や近年生殖医学

領域に て そ の作用が注 目され て い る成長ホ ル モ ン

に 対 す る 受 容 体 Growth 　 hormone 　 receptor

（GHR ）な ど の 成長因子 ，
3）細胞増殖の 検索の た

め に Ki67，
　 proliferating 　 ce11　 nuclear 　 antigen

（PCNA ），
　 Ag 　nucleolar 　 organizing 　regions

（AgNORs ）などの細胞増殖関連因子 ， 細胞死 pro−

gramed 　cell　death（apoptosis ）の検索に LeYの 発

現 と terminal　 deoxynucleotidyi　 transferase

（TdT ）−mediated 　dUTP −biotin　nick 　end 　labeling

（TUNEL ）法
2）に よ る DNA 断片化 を卵胞 局所 に

お い て検討 した．

　なお ， 対象症例の性周期は 月経歴 の記録 ， 血 中

estradio1 と progesterone 値 お よび子宮内膜 日付

診 で決定 した．

　本研 究は ， 東北大学医学部倫理委員会 の承認 の

も とに 行わ れ た も の で ある ．

　 2．研究方法

　 1）卵胞の分類

　本研 究 に お ける ヒ ト卵 胞 の 分類 を表 1 に 示 し

た．原始卵胞は ，

一
層の spindle　shape の 原始顆粒

膜細胞 が卵 を取 り囲む 状態か ら，立方状 の 細胞で

全 周 が 取 り 囲 ま れ る ま で と し ， 発 育 卵 胞

（preantral　follicle）は顆粒膜細胞層が 重層化す る

も卵胞腔が 未形成で あ る卵胞 ， 発育卵胞 （antral

follicle）は卵胞腔が形成 され莢膜細胞層お よび顆
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表 1　 卵胞 お よ び黄 体 の 分 類

