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概要　hCG 投与 を うけ た 家 兎 に お い て 卵胞 壁中 の cathepsin 　B 、 が 排 卵 に 向け て 時間的 に 特徴的な パ タ
ー

ン を

示 し っ っ 変化 す る こ と を 報 告 し た 既 報 に お い て ，排卵時 の 卵 胞 破 裂へ の 本 酵 素の 直接的 な関与 が 明 ら か tcされ

た が ，今 回 は 本酵素活性発現 過 程 に お け る prastaglandins（PGs）の 関与 に っ き検討 し た ．す な わ ち 成 熟 雌家

兎 に
， 生 理 食 塩 水 に 溶解 し た　hCG 　looiu を 耳 静 脈 よ り投 与 し ，直 後 に 同 じ 注 射針 よ り燐酸緩衝 液 に 溶解 し た

イ ン ド メ サ シ ン 60mg を 投 与 し た ．そ の 後 6 〜20時 間 に 至 る 間 に 開瞑に よ り卵巣 を 摘 出し O ．1％ Triton　X ・100

加燐 酸緩衝液 中 に て 暴モ ジ ナ イ ズ 後3，000g， 10分間遠心 し た 上 清 中 の cathepsin 　Bz 活性 を BANA を 基質 と し

て 測定 し た ．そ の 結果 ， 投与 6 時 間か ら 9 時 間 の 間 は hCG の み 投 与 の 対 照 群 に お い て 観 察 さ れ た と 同 様 の 活

性上 昇 が み ら れ た が
．

9 時間 以 降 で は 対 照 群 で み られ た排 卵 前 の 急 激 な 活性低下 は 認 め ら れ ず ， 投与 後17時間

に 至 る ま で 活 性値は 高 値 を 持続 し た ．又 組織学 的 に も排卵 は 認 め られ な か っ た ．以上 の 結果は PGs の 排卵機

構 へ の 関与が cathepsin 　Br 活 性 に よ る ＝ ラ ーゲ ン 分解作用 を 介 し て い る もの と解釈 さ れ る ．以 上
， 家 兎 に お

い て 排 卵 過程 に お け る cathepsin 　B
、 活性 の 時 間 的 変 化 を 報告 し た 最初 の 報告 で あ る 前 報 に 引 き続 ぎ，本 酵 素

活 性 発現 に 対 す る PGs の 関 与 を 示 す 最 初 の 報告 で あ る ．

Synop5   　Sixty　mg 　of 　indomethacin　in　phosphate　buffer　solution 　was 　administer θd　co夏comitandy 　with

lOO 量u 　of 　hCG 　to　mature 　Virgin　Japanese　domestic　female　rabbits 　in　order 　to　examine 　ho 諏 prostaglandins

（PGs ）take 　part　in　the　enzymatic 　process　in　ovulation ．

　Ani皿 als　were 　sacri 丘ced 　at 　several 　time 　points　after　injection　and 　ovaries 　were 　dissected　and 　homogcnized

in　phosphate　bu 偸 r　pH 　5．6　containing 　O．1％ Triton　X −100．　 Supernatant　of 　3，
000　g ，

10　inih　centri 血 gation

was 　assayed 　of 　cathepsin 　BI　activity 　using 　BANA 　as 　the　sub 醜rate．

　The 　enzymatic 　activity 　was 　increased　rapid 且y　dur量ng 　the　time 　periQd　of　6　to　9　hour　aftcr 　the　injection　showin8

the　similar 　changc 　to　that　observed 　in　the 　preViously　repOrted 　control 　gro叩 treated 　by　lOO　iu　of 　hCG 　only ．

　However，　in　the 　subseque 鳳 t　time 　per正od
，
　the 　preovuLatory　drop　of 　the 　enzymatic 　a むtivity　which 　had　been

observed 　in　the　 control 　 animals 　was   ssing 　in　the 　indomethachMreated 　animals ．

　These 　data　supports 　the 　idea　that　PGs　have　an 　essential 　 ro 艮o　on 　ovulation 　 suggesting 　that 出 ey 　take 　part
in　tlie　Qvulatory 　mechanism 　through 　activating 　the　cathepsin 　BI　to　digest　the　co ヨlagen　substanccs 　in　the｛follicular

wall ．

　Key 　words ： Ovulation・ProstagIandins・Collagen・Proteolytic　enzymes ・Follicles

　　　　　　　　　 緒　　君

　排卵現象を め ぐる内分泌学的環境に つ い て は 近

年 の各種 ホ ル モ ン 分析法 の 進歩に よ り詳細な研究

が行なわれ ， 殊に 間脳下垂 体栓腺系 に お け る内分

泌学的な排卵の コ ン ト ロ ール 機構 に つ い て は か な

り詳細に判 明し て きて い る が ， 下 垂体か らの LH
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サ
ー

