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Gonadotropin分泌 へ の 影響お よ び銅塩排卵の 作用機序
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　　　　　　 高　　 橋　　　 威

，

概要　下 垂 体 前葉 に 対 す る視 床 下部 の 抻経 体 液的調 節 と い う概 念 は，現在 広 く認 め ら れ て い
．
る とこ ろ で あ る。

そ の 証 明 に は 従 来 よ り in　vivo お よ び in　vitro の 方法 が 考案 さ れ て 来 て い る が，著 者 は in　vitro に お け

る 雄 ラ ッ ト下 垂 体 前 棄 の incubation 法 を 行な い ，そ の 方 法 の 基礎的問題 に つ い て ま ず検討 を 加 え，こ の 方法
を 用 い incubation 　medium に 視 床下 部 粗 抽 出液 お よ び 銅 塩 を添 加 し た 塲 合 の gonadotropin の 変動 よ り，
銅 塩 排卵 の 作 用機 序 に っ い て 検討 し た．な お gonadotropin 測定 に は ，　 LH は Parlow の ア ス コ ル ビ ソ 酸 減 少
法 ・FSH は St・elman −P・hl・y の ラ ・ ト卵巣重量測定法 ，　P ・ 。 1… i・ は Ni ・・11 の 鳩囀 粘膜 乾 燥重 量測 定
法 を 用 い た ．

　1） 雄 ラ ッ ト下垂体前葉を incubate す る と，下垂体 前 葉 の 適 量 お よ び 時間 に よ り，そ の Inedium 中 の

gonadotropin を 測 定 す る こ とが 可 能 で あ る．

　2）　す な わ ち 2 時 間 incubate し て そ の medium 中 の gonadotropill を測 定 す る と， 1recipient 動 物
あ た りLH で は 下垂 体 前葉

4
！s個相当で 約 1．0μg （NIH −LH ・S、2），　F　S　H は

6

！s 個 で 約 100μ g （NIH −FSH −S4），

Prolactin　lts1
，個 で 約40mU （NIH −P・B

，） とそ れ ぞ れ 測定す る こ と が で き た ．

　3） 視床 下 部 の 添 加 に よ りLH お よ び FSH 活性 は 有意 に 高 め ら れ，　Prolactin 活性 は 減 少 し た．す な わ ち

LH ，　FSH 　releasing −factor，　Prolactin　inhibiting・factor の 存 在 を 推 察 し え た． 又 LH に 関 し て は ， 添加 し

た 視床下都 の 量 に 比例 し LH 活 性 が dose　 response に 亢 進 し た．
　4）　大 脳 皮質お よ び 下 垂 体 後蘖成分 の 添 加 で は 変 動 が み ら れ な か つ た ．

　5） 銅塩 の 単独 添 加 で は ，Prolactin だ け が 増 加 を 示 し た ．

　6） 視床下 部 お よ び 銅 塊 添加 で は ，LH ，　 FSH 共 に 有 意 の 増 加 を 示 し た ．
7） 以 上 の 結果 か ら 鱸 排卵 の 作 用 機序 倖よ湖 塩 の 視床下 部 へ の 髄 に よ 揃 勦 り，LH ，　 FSH が 放 m．

