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概要　prostaglandin（PG ）の 排卵 へ の 関・与を明 らか に す る た め PG 生 合成酵素 （cyclooxygenase ） の 阻害剤 で

あ る indomethacin
，　 mefenamic 　acid お よび cycloexygenase の 抗 血清 を 用い て 幼著 ラ ヅ b

， 幼若豚 の 過排卵を

抑制す る こ とを試 み た ．

　1） indomethacin は 幼若 ラ ッ ト， 幼若豚 の 過排卵を Img ！kg で 30％ ，10mg ！kg で 80〜100％ と dose・dependent
に 抑制 した ．

　2） mefenamic 　acid も cyclooxygenase に 対 す る IDs
。 に 比 例 した 量 で indomethacin と 同様幼若豚 の 過排

卵を抑制 し た ．

　3） 牛精嚢腺よ り cycleoxygenase を 抽出精製 し ， それを抗原と して 家兎 に 投与 し，　cyclooxygenase に 特異的

な 抗 体 を 作製 した ．

　4） cyclooxygenase の 抗 血 清 0・1，0・2，0・4m 正 を 投 与 し ，　 dose−dependent に 幼若 ラ ッ トの 過排卵 を抑制 し

た ．し か し progesterone産生 に は 影響 が な か つ た ．

　5） cyclooxygenase 抗血 清に ょ る卵胞細胞内 cyclooxygenase 活性阻害を検討するた め ，抗血清を in　vivo

に 幼若 ラ ッ ト投与し 卵胞 を 捌出 し 培養 を 行 い
，

indomethacin と同様に cyclooxygenase 活牲を 阻害す るが，
progesterone生成 1’こ は 影響 し ない こ とを確認 した ．

　6）　 cycleoxygenase 抗血清を培養液に 添加 し幼若ラ ヅ ト卵胞を培養し た が ，
　 cyclooxygenase 活性 の 阻害 は認

め られ な か つ た ．

　以上 よ り各種 の 方法 で PG 産生 を抑え，そ の 結果排卵が 抑制 され る こ とを 確認 し，
　 PG が排卵 に 必須 の 因予

である こ とを証明 した ．更 に 本研究 の 条件下 で は progesterone産生 は 阻害されず，排卵と steroidogenesis を 分

離出来 る こ とを示 し今後 の 排卵機構研究の 新 しい 方法論 に関する示唆を得た ．

Synops量s 　In　erder 　to　investigate　involvement　of　prostaglandins （PGs）in　ovu 豆ation ，　it　was 　examined 　whether

inhibitors　 of 　 cyclooxygenase
，　

such 　 as 　 indo皿 ethacin 　 an （重 mefenamic 　 acid
，
　 and 　 the　antiserum 乳o　 cyclo −

oxygenase 　were 　able 　to　inhibit　superovulation 　in　imrnature　female　rats 　and 　gilts．　 Indomethacin 　and 　mefenamic

acid 　were 　dose−dependently　cf 壬セctive 　in　inhibition　of 　superovulation 　in　the　two 　anlmals ．　 The 　antiscrum 　to

cyclooxygenasc 　was 　raised 　in　rabbi 蕊 using 　the 　solubilized 　cyclooxygenase 　extractcd 　and 　purified　from 　bovine
seminal 　vesicle 　as　antigen ．　 The 　in　vivo 　administration 　of 　the　antiseruln 　inhibited　superovulation 　in　female
rats 　dose−dependently　at 　the 　doses　of 　O．正，0．2　and 　O．4　ml 　but　did　not 　lnfiuence　production　of 　progcsterone．
lnhibitien　of 　cyclooxygenase 　in　the　fbllicular　 cells　by　thc　antl5erum 　whh 　no 　effect 　on　stercidogenesis 　was

observed 　in　organ 　culture 　of 　the 　follicles　exciscd 　from　the　rats 　pr五mcd 　with 　PMS 　and 　the　antlserum ．　 On 　the

contrary
，
　no 　inhibition　of 　cyclooxygenase 　was 　detected　in　case 　of 　the　add 重tion　of 　the 　antiserum 　to　the　culture

mcdium ．　 The 　preseut 　study 　showed 　PG 　is〔｝ne 　of 　the　indlspensable　factors三n 　ovulut 三〇 n 　as　steroids 　are ，
Key 　words ； Antiserum 　to 　cyclooxygenase 。Indomethacin 。Mefenamic 　ac 三d

　　　　　　　　　　緒　　言

　精液中か ら発見され た こ とが示 す よ うに 多彩な

作用を もつ prostaglandin（PG ）は ，生殖生理 に 深

く関 つ て い る ． PG の 排卵 へ の 関与は ，　 Orczyk

and 　Behrman2a）

や Armstrong　and 　Grinwich6 ）
に

よ る生 合成阻 害剤 の indomethacin 等を用 い た排

卵抑制実験 か ら 明 らか に され た ． し か しこ れ ら

は ，
LH −surge に よ る 自然排卵を 抑制す る意図の
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も とに 行わ れた実験 で indomethacin は中枢に働

