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概要　多嚢胞性卵巣 の steroidogenesis を解明する た め ， 卵胞を構成する主要細胞成分 で あ る顆粒膜細胞及 び

莢膜細胞を分離し ， 培養， in　yitroよ りそ れ ら の 培養細胞 の 形態学駒所見，　 steroido
琴
enesis を正常卵巣と比較，

検討 した．

　  顆粒膜細胞 t！こ は 単層培養系，莢膜細胞 に ；は 筴膜細胞層 の 組織片培養系を用い ，
・37℃，95％ air−5 ％ CO ，

下で 18日間培養 した．

　  培養顆粒膜細胞 莢膜細胞 は ， 20％仔牛血 清添加 TC 　199で 良好な発育を 示 し，それ ら培養細胞 の 発育

形 態ならびk超微形態に お い て，多嚢胞性卵巣，正常卵巣との 間 の 差異 は 存在 しなか つ た ．

　  培養顆粒膜細胞に 溝け る主要生成ス テ ロ イ ドは prOgesteroneで あ り，多嚢胞性卵巣及び卵胞初期 ・中期
の 6  以下 の 正 常卵巣 よ り採恥 た顆糠 細胞 の ス テ ・ イ 吩 泌能嵯 異囓 め られ t4．p・2た ．

　  培養莢膜細胞 に お け る 主要生成 ス テ ロ イ ドは androste ロ edlone ，　testosterone な ど の andFogen で あ り，

多嚢胞性卵巣に お け る andrOgeh 分泌優位の 傾向が認め られ た 。

　  　estrogen 　sdbstrate
，
　FS宜 の 非存在下で の e

’
stradiol 分泌tt，培養顆粒膜紐胞 に お い て 低値で あつ た ．ま

た多嚢胞性卵巣，正 常卵巣 の 間の estradiol 分泌形式 に差異が認め られ な い こ と よ り，
　 arornatizing 　 enzyme の

障害嫡否定的で あ つ た．　　 ．tt　 、

　以上 の 結果 よ り，
in　vitro よ り見た多嚢胞性卵巣の steroidogenesis は，培養顆粒膜細胞を見 る限 り，正常卵

巣との 間に有意の 差 は 認め られな い が，培養筴膜細胞に お い て は androgen 分泌亢進 の 傾向が見 られ ，
1・H 異

常高値が そ の
一

因 で あ る と推察され る ．

Syoepsis 　The　purpose　of　thi雪 study 　is　to　d合termine 　the　steroidogenesis 　of 　polycystic　ovary 　syndrome （PCO ），

tbrough 　rhe 　comparison 　of 　stero 量dogenic　potential　between　polycystic　 and 　 normal 　oYarian 　 cells　harvested

from、f（）llicles　under 　6　mrn 　in　diarngter　in　vitrg ．

　 1）　The 　granulosa　cdls 　werg 　cultufed 　by　mo 且 olayer ごUlture　method
，
　while 　the 　thecal　tissue　by　exp 且ant

culture 　method
，
　at　37°C　

lusihg」5％ CO2 　in創 r　f6r　18　days．

　 2）　The 　cultured 　granulosa　cells　ar 【d　thecal 　，tissue　grew 　succes 蜘 1Ly　under 　20％ fetal　ca 菰f　serum 　with 　80％

medium 星99．

　 3）　The　major 　product　secreted 　by　the 　cultured 　granulosa 　cells 　was 　progesterone ，　 and 　the　difference　of

、stcroidogenic 　potential　between 　no 血 1al　ovary 　and 　PCO 　was 　not 　sig 皿 ificant，

　 4）　 The 　major 　pteducts　of 　isolated　thecal 　tissue　were ず一androstenedione 　and 　testosterone ．　 Particularly
，

・h… 1・囮 ・h・cal ・il・u ・ fr・ m 　 PCO 　 a ・・ um ・1…吋 m ・ ・ e
．
and ・ ・9・… i・ 9・mp ・・i・・ n 　wi 出 ・h ・・ f・・ m ・ − 1

Qvary ・

　 5）　 Thc 　secretioII 　 of
广
estradiol 　by　the 　 cultured

』
granulosa　 cells 　was ．low　in　the 　 absenc も of 　estrogon 　substrate
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and 　FSH ．　There 　was 　not 　appreciab 正e　difference　in　the 　capacity 　of 　granulosa　cells　from　normal 　ovary 　and