され る た め と椎 察 さ れ る ．

岬

7

　　　　　　　　　 緒　　言

　近年，視床下部 が 下垂体前葉 の 各種 trophic

hormone の 分泌，放 出を調節 して い る こ とが 明ら

か に され る に つ れ ， こ れ ら の mediatOr は
一

般 に

re ！easing −factor ま た は inhibiting−factor と呼ば

れ，こ の 物質 の 生理作用 と化学的分析が試み られ

て きて い る．下垂体に 対す る視床下部の 神経体液

的調節を検討す るた め ，視床下部の刺激，破壊，
一
ド垂休茎切断，薬物注入等 の in　v・ivo の 実験 と，

下垂体 incubation
， 組織培養等 の in　vitro の 実

験が行なわれ て い る．

　
一方，家兎に お け る銅塩静注に ょ る排卵現象 に

関 し て は ，古 くよ り注 目され，そ の 排卵誘発機序

に つ い て も多 くの 研究者に よ り検討され て 来て い

る．と くに視床下部 との 直接的な神経連絡を断た

れ下垂体前葉 の incubati。 n 実験 に よ り， 銅塩排

卵の 作用を 検討 した報告 は あるが， LH
，
　 FSH

，

Prolactinの 総合的変化 よ り検討 した報告は な い ．

した が つ て 以下 に こ の 点を 中心に検討 し た．

　　　　　　実験材料お よび実験 方法

　 A ．実験材料

　incubation 　lこ は体重 150〜 2009 の Wistar系
成熟雄ラ ッ トの 下垂体前葉 を 使用 し た ．添加 し

た視床下部お よび大脳皮質は 同 じ動物よ り摘出 し

た も の を 使用 し た ，下垂体後葉成分 として ，合成

oxytocin お よ び lisin　vasopressin を用い た ．銅

塩 として は硫酸銅 （CuSO4 ・5H
，
O ）を 使用 した．

LH ，　 F　S　H 測定に はそれ ぞれ Wistar −lmamichi

系幼若 ラ ッ トを． Pr・ lactin測定 に は 日本産 ドバ

トを使用 した ．標準 LH
，　FSH ，　Prolactin は それ

ぞれ NIH −LH −S12，NIH −FSH −S4
，NIH −Prolactin−B2

を用 い た ．
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　 B ．実験方法

　1 ．　 incubation 法

　上記 ラ ッ トを エ
ーテ ル 麻酔下で 断頭屠殺 し，直

ち に 下垂体前葉を摘出 し，挫滅 し な い 程度に細切

し incubation に 用 い た ．　 incubation の medium

と して は ，　 0 ．2％ glucose 加 Krebs −Ringer　phe −

sphate 　buffer　pH 　7 ．4を使用 し た．下垂体の 数な

ら び に mcdium の 量 は ，　 LH
，　FSH ，　Prolactinに

よ りそれぞれ 適量を検討し ，
LH に つ い て は 1 フ

ラ ス コ （50ml 用） に 下 垂体前葉 4 個 ，　 medium

6m1 ， 同様 に FSH に つ い て は 6 個， 6　ml ，　Pro −

ladin に つ い て は 8 個， 4ml を使用 し た ．添加物

を加え る場合に は ， 添加量が 1　ml を超 えな い よ

うに濃度調節を し， 添加 された mcdium の 総量

が上記 の よ うに等量 に な る よ うに し た ． incuba−

tion は フ ラ ス コ に medium を入 れ，そ の 中に 細切

した下垂体前葉を 入れ ， 直ち に 37℃ の 恒温槽 内で

2 時間振盪培養 し，終 了後 medium を濾過 し．

濾液を凍結保存 し，翌 日な い し数日以内に b乱。 as −

say に 用 い た ．　 bioassay の redpic ｝lt 動物は 1 検

体に っ きす べ て 5 匹 とした ．1以上 ま とめ る と表 1

の 如 くで ある．

　　　　　 表 1　 1ncubation 　Mcthod

　 Wistar　 strain 　ma ！e　 rat （B ．W ．150−−20e　g ）

　　 　 l
　 anesthetizcd 　 with 　 ether

　　　 l
　 decapitated

　　　 l
　 removed 　antel

・ior　pituitary
　　 　 l
　 sliced

　　　 l
　 put　il］to　50　mi 　fiask　incubated 　with 　Krebs −

　 Ringer 　phosphate （pH 　7．4）for　2　hours　at

　 37℃
　　　 1
　 。。ll・ ct ・ d　sup ・・ natant 　by　p ・per　filt・ ati ・ n

　　 　 L
　 kept　in　ice　box 　 until 　 use

　　 　 i
　 bioassay

　2 ． 視床下部粍抽出液（hypothalamic　extrac ；ts，

以下 HE と略す ） の 作成法

　incubation に 使用 し た ラ ッ トよ り下垂体前葉

と同時に ．その視床下 部を 前方は 視束交叉 後方

表 2　Prepara 匸ion　 of 　llypothalarnic　Extract

　 　 （HE ）

匝 ・壷・ 司
　 　　 　L
ho 皿 ogcnized 　with 　O、1NHC ［

　 　　 　L
c じ ntrifug 飢 ed 　 at　4000　rpm 　for　30　 minutes

　 　　 　i
collccted 　 supernatant

　 　　 　I