い て gonadotr 。pin 分泌 を抑え ， そ の 結果排卵が阻

害 された と考え られた ．一方 0 ’Gray 　et 　aL22
）
は家

兎 に 交尾後 8時間 に ind・ methacin を 投与す る と
，

排卵は抑え られ る が黄体は形成 され ，pr・gester ・ ne

分泌 も十分起 こ る こ とを 観察 し ，
indomethacin

は 卵胞 に 直接働い て 排卵を阻 害する こ と を 指摘 し

た．そ の後 Sato　et　aLZ5 ）
は，　 indomethacin投与 に

よ る排卵抑制時 ，
ラ ッ ト血 中 FSH

，
　LH を測定 し

対照 と差 が な い こ とを示 し， また Armstrong　 et

aL7
）

は ， 家兎の 卵胞内 に 直接 indomethacinを

投与 し， 全 身投与で 無効で あ つ た量 で排卵を 抑え

る こ とを見出 し，そ れ らの 成 績か ら indornethacin

の 卵胞 へ の直接作用が 明らか に なつ た．

　他方 hCG 投 与に よ る家兎 の 排卵時
15 ）

，
ま た ラ ッ

ト
エ6〕

の性周期の 各時期に お い て 卵胞内 の PGE
，　 F

を 測定 した 成績 に よ る と，排卵直前 に PG 値は最

高を示 し，
PG が排卵に 強 く関与 して い る こ と が

更に 明白 とな つ た．そ れ故 indomethacin 投与に

よる排卵抑制は 三ndomethacin が卵胞 に働 き卵胞

内の PG 産生 が阻害され，そ の 結果排卵が抑 k ら

れ た と考 える こ とが出来 る．しか し indomethacin

は強力な PG 生 合成酵素の 阻害剤で あるが，そ れ

だ けで は な く他 の 多 くの 酵素に 対す る阻害作用 も

知 られ て い る．それ故 indomethacin の排卵抑制

作用 を
一

元論的 に PG 産生 阻害だ け と結論する こ

とは 早計で ，他 の 方法お よび薬剤で PG 産生 を抑

制 しそ れ に よ つ て も indomethacin と同様の 結果

が え ら れ る か ど うか検討す る 必 要が ある ．そ の た

め 本論文 で は indomethacin に よ る 幼若 ラ ッ 1・，

幼若豚 の 過排卵抑制 を 再検討 し，　また PG 産

生 阻害剤 mefenamic 　 acid お よ び PG 生合成酵

素 （cyclooxygenase ）の 抗血 清 の 投与 を 行 い ，

indomethacin の 効果 と 比較検討 した の で 報告す

る 。

　　　　　　　　 実験方法

　 1． 測定法

　 a ） PGE
，，
　 F2

。 の 測定
13 ）

　
一
定量 の 培養液 を 0・ユNHC1 で 酸性化 （pH

3．0） し た 後， 2ml 酷酸エ チ ル に て 2 回抽出 し，

lml　H
，
0 に て 2 回洗浄し ， 蒸発乾固 の 後 ，

　 silicic

acid 　column 　 chromatography （silicic 　 acid ： 1．Og）

に て 分離精製 し た ． 展開溶媒 は benzene−ethyI

acetate −rnethano1 　（60 ： 40 ： 0．5），　benzene−ethyl

acetate −methanol 　（60 ： 40 ： 3・5），　benzene−ethy 工

acetate ．methanol （60 ： 40 ： 10）で 第 2 の 溶媒で

PGE が第 3 で PGF が溶出され た ．0。1m 正 assay

buffer （O・05M 　 Tris　 buffer （pH 　 7・5） に 0．1％

ge工atin を含む）に 溶か した 試料 お よ び標準 PG 臥

また は F
，、（10P9〜10ng）に

， それ ぞれ
3H −PGE

、

ま た は
3H −PGF2 ，、（約 7 ，000dpm ），　 PGE

コ ま た は

PGF
，、 抗 1血清 0．1ml を添加 し，　 4 ℃ ，

24時闘培

養 した． そ の 後 0・lml　 dextran　 coated 　 charcoa1

懸濁液 （Dextran 　 T　 70 ：0 ．5g お よ び Norit　A ：

59 を 100ml　 assay 　buffer に 混和 した もの ）を加

え， 遊離お よび 結含型を 遠心 に よつ て 分離 し，

上 清の
一

部の放射能を測定 し た ．抗体の 交叉反応

は ， PGE
， 抗血 清 ：PGEl ： 100％ ，

　 E2 ：6．2％ ，

Fla ： 3．8％，　F2。，
　AiJ　Aze　B1 ： ÷ O ％，　 PGF2 α抗血

清 ：PGF2
。

： IOO％ ，
　 E1 ： 19．2％ ，

　 F1
。

： 14．7％ ，

Az ： 0。39％ ，
　 A1 ：0．03％で あ つ た ．　 PGE

， 抗血清

は PGEz に対 して ，　 PGI
，、抗血清は PGF

，a に 対

し て か な り交叉反応を示 す の で ， 測定結果は PGE
，

F とし て 表現 した． 測定感度は PGE ： 10P9
，　PG

F ： 100P9
， 回収率O：　75％ ， 精度 （CV ・＝8 ％）も

満足す べ きもの で あつ た ．

　 b ）progesterone の 測定

　
一

定量の 試料 よ りエ ーテ ル に て 抽出後， Seph−

adex 　 LH 　 20 を 用 い た column 　 chromatography

（solvent 　 system ： hexane： benzene： MeOH ＝80 ：

ユ0 ： 10）で progesteroneを分離 し，帝国臓器 よ り

提供 された 抗血清
2）
を用 い ，dextran　 c・ ated 　 char −

c ・ al で 遊離と結合型を分離 し，
　 RIA を行つ た ．

　2 ． PG 生合成酵素 （cyclooxygenase ） の 抗血

清作製法

　 a ）可 溶化 cyclooxygenase の 精製

　牛精嚢腺を 20mM 　phosphate　buffer （pH 　7．4）

中で ホ モ ジ ナ イ ズ し， 78，500Xg に て 90分間遠

心 し， マ イ ク P ソ
ーム 分画 をえた a 次 い で 2 ％

Tween 　 20を含む 上記 bufferを加え 0 ℃，30分

N 工工
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図 1　 Cyclooxygenase の 精 製 過 程