卵 胞 ：原 始卵 胞

　 　 発育卵 胞

　 　 発 育卵胞

　 　 成熟卵胞

　 　 閉鎖卵胞

　 　 主席卵 胞

（primordial　fol正icle）

（preantral　follicle）

（antral 　fo11icle）

（mature 　follicle）

（atretic 　folTicle）

（dominan ヒfollicle）

　　 非主席卵胞 （non 　dominant　follicle）

黄体 ：機 能 黄 体

　 　 退 縮黄体

　 　 白体

表 2　検索卵胞 数

卵 胞 お よ び 黄体 の 分類 　 　 　卵胞 期　　黄体期

原 始 卵胞

発育卵胞 （preantral 　fo】licle）

発育卵胞 （antral 　follicle）

排卵 期卵胞

閉 鎖卵胞

機能黄体

退 縮黄体

白体

89313401119020

翌

／，140

　 7

　 25

　 0

　 28

　 16

　 24

　 58

粒膜細胞層が 形態的に も明 ら か に な っ た卵胞 ， 成

熟卵胞 は ， 卵胞径が増大 し成熟卵胞 へ 至 る もの と

定義した 。な お
， 研究内容に よ っ て は ，

　antral 　folli−

cle の 中で 将来排卵す べ き卵胞を主席卵胞 ， 排卵

に 至 らな い 卵胞を非主席卵胞 と表現した ，閉鎖卵

胞 は ， 顆粒膜細胞層が消失 し ， 変性 した莢膜細胞

のみ に囲 まれ た 卵胞 と した．黄体 は ， 内分泌機能

が活発 と考え られ る機能黄体 ， 退縮黄体 お よび白

体 に分類 した．

　 こ れ らの分類 に従 っ て 検討 した卵胞数 を表 2 に

示 した．

　 2）標本作成法

　卵巣組織 は ， 4 ％PFA に て 6〜12時間固定後 ，

パ ラ フ ィ ン に て包埋 し3μ の連続切片を作成 し ， 免

疫組織化学 ，
in　situ 　hybridization法 ，

　 AgNORs ，

TUNEL の検 索に 供 した．

　 3）免疫組織化学

　 Ad4BP
，
　 scc ，3βHSD ，17α ，　 aromatase ，　AR ，

ER ，　EGF ，　TGF α ，
　EGFR ，

　GHR ，
　Ki67，

　PCNA ，

LeY の 発現 は それ ぞれ特異 的抗体 を用 い て 免疫染

色 を施行 した，免疫染色 は ， Histofine　Kit（Nichi一

rei ，
　 Tokyo ）を用 い た strept −avidin 　biotin　perox −

idase（ABC ）法にて施行した．具体的に は ， 薄切

標本 を脱 パ ラ フ ィ ン 後沸騰 した ク エ ン 酸緩衝 液

（2mM 　citric 　acid 十〇mM 　trisodium　citrate 　 de−

hydrate）に入れ ，
　 microwave （500W ， 15分）に

よ り抗原性 を賦活した．こ れ を冷却後 ， O．3％H20
，

に よ り内因性 peroxydase をブ ロ ッ ク し
， 蒸留水

お よび phosphate 　buffered　saline （PBS ）で洗浄

した ．そ の後 ， 蛋 白非特異吸着防止 のた め normal

rabbit 　 serum と反応 さ せ 再度洗 浄 し ，

一次抗体

（over 　night ）お よび 二 次抗体 （30分） と反応 させ

た．発色 に は ，
DAB 溶液 （0．001M　Diaminoben−

zidine 十 〇．05M 　Tris・HCI 　buffer十 〇．01M 　sQdium

azide ＋ 0．006M 　H202＞を用 い た．通常の封入後 ，

検鏡 し各々 の因子 を解析した．な お ， す べ て の 因

子 に お い て negative あ る い は positive　control

を施行 し ， そ の 特異性 を確認 し た 。

　細胞増殖能の 指標で あ る Ki67，
　PCNA は ， 標本

の細胞 の 中に 占め る陽性細胞 数 の 割合 1abeling

index（LI）を算 出し， 各時期 の細胞増殖能 も評価

した．

　4）in　situ 　hybridization法

　in　situ 　hybridization法 に 応用 した oligonu −

cleotide 　probesは
35S

で 標識した．in　situ　hybridi−

zation 法は以下 の手順 で施行 した．す なわ ち ， 脱

パ ラ フ ィ ン 後 pronase （0．25mg ／ml 　in　50mM

Tris−HCI ，
　 pH 　7，6，

　 and 　5mM 　EDTA ）で 室温に

て 30分 間処 理 し ，
つ い で 10分 間の ア セ チ ル 化

（0．25％ acetic 　 anhydride 　 in　 O．1M 　 triethnola −

mine 　buffer，　 pH8 ．0）を行 い
， そ の 後 ， 標識 した

oligonucleotide 　probes （107cpm），
　 yeast 　tRNA

（SOOμg／ml ），　 salmon 　sperm 　DNA （80μ g／ml ），

50％ formamide ， 10mM 　Tris−HCI ，
　 pH7 ．O， 15

mM 　NaCl
，
　 lmM 　EDTA

，
　 pH7 ．0，

10％ dextran

sulfate と45℃ 18時 間 incubationし hybridizeし

た．こ れ を洗浄後 ， autoradiography に て mRNA

の分布 を切片上 に発現 さ せ た．negative 　control

に は sen ＄e 　probe を用 い た．

　5）Computer　 image 　 analysis （CAS ）に よ る

aromatase 活性測定

　 ヒ ト卵巣標本 で は ， aromatase の 活性を直接測

N 工工
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定 で きな い た め ，CAS （CAS 　200，　 Cell　Analysis

Systems）に て評価 した．具体的 に は ，
　 aromatase

活性 を有す る こ とが 知 られ て い る ヒ ト培養細胞株

（HHUA ，　Ishikawa，　 IIEC−59，0MC ・2，　 MCF −7）

の aromatase 活性 を直接測定す る と共 に ，培養細

胞 に対 し て 免疫染色 を施行後 CAS に よ り免疫 強

度 を評価 した． こ の結果 を も と に
， 卵巣標本の

aromatase 活性 を解析 した．

　 a ＞aromatase 測定

　培 養細胞 株の aromatase 測定 に は ，
　 tritiated

water 法 を用 い た．す なわ ち ， 培養液中に 1β一RH −

androstenedione を加え 24時間 incubation， そ の

後， 5 ％charcoal にて培養液の中の ス テ u イ ドホ

ル モ ン を 吸 着 さ せ ， 上 清 中 の
3H −H ，0 を測定 し

aromatase 活性値を測定した ．

　b）CAS に よ る解析

　培養細胞株は
， あら か じ め charcoal で 処理 し た

ス テ ロ イ ド除去培養液 を用 い 培養した，培養細胞

が単 層化 した後 ， 培養液に testosteroneを加え 24

時間培養 した．細胞 ブ ロ ッ クキ ッ ト （Cytoblock
Kit：Shandon，

　 USA ）を用 い て 再ブ ロ ッ ク 化した

後，aromatase 免疫染色 を施行 し ，
　 CAS に て免疫

強度 を測定 した，卵巣 の aromatase 免疫組織標本

は ， 直接 CAS を用 い 解析 した ．

　6） AgNORs の検索

　脱 パ ラ フ ィ ン後の卵巣標本 を， 50％硝酸銀溶液

と 1 ％formic　acid ＋ 2 ％gelatin溶液 を用 い て ，

暗室の 中で 30分間処理 し洗浄後封入 す る．染色 さ

れた標本 は ， 各々 の 時期 の 卵胞，黄体 に つ い て
，

鍍銀染色 され た核 内の 点状物 を カ ウ ン トし ， そ の

平均数を算出 した ．

　 7＞ TUNEL の 検索

　apoptosis が 発現 す る際 に ， 細 胞質 の 凝 縮や

apoptosic 　body ・の 出 現 な ど の 形 態 的変 化 に 先

だ っ て 核内に DNA 断片が認 め られ る，こ の 断片

の 3’−OH 末端 に bitotin標識 dUTP を結合 して ，

細胞内で apoptosis を検索す る方法が
，
　 TUNEL

法
2｝で ある ．具体的な方法 を以下 に 示す．まず，標

本を脱 パ ラ フ ィ ン 後 20μg ／ml の proteinase 　K 溶

液で 20分反応 さ せ ， DNA 断端周囲の 蛋白 を取 り

除 く．っ い で 内因性 peroxydase の ブ ロ ッ キ ン グ

を行 い
， 洗浄後 TdT 　buffer（100mM 　potassium

cacodylate 十 2mM 　CoCl2十  ．2mM 　dithioth・

retiol
，　 pH72 ）を添加 し ，　 TdT 反応液 （0．3U／μ 1

TdT ： Gibuco十 〇．04nM ノμ1　biotinylated　uridine

triphosphate ： Boehringer 　 Mannheim 十 TdT

buffer）に て 90分反応 さ せ る．　 ABC 法に よる染色

後 ，
TUNEL 陽性細胞 を各 時期 に つ い て検 討 し

た ． な お ， positive 　 control は DNase1

（Stratagene，　 USA ） を ，
　 negative 　 contro1 は

dUTP の かわ りに TdT 　bufferを用 い た．

　　　　　　　　　研究結果

　1．ス テ ロ イ ド合成酵素転写 調節 因子 の発現 と

局在

　ス テ ロ イ ド合成酵素転写調節因子 Ad4BP は ，

P450系ス テ ロ イ ド合成酵素遺伝子 の 転写活性に

必要 で あ る Ad4 配列 の 機 能調節 に 重要 な因子 で

ある．主 と し て ラ ッ トに お い て そ の 発現が認 め ら

られ て い る が，ヒ ト卵巣 に お い て は まだ確認 され

て い な い ．今回 ，
ヒ ト卵巣 に お ける Ad4BP の発現

を確認 す るた め に ， Western　blottingを施行 した

と こ ろ ， ヒ ト卵胞 お よび 黄体 に 53KD の Ad4BP

の バ ン ドが確認され （図 1 ）， こ の 蛋白は ヒ ト卵巣

に 発現 して い る こ とが判明 した．

　卵胞発育に 伴 う Ad4BP の 発現 の 結果で は ， 原

始卵胞 に はそ の 発現が認 め られなか っ た．しか し，

Ra 量　　　 fo脳icle　　 corpus

ovary 冖
冖

r 　luteum

　　
45．°

　　