ジ に よる排卵刺激 に ひ き続 き卵巣内に お い て

い か なる物質が ， 卵胞の各構成組織を介 し て い か

な る変化を来 し て 卵胞破裂 に 至 る か とい う
一

連 の

卵巣 レ ベ ル で の 排卵メ カ ニ ズ ム に つ い て
’
は い まだ

解明され る べ き点 が 多 く残 されて い る現状 で あ

る ．

　排卵現象発現機構 に 卵胞 に おける 蛋白分解酵

素 の 関与を 示唆 し た Rondels）
，
　Espey6） の 指摘以

来 ， 家兎お よ び ヒ ト卵巣に お ける コ ラ ーゲ ン 分解

酵素活性に 関す る 我 々 の 報告
1）4）

を 含め ，近年次

第 に その詳細が 明らか に な りつ つ ある ．殊に 我 々

は卵胞壁細胞中の エysosome に 含ま れ る酸性蛋白

融解酵素 で ある catheps 三n 　B 、 活性が 家兎卵巣中

で 排卵に 向けて時間的 に特徴的なパ タ ー
ソ を示 し

つ つ 変化 し ， 本酵素が卵胞破裂機構に 直接的に 関

与し て い る こ とを既に 報告した
t〕．一方， PG 合

成阻 害剤で ある indomethacin 投与を うけた家兎

で hCG 投与後 の 排卵が抑制 され る こ とを
7）

，
ま

た hCG 投与後の家兎卵胞液中 PG が排卵現象 に

密接に 関連した pattem を示 しつ つ 変動する とい

う報告
i°）

な どか ら PG の排卵現象へ の 関与は 強 く

示唆され る と こ ろ で ある．そ こ で我々 は hCG 投

与後 ind・ methacin 投与 を行い排卵を抑制 した家 ．

兎 の 卵巣中 cathepsin 　B
、 活性 の 変動を 時間的 に

検討 し ，
PG の 「排卵酵素」活性 へ の関与に つ き

検討を加 え て み た ．

　　　　　　 実験方法 および材料

　 1） 実験動物お よび薬剤投与方法 な らび に試料

の 採取 ： 日本動物株式会社 よ り購入 し た 体重 ＄kg

前後の成熟処女家兎を用 い
， 耳静脈 よ り生理食塩

水 1ml に 溶解 し た hCG 　100単位を 投与 し ， 引続

い て 同 じ針 よ り0・1M 燐酸緩衝液 （pH 　7．6） lm エ

に 懸濁 し た イ ソ ドメ サ シ ン 50mg を 注入投与し

た ．投与後 6 ， 9 ，10，11
， 12， 13， 15， 17お よ

び 20時間 目に ネ ン ブ タ ー
ル 麻酔下 に 開腹 し左右卵

巣を 摘出し た ．

　2） 酵 素試料液の 作成 ：
1
摘出卵巣は た だち に メ

ス に て 長軸方向に 平行に お よそ半切 し ， 半分を 組

織標 本作成に 用 い ， 残 り の 半分を酵素活性測定用

とし湿重量 を測定 し た ．秤量を終 つ た卵巣組織 は

30mglml の 割合で 0．1％ Triton　x ・100加0．1M 燐

酸緩衝液 （pH 　5・6） 中 に て テ フ Pt ン ホ モ ジ ナ イ

ザ ー
に よりホ モ ジ ナ イ ズ し，

3
，
0009 に て 10分間

冷却遠心 し た 上清を酵素源 とし て使用 した ．

　 3） 酵素活性 の 測定 ： 合成基質 α
一N −benzoyl。

DL −arginine 　2・naphthylamide 　 HCI （BANA ） を基

質と し 反応生成物 で ある 2・naphthylamine を Fast

Garnet　GBC に 結合させ 発生 し た 淡紅色を N−bu・

tan ・1 に て抽 出し520nm に お け る吸光度を測定す

る Barrettの 方法
4，
を一部修正 し て 岡崎らが報告 し

た 方法
3）

に よ り測定 し た ．測定操作な らび に 試料

お よ び試薬量は図 1 に 示 し た 通 りで ある，使用試

薬 の うち BANA は Sigma 社 よ り P・CMB お よび

Fast　Gamet 　GBC は和光純薬 より購入 した もの を ，

ま た cysteam 三ne は 東京化成工 業製を使用 した ．

図 1　Cathepsin　B1 活 性 の 測 定 操作手順

　お よ び 使用試薬量

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（m1 ）
0．1璽 phospha亡e　bu既 r　pH 　5．6己 1mM 　EDTA 　　O，45
0．6塾亟　cysteamine 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O ．002
ENZYME 　　　　　　　　　　　　　　　　   ．05
Water 　　　　　　　　　　　　　　　　　 o．10