Bovine　 vestculai 　 gland

homogenize　 and 　centrlfuge

with 　50mM 　PQtasium 　phosphate　buffer

Microsomal 　fractions

suspend 　 in 　 IOmM 　potasium 　phosphate
buffer　pH 　7．0，containfng 　5r臣M 　glutε」thione，
ethylene 　 glyco ［（20％）and 　Tween　20（1 ％ ）

　 1keep
　in　 an 皇ce 　bath　 f。 r　3Gm ．

　 ［
centrifuge 　 at　 lq5000XG

preClp 工tate Sup （solub 正llzed　 enzyme ）

apply 　 Qn 　 a　DEAE −cellulose
cotumn

」
ヤ
ract 　工1

（lsomerase）

呉

　 Fract　 I

（Cycl。・xygenase ）

間放置，78
，
500xg

， 120分間遠心 し上清を
‘ ssolu −

bilized　 enzyme
”

とし た， こ の 上清 を DEAE ・

cellulose 　 column 　に添加 ，　0、2％ Tween 　20 を含

む上記 bufferに て 可溶化 cyclooxygenase を 溶出

した． 溶出液は 限外濾過 に て 濃縮 し， electrofo ・

cusing を行 い 更に精製 し， 抗体作製 の た め の抗

原 ， 即ち可溶化精製 cyclooxygenase と し て用 い

た
18）19）

（図 1）． 精製可溶化 cyclooxygenase の

活性は 2 ．4units！mg 蛋 白 （lunit は 24℃ 1分 間に

1μmo1 の PGG
， ま た は H

、 を産生する酵素活性

を示 す ）で あつ た ．

　 b ）抗血清作製

　 こ の 可溶化 cyclooxygenase （lmg！ml ）を抗原と

し て Freund 　 complete 　 adjuvant （工m1 ） と　emul −

sion 化 し
， 家兎に 筋注，次 い で 1 ヵ 月後V＝ 　2 週間

間隔で 2 回 O・25mg 抗原を b・ oster 　injectionし，

2 週間後に採血 し抗血 清 と し て用 い た．家兎 よ り

え られ た 抗血清は Ouchterlony二 重拡散法で 精製

され た cyclooxygenase と沈降反応 を行 い 特異性

を検定 した ．

　 3。 動物実験法

　実験 1） Wlstar 系雌幼若 ラ ッ ト （25日齢）（約

509）（3 匹ず つ ）に PMS （pregnant　mare
’
s　 serum

gonadotropin ＞ （帝国臓器） 10iu！o・2ml1匹，48時

間後に hCG （human 　 chorionic 　gonadotropin ）（持

田製薬） 30iU！o・2ml1匹を 皮下注射 し 過排卵を誘

261

発し た ， （排卵 は hCG 投与後 8 時間 で は 起 き

な か つ た が， 12時間後 で 85％， 16時間以後 で は

100％で 起こ つ た ）．hCG 投与と 同時 に 腹腔内に

ind・methacin （メ ル ク 万有）O・．05，0・5
，　 LO ，

5・0
，

8．Omg を投与し，24時間後に 卵管内の 卵を数 え，

血中 pr・ gester・ ne を測定した．

　実験 2） 幼若雌豚 （Large　Y ・ rkshire 種，　 7 カ

月齢， 体重 70〜90kg）（計22頭）に PMs 　 12iu！kg，

72時間後に hCG 　 6iU！kg を筋注 し過排卵 を誘発 し

た （hCG 投与 32時間後 16％ の 卵胞 に ， 42時間後

に 85％の 卵胞 に ， 72時問後に 85％ の 卵胞 に排卵カミ

認 逗） られ た ）．hCG 投与24時間後に indomethacin

（生食 20ml に 懸濁）をそれぞれ 0
，
0・76

，
2・53

，

7．6mg ！kg 投 字， または mefenamic 　 acid （パ ー
ク

デ ービ ス ・三 共） （pr・ pylene　glyc・ 1 に 溶解 し ，

生食に 懸濁）をそれ ぞれ 0
，
10

，
30

，
100mg ！kg 投

与 し，
hCG 投与72時問後に 開腹 し ， 排卵数を調

べ ，血中 progester・ ne を測定 し た．排卵率は 各 2

頭 の 両側卵巣 の 排卵数 お よび未排卵数 の 総計数に

対す る 排卵卵胞 （stigma を有す る 卵胞）の ％を

もつ て表わ し た ．

　実験3） Wistar 系幼若 ラ ヅ トで 実験D と 同様

に過排卵を 起 こ し，hCG 投与 と同時に cyclooxy −

genase　抗血 清 0．lml1匹 x1 回，　0．2 × 1
，　0．4 ×

1 ， 0．4 × 2 （hCG 投与 3 時間後に 第 2 回投与）

（4 匹ず つ ）， また は 正常家兎血清 （NRS ） 0．1ml／

匹 × 1 回，　O．2 × 1，　0．4 × 1 ，　0．4 × 2　（cyclo −

oxygenase 抗亅血清 と同様 に 2 回投与）を静脈内投

与 し ，
24時間後に 開腹し ， 排卵数 と血 中 proges−

terone を測定 し た ．

　 4． 卵胞培養実験法

　 a ）　cyclooxygenase 　抗血清　in　vivo 　投与

　 Wistar 系幼若ラ ッ トを実験 1）と同様に処 置 し
，

hCG 投与 と 同時 に それ ぞれ 2匹ずつ に 生食 O・4

ml ／匹 ， 正常家 兎 血 清 （NRs ） 0．4ml1匹 ，
　 cyclo ．

oxygenase 抗血 清 0・4mV 匹を静注 ，
ま た indome−

thacin 　 8mg1匹を腹腔内 に 投与 し，
6 時間後 に 卵

巣を剔田，実体顕微鏡下で 無菌的に 卵巣 1 コ よ り

同 じ大ぎさ の 卵胞 2 コ ずつ を 取 り 出 した ． それ

ら卵胞 を 任意に 2 ゴ ずつ 選び 対 に し 培養液 Iml
，

N 工工
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（Medium 　 199 （10倍濃縮）ユOml
， 7 ％ NaHCO3