図 ユ　卵胞 に お け る Ad4BP の 発現 （Western 　blot−

　tin9）
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preantral　follicleに お い て は ， 重 層化 した顆粒膜

細胞の 核 に 局在 が 認 め ら れ た ．antral 　follicleお よ

び成熟卵胞で は ， 顆粒膜細胞 ， 莢膜細胞 の 核 に 著

明に 局在が確認 され た．
一方 ， 閉鎖卵胞 で は ， わ

ずか の 莢膜細胞 に の み 局 在 して い た ．Ad4BP は

ス テ ロ イ ド合成酵素よ り，はや く局在が 開始 して

い た．

　黄体 に お い て は ，
ス テ ロ イ ド産生が活発 と考 え

られ る機能黄体に お い て ， 顆粒膜細胞 ， 莢膜細胞

共 に局在し ， ス テ ロ イ ド産生が認 め られ な くな っ

た退縮黄体 で は その局在は消失 して い た．

　2．ス テ ロ イ ド合成酵素お よび ス テ ロ イ ド ホ ル

モ ン受容体 の発現 と局在

　a ）ス テ u イ ド合成酵素

cholester 。1　　 3βHSD

SCC

pregnenolone　　　　　progesterone

旦7 α

17 α
一hydroxy −

pregnenolQne17
α
一hydr 。 xy −

prQgesIerone

17 α

dehydroepi −
audrosteroncandrQstenediQne

　自＝ニコ⇒ testosterone

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 arQmatase

　 estrone 　 − 　eStrad 更0 王

図 2　 ス テ u イ ドホ ル モ ン 代謝 経路

　図 2 に ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン の 代 謝経路 を示 し

た．卵巣 に お い て は，scc に よ っ て cholesterol か

ら pregnenorone へ ，続 い て 3βHSD に よ り

17α 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 AR

図 3　発 育卵胞 （antral 　follicle） に お け る17α と AR の 発現

aromatase 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ER

図 4　 発育卵胞 （antral 　follicle） に お け る aromatase と ER の発 現
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pregnenolone か ら progesterone へ
， さ ら に 17α