（preincubati・n　5　min ）　　　　　　　　　　　　．
4％ BANA ・HCI 　i・DMSO 　II。 b、 ・，。 t，）　　 0．Ol5

（incubati・ n 　5−15min ，37℃ 〉

c・upHng 　reagent 　　　　　　　　　　　　 o．6

　　　　　耀 、r鬻 ，臨 嬲 、，、35｝
（10min ．a ヒ room 　temperatllre）

butano且　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．2

（centrifuga 直on ）

spectrophotometry 　OD 　520

BANA ・HCI ， ev−N −benzoilD工．arginine ・2−naphtylamide −H （】i
DMSO 　　 ：Dimethylsulphoxide

pCMB 　　 ； parachloromercuribenzoate

　4） 至適 pH の 検討 ：025M 蔗糖溶液中に て

ホ モ ジ ナ イ ズ し 3
，
000g

， 10分間遠 心 し た
・
上 清 を

試料 とし ，
assay 　mixture 中 の 緩衝液 の pH を変

えて ， そ れ に 伴 う酵素活性の 変化を検討 し た ．．

　　　　　　　　　実験成績

　1） 卵巣の 組織学的所見 ：hCG の み の 投与 を

1
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うけた家兎は 投与後約 11時間 に て排卵を来すが ，

今回 の 実験に お い て hCG 投与直後に イ ソ ドメ サ

シ ン 投与を うけた家兎は hCG 投与後 20時間 に い

た つ て も肉眼的に もまた組織学的に も排卵像は認

め られ なか つ た ．

　2） 至 適 pH ：酢酸緩衝液お よ び 燐酸緩衝液を

使用 し pH 　4・0よ り pH 　7．5に 至 る間 の pH に よ る

本酵素活性 の 変化は図 2 に 示 す 通 りで ， pH 　5，6

図 2 　家 兎 卵巣 ホ モ ジ ネ ー
ト中 の cathepsin 　B

苴 活

　性 の pH に よ る 変動
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5．4555 」860 　　　 6，5 　　　 7．0　　　 7．5
　 pH

付近に て最も高い 活性が得 られた ．

　3） 卵巣中 cathepsin 　B1 活性 の 変化 ： hCG ＋ イ

ソ ドメ サ シ ン 投与後の 卵巣中 cathepsin 　B
、

’
活性

の時間的変動は 表 1 に 示 した 通 りで あつ た ．表中

左欄は 投与後卵巣摘出まで の 時間を示 し中欄の 数

字は摘出卵巣 1mg （湿重量）当 り10分間 の 吸光度

変化 に よ り表示 した酵素活性を示 し ， 右欄は それ

らの 平均値 お よび標準誤差 な ら び に 検体数 を示 し

て い る ．図 3 は 表 1 をグ ラ フ に 表示 し た も の で ，

表 1hCG ・イ ン ドメ サ シ ン 同時投与家兎

　卵巣中 cathepsin 　Bl 活性…の 時間 的 変動

hrs， OD520 ！10min／mg 　tissue
　　　　　（XlO

一3
）

mean ± S．E ．M ．
　　　〈N ）

6 1，7　 1．4　 3 ．8　 6．73 ，4± 1，2 （4 ）

9 8．5　 10．0　 16，2　 17．313 ．0土2．2 （4）

1017 ．7　 18．7　 18．7　 25．920 ．3± L9 （4 ）

ll13 ．3　 13．8　 19，3　 20．718 ．2土2 ．1 （5）

24，0
1213 ．3　 18，7　 2L4 　 26．720 ．  ±2 ．8 （4 ）

1311 ．6　 13，3　 16、7　 27．117 ，2± 3．5 （4 ）

1513 ．3　 13．3　 13．3　 15，015 ．0±1 ．0 （6 ）

15．5　 9．4
1713 ．3　 23 ．3　 23．7　 26．721 ．8± 2 ．9 （4 ）

2014 ．5　23．1　 24．0　24 ，327 ，9±4．4 （6 ）
39 ．3　 42 ．3

図 3　hCG ・イ ン ド メ サ シ ン 同 時投 与 家 兎 卵巣 中 cathep 忌孟n　B 、 活 性の 時 間的変動 （実線）

　（点線 の グ ラ フ は hCG の み 投与 を 行 っ た 対 照 群 に お け る 変 動 を示 す ）

30

O冖
O
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　

　