水溶液 0・75ml
，　 HEPES （Sigma）0．47669／蒸溜水

200ml
，
　 pH 　7．3）中 で Falcon 　o 「9an 　 cultu 「e　 dish

を用い ，空気中37℃ の 条件下 で 6 時間 qua〔lricate

に 培養を行 つ た
3）2e）．培養後培養液中 の PGE

，
　 F

，

progcstcrone量を RIA に て 測定 した．

　 b ）　cyclooxygenase 　抗 山L清　圭n 　vltro 　添力Ll

　 Wistar系幼若 ラ ッ トを実験 1）と同様 に処置 し
，

hCG 投Jy．後 1時間で 卵巣を剔 出， 卵胞 を採取 し

た ．in　 vivo 投与 と同様 に Falcon　 orgarl 　 culture

dish に 卵胞を 4 コ ず つ 並 べ ， 1rnl培養液 に 生 食

（O．05rnl），
　 NRS （0 ，05ml），

　 cyclooxygenase 抗⊥fi！

清 （O・05rnl），
　 Indomethacin（5μ9！ml ）をそ れ ぞれ

添加 し， 空気中 37QCの 条件下 で 12時間 duplicate

に 培養を行つ た．培養後培養液中の PGE
，
　F

，
　Pt

’
o −

gesterone を RIA に て 測定 した ．

　　　　　　　　　成　 　績

　 1 ．prostaglandin生合成阻害剤投与実験

　 D 　 indomethacinに よ る排卵抑制

　 ラ ッ ト ：実験1）の よ う に indemethacin　 O．05
，

o．5，1．o，5．o，8．Omg1匹を 幼若雌 ラ ッ トに 投 与

し排卵数を調べ ると対照 24。9± 9．3ケ ！匹 （mean ±

SD ） （indomethacin 投与 ラ ッ ト数 ： 9 ， 排卵 し

た ラ ッ 、ト数 ：9）に 対 し て それ ぞれ 16，7± 4．5ケ 1匹
（3，3），　3．0：辷1．0　（3，3），　3．0：ヒ3．O　（3，3），　1。5：±：

1．7 （3，3），　0 （3，
0） と dose−dependelltに 有意

に （P〈 0．001）1非卵力寸η」制 され た （図 2 ）．

　血 中 P・・ 9・ ・t… ne 値 （hCG 投与 24時間後）は
，

対照 32・5ng！ml で あ り，
　 indomethacin 投与群で

は それ ぞれ 34・2ng！ml （indomethacin ：O．05mg1匹

投与），　35．1　（0．5），　 33．4　（1．0），　 31．4　（5．0），

35．6 （8．0）で indemethacin の 黄体 に よ る prog−

ester ・ ne 産生 へ の 影響は認め られ な か つ た ．

　豚 ：実験2）の よ うに 幼若雌豚 に 孟ndomethacin

O
，
0．76

，
2．53

，
7．6mg！kg を投与する と排卵率は

それ ぞれ 58％ （排卵卵胞 数1総卵胞数 ：25143），39

％ （16141），
13％ （9！68）， o ％ （0149）で あつ た

（図 3 ）．indomethacin 投与で 卵胞は 著 明に 腫大

し， 7．6mg ！kg 投与時 の 卵巣 の 大 きさは平均値 で

59x44 × 40mm
， 卵胞液量 は 0．67mlノ卵胞 で あっ

図 2　 1ndomethacin に よ る 幼 若 ラ ッ ト過 排卵 の 抑制

No ．
ova20

ユ0

8 ．0　　　5．0　　　1，Q 　　　O．5　　 0．05 　　 contrDI

　 　 　 　 　 Indomethacin（  ／rat ）

図 3 　 1ndomethacin に よ る幼 若 豚過 排卵の 抑 制

　 PMS 　　 hCG 　 Indomethacin
　 12iu ／  　6iu／kg

−
　 　

− 72　　　　　　0　　24　　　　72
0v ・ 歪・ti・ n 　 　 　 　 　 ↑

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Lapa
％

50

40

30

20

10

00 ．76 　　2 ．53Indomethacin7 ．6   ／kg

た ． 対照群 の 卵巣 の 大 き さは 27x20xI8mm で

あつ た ．

　血 中 progesterone値 は，対照 7・8工± 2．72ng！mI

（mean ± SD）（5 匹）で indomethacin 投与群 で は

そ れぞれ 8・18± 1・72ng加 1 （2 匹， 0・76mglkg），

9．45：ヒ2．31　（2 ，　2．53），　7．07±2．95　（5 ，　7．6）

で ，対照 と投与群に 差は認 め られ なか つ た ．

　2）　 mefenamic 　 acid に よ る排卵抑制

　豚 1実験 2）の よ うに indomethacin と同様な PG

生含成阻害剤で ある mefenamic 　 acid を O
，
10

，
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図 4 　 Mefenamic 　acid に よ る 幼 若 豚 過 排 卵 の 抑 制