boiled　 at 　100

ロ
〔｝for　10　 minutes

　　　　l
neutraHzed 　 with 　O．1　 N 　 NaOH

　 　　 　1

［砺 h ・i・… r至i唖 里 ≧1
は 乳頭体 まで 厚 さ 3mm ，重量 20〜30mgに な る よ う

に 切 り取 り， 直 ち に 0，1N 　 HGI を 1視床下部

あた り 0 ．2ml 加え． こ れを 溶媒 と し て ，　 homo −

genize し， 4，000rpm ， 30分間遠心沈澱し，その

上 清を と り，10分間煮沸後凍結保存し た ．使用に

際 し て は O．IN　NaOH で 中和 しpH 　7．2〜7 ・4 とな

る よ うに し た． 添加 は 下垂体前葉 1個 に つ き，

in　vitro と同 じ状態 で ある よ うに ，視床下部 1 匹

分を添加 した．大脳皮質 も同様に 粗 抽出液を作成

し使用 し た （表 2 ）．

　 3 ． 9 。・・ad ・ t・・pin 測定法

　 a ） LH

　 Parlow （1958）の 幼若 ラ ッ ト卵巣 ア ス コ ル ビ ン

酸減少法を使用 した ．すなわ ち Wistar −lrnamichi

系幼若雌ラ ッ ト，生後24〜26口令 の もの を 使用

し た ．前処置 として PMS 　 100単位，64時間後に

IICG50 単位 を背部皮下 に 注射し，　 IlCG 注射後

7 日 目に bieassayに 使用 した ．実験は 2 卵巣 2

時間法を用 い た．

　 b ） FSH

　 Stecllnan−pohley （1953）法 の Parlow （1964）

変法 に よ る， ラ ッ ト卵巣重景増加法 に し た が つ

た ． す な わ ち， 23 日令体重 30〜409 の Wistar−

Imamichi 系幼若雌ラ ッ トを用い ，　 H 　C　G50 単位

に 未知検体 を 加 え 1 日 2 回 ， ユ回注射量 0．5ml

と し 3 日間皮下注射 し，初回注射 よ り72時間後に

両側卵巣を摘出し
， そ の 重量を測 定 し た ．

　 C ）　Prolactin

N 工工
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　Nicol1（1967） の 鳩藤嚢粘膜乾燥重量測定法を

用 い た ．すなわ ち孵化後 2 〜 3 ヵ 月の 日本産 ドバ

ト で ，体重約 3009 の もの を用 い ，驤嚢腺直上皮

内に ，右側｝e は 対照 として 生理 食塩水を，左側に

は 未知検体を 0．1ml つ つ 1 日 2 回，　 2 日間注射

し，第 3 日 目に斬首屠殺 し，藤嚢を 摘出し そ の 反

応部分の粘膜上皮をけず り， 110℃乾燥器に 24時

間放置 し た 後，乾燥重量 を秤量 し た．

　　　　　　　　 実験成績

　A ．incubati 。 n の基礎的条件 の 検討

　1． gonadotropin 定量標準曲線

　 a ） LH 標準曲線

　NIH −LH −S
、2 を 0．1μ9 か ら20μ9 まで 投与す る

と， 卵巣ア ス コ ル ビ ン 酸減少率 は 図 1 の ご と く

図 1　 Correlation　 bctween 　 standard 　 LH 　 and

　 　 OAAD

§
50

茎・・

歯3。

羣

舞
2°

髦，。

・墅

ぎ　　　　　　　 ．＿ 」 ＿ ＿ ⊥

　 　 　 　 O．25　　　05 　　　　1　　　　 t’　　　　4　　　　8　　　　　20
　　　　　Log −dose　of　NIH −LH −S12（μg）

0．25μg よ り10μg ま で は ほぼ 直線状 の 相関 を 示

し，0．25μg 以下お よ び 20μg 以上で は 投与量 との

間に相関を示 さなか つ た．

　 b ） FSH 標準曲線

　NIH −FSH −S4を用い ，用量反応曲線を作成す る

高　橋 381

と図 2 の ご とくとな り， 50μg〜 150μg の 間で 直

線関係が得 られ た．精度指数 は 0．277で あつ た ．

　 c ） Prolactin標準曲線

　NIH −Prolactin−B2 を 5mU よ り 800mU まで

　 図 2　 Correlation　 between 　 standarCl 　 FSH 　 and

　 　　 ovarian 　 weigh 　 of 　the 　 rat
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図 3 　Correlation　 between 　 standard 　 Prolactin

　　 and 　crop 　sac 　dry 　weight 　 of　 mucesal

　 　 tlssue

Io　　　　 loo　　　　 】ODO
L〔〕9−dose　of　NlH−P一呂2 （mU ）

表 3　LH
　
activities

　in　varieus 　kinds　of 　incubated　mediuln 　ef　the 　anterior 　pituitary

Medium
　　　　　 　

［・ … fp ・・ば・・・ ・…
LH 　acti Ψities　in　incubated

皿

量
dium 　OAAD （％）± SEmean 　 LH 　 content （μ9）

TC 　 199　Medium

Krebs −Ringer 　Phosphate

44 22．8 ：辷 1．4

23．5　± 　2 ．6

1．161

．28

OAAD ；　ovarian 　ascorbic 　acid 　depletion
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を投与す る と，乾燥重量増加は図 3 の ご とぐ 40