に よ り progesterone か ら androgen へ ，最 後 に

aromatase に よ りandrogen か ら estradiol へ 転

換 され る．今回は ，
こ れ らス テ ロ イ ド合成酵素が

卵胞 の発育 に伴 っ て どの よ うに 局在 す るか を検討

した．

　scc ， 3βHSD の 免疫組織化学染色結果で は ， 原

始卵胞お よび preantral　follicleに ，
　 scc

，
3βHSD

の 発現 は認 め られ なか っ た ．しか し ， antral 　follicle

お よび成熟卵胞で は ， 主 として莢膜細胞に ， さら

に一
部の 成熟卵胞で は顆粒膜細胞 に も局在 し て い

た．また ， scc ， 3βHSD の mRNA は in　situ 　hybri−

dization法 に よ っ て ， 莢膜細胞 に発現す る こ とが

確認 され た．

　progesterone か ら androgen へ 転 換 す る 17α

は ， 原始卵胞には認め られ ず ， preantral　follicleに

至 り莢膜細胞に局在が 開始 した．卵胞発育に 伴 い

antral 　 follicleお よび成熟卵胞の 莢膜細胞に 強 く

局在が認め られ （図 3），
androgen まで の代謝が

antral 　follicleで 活 発に な っ て い る こ とが 示 唆さ

れ た．17a の mRNA も ，
　 in　situ　hybridization法

に よ り莢膜細胞 に 発現す る こ と が確認 され た．

　最 終 的 に estradiol 合成 を つ か さ ど る aroma −

tase の 局在は ， 原始卵胞 ，
　 preantral　follicleまで

認 め られず，antral 　follicleで は発現 しな い 卵胞 と

顆粒膜細胞 に 発現 して い る卵胞が認 め られた．成

熟卵胞 で は ， 顆粒膜細胞に その局在 と発現が強 く

確認 さ れ た （図 4 ）．aromatase の mRNA は ，
　 in

situ 　hybridization法 に よ り顆粒膜細胞 に発現 す

る こ とが確認 され た．こ の aromatase の 発現 は ，

一
つ の標本中 に確認 され た 数個の antral 　fo11icle

群 の 中 で
一 個 の み で あ っ た．し た が っ て ，

aromatase の 発現 した 卵胞 は ス テ ロ イ ド合成能

が すべ て完成 した卵胞で あ り ， 以 後 aromatase の

発現 した卵胞 を主席卵胞 と定義した．

　閉鎖卵胞 に お い て は ， 17α の局在が認め られ た

が aromatase は消失して い た．

　 b） ス テ v イ ドホ ル モ ン 受容体

　 antral 　follicleまで の莢膜細胞 に お け る17crの

発現 は ，
androgen まで の ス テ n イ ド代謝が 完 了

す る こ とを意味す る ． こ の androgen が作用 を発

表 3 　Ad4BP と ス テ ロ イ ド合成酵素 の 発現

Stages Cell
　 　 Ad4BP 　 scc 　 17α 　 aromatase
type

原始 卵胞

発育卵胞
（preantral 　follicle＞

獵驫 。ll、d ，）

灘 1馳〉

GGT

♀

♀

一

十

十

真　 弄　9
＃　 ＃　＃

＋
一

G ；顆粒膜細胞，T ：莢膜 細胞

揮す るた め に は ，
AR の発現が不可欠で ある．

　AR の 発現 は ，
　 preantral　follic工e の莢膜細胞 に

発現 し始め ， antral 　follicleお よび成熟卵胞 で は ，

主 と して顆粒膜細胞 に 強 く発現 した （図 3 ）．

　閉鎖卵胞 に お い て は ， AR の 局在が認 め られ た．

　ER の 局在 は，原始卵胞 と preantral　follicleに

は認め られず ，
aromatase の発現 した antral 　fo1−

licleと成熟卵胞 の 顆 粒膜 細胞 に その 発現 が 強 く

認 め られた （図 4 ）．ER の 発現 は aromatase の 発

現 と同様 に，主席卵胞 として の性格 を獲得す るた

め に 重 要で ある こ とが 判明 した．

　表 3 に ス テ ロ イ ド含成酵素の発現の ま と め を示

した．scc と は ， 卵胞発育 に伴 い preantral 　fo11icle

か ら主 として莢膜細胞に発現 し ， progesterone ま

で の 代謝 をすすめ る．17α は antral 　follicleか ら

の 莢膜細胞に発現 し androgen の 産生 を促す ．　AR

は ，
　antral 　follicle以降の発育卵胞 の顆粒膜細胞 に

強 く発現 し ， 顆粒膜細胞 に お ける estradiol 産生

の た め の 準備が antral 　 follicle以降に 完成す る こ

と が 明 らか に な っ た．aromatase が 発 現 し た

antral 　follicleは estradiQl の 産生能力 を獲得 し ，

ER を介 して卵胞 の成熟 をさ ら に促進 す る機序が

存在す るこ とが判明 した ．

　c）aromatase 活性値

　培 養 estrogen 産 生 細 胞 株 の 培 養 液 中

aromatase 活性値 と ， 免疫染色強度の 相関を図 5

に 示 した．両者の 間に は有意な相関関係が認 め ら

れ ，
CSA に よ り aromatase 活性を評価が 可能で

ある こ とが判 明 した．図 6 に は ， 卵 巣周期各期 の

顆粒膜細胞 一個 あた りの aromatase 免 疫染色 強

度 と血 清 estradiol 値 を示 した．卵胞期 に お ける

顆粒膜 細胞 一個 あた りの aromatase 免 疫染色 強
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　 aromatase 　700
免疫 染色 強 度

　（OD ！cell） 600

　 　 　 　 　 500

　 　 　 　 　 400

　 　 　 　 　 300

　 　 　 　 　 200

　 　 　 　 　 100

　 　 　 　 　 　 0

MCF −7
　 Qr

＝ 0．959 表 4 　卵胞 に お け る成長因予 の 発現

　 　 　 　 　 　 　 0

　 　 　 　 　 　 　 0MC −2

HEC − 5
　 Q
　 　 OIshikawa

免 疫組織染 色
　 　 　 　 　 　 卵胞 数
　 ISH

TGF α 　　 EGFR 　　 GHR

HHUA

G 十T 　 　 　 G 　 　 　 　 G
　 T

　 　 　 　 　0 　100200300400500600700

　　　 aromatase 活性値 （fmo11106　cells　24hrs）

図 5　 aromatase 活性 値 と 免疫染色強度の 相関性

原始卵胞

発育 卵胞
（preantral　f〔♪11icle）
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閉鎖卵 胞

匚
」
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11314
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0　　　　 0

0　 　 　 　 0

6（16％ 〉　ユ4（38％）
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（43％）
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　　　　 0
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　　　　　　　　　　　　　　 avs ．　b ： p〈O．OOI

図 6　卵巣周 期 （増殖期〉の 顆粒膜 aroma 亡ase 免疫染

　色強 度 と血清 estradiol 値

度 は ， 著明 な変化 を認 め な か っ た．一方 ， 血 清

estradiol 値は卵胞期後期で は 有意 に増加 し
， 成熟

が進ん で い る主席卵胞に お い て は ， 顆粒膜細胞数

が 著明 に増加す る こ とに よ り， 顆粒膜全体 と して

の aromatase 活性が亢進 して い る こ とが 明 ら か

に な っ た ．

　 3．成長因子

　a ）EGF

　 EGF は 卵胞発育過程 に お い て ，
　 mRNA お よび

蛋 白レ ベ ル で の 発現 は認め られ なか っ た．

　b）TGF α
，
　 EGFR

　 TGF α ，
　 EGFR は ， 原始卵胞 お よ び preantral

follicleに発現が認 め られ ず ，
　 antral 　folllcle以降

で は莢膜細胞 と顆粒膜細胞 に TGF α が 局在 し ，

顆粒 膜細 胞 に EGFR が 局 在 し て い た （表 4 ）．

TGF α は ，
　 in　situ 　hybridizatio霞 去に よ り莢膜細

胞 に発現す る こ とが 確
’
認 された． こ の 結果 よ り ，

TGF α は antral 　follicle以降 に ， そ の 受 容体であ

る EGFR と共 同 し て paracrine 調節 機構 を 営ん

で い る こ と が明 らか に な っ た．

　黄体で は ， TGF α が 機能黄体 に高率 に認 め られ

た が
， 受容 体 で あ る EGFR の発現 は認 め られ な

か っ た。

　 c ）GHR

　GHR は ， 今回検討 した 発育過 程 の 卵胞 で は ほ

とん ど発現が認 め られず，成熟卵胞 の顆粒膜細胞

の 2ユ％の み 確認 され た に す ぎな か っ た （表 4 ）．
一

方 ， 活発な機能 を有して い る黄体で は GIIR が著

明 に局在 し て い た ．

　4．細胞増殖因子 と細胞死関連因子 の 発現 と局

在

　a ）細胞増殖因子 （Ki67，
　 PCNA ） の 免疫染色

　 K ｛67の 発現 は ， preantral 　follicleの 顆粒膜細胞

に発現が開始 し ， antral 　follicle， 成熟卵胞 で は ，

莢膜細胞 と顆粒膜細胞 に 著明に 認 め られ ， 細胞増

殖が 活発で あ る こ とが明 らか で あ っ た．PCNA も

同様で あっ た．

　b）細胞増殖因子 （Ki67，
　 PCNA

，
　 AgNORs ）陽

性細胞出現率

　 Ki67の LI を図 7 に 示 した．卵胞に お ける Ki67

陽 性 細 胞 は ， preantral 　 follicle， 卵 胞 期 antral

follicle
， 黄体期 antral　 follicle

， 主席卵胞の 顆粒

膜 ・莢膜細胞，お よ び 閉鎖卵胞の 莢膜細胞 に 認 め

られ た．顆粒膜細胞 に お い て Ki67LI最高値 は 黄

体期 antral 　follicleで ，
　 LI 間の 有意差 を認め るの

は ， 原 始 卵 胞 と 卵 胞 ra　antral 　 follicle
， 黄 体 期

antral 　follicle　tsよび主 席卵胞の 問 で あ っ た （pく

0，01）．莢膜細胞 に お い て は ， preantral　follicle，

卵胞期 antral 　follicle， 黄体期 antral 　follicle， 主
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Ki67LI
　706050 艸 　 く 0．0