　

O

2
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　

　

　

1

ご

。・
善

ミ
言

9
誉・
8
「

　

」

ξ
窶
o
《

O

看
E
詮
‘

凵

o 3 6 9 　10 　1112 　13 　 　 1517 　　　　　 20
HOURS 　AFTER 　hCG ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

124 排卵時家兎卵巣中 Cathepsin　Bl 活性 に お よ ぼ す イ ン ド メ サ シ ン 日産 婦 誌31巻 2 号

1

1

ー

図中に は参考 の た め に 既に 発表
1）

した対照群 ， す

なわ ち hCG の み投与後の 卵巣中本酵素活性の 変

動を点線に て併せ て表示 した ．図中実線の グ ラ フ

に み られる よ うに 酵素活性 は hCG ・イ ソ ドメ サ

シ ン 同時投与後 ，
6 時間 まで は対照群 と同様低値

を示 し ， 以後急激 に活性の増加を来 し た ．と こ ろ

がその 後は対照群 に お い て 観察され た 排卵時付近

の 活性減少を来す こ とな く，10時間 目に て プ ラ ト

ーに 達 し ，以後 15時間 目に 至る ま で ほ ぼ 同様の レ

ベ ル を維持した後 17時間 目以後更 に増加傾向を示

し た ．

　　　　　　　　　考　 　察

　排卵現象に 伴 う
一

連の 卵胞組織の 変化 を組織学

的に み る と，卵胞の 成熟に 伴 い 卵胞壁中 に み ら

れ る fibr・blast 中に lysos・ me が 増加し次第 に

multivesiCUIar 　body の 形態を と る に 至 る よ うに な

る．こ れ と併行 し て外莢膜細胞層 に 密 に 配列する

コ ラ
ーゲ ソ線維は次第に 粗とな り遂に 卵胞頂部の

破裂が 観察 され る
2）6）．我 々 は 既報

1）
の 如 く ，

こ

の 一連の 変化 に伴 い 1ys・ s・ mal 　 enzyme で ある

cathepsin 　 B
、 活性が 卵胞破裂直前に 急激 に低下す

る こ と を認め ，排卵 に伴 う卵胞壁中 の コ ラ ーゲ ン

分解へ の 本酵素の 直接的な関与を示唆した が， こ

の たび PG 合成阻害剤で ある イ ソ ドメ サ シ ソ 投与

に よ り排卵を抑制 し た家兎 に お い て は 先 の 対照実

験に お い てみ られた よ うな cathepsin 　B 、 の 特徴的

な活性低下 は 認め られな か つ た ．こ の結果か ら コ

ラ
ーtrM一分解酵素が卵胞破裂機序に お い て その 役

割を果すた め に は PGs が本質的に 必 要 な こ とが

示 さ れ た ．

　LySOSOme に 対 する PGs の 作用 に つ い て は ，

rat 肝 ， 膵 ， 脾 ， 腎お よ び黄体 の lysosome に対

し PGF2 。が in　vitro で こ れ を labilizeする こ

とが報告 され て い る
1°〕．一方 hCG 投与後 の 家兎

卵胞中の PGs の変動は Yang　 et 　 aL （1974）
111

に

よれ ば ， PGE
，
　 PGF 共 に hCG 投与 に よ り排卵

時に 向け て 次第 に 増加 し PGF は排卵後急速に減

少す る ． また 排卵に 至 らな い 卵胞 に お い て は 両

者共排卵卵胞 に おけ る 値 の 半分以下に 留 まる こ

とが報告 され て い る ．こ れ らの こ とか ら考え て み

る と今回 の 実験群 に お い て は イ ン ドメ サ シ ソ に よ

る PGF の 合成抑制 に よ り，　 hCG 投与後次第に

卵胞壁 中 1ysosome 中に 増加して きた cathepsin

B
， は release され る こ とな く蓄積 し ， その 結果

とし て卵胞破裂は起 らず，図 3実線 の グ ラ フ に み

られる よ うに卵巣中 c
’
athepsin 　Bi 活性高値が持続

す る に 至つ た と解す る こ とが で きる ．従 つ て こ の

考え方に従えば ，
hCG の み の投与を 行つ た 既報

の対照群 （即ち 排卵群）に お い て は 図 3の 点線

の グ ラ フ の 如 く hCG 刺激に よ り卵胞壁 1ysosome

中 の cathepsin 　 B
、 は 6時間 目以後急速 に 増加

す るが ， ほ ぼ同時的に 増加を 来す PGF に よ る

1abilizationを うけて 周囲の コ ラーゲ ン の 分解 に

消費 され ， そ の 結果が酵素活性の 低下 とな つ て観

察 された と説明される．また投与 9 時間 目の時点

に お い て イ ン ドメ サ シ ン 同時投与群 の 酵素活性が

対照群 に 比 し有意に低 い とい う結果は ，
rat の顆

粒膜細胞に お い て PGE が 同様に 卵胞壁の 破裂に