mU 以上 で ほ ぼ直線関係が得 られ た ．

　2． incubati ・ n 　medium の 選択

　 medium と し て は ，　 T 　C　19g 　Medium （千葉．血

清） と，　0．2％ glucose カ11　 Krcbs −Ringer　 phos．

phate　 buffer　 pH 　7 ．4を用 い て LH を測定 した と

こ ろ表 3 の ご と く前老で は ア ス コ ル ビ ン 酸減少率

で 22 ．8± 1．4％ ， 後者で は23．5± 2．6％ と全 く差

がな か つ た．し た が つ て実験室で 容易に作成 可能

な Krebs −Ringer　phosphate 　bufferを使用 した ．

　3． incubation の 時間

　 1 時間， 2 時間， 3 時間お よ び 4 時間 incubate

した 場 合 の LH を測定 し た と こ ろ，表 4 の よ うに

表 4　 Effects　 of 　incubation　 term 　 on 　LH

　 　 a．ctivitics 　in　incubated 　【nediu エll　 of

　　 thc 　 anterior 　pituitary

　 表 5　 LH 　 activities 　 of 　 various 　 a ：nounts 　 of

　　　　 anterior 　pitu量taries 　in　incubation

　 　 　 　 system

．

塁 纏 死 墨瓢「°

襁
D
男置呈

2 − pi・・ 51 … 5± 2・1 °・34

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0．98　 　 　 　 　 　 　 　 　 5　　　　、24．5十 　3．2　 4　ant ．　pit．

6　ant ．　pit．

Incub ．
term

ra41
．3± 1．9． 2．45

… 叩 1°

襁）

DIL
腮

L

章「iL
「
　　　　17．5十 1．6i　　o．60

　 　 　 　 　 　
　

　 　 　 　 　　

　　 　　 19，4± 2．4iPit．十HE

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 O，9ユ　 　 　 　 24甲5十 　2．1Pit．

P

0．白9
一一凵．LNS

表 6　　Effects　of 　var ｛ous 　arrlounts 　of 　hypotha −

　 　 lamic　 cxtracts 　 on 　LH 　 activities 　 in　 in−

　 　 cubated 　 medium

　 　 　 　 INo．　of
GrDup 　 iassay

　　　 、i．竺・ t

Pit． 5

Pit呷十　@111Ei　　　

1hou

2hour

3hour

4hour

2．1

Pit， 十5H

、Pit．十10H

Pit．十 HPitPit

． 十

Pi

D38 ．4：±：　

D619 ．2±

18

5

゜副晶 20．1

ヒ　1．52

D2十2． 8

，2±18081106

麒

83 マ73

PPit ．十H

26．3 ±　2

010 畠1十

C5

．1十2

00 ．

1．

O．011O
011 ： ll　LNS − i

@Pit ．；pituitary 　 HE ；hypo

alalnic 　 extract2 時 間で 最

値 を 示した ， ま た こ の場合 に そ れぞ れHE を

え てみたが ，やは り 2 時 間値が そ の 効 果 が最

良 く現 われている．そ こ ですべ て 2

間 のincubatio
  p いた． 　4 ．下垂 体前葉の量的 検討 　 medium 中のg

adotropin 量 が ， 各gonado − tro

n 測定法にお ける標準曲 線 の ほ ぼ 中 点 に なる

う な前葉の 個 数 を選んだ． 1 フ ラ ス コ 当た り の

dium 量は実験方法 のと こ
ろ で 述

べた量 を使

p し て，下垂 体 前葉を 2 個 ， 4 個 ， 6 個を入れ て

LHを測定 する と ，表 5のように なり
4個の時に 24 ．5 ± 32

（NIH − LH − S2 ，0 ．98 μ9）を示した． 同様

FSH では
6下垂体前葉で80mg 前 後1 （NIH − FSH −

・100Ptg 相当

の卵巣重

を
示し

　Pro 一 42 ．
8十　2 ．4O ．0 ユ 一〇 π lac

nでは 8 下．垂 体 前葉 で10mg 前後（ NIH − P

B2 ， 40mU 相 当 ） の乾 燥絛嚢粘 膜重量増 加 を示 した

し た がつて 以 後

・ ncubation 実

験 で は 上記の量 を 用 い て 測 定 し た ． 　 5

添加視 床 下部の 量 　HE 添 加の 量 に つ い ては 1

ラ ス コ 当た り ， 1 匹分，5匹分 お よびユ 0 匹 分

加 えて LH を 測 定 し たとこ ろ 表 6 のよ う に 加

tg 量にほぼ 比 例してLH 活性 が高ま つて いること

わ かつた ．そこで以 後の実験 1 こはin 　v

O と 同 じ

態 とい う 意 味 で も

ｺ 垂 休 前葉あ たり1視床下部を添 加するもの と し た ．

　6． HE
の直

接
作用 　HE を直接 recipient 動物に

与 し たとこ ろ， 1 ・ H ， FSH ，　 Pr ・エ a

in と も に生 食 単 独投与対照群 に比し差がなかつ た．す なわ

こ の 程 度 の IIE
で は ， その中にLH ， 　 FSH

　 Pr ・lactin が 混在 して い な

こ と， またこのHE
が assay中 に そ の 動 物 に直接作用して い

いこ

が 確認でき た． 　 7 ．大 脳 皮質 ，oxyte

n およ
びvasopressin の 影 響 　大脳 皮 質 は視 床
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表 7　 Effects　 o £ cortex
，
　 oxytocin