顆粒膜細胞
帥 　　莢膜 細胞

雰 寧

＊ 騨

＊ ＊

准 ＊

＊＊

表 5　 正 常卵巣卵胞 と 多嚢胞性卵巣卵胞 に お け る

　Ad4BP とス テ ロ イ ド合成酵素 の 局在

Cel］
　 　 Ad4BP 　 scc　 　 l7α 　 　aromatase
type

40300021O

　 PM 　PRPANDfNDI 　D 　 　 S　PANDfNDI 　D 　Atre

非 蟐 卵胞 　 ♀ 墫
一

；
主席卵胞 　　　 　G　 　　十 　　　

一
ト

Dr 成熟卵胞 　 　 T 　 　　十 　 　　 十

多
魏

性孵
♀

＋

町 ；

一
十

 
十

一
十

十

G ：顆粒膜細 胞，T ：莢膜細胞

P（

論。
匯 躔 唖］

　　鶉

　　9
　　9
　　19
　 　 0
　 　 　 PMPRPANDf 　NDI　D

鬮 、 、 P．。．。1

SPANDfNDID 　 Atre

表 6　 多嚢胞性卵巣卵胞 に お ける17α と Ki67の 陽性率

17cr Ki67

Type 　A 　　　7／7（100％ ）

Type 　B　　　8／12（67％）

Type 　C　　　　2／19（11％｝

4〆4（100％ ）

5／5（10e％）

3／10（30％〉

　 図 7　 卵胞発育 と Ki67，　 PCNA 　labeling　index

PM ；primordial 　follicle，　PR ；primary 　fQllicle，　 PA ；

preantra］follicle，　 NDf ；non −dominant　follicle（fol・

licular　phase ），
　 NDI ；non −dominant　follicle（lutea正・

phase ），　 D ； dominant　 follicle，
　 S ； struma ，

　 Atre ；

atretic 　follic］e

席卵胞の 問に 有意差 を認 め な か っ た．

　PCNA の 結果 は ， 図 7 に 示 した．顆粒膜細胞に

お ける PCNA の LI は主席卵胞 で 最高 と な り，
H

間 の 有 意 差 を 認 め る の は，原 始卵 胞 に 対 レ て

preantral　follicle， 卵胞期 antra 】follicle， 黄体期

antral 　follicle
， 主席卵胞で あ っ た （p〈 O．01）．莢

膜細胞 に お い て は ， 閉鎖卵胞 と preantral 　follicle
，

主席卵胞の 間に有意差が認め られ た （p ＜ 0．01）．

　卵胞 に お け る AgNORs は卵巣 のす べ て の 細胞

で 認 め られ ， 顆粒 膜 細胞 に お け る LI は卵胞期

antral 　foIlicleで最高 とな り，
　 LI 問の有意差を認

め る の は ， preantral 　follicleと卵胞期 antral 　folli−

cle
， 黄 体 期 antral 　 follicle， 主 席卵胞 で あ っ た

（p 〈 O．Ol）．莢膜細 胞 に お い て は，閉 鎖卵 胞 と

preantral　follicle， 主席卵胞 の 間 に有意差 が認 め

Type 　A ；顆 粒膜 細胞 層が 4 層以上 あ る 卵胞

Type　B ：顆 粒膜細胞 層が 3層以 下の 卵胞

Type　C ：顆粒膜 細胞 層 を欠 く卵胞

られ た （p く O．01）．

　c ）細胞死関連因子 の 発現

　TUNEL 陽性細胞 は ， 退縮黄体 に散在性に認 め

ら れ た だ け で あっ た ．さ ら に
，
LeY陽性細胞 は 卵巣

内の い ずれ の卵胞 ・黄体 を観察して も認め られ な

か っ た．

　5．多嚢胞性卵巣に お ける ス テ ロ イ ド合成酵素

転写調節因子 と合成酵素お よび Ki67の検索

　ス テ ロ イ ド合成酵素転写調節因子 で ある Ad4BP

の多嚢胞性卵巣に お け る局在 は， 顆粒膜細胞 な ら

び に 莢膜細胞 に 認め られ ， 17ev，　scc ， 3βHSD な ど

の ステ ロ イ ド合成酵素 は莢膜細胞 に認め られ た．

こ れ らの局在様式 は ， 正常卵巣卵胞 の antral 　folli−

cle と同様で あ っ た ．　AR も同様 に認 め られ た．し

か し ，
aromatase と ER の局在 は検索 したす べ て

の 卵胞 に認め られ ず ， 主席卵胞 として の 性格 を有

す る卵胞 は ， 通常の 状態で は多嚢胞性卵巣に は存

在 しな い こ とが明 らか と な っ た （表 5）．

　表 6 に
， 多嚢胞性卵巣卵胞 をそ の 顆粒膜細胞層

の厚 さ に よ り分類 し ， 17α と Ki67の 発現様式を検

索 した結果 を示 した．顆粒膜細胞 層の 重層化 に 伴

い
， 17α と Ki67の 陽性率が増加 し ， 多嚢胞性卵巣

卵胞に お い て も徐々 に卵胞発育 が進ん で い る こ と
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が 明 らか に な っ た．