　 　 　 　 PMS 　 　hCG
　　 　　 l2iu／kg　6iu／  Mefenamic　Acid

　　O。。1。ti。。 一 一
　　 　 ％
　 　 　 807060

5C40

3020

1Q

0　10　　30　　　　　　　　　　　　100　tng ！kg

　 　 Mefenaπ1ic　Acid

30
，

ユoomg ！kg 投与する と dose−dependent に 排卵

が抑制され ， 排卵率は それ ぞれ 84．6％ （11！13），

80。9％ （1712工），　63，工％ （12119），　21．7％ （10！46）

であ つ た （図 4 ）．

　血 中 pr。gester・ ne 値 は ， 対照 2・Ong！ml で ，

mefenamic 　acid 投与群 で は それぞれ4・4ng！ml （10

mg ！kg）， 3．2 （30）， 4．3 （100）で indomethacin

と同様対照 と投与群で は 差 は な か つ た ．

　 ll．　 cycl 。・ xygenase 抗血清投与実験

　1）　抗血清 の 特異性

　図 5 は cyclooxygenase 抗 ［缸清に対す る精製さ

れた cyclooxygenase 　と塵精嚢腺
｝
マ イ ク ロ ソ

ー
ム

図 5　 Quchterlony免 疫 二 重 拡 散 法 に よ る cyclo −

。xyg 兮nase 抗 血 清 の 検 索

A ；正 常家 兎 血 清

B ：牛精嚢腺 よ り抽 出精製 し た 可 溶化 cyclooxyge −

　 nase 　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 　 　　 　 　 　　 　 　 　　 　 　
’

C ：牛精 嚢 腺 の 可 溶 化 粗 cyclooxygenase 分 画

D ： cyclooxygenase 抗血 清

E ：精製 cyclooxygenase と抗 血 清 を 前 も つ て 混合

　　し た 後 wel1 に 添 加 し た も の

を Tween 　20 で 可 溶化 した cyclooxygenase 分画

との 免疫沈降線が示 され て い る．一
本の沈降線が

それぞれの 可溶化酵素 との 間に 認め られ，更に そ

れ らが互 に 融合 し て い る．ま た 対照 の 正 常家兎血

清 （NRS ） と 2種の 可溶化酵素との 問 1，U （t．沈降線

が認 め られ な い ．また精製 cyclooxygenase と抗

表 1　Gyclooxygenase抗血 清 （anti ・G ）に よ る幼若 ラ ッ ト過 排卵 の 抑制

ラ ッ
ト数

卵 巣 重 量

　　　（mg ｝

排　 卵　 数

　（M ±SD）

　o ， 一
フ ロ シ ェ ス ア ロ ゾ

　　　（ng ／削 ）

PMS 6 58，3± 15．3 o 13，0
PMS 十hCG 6 65．2± 、7．6 24．2± 3．3 3L8
PMS 十 hCG

十 NRS 　 　 O．1m1 3 63．3± 9 ，1 25．8士 L6

0．2m1 3 58．3± 9．1 26，0± 2．0
0 ．4 血圭 3

　　　　卩
63．2 エ 8 ．6 26．5± 4．7

0．4m 韮× 2 3 85．8± 7．2 26，7± 4．7
PMS 十bGG

十 anti ・G 　 O．1m 王 4 94、O ：ヒ 5，1 15。9士 2．9 33．8
・0．2m1 4 73．8± 14．3 13．3± 3．5 40．7
0．4mI 4 66．5± 15．1 0 39．3
0，4mlx2 4 76．5±10．6 0 36，8
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亅血清を前 もつ て 混合 した後 well に 添加 した場合

は ，未精製の 可溶化 cyclooxygenase と の 間に 沈降

線は 見 られ なか つ た ．そ れ らの 結果は 本研究で作

製 した cycl ・・ xygenase 抗血清が cyc1 ・・ xygenase

に 特異的 に 反応する こ とを示 して い る．

　 2） 排卵抑制

　実験3）の よ うに hCG 投与 と同時 に cyclooxy −

genase 抗血清O．工，　 O．2，0．4，0．4ml × 2 回静脈内

投与 し，24時間後に排卵数を調 べ た ．表 1 に 示す

よ うに 正 常家兎血清 （NRS ）投与の 対照に比 し抗

血清投与群 で は満意に （p＜ 0．001）dose−dependent

に排卵が抑制 された （図 6 ）． しか し 卵巣重量に

図 6　Cyclooxygenase 抗 血 清 （anti
−C） に ょ る幼 若

　 ラ ッ ト過 排 卵 の 抑 制 （排 卵数mean ± SD）

aOV30

20

10

　 PMSPMS 十hCGPMS ÷hCG　O．艮m ！　 0．2ml　O．4ml　 O．4mlX2
　 　 　 　 　 　 　 十NRS
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 PMS 十hCG十 乱n‡i−C