，
　 vasepressin

　 　 and 　HE 　 on 　 LH 　 activities 　in　incubated

　 　 medium

高　 橋

　　　Group

lPi、．

OAAD 　 LH 　 cont ．
　（％ ）　　 （μ9）

Pit、十 cortex

Pit．十〇 xytocin

Pit ．一←vasopressin

Pit．十HE

23．5± 　ユ．6　　　0．89

21．8± 　2，1　　　0．72

22．4一干一　1．8　　 0．78
　　 TLL −1

21・6± 2・41 ・・7・

38．6ヨ：　2．6］　　2．51
　 　 　 　 i

P

O．01

表 8　、E ぼects 　 of 　HE 　Q エ1　gonadotropie 　activities

　 　 in　 incubated 　 mediu 皿 of 　 the 　 anterior

　 　 pituitary

　 　 　 　 　 　 　 　 　 LH

Group

PiL．

Pit．十HE

1・ AAD （％ ）
L
鵠

nt ・
・

24．2　一曇一　2．1

37．O　：ヒ　2．6

0．912

，01O ．01

FSH
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　 1． LH 活性 にお よぼす影響

　下垂体前葉だけ の incubation　 medium で は ，

ア ス コ ル ビ ソ 酸減少率24 ．2± 2．1％ （0 ，91μg）で

あ り，HE を添加 して incubate した場合は 37．0

± 2．6％ （2．Olμg）とな り有意の LH 分泌亢進を

示 した．

　2 ． FSH 活性に お よ ぼす影響

　LH 同様，卵巣重量 に し て 88．0± 3．16  （76．2

μg）か ら，107．8± 2．96mg （132．6μg） と有意の

FSH 分泌亢進を示 し た．

　3． Prolactin活性 に お よ ぼす影響

　 LH ，
　 FSH とは 逆 に ， 乾燥粘膜重量増加 が

10．6± 1，8  （39．6mU ）か ら 5 ．2± 1．9田g （12 ．l

mU ） と Pr ・lactin 分泌減少を示 した．しか し推

計学的有意差は なか つ た．

　 C ．銅塩の gonadotropin 活性に お よぼす影響

　 L 　 LH 活性に お よぼす影 響

　表 9 の よ うに 前葉に 硫酸銅 を単独に 添加 した場

合に は 量 の い か ん に か か わ らず， 殆 ど変化 が な

・ ・Q ・ p
° va 「 i

鴛、ye’ght
Pit． 88．〇 十 3．16

Pit．十HE 　　107．8 ± 2．96

FSH 　 cont ．
　 （μ9）

76，2132

．6

P

O．Ol

Pro 且actin

Group 鑑r織 晝1嬲 認黜 ）Ip
聖

1・… ＋ ・ ・…

10．6 十 1．8

5．2 十 1．9

39．612

．1NS

表 9　 Effects 　 of 　 cupric 　 sulfate 　 on 　LH

　 　 activities

Group

P

’