　 　　　　　　 　 考　 　察

　卵胞 は ， 下垂体 か ら の FSH の 刺激 に よ り原始

卵胞 よ り発育が 開始 し ， 形 態学的に は primary

follicle
，
　preantral 　follicle

，
　antral　follicle

，
　rnature

follicleと発育 し， 最終的に preovulatory　follicle

とな り， 下垂体か らの 1uteinizing　hormore （LII）

の 刺激に よ り排卵へ 至る． こ の卵胞の発育お よび

排卵に対 して は ， 視床下部下垂体 か らの ゴ ナ ドト

ロ ピ ン刺激 と卵巣か らの性 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の

密接な 内分泌調節機構が ， 大 きな役割を果た し て

い る こ とは い うまで もな い ．しか し ，
ヒ ト卵巣局

所 に お い て ， 発育卵胞 の選択機序 ， ある い は発育

卵胞群か らの 主席卵胞 と して の成熟機序が どの よ

う に調節さ れ て い る か は明 らか で は な い ．

　本研究で は ，
ヒ ト卵巣卵胞発育に関与す る局所

調節機構， と くに ス テ ロ イ ド合成酵素 ， 成長因子 ，

細胞増殖ある い は細胞死関連因子が卵胞発育 と共

に どの よ うに局在す るか を主 と して免疫組織化学

的 に検討 し ， ヒ ト卵胞発育機構の 解明 を試み た．

　 ス テ ロ イ ド合成酵素転写調節因子 Ad4BP は ，

す べ て の P450系 ス テ ロ イ ド合成酵素遺伝子 の 転

写活性 に必要 な Ad4配列 と結合 する蛋 白で ある．

現在 ま で ， 種々 の 臓器 に お い て Ad4BP が 発現 し

て い る こ とが 報告され る と共 に
3）

，
ス テ ロ イ ド合

成酵素機能 の 調節 で は 副 腎皮質
4｝5）な ど に お ける

意義が 報告され て い る．卵巣に お い て も， こ の 調

節蛋白が卵胞発育 と共に 機能し て くる ス テ ロ イ ド

合成酵素 に対 して 何 らか の 意義 を有 し て い る と推

定 される．すなわち ， 卵巣 に お ける ス テ ロ イ ド含

成酵素の 発現 は ， 卵胞発育の 局所因子 と して 重要

で あ り，こ れ を initiateす る Ad4BP の 局 在 は卵

巣 ス テ ロ イ ド産生 の 最初の ス テ ッ プ と考 え られ

る．今回の 結果で は ， preantral　follicleの顆粒膜

細胞の核 に Ad4BP の 局在が 開始 し
， 卵胞成熟 に

伴 い ，ス テ ロ イ ド合成が活発で あ る antral 　follicle

お よび成熟卵胞の顆粒膜細胞 ， 莢膜細胞 に強 く局

在が 確認 さ れ た ．し か も ， ス テ ロ イ ド合成酵素に

先行して局在が 開始 し，
ス テ ロ イ ド合成酵素 よ り

長 期 間卵 巣 に 局 在 し て い た，こ の 結 果 よ り，

Ad4BP は卵胞発育 に 伴 う ス テ ロ イ ド合成酵素機

能発現 に 重 要な意義を有 し て い る と共に
，
Ad4BP

の 発現 は preantral 　follicleと し て 発育 す るた め

の 卵胞局所 に お け る条件 の
一

つ で ある と考え られ

た．

　また ， 黄体に お い て もス テ ロ イ ド産生が活発 と

考え られ る機能黄体にお い て局在が 強 く認 め られ

る と共 に ， Ad4BP の 消失 と ス テ ロ イ ド合成 酵素

の 消失が
一致 した．以 上 の こ と か ら ， Ad4BP は ス

テ P イ ド合成酵素機能発現 とそ の機能調節に 重 要

な意義 を有して い る と推定され た．

　卵胞発育と密接 に 関連する
，

ス テ ロ イ ド合成酵

素 は原始卵胞で は局在を認めず ， preantral 　follicle

に発 育 して か ら cholesteroI か ら androgen ま で

の 代謝 をつ か さ どる scc ， 3βHSD ，
17α が

， 主 と

し て 莢膜細胞に 発現 が 開始 し， androgen の 産生

が 始 ま る．androgen の 卵胞発育に 対す る意義 は

不明で あるが
， 少 な くとも初期 の卵胞発育に と り

positiveな 作 用 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ る ．

antral 　follicleに至 る と ， す べ て の卵胞の莢膜細胞

に お い て scc ， 3βHSD ， 17α の 免疫組織化学的 な

染色性 が著 明に な り， androgen ま で の ス テ ロ イ

ド合成能が活発 に な っ て い る こ とが判明 した．特

に ， 最終的 に androgen 合成 をすす め る17α は莢

膜細胞 に認 め られ ， androgen 合成 の 場 は莢膜細

胞で ある こ とが 明 らか に な っ た．合成 され た an −

drogenが機能 を発揮するため に は，　AR の発現が

必要 とな る．今回の 研究 に お い て ， AR は antral

follicIeの 顆粒膜細 胞 に 強 く発現 し て い る こ とが

確認 さ れ，こ の androgen 産生お よ び AR の 発現

様式 よ り，
　antral 　follic工e に お い て は莢膜細胞 お よ

び顆粒膜細胞間で
， paracrine 調節機構を介 し て

ス テ ロ イ ドに よ る機能調節が作動 して い る こ とが

示 唆され る．す な わ ち ， 莢膜細胞か ら移送 され た

androgen が顆粒膜の AR に結合 し，
　 androgen の

生物学的作用が 発揮す る 条件が満た さ れ る こ と と

な り ， こ の 条 件 を獲 得 し た 卵 胞 が 機能 的 に も

antral 　follicleとして定義 され る と考え られ る．今

回の検討で は ， 黄体期に 認 め ら れ る antral 　follicle

も ， 卵胞期 と同様で あ り こ の時期の antral 　follicle

が将来主席卵胞 と し て成熟す る可能性が 考 え られ

た．
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　卵巣 に お け る ス テ ロ イ ド最 終産物 は estradioI