PMS　hCG十孔 ormal　rabbit　serum 〔NRS）
（10iu）（3伍 u）or　anti

−C
鉢
一48　 024 （hrs）
　 　 　 　 7
　 　 　 Lapa

は差が見 られな か つ た ． またそ の 時点 で の 血 中

progesterone値も　PMS 十 hCG 投与 の 対照群 の

31．8ng！ml に 比 べ て ほ とん ど差が認め られず （表

1）， 対照群 と同 じよ うに 黄体化が起 こ つ た こ と

を が し て い た ．

　 3） 卵胞に よ る PGs
，
　progesterone 産生

　（の cycleoxygenase 抗血 清 in　 viv ・ 投与

　卵胞培養実験に述べ た よ うに 生食 ： o・4ml1匹 ，

正常家兎血清 （NRs ）：o・4ml1 匹 ，
　 cyclooxygenasc

抗血 清 ； o．4ml1匹 ，
　 indomethacin ： 8mg1匹を hcG

と同時 に 幼若雌 ラ ッ ト （PMS 投与48時問後）に

投与 し， 卵胞 を 取 り出 し 6 時間培養を 行 うと ，

図 7　 ラ ッ ト 卵 胞 培養実 験 （cycleexygenase 抗血 清

　（anti
−C ）in　 viv ・投与 ）

3．e

2．D

1．0

　　
〔ngtfollicle｝　　Saline　　　　　NRS　O、4ml　　anti−C　O・4ml　　正ndomethacin　8皿9

培養液 中へ の PGF の 産生量 （mean ±SD ） （ng ｝

卵胞） は ， 生食 ： 3．0± 0．16 （卵胞数 ： 8 コ ），

NRS ： 1．7±0．47　（8 ），　cycleoxygenase 　抗血清 ：

0．66± O．13（8 ），
三ndomethacin ：0．88±O．08（8 ），

PGE （mean ± SD ）（ng ノ卵胞） は そ れ ぞれ L8 ±

0．36　（8 ），　1．7± O．51　（8 ），　0，33±0．08　（8 ），

0．34± 0．11 （8 ）で 対照 （生食 ，
NRS 投与群）に

比 べ cyclooxygenase 抗血 清，
　 indomethacin 投与

群で は 有意に （P＜ O．OOI）PGs の 産生が抑 え られ

た （図 7 ）．し か し培養液中の progesterone 産生

量 （mean ± SD ）（ng ！卵胞）はそ れぞれ L4 ±e．2，

1。7± O。7， 1．2±O．15，1．6± O．17で全例で 差が認

め られず， cyclooxygenase 抗 血清，　 indomethacin

共に steroldogenesi 帥 こ は 影響 しな い こ とが 明 らか

に な つ た ．

　（b） cyclooxygenase 抗血 清 in　vitro 添加

　表 2 に培養液に ・y・1・・ xygena ・e 抗血清を添加

し た 場 合 の PGE
，　F ，　progesteroneの 産生量 を 示

し て ある ． in　 vivo で抗血清を投与 した ときと異

表 2　 ラ
ッ ト卵 胞 培 養実 験 （cyclooxygenase 抗血

　清　（anti −C）　in　vitro 　添 力口　（n ＝8 ））

添 加 量
　 PGE

（ng ／卵 胞）

　　PGF

（ng ／卵 胞）

ProgesterODe

（ng ／卵胞 ）

生理 食臨水 0，05ml0 ．45±0．0婆 1．8±Q．212 ，5±  ．4

正 常家 兎 血 清 0．05m ユ 0，56±0 ，062 ．0±0．302 ．8±0．5
（NRS ）

A面 一C0 ．05m 艮 0 ．48± 0．032 ，3± O．412 ，嘆± 0．4

Indomethacin5 μ9／m 亘 0 ．03±O．020 ，2 土 0．12 ．6± 0．6
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な り， cyclooxygenase 抗血 清添加の も の は ， 対 照

の 生食 ，
NRS 添加の もの と PGE

，　F 産生に っ い て

平均 o．45〜o．56ng1卵胞 で ほ とん ど差が見 られな

か つ た 。それに 反 し indomethacin添ヵ口で は ？GE ，

F の 産生が約 1！10に 減少して お り， ln　vivo 投与

と同様に PG 産生が阻害された ．　 progesterone 産

生 に つ い て は 2．4〜2・8ng！卵胞の 産生量 がみ られ

全例差 が な く steroidogenesis に影響の な か つ た こ

とが示 されて い る．

　　　　　　　　 考 　　案

　 PMS お よ び hCG 投与に よ る幼若 ラ ッ ト，幼若

豚 の 過排卵が PG 生合成阻害剤であ る mefenamic

acid
，
　PG 生 台成酵素 cyclooxygenase の抗血 清に

ょ っ て indomethacin　と同 じ よ うに 抑制 され る こ

とを 明らか に し た ．こ れ ま で indomethacin に ょ

る排卵抑制は ラ ッ ト
3）4）6）23 ＞

，
マ ウ ス

26J

， 家兎
7 ）22 ）

，

豚
1）

な どで 報告され て い る が， 種属間 の ind・ me −

thacin の 作用 に つ い て 比較 し た もの は な い ．　 indo−

methacin の 幼若ラ ッ ト
， 幼若豚の 過排卵 の 抑制

作用を体重当 りの 投与量で比較す る と ラ ッ トの 投

与量 o．05mg ！匹は lmg！kg　v：相当 し ， 豚で の o・76

mg ！kg と equivalent で ある． また ラ ッ トで O・5

mg1 匹は IGmg！kg で ，豚 の 7．6mg！kg の 投与量 に

匹敵す る ． こ れ ら の 投与量 に よ る 排卵抑制率を

対照 に対する ％で表わす と ラ ッ ト で は 30％ （0・05

mg1 匹），88％ （o．5mg1匹）で，豚で は 33％ （o・76

mg1 匹）， 100％（7・6mg1匹 ）とな り，
　 indomethacin

の 幼若ラ ッ ト， 幼若豚で の 排卵抑制効果 は ほ と

ん ど同等で ある こ とが わ か る ． indomethacin の

cycl ・ 。 xygenase 阻害作用は 組織に よ つ て異 なる と

い われて い る が ，それ は 各組織の cyclooxygenase

の indomethacin に 対する感受性の 差 と い うよ り

む しろ 組織内へ の 取 り込み の 差 に よる と 考え ら

れ る． それ放本研究の 結果か ら 両種の 卵巣へ の

indomethacin の 取 り込み は ほ とん ど 差 がな い と

い え る．

　 幼若豚の 過排卵を indomethac三n と同 じ cycle −

oxygenase 阻害剤で ある mefenamic 　 acid の 投与

量をそれ に 比例 し た 量 に 増量す る と indomethacin

と同 じ よ うな排卵抑制効果が み られた． こ の こ と
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は indomethacinの 排卵抑制は cyclooxygenase 阻