P十GuSO
， 10　 ug

P十CuSO41 皿9

P 十HEP

十HE 十CuSO410ug

lP十HE 十CuSO4 　1 皿g

OAAD
　 （％ ）
22．3± 1．9

24．9± 　1．4

25¶4十 　2．2
34．2十 1．5

40．9± 　0．9

40．0十 　1．7

L 且 cont ．
　（μ9）
　 0．61O

．78O

．821
．743

．122

．　92

P

面 i
正盈

し た．・ xyt ・ cin
，　 vasopressin は 1下垂体前葉当 り

150mU を用 い た． 以上 に つ い て LH を 測定し

たが，表 7 の よ うに い ずれ も変化が なか つ た．た

だHE 添加群だ け は 有意の LH 活性亢進 を 示 し

た．

　 B ．視床下部 の gonad ・ tr・pin 分泌 に お よぼす

影響

　下垂体前葉 だけ incubation し た 場合 の gona −

dotropin 量 は 前述の よ うに 測 定 し た が， そ こ に

HE を添加 した 場合 ど の よ うな変動を み せ る か に

っ い て検討 し，以下の結果を得た （表 8 ）．

P ； pitultary

い ．視床下部と硫酸銅 とを とも に加 えて incubate

し た 場合 は ， 視床下部単独添加群 34．2± 1．5％

（1．74μg）に 比 し，硫酸銅 10μg11 下垂体前葉，添

加群で ，40．9± O．9％ （2．92μg）， 1   添加群 で

40．O± 1．7％ （3．12μg）と分泌亢進を示 した．

　2 ． FSH 活性に お よぼす影響

　表 10の よ うに 硫酸銅単独添加お よ び視床下部，

硫酸銅添加 の 場 合，い ずれ も対照 に 比 し軽度の 分

泌増加を認め るが有意差は な い ．しか し LH の 揚

合同様視床下部 ， 硫酸銅添加 の 場合 の方に よ り増
　　　　　　　　　　　　　 1

加 の 傾 向を認めた．

N 工工
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表 10　E 仔 ects 　 of 　cupric 　sulfate 　on 　FSH

　 　 activit 重es

Group
ovarI ．G．nweight

　（rng）

FSHcont
　

（μ9）

王　　　　 、．
P→＿CuSO4 　工Oug

　 　 　 　 　
　　　　　　