であ り，
こ れ は aromatase に よ り合成され る．今

回 の 検討で は ， aromatase は antral 　follicleの 一

部 と mature 　follicleの顆粒膜細胞 に局在 した ．し

か も， こ の aromatase の 発現 は ， 標本中に確認 さ

れ た数個の antral 　follicle以降の 卵胞群 の 中で
一

個の み で ，
ス テ ロ イ ド最終産 物 で あ る estradiol

産生の条件 を備 えた卵胞 は 主席同胞 で ある と考え

られ る． ヒ トに お い て は通常， 主席卵胞は
一

個の

み で あ り， aromatase の発現 は主席卵胞の 選択 に

重要 な局所因子 で ある こ とが 明 らか に な っ た．さ

ら に
，
aromatase の 発現 した卵胞で は ，

ER が 顆粒

膜細胞 に局在して お り， 主席卵胞顆粒膜細胞で は

estrogen が autocrine 的 に 1幾能 し て い る こ とが

判明 した． しか し ， 今 回の 研究は免疫組織化学的

手法 に よ る検討で あ り，
ど の よ うな局所因 子が

aromatase と ER を initiateして い るか は不 明で

ある．

　CAS に よ る aromatase 活性値 の 変化 の 検討結

果で は ， 卵胞期 に お ける顆粒膜細胞
一

個あた りの

aromatase 免疫強度 は ， 著明な変化 を認め なか っ

た．し か し ， 血清 estradlo1 値は卵胞期後期 で は有

意 に増加して お り， 成熟が進ん で い る 主席卵胞に

お い て は ， 顆粒膜細胞増殖が著明 に亢進す る こ と

に よ り全 体 と して の aromatase 活性 が増加 し て

い る と推測 さ れ ， 卵胞 に お い て は細胞の 増殖を促

す成長因子の 関与 が示 唆され る．

　今回検討した成長因子 は ，
EGF

，
　TGF α とその

受容体で ある EGFR ，さ らに近年卵胞発育 に 関連

し て 注 目 さ れ て い る 成 長 ホ ル モ ン の 受 容 体

（GHR ）であ る．　 EGF は卵胞発育過程 に お い て ，

mRNA お よ び蛋 白 レ ベ ル で の 発現 は 認 め られ

ず ， 局 所 因 子 と し て の 意 義 は 不 明 で あっ た，

TGF α ，
　 EGFR の免疫組織化学結果で は ， 原始卵

胞 お よび preantral　foliicleに お い て は ， 局在が 認

め られな か っ た．しか し ， antral 　follicle以降で は

莢膜細胞 に TGF α が mRNA お よび 蛋 白 レ ベ ル

で 局 在 し， その受容体で あ る EGFR は顆粒膜細胞

に局在 した．こ の 結果 よ り ，
TGF α は antral 　folli・

cle 以 降 に 莢膜細胞 に 発現 し ， 顆粒膜細胞 に 局在

す る 受容体で あ る EGFR と共同 して細胞 増殖 を

営む paracrine 調節機構が作動 し て い る こ とが 判

明 し た ．

　
一

方， GHR は今回検討 した発育過程の 卵胞 で

は ほ とん ど発現が認 め られ ず ， む し ろ活発な機能

を有 し て い る黄体に 著明に 局 在した， こ の結果よ

り， GHR は ヒ ト卵胞発育 に関 して は積極 的な意

義を認め ず ， 黄体 に お ける何 らか の機能調節機構

が推測され た，

　CAS に よる aromatase 発現量や 成長 因子 の 結

果 ， さ らに形態的 に も ， 卵胞の発育過程に お い て

は細胞の増殖能が著明であ る と考 え られる．こ の

細胞増殖能の 検討は ， 卵胞期 ， 黄体期さ ら に は多

嚢胞性卵巣卵胞 が細胞生物学的 に ど の よ うな via ・

bilityを有す る か を解明 する うえで 重要で ある．

Ki67の 発現 は ，
　 preantral　follicleの 顆粒膜細胞 に

認め られ ， 発育 す べ く選択 さ れた卵胞で は細胞増

殖が開始する こ とが 明 らか に な っ た．antral 　folli−

cle お よび主席卵胞 で は ，
　 Ki67が 莢膜細胞 と顆粒

膜細胞 に 著明 に 認 め られ，細胞増殖が よ り活発で

あ る結果 を得 た．こ の 増殖能 は PCNA ，　AgNORs

の検索で も同様 に確認 され た ．増殖能の 時間的変

化 の 解析 の た め に 検討 した LI で は ，
こ れ ら因子

は antral 　follicle
， 主席卵胞で差 を認めず両者 とも

活発 な 増殖能 を示 し て い た． しか も ， 黄体期 の

antral 　follicleに お い て も卵胞期 と同じで あ り ，
ス

テ ロ イ ド合成酵素の 結果 とあわせ 考 え る と ， 卵巣

周期の い か なる 時期 の antral 　follicleで も， 将来

主席卵胞 と して成熟 する可能性が示 唆され る．

　細胞死 関連 因子 の発現で は ， 今 回 の 検討で は ヒ

ト卵胞 の どの 時期 に お い て も確認 で きな か っ た．

わ れ わ れ は ， 卵 胞閉鎖 機序 に programed 　cell

death が 関与 し て い る可能性 を推定 し て い た が
，

こ の 機序 は生 殖能が 活発で あ る時期の ヒ ト卵巣で

は発現 して い な い と考え られ た．しか し ， 顆粒膜

細胞 の apoptosis に つ い て は ， ラ ッ トな どで 報 告

さ れ
6）

， 今後 の研究が必要で あ る．

　 多嚢胞性卵巣に お け る局所調節因子 に つ い て の

検討結果で は ， 正 常卵巣 の antral 　follicleと ス テ

ロ イ ド合成酵素転写調節因子 ，
ス テ ロ イ ド合成酵

素 とス テ ロ イ ドホ ル モ ン受容体 の発現様式 と同様

で あっ た．さ ら に ， 細胞増殖能 の 指標 で あ る Ki67
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も発現 して お り，多嚢胞性卵巣卵胞は決 して 閉鎖