害作用 に 基づ くもの で あ る こ との 傍証 と な ろ う．

indomethacin と cyclooxygenase 抗血 清 の cyclo −

oxygenase 阻害作用 を比較す る こ とは 本研究か ら

必ず しも容易で は な い が
， 幼若 ラ ッ ト過排卵抑制

率か ら抗血 清 o．1ml！匹 と indomethacin　o・05mg1

匹， o．4ml1匹 と o．5mg1匹 の よ うに 効果 は equiv −

alent と考え られ る．

　 indomethacin は cycloexygenase の 強力 な阻害

剤で あるだけで な く，他の 酵素の阻害作用 も持 つ

て い る こ とが知 られ て い る． Fiower　 and 　Vanelo）

に よ る と ， そ の ID
，。 は cyclooxygenase ：0 ．17〜

38μM ，
PG −150H 　dehydrogenase： 15〜1，000ptM ，

phesphodiesterase：28μM ，　DOPA 　decarboxylase：

lOOptM　
，
　oxidative 　phosphorylatien：250pM ，

　histi．

dine　 decarboxylase ： 400μM
，
　 collagenase ：3

，
500

μM と報告 され て い る ． 更に 最近 で は cycllc

AMP 　 dependent　 pretein　 kinase （IDs。
： 0．017〜

0．048μM ）
IM

や　　ornithine 　decaboxylase　（ID50 ：

500μM ）
24）

も阻害 され る こ とが 明 らか に なつ た ．

これ ら総て の酵素が排卵に 関係す るわ けで はな い

が，こ れだ けの 酵素が 多少 とも 阻害されれ ば排

卵に 何らか の 影響が 出る こ とが 予想 され ， 特 に

indomethacin大量投与 で は toxic な作用 に よ つ て

排卵が抑えられる で あろ う． 佐藤 ら
3＞
は 幼若 ラ ッ

ト過排卵を 0．05血 g！匹 の indomethacin で抑制 し

た ときは PGE
， （0．4mg1匹）お よ び PGF

，、（0．4

mg ！匹）を 同時 に 投与す る こ とで 排卵を完全 に 回

復出来たが ， そ れ以上 の 量 の 三ndomethacin 投与で

は 排卵の回復は見 られ な か つ た と報告 し て い る ．

こ れ は indomethacin の 作用が cyclooxygenase 阻

害だ けで な く toxic に も働い て い る こ とを示 して

い る． 現在卵胞構成細胞に 対す る LH の 作用は

そ れ ら細胞 の adenylate 　 cyclase の 活性化 とそ の

結果増加する cyclic 　AMP に よ る細胞 内 cyclic

AMP 　 dependent　protein　kinase の 活性化， それ

に続 く steroidogenesis の 亢進 と い う
一連 の 機構が

考え られて い る
14〕．　indomethacin に よ る cyclic

AMP 　 dependent　ptotein　kinase の 阻害は ， 家兎

の空腸粘膜か ら精製された protein　 kinase を用 い
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た報告で ある が，も し同 じ よ うに 卵胞 の 同酵素も