関与す る とされ る プ ラ ス ミ ン 活性化物質の 合成を

促進す る とする 報告
9）

よ り類推 すれ ば ，
PGF が

cathepsin 　B
、

の 合成促進 に 作用 し て い る こ と を示

して い る とも考え られ る．こ の PGE の lys・s。 mal

enzyme 合成促進作用は ，
　 PGE に よ リ ヒ ト子宮頂

部の伸展性 が増加す る とい う報告
5）

か らも示唆 さ

れ る と こ ろ で ある ，

　　　　　　　　 結 　 　論

　今回の実験結果か ら家兎に お ける卵胞破裂機搆

に は cathepsin 　Bl が排卵酵素 と し て 関与 し て い

る こ とが裏付け られ ， 更に そ の 作用発現には PGs

の 関・与する こ とが示唆 された ．

　　　　　　　 文　　献

正・本橋　亨 ， 岡崎武志 ， 岡村　均 ， 森川博史 ：排

　 卵時家 兎 卵巣中 の 諸酵素活性．特 に cathepsin

　 Bl に っ い て ．日産 婦誌，28 ： 1374，1976，
2・岡村　均 ・ 岡崎武志，本橋　亨 ：排 卵時卵胞壁

　 の 機能 と 形態 ．産婦進歩，27 ： 371，1975．
3・岡 崎武志 ，岡村　均 ，本橘　亨，森川博史 ：排

　 卵時 ラ ッ ト卵巣中 の 諸酵素特性
一

特 ec　 cathe ・

　 psin　 B
， に っ い て

一．日 不 妊誌，21 ： 422，
　 1976．
4．Barrett

，
　 A ．」．： Ancw 　 assay 。f　 cathepsin 　 B 、

　 and 　 othcr 　thiol　proteinases．，　 Anal．　 Biochem ．
，

　 47 ： 280，　1972．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

JapanSociety  ofObstetrics  and  Gynecology

1979e2A *ts  de･ 125

5. Cbnrad, J,TL and  Ukland, K.: Reduction  of

  the stretch  modus  of  hyman  ccrvleal  lissue by

  prostaglandin E,. Am.  J. Obstet. Gynecol.,
   126: 218, 1976.

6, Espay, L.L.: Decomposition of  connective

  tissue in rabbit  ovarian  follicles by  mul-

  tivesicular stucturcs  of  luteal fibreblasts.

  Endocrinology, 88: 437, 1971.

7- O'Cracly, .ILP., Ckalthvell, B.VL, Auletta, EJ,  and

  SPerqtf; L.: The  efltcts  of  an  inhibitor of

  prostaglandin synthesis  (iqelomethacin) an  
･

  ovrilat{on, pregnancy and  pseudopregnancy
  in the rabbit.  Prestaglandin, l: 97, 1972.''

8. RondeU, A:  Follicular processes in ovulation.

   Federation Proc., 29: 1875, 1970.

 9. 
'
 stn-ckdan4, S. aiid  Beers, Pti.Hl t Studies on  the

   roll  of  plasm{nogen activator  in evulatien.  In

   vitro･?respbnsc  of  graulosa  cells  to gonadotro-

   pins, cyclic  mucleotides,  and  prostaglandins.

   JB,C,, 251: 5694, 1976.
10. Uibiner, R. and  Kble1, C.: Lysosomal'enzyme

   release  from luteinized rat  ovaries  by prostagl-

   andin  F,.. J, Reprod. Fert. 44: 571, 1975.

11. IZng, N,S.T,  Mbrsh, J.M. andLeMbite,  W.J.;

   ?pst ovplatdry  ･changes in the  concentratien  ef

   prostaglandins in rabbit  Graafian follicles.

  
''Pr6staglandiths,

 6: 37, 1974.

               (No- 4364 va53･5･2etN)

t./ ..

'