　　
．．1

P十CUSO41 皿9

88．〇十 2．4　i　　68，2　旨

　91．6±3，61 　　73．2

192．4± 5．1 卩 6：4
1105 ．8十4．2　 　 　 　 　 　 114，4

1

．．　 1

P十HEP

十HE 十CuSO 、10ug

P十HE 十 CuSO41 皿g112

．6十 6．8132 ．0

114．5十 3．8　　　139，6

NS

NS

表11　Efftcts　of 　cupric 　sulfate 　on 　Prolactin

　 　 activities

「
−

　 　 　 Group

PP

十CuSO410ug

P 十CuSOd 　l　mg

w ・ igh・ p ，ヨ1』。1，。
．
T
一一

I
m

躍 ・・… （m ・ ）
1P …

9．8± 3，3
15．O：ヒ 4 ．6
エユ．8十 3．2

…1‡噐。  、。。 gl、li；圭12
1・＋ H ・＋・ ・ S・

、 ・・g

5ユ．2± 20．4

346．6十 98，20 ．01

ユ24，2十 31．4

12．2十 5 ．4

64．4十 15．2

3．8± 0．7　　7．3十 1．8

　3． Prolactin活性 に お よ ぼす影響

　表 11の よ うに ，硫酸銅 10μg！1下垂体前葉，単独

添加群に 布意 の Prolactin 分泌亢進を認め た ．視

床下部とともに 添加 した群で もやや そ の 傾向が 認

め られた ．硫酸銅 1　mg1 　1下垂体前葉 で は ， どち

らの 場合 も何等変化が み られ な か つ た ．

　　　　　　　　 考　　案

　下垂体前葉ホ ル モ ソ に 対す る視床下部 の 神経体

液性調節 と い う概念は ，す で に Hinsey ＆ Markee

（1，933）が そ の 体液性伝達 の 可能性を 推論 し，

Harris （1941），Hume （1949），
Grcer （1955），

Harris （／955）はある体液性伝達物質，すなわ ち

mediator が視床下部 よ り下蕪体門脈 を 経て 前葉

に 達し，ホ ル モ ン 分泌 を刺激す る の で あろ うと述

べ て い る．そ の後 も 視床下部の 刺激，破壊， 薬

物注入 ，移植，下垂 体茎切断等 の 多 くの in　 vivO

実験 がそ の休液性支配を 裏づ け て い る、

　
一
方 in　vitr ・ で は笠原 （1931，1932）が下垂

体培養に初め て 成功 し，そ の 後も培養法が進み ．

Saff「 a・n 　 et 　 al ・（1955a， 1955b），
Guillcmill 　 et 盈 L

（1955，1956，1957）は下垂 体前葉 の incubationお

よ び組織培養実験で ，下垂体後葉や 視床下部組織

中に ACTII 分泌活性を増加 させ ，分泌 を長期に

わ た らせ る物質 の 存在を証明 し た ，小林他 （1961 ，

1962，1963）は gonadotropin に つ い て，下重体

組織培養で total 　gonadotropin を 測定 し ， こ の

mediator ？Zgonadotropin −releaSing ．factor（GRF ）

となず けた， GRF 証 明に は 各種方法が あるが ，

神経体液的因子を取 り除 い た ir〕 vitr ・ に お け る視

床下 部の 下垂体へ の 直接作用を知 る こ とが最 も簡

明で あ ろ う．in　 vitro 　system で は ，下垂体組織片

培養， sing 　le　cell 　culture
，
　incubationが

一般に 行

なわ れ て い る方法で あるが，前葉 single 　cell 　cu −

Iture はす で に 櫛淵 （1967 ） が豚下垂体前葉細胞

培養で ，LH −RF の 存在，銅塩の培養細胞に お よ

ぼす影響に つ い て 検討 した．そ こ で 著者は ラ ッ ト

下垂体前葉 の incubationを用 い て g 。 nadotrQpin

活性に っ い て 検討 し た ．す で に 杉山 （1960）は 同

様 の 方法で total 　 gonadotropin を測定 し，視床

下部 に 9 ・ nad ・tr ・pin 分泌効果 の ある こ とを 認

め ，福島 （1967）は 同様に LH を測定 し
，
　LH −RF

の 存在を 認め た ．ま た 雨森 （1967）は 48時間培養

で 1，H
，　FSH

，　Prolactinの 変動を測定 した が ， こ

こ で は 2 時間 の short 　term 　 incubation を用 い ，

各gonadotropin 量を測定 した ． こ の よ うな報告は

他に み あた らな い ． gonadotropin の 測定 は現在

最 も広 く認め ら れ て い る Parlow の OAAD 法，

Steelman −Pohley 法を用 い ，また Prolactinで は

広井他 （1969）が Nico］1法 を追試 し，良 い 結果を

得て い るの で こ の 方法を用 い た ．

　incubati ・ n の時間に 関 し て は ， 杉山 （1960）

は ラ ッ ト下垂 体 incubation で 3 時間で 最高値を

示す とし，櫛淵 （1967） も豚下垂体細胞培養で ，

視床下部 の 添加効果を検討 し， L 　3 ， 5 時間 の

LII を測定 し， 3時間で 最高値 を 示 す と して い

る． 著者 の 場合は 2 時間 in（：ubation で 最高値を

示 し たが， こ れ は切片 の 大小や用 い た下垂体 の 種

類に も関係 あ る も の と思わ れ る．

　 incubation に 用 い た 下垂体の 量 に つ い て は ，

未だ 量 的に検討 し た 報告 は 殆 どな い が ，福島

（1967 ）は 1recipi ・ nt 　 rat にヲ、前葉が 投与 さ れ た

N 工工
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割合で LH を 測定 して い るが，　 LH の 量的数値