indomethacin に よ つ て 阻害 され る とす る と卵胞

で の steroidogenesis が障害さ れ，そ の 結果排卵が

起 こ らな くな る こ とも予想 さ れ る．またそ の ID ．．。

が cyclooxygenase の ID5
。 の 1110で む し ろそれが

主た る 原因 と考え ざる を えな い か もしれ な い ．し

か し in　 ViVO
，　 in　Vitro 　 lこ inCiOmethaCin を投与

し た 場 合 で も prOgesteronc産生 は 対照 と 全 く同

じで ある こ とか ら，卵胞 で は indomethacin　 lこ よ

る cyclic 　AMP 　dependent　protein　kinasc の 阻害

は ほ とん ど 起 きな い とい え る． 卵巣 内 omithine

decarboxylaseは polyaniine 生合成 の 律速酵素と

い われ ，
LH に よつ て 活性化 される

14｝．それ故本

酵素の 阻 害は 排卵抑制を 起す 可能性が 考え られ

る．以上 の こ とか ら indomethacin の 排卵抑制作

用が cycl 。 ・ xygenase 阻害の み に よ る か 必ず し も

結論出来な い ．

　そ れを 明 らか に す るた め に mefenamlc 　acid お

よ び Cyclooxygcnase 抗血清を用 い て幼若 ラ ッ ト

過排卵を抑制する こ と を 試み ，
indomethacin と

同等 の 結果を えた． mefenamic 　 acid は lndome．

thacin とは 構造 の 異 なる化合物 で そ れ故 cyclooxy −

genase 阻害作用 は 共通 で も 他の 酵素へ の 作用 は

必 ず しも
一

致す る と は い えな い ．それ故両者 と も

排卵抑制作用を もつ こ と が 明 らか に なつ た の は ，

そ の 共通 の 作用 に よるわけ で cyclooxygenase 阻

害に よ り PG 産生が抑 え られ，そ の 結果排卵が 抑

制 さ れ た と い え る． これ は 排卵現象に PG が関与

し必須 の 作用 を して い る こ とを示 し て い る．

　本研究で 明らか に され た cyclooxygenase 抗血

清 の 投与 に よ る幼芳 ラ ッ ト過排卵 の 抑制は ， PG

が排卵機構 に 関与 して い る こ とを更に 直接的に 証

明し た と考 えられ る。Armstr。 11g　 et 　a1 ．7） は 家兎の

工H に よ る 誘発排卵を卵胞内へ PGF2 、、の 抗．血清を

直接注入 する こ とに よ つ て 抑制出来た と報告 し て

い る ．しか し cyclooxygenasc 抗血 清で排卵を抑制

出来た との 報告は な い ． cyclooxygenase は PG の

前駆物質（arachidonic 　 acid な ど）か ら PG 　G
，
　H な

どの endopetoxide を生 合成す る 酵素で ，　 PG 　G
，

H が更に 変化を 受けて PGE
，
　F な どに 転換 され

る ． そ れ故 ど の PG が 排卵 に 関係 する か を 識別

す る こ と は 出来 な い が ， そ の 抗血清に よ つ て PG

family が 排卵を 抑 える こ とを 証明する こ とは 出

来 る。Smith　and 　Wilkln27） は cyclooxygenase 抗

血 清を家兎で作製 し，腎で の cyclooxygenase の

局在を imm … hist・ ・h・ mical に 証明 した と 報告

し て い る．また cyclooxygenase の RIA を 開発 し

た との 報告もみ られる
2S ）．本研究で作製 した抗血

清と報告さ れ た もの と は特異性 に 関 して は ほ とん

ど差は な い が，本研究で は 抗体価に つ い て検討 し

て い な い の で 抗体価 に つ い て比較する の は困難で

ある．

　血 液 また は細胞外液中に 存在す る物質を そ の 抗

体で 中和す る こ とは 必ず しも困難 とは思わ れな い

が， マ イ ク 卩 ソ ーム な ど細胞内器 官に 存在す る酵

素をそ の 抗体と 反応 させ る た め に は ， γ
一globulin

の よ うな 巨大蛋 白分子 が 細胞 内に 入 らな ければ

な らない ． 一般 に そ の よ うな蛋白分子は plasma
membrane を 通過 しに くい と 考 え られ る が，こ

れ ま で progesteronc，　 estrogen 産生 に 必須 の 19s・

3βOH 　steroid 　dehydrog．　enase を ラ ッ トに 投与 し
，

active 　irnmunizationを 行 い 妊娠 中絶
日）

や 黄体の

prOgesterone 産生 を 抑制 した と の 報告がある
9］b

こ れ ら の 成績で は 同酵素を ラ ッ トに 投与 6 〜 7週

後 に 性周期が み だれ，酵素活性 も著明に低下す る

こ とが 明らか に さ れ て い る． こ れ は酵素の 抗体が

細胞 内に 入 り酵素 と complex を作 つ た こ とを示

して い る．また抗 ribonucleoprotein 　IgG 抗休が

ヒ 1・末梢血 中 の mononucicar 　 cell に 入 る こ とを

蛍光抗体法で 証明 した 報告 もある
5〕． 本研究で

cyclooxygenase 抗血 清投与で 排卵が抑え られ た の

は こ れ らの 成績 と同 じよ うに 抗体が細胞内 に 入 り

作用 した こ とを示 し て い る ．

　本研究で cyclooxygenase 挽 血晴 に よ る排卵抑制

が抗体 と酵素 の c・ mplex 形成 に よ る中和作用 で あ

る の か を確か め る た め ， 抗血 清投与後卵胞に よ る

PG 産生を in　vitro で検討 した ．そ の 結果 ， 抗血 清

を ラ ッ トに 投与 した場合は卵胞 に よる PG 産生が

indomethacin 投与 と同 じ よ うに抑 え られた ．し か

し培養液に抗血清を添加 した ときは ，PG 産生抑

N 工工
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制効果は見 られ な か つ た ．白血球 に抗体が入つ た

と の成績
5）
もある が ， 白血球と卵胞構成細胞 とは

性質が異な り抗体 の 細胞内へ の 侵入 も別の 機構を

想定 しなけれ ばな らな い で あろ う．そ れ故 in　viv ・

投与 の 場合は ［血管系 の 存在を無視出来ず， 特に 卵

胞 の よ うな一種 の 器官の 場合は重要な意味を もつ

と考え られ る ．そ の こ とは in　vitro 添加で 抗血 清

が作用を現わ さな か つ た こ とで 明 らか で あろ う．

　本研究 に お い て 種 々 の 実験条件 下 で の prOges−

terone 値が測定 された が ，
い か な る 条件で も対

照 と同 じ値で PG 生合成阻害に よつ て steroido −

genesis が影響を 受けた との 結果 は え られ なか つ

た ．Mori　et　al。20＞21）
は ラ ッ トに progesteroneの抗体

お よ び testosteroneの 航体を 投与する こ とに よ り排

卵を抑制する こ とに 成功 して い る．
’
そ の 成績か ら

排卵現象に steroid 産生が必要で ある こ とを示 し て

い るが，本研究か ら steroid 　l産生 が起 こ つ て も排卵

が抑え られる の で
，
PG は 排卵機序に お い て steroid

以外の 必 須 の 排卵促進因子 と して作用 して い る こ

とを推測 させ る．即 ち排卵に は steroid と PG の

両物質が必須因子 と し て働 くこ とが明 らか に なつ

た とい え る． こ れ まで 排卵と steroidogenesis は 表

裏
一体 と考 え られ， steroidOgenesis があれ 1ま排卵

は 必ず起る との考 えが通説 となつ て い た ．しか し

本研究か ら卵の 排 幽と steroid 【）genesisとを分離出

来る こ とが示 された ．こ れは排卵機構 の 研究に 新

たな 方法論的方向を与える もの で ，臨床的 に 問題

とな る黄体化無排卵卵胞
4） 11 ）17）

の 病態 の 解朋へ の

手掛 りを も与え る もの と思 う．

　稿 を 終 る に 臨 み
， 御 懇 切 な る 御 指 導 御 校 閲 を 賜 っ た 坂

元 正一教 授 に 感 謝 す る と と も に ，直 接御 指 導 御 助 言 を 戴

い た 佐 藤 和 雄 助 教 授 に 心 か ら感謝 の 意 を裘 し ま す．
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