卵胞 の集 団で はな く ， 主 席卵胞 に成熟す る能力を

有す る卵胞 ，
い い か える と antral 　fo］1｛cle で 停止

して い る卵胞で ある こ とが 推定され た．しか し，

主席卵胞 と し て の 条件 と考え られ る aromatase

と ER の 発現 は認 め られ ず ， 通常の環 境下 で は

preovulatory 　follicleへ 移行 で きな い も の と考え

られ る．多嚢胞性卵巣に お け る こ の よ うな機序の

局所的原因に つ い て は本研究か らは明 らか に は さ

れ な か っ たが ，
hMG に よ る 卵巣刺激 を施行 した

際 に ，ほ と ん どす べ て の 卵胞が
一

度に成熟 し て く

る こ とが臨床 的に認 め られ ， 何 らか の 局所的異常

に よ り卵胞成熟機構が欠如 して い る もの と考 えら

れ る．さ ら に
，
hMG に よ る過剰刺激症候群の 出現

は，正 常卵巣 よ り数多 く antral 　follicleを有 する

と推定 され る多曩胞性卵巣 で は，hMG 刺激 に よ

り多数の 卵胞が 一度 に主席卵胞 へ 移行す るた め と

考 え られ る．また ， 多数の 卵胞が androgen 産 生 ま

で の ス テ ロ イ ド合成系で とど ま っ て お り， こ の 機

序に よ り androgen 豊富 な環境 をもた らして い る

と考 え ら れ る．

　　　　　　　　　　結　 　論

　本研究に よ り以下の 結論 を得た ．1） ヒ ト卵胞発

育に は
，

ス テ ロ イ ド合成酵素転写調節因子の 発現

が重要 で あ り，
こ の 調節因子 の発現に よ りス テ ロ

イ ド合成酵素 が卵胞 発育 に 伴 っ て 発現 す る．2）

antra1　follicleで は ，
　 androgen まで の ス テ ロ イ ド

合成能 が莢膜細胞で 認 め られ ，AR が顆粒膜 細胞

に発現す る と ，
androgen の 生物 学的作用 が 出現

し antral 　follicleとして 機能が 完成す る 。こ の 時

点で ， 莢膜細胞 お よび顆粒膜細胞間の ス テ ロ イ ド

ホ ル モ ン の paracrine 調節機構が作動す る．3）最

終的 に aromatase と ER の 発現 に よ り主席 卵胞

へ 移行 し成熟卵胞へ 発育し た 後排卵す る．4）卵胞

発育 過程 に は 細 胞 増 殖 能 が 亢 進 し ，
TGF α と

EGFR が paracrine 調 節機構 を 介 して 細 胞 増殖

を support して い る．5）黄体期の antra1 　fellicle

は卵胞期の antral 　follicleと局所因子 的 に は同様

で あ り，次周期以 降に主席卵胞 へ 移行す る可能性

が あ る．6）多嚢胞性卵巣卵胞 は ， antral 　foUicleで

停止 し て い る卵胞 と推定 され る．
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Synopsis

  It is well  known  that gonadotropin controls  a major  part  of  follicular development. However,  the

mechanism  of  local regulation  under  the control  of  gonadotropins  in still unclear.  In this study,  we

focused on  the local regulation  of  steroidogenesis,  growth  factors and  cell  proliferatien to evaluate
the human  follicular development,

  To  assess  steroidogenesis,  it is important to detect the expression  of  steroidogenic  enzymes  in the

granulosa and  theca  cells  during folliculogenesis. We  initially tried to find out  the transcription

factor Ad4BP  that binds the Ad4  site and  regulates  the functien oi steroidogenic  enzyme.  By
immunohistochemistry,  the expression  of  Ad4BP  was  confirmed  spordically  in preantral granulosa

cells.  In the antral  follicles, the expression  of  Ad4BP  was  observed  both in the granulosa  and  theca

cell,

  According steroidogenic  enzyme,  we  evaluated  temporal  and  spatial  Iocalization of  cholesterol

side  chain  cleavage  (scc), 36 hydroxysteroid dehydrogenase (3P HSD), 17a hydroxylase (17cr) and

aromatase,  and  steroid  receptors,  In briefly, the localizations of  scc, 3PHSD  and  17a were  observed

in preantral follicles and  the mRNA  expressions  of  these enzymes  were  cenfirmed  in the theca  cell

by in situ hybridization method.  Expression of  arematase  was  generally  observed  in only  one  follicle

(antral or  mature  follicle) per case  in mid  proliferative to premenstrual  phase, The  localization of

androgen  and  estrogen  receptor  was  observed  in t/he antral  follicle granulosa  cells, and  estrogen

receptor  was  detected only  in aromatase  positive follicles.

  These  results  suggested  that  Ad4BP  initially controls  the function  of  steroidogenic  enzymes  and

steroidogenic  enzymes  gradually  express  from  primary  follicles to mature  follicles. At  antral  follicle

stage,  steroid  metabolism  completes  to produce testosterone, When  aromatase  and  estrogen  rece-

ptor express  in antral  fellicle, this antral  follicle develops as  the dominant follicle and  produces
estradiol  to promote  follicle maturatien.  We  therefore speculate  that the expression  of  aromatase

and  estrogen  receptor  have  an  important role  for the  selection  of  deminant follicle in human.

  According growth factors for follicular development, it has been demonstrated to be important in

the biological activity  in the ovary.  In this study,  we  examined  the localization of  EGF,  TGFa  and

their receptor  (EGFR). The  localization of EGF  was  not  confirrned  both mRNA  and  protein level

through follicular development. On the other  hand, the localization and  expression  of  TGFa  was

confirmed  in theca ce}ls  and  EGFR  in granulosa  cells  at antral  stage.  This finding suggested  that
TGFa  is locally synthesized  from theca cell and  acts  as  a  paracrine  fashion through EGFR,

  In cycling  ovary,  the nurnber  of  theca and  granulosa cell markedly  increase and  then  decrease at

atretic  follicle, Hence, we  examined  cell proliferation and  apoptosis.  Ki67, PCNA  and  AgNORs
which  are  the maker  of  cell proliferation were  examined  and  the parentage  of  positive cells

increased significantly  frem  antral  to dominant  fo]licles. Moreover,  in antral  follicle of  luteal phase,

the parentage  was  similar  as  in follicular phase.  These results  demonstrate that cell  proliferation

reaches  maximum  at  antral  follicle and  even  antral  follicle in Iuteal phase  has a  potency to develop

as  dominant follicle. We  could  not  detect apoptosis  during follicular development.

  Finally we  examined  the local environment  of  polycystic ovary  (PCO) synclrome.  In briefly, the

environments  of  steroidogenic  enzymes,  steroicl receptors  and  ki67 were  similar  as  antral  follicle of

normally  cycling  ovary.  These results  suggest  that follicles in PCO  have a  capability  to develop for

dominant follicle.

  In conclusion,  Ad4BP  is important for the expression  of  steroidogenic  enzymes.  The  expression

of  aromatase  and  estrogen  receptor  in antral  follicle may  be one  of  a  key for selection  of  dominant
follicle,