に つ い て は述ぺ て い な い ．著者 の 実験 で は ， 1

incubated　 anteri ・ r　 pit．ヵS　 medium 中へ 分泌放出

した gonadotropin 量 は LH で 約 0、25μg，　 F　S　H

で 約 18μg，Prolactin で は 約80mU 相当 で あっ

た ． こ れを 直接下垂体前葉 をす りっ ぶ して， そ

の gonadotropin を測定 した も の （鈴木，1969）

に 比べ る と，
11t2〜1

飯相当量 で あつ た ． ま た 杉山

（1960）は 前葉を細切せ ず単に左右に 半切し た 形

で incubate し た場合 ，　 1群 に 前葉を 18個 ま で用

い た が，medium 中へ の gonadotrop ｛n 分泌は

証明で きなか つ た と し て い る．こ の こ とか ら前葉

は な る べ く細切 し，そ の 細切片を
一定に し な い と

technical　 error が 出る もの と思わ れる ．

　視床下部を添加し た場合， 1．H ，　 FSH で は 分

泌亢進 し， Prolactinで は 減少 した が， こ の こ と

は LH −R．F
，
　 FSH −RF

，
　Prolactin −IF の 存在を肯

定する もの で ある ． Johns・ n （1963）は 羊大脳皮

質の ア セ チ ル 処理物中 に もラ ッ トに 対す る 排卵

誘発作用 を認 め ，de　Lasta （1964）は 人 の 脳抽

出物中に も LH −RF 作用を報告 し て い るが，　 Mc

Cann （1960）　杉山 （1960），　Nikitowitch −Winer

（1962）， 小林 （1963），Campbell （1964），福島

（1967），櫛淵 （1967） らは こ の こ とを否定 して い

る と同時に ，下垂体後葉に も こ の mediator が存

在し な い と して い る．著者 の実験で も視床下部以

外は gonadotropin 分泌に 何等影響を与えな い こ

と が判明 し た ．

　 Harris （1964）は RF 投与量 と hormone 放出

量 と の 閲に dose　response の 成立す る こ とを RF

の 定義 とし て い る が， こ こ で は 表 6 の 如 くそ の 関

係が み られ た．また Tramezzni （1965）は視床

下部抽 出物自体に gonadotropic な作用が あつ た

と し て い る が， こ の 間題は Currier （1963），Gui −

llemin 　et 　 a1 ・（1963）は視床下部 の saline 　extract

に は 相当量の LH
，
FSH 混在を認め

，酸性抽 出液

で は そ の 活性を示 さな い とい い ， また Kuroshima

et 　aL （1965）は 牛，羊の boilcd　 acid 　extract に は

FSH −RF が存在す るが，それ 自体 セこ は FSH 活性

が な い として い る．近年櫛淵 （1967）も豚視床下

高　橋 385

部 の crude 　saline 　extract と boiled 　acid 　extract

とを比較 して ，boiled　acid 　cxtract に LH 活性が

な い こ と穹証明 して い る．そ こ で こ こ で も塩 酸抽

出法 を用 い ，10分間煮沸 し て使用 し，それ 自体に

gonadotropic な作用 の な い こ とを認め た．

　銅塩排卵に っ い て は Fevold （1936） が酢酸銅

で 家兎排卵を惹起 して 以来 ，
Emmens （1940），小

林 （1940 ）は 各種無機銅塩 で 排卵を認め，一方鈴

木 （1961）は 臨床応用 の 企 図の も と に有機銅化合

物を作成 し， コ ソ ド ロ イ チ ソ 硫酸銅 ，グ ル コ ソ 酸

銅に も 排卵惹起作用 を 認め て い る ． こ の よ うな

銅塩に よる 家兎排卵誘発作用機序 に 関し て 多 く

の 学説が あ り，森 （1940）は 卵巣直接刺激説 を 7

Sawyer 　 et　 aL （1950 ）は下垂体直接刺激説 を唱え

た ．一方 Brooks （1940）は 下 垂体茎切断に よ り銅

塩排卵が阻止 され る こ とを認 め，Harris（1940），津

野（1957）は第 3 脳室内に ， 極小量 の 銅塩 の 注入 に

よ り排卵を認め ，また 脳幹麻酔剤で 銅塩排卵を抑

制で きる こ と ， 笹野（1959）は 間脳 の酸素消費量が

銅塩投与で 増加す る と述べ て い る ．一方 in　vitro

実験で は，杉 山（1960）は ラ ッ ト下垂体 incubation

法を行な い 幼若 ラ ッ ト卵巣重量法で ，櫓 原（1964）

は マ ウ ス 子宮重量法に て そ れぞれ検討 し，視床下

部を銅 と ともに 加 え る と gonadotropin 活性が増

加す る こ と を証 明し た ．櫛淵 （1967）は 豚下垂体

の single 　ceII 　culturc を用い ，視床下部を銅塩 と

ともに 加えた場合， 活性が 亢進 し た と し，福島

（1967） は 前葉 と視床下部を incubatc し た 後の

medium に銅塩を加 えた 実験を し，銅 はすで に

medium 内に放 出 され た LH と 協力作用 を もつ

た り，視床下部か ら放出 して い る mediator の作

用を賦活す る も の で は な い と述 べ て い る．そ こ で

著者は それ ぞれ の gonadotropin を測 定 し銅塩排

卵 の 作用機序を 探 らん と し た ． LH ，　 FSH に っ

い て は前二 者 の 実験同様視床下部 と銅 とを とも に

添加 し た 場 合に そ の分泌 が高め られ た． こ の こ と

は銅が視床下部に 直接作用 し，RF 分泌 を高め た

と考え られ，こ れ に よ つ て 排卵現象 が起 こ るも の

と推察される． Prolactin に 関し て は著者 の 実験

で は ，下垂体に 単独に添加 し た 場合に medium 中

e
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に 多量 に放 出 された． こ れ は ，銅が ラ ッ トに偽妊

娠を起 こ し，偽妊娠時の 下垂体中 Prolactin減少

等か ら考え，銅塩が ラ ッ トで は Prolactin 変動に

大 い に 関与 して い る と思わ れ る が ，家兎で は 認め

られ な い 事実 よ り，銅塩 の 作用 は 動物 の 種類に よ

り異 な る もの か は 今後の 研究を待 ちた い ．い ずれ

に せ よ incubatiou 実験 に お い て も銅塩 は視床下

部 の 存在で gonadotropin 分泌を促進 させ る よ う

で ある．

　稿を 終わ る に あ た bt 終 始 御 懇篤 な る御指導御校 閲 を

賜 わ つ た 恩 師 鈴 木雅洲 教 授 に 深 幕 な る 謝 意 を 表 し ，御 指

導 御 助 言 を 頂 い た 広 井エE彦講 師，櫛 淵 大策 博 士 に 深 謝致

し ま す．

　 な お 本論 文 の 要 旨 は 第21回 臼・恒産 科 婦 人 1：1学 会 総 会

に お い て 鈴 木 教 授の 特 別 講 演 の …
部 と し て 、ま た 第14回

不 妊学会総会 に お い て 発 表 し た．

　な お 本 研 究 は 文 部 省 特 別 科 学 研 究費 お よ び Populat ・

ion　Council ，　New 　York の 援助 を うけ た ．
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