PCO 　to　secrete 　estrad …oL 　　　　・　，　　　　　、　
』
　．　

1
　　ン

「
　　　　　　　　　　　　　　　　

Iir

　These　results 　suggest 　that　steroidogenic 　potential　of 　iso置ated 　gtanulosa　cells 　from　PCO 　is　comparab 正e　to

that　from　norma 正 ovary
，　whereas 　thecal 　tissue 地 m 　

Pρq　
has

　lnor見 androgenic 　
capacity

　
than

　
that

　
f沁 m

normaL 　ovary ．
K ・yw ・ rds 　l　 Pco ・s・er ・id・9・n ・・i・・cult・・e・G ・anul ・…

ρ
ll’Th・・ al　．ti・・u ・ 　 ．、

　　　　　　　　　緒　　言

　多嚢胞性卵巣とは ， 卵巣が両 側性に 腫大し ， 白

膜 の 肥厚及び白膜下 に多数 の嚢胞を有す る卵巣を

総称す る． 多嚢胞性卵巣症候群 （以下 PCO ）な

る言葉の 定義は ， 卵巣が多嚢胞化し ， 不妊 ， 無排

卵を主訴 とす る症候群 を 言 い ，本邦に 於て は 男性

化徴候を示す典型的 な Stein・Levent卜al 症候群の

頻度は 少ない
18 ）．

　近年 radi ・immunoassay （以下 RIA ）な ど の ホ ル

モ ン 測定法の 進歩に よ り， 視床下部
一下垂体一

卵

巣系 の 内分泌動態 の 検索がな され る よ うに な う

た．本邦の PCO で は ，　LH 異常分泌 の 他，欧米の

報告
9）

に見 られる よ うに 明 らかな血 中 androstene −

dione
，
　test・ sterone に代表 され る androgen 高値を

示す症例 の少な い こ と4）・ls）が特微的で あ り， それ

が男性化徴候 の 少ない 理 由と考え られ てい る．わ

れわれ は ， 末梢血 ， 卵巣静脈血 の 内分泌動態の 分

析成績 よ り，
PCO の ster 。id・genesis に検討

12）
を

加えた ．そ の 結果 ， 本症の 卵巣静脈血 中の A5 系

ス テ ロ イ ドは
，

A4 系ス テ ロ イ ドに 比 し特に 異常

高値を認め な い 点で ，
3β・hydroxysteroid　dehydro．

genase め障害は杏定で きる こ と， ま た 本症の 卵巣

静脈血 中の estr ・ne ，
　estradi ・1値は ， 正常卵巣 と比

較 し て よ り高値を示す点で，ar・matiZing 　enzyme

の障害は存在 しな い か，ある とし て も軽微で ある

と推論し て い る．

　今回わ れわれは ， 多嚢胞性卵巣の steroidogen − ．

esis を よ り直接的 に 検索する た め ，卵胞 の 主要構

成細胞で ある顆粒膜細胞及び莢膜細胞を分離 培

養 し， それ らの ster 。 idogenesisを正常卵巣 と比

較，検討 し た ．

　　　　　　実験材料な らびに方法

　 1． 実験対象

　 対照 と した正常卵巣 12例は ， 子宮筋腫 ll例 ， 子

宮頚癌 1例で ， 年齢分布 は 24歳か ら43歳迄 の 正常 ．

表 1PCO 診断 criteria

9

ー

1） 第一度無 月経
1

2 ） 頸管粘液0．2ml 以上，　 FLP （卅 ）

3） Clomiphene （＋HCG ）に て 排 卵せ ず

4 ） LH・RH 　test に て LH 前値比較的高値（20　mIU ／mD ，

　 反応良好

飯塚 ・中村 （1975）

月経周期を有す る婦人の 卵胞初期 ・中期に 開腹し

た 際， 採取 した 卵巣を使用 した ． PC σ 14例は ，

年齢分布が26歳か ら 32歳迄 の 飯塚 ・ 中村 の PCO

診断 criteria2）
（表 1）をみ 韋す 症例 に 楔状切除

術を施行 し，開腹時に 典型的 な多嚢胞性卵巣所見

を示 した症例 の みを今回 の 実験対象 と した評

　 対照群 としてほ卵胞初期 ・中期ゐ 6m 皿 以下の

卵胞を用 い
，

PCO 卵胞 と し て は楔状切除卵巣の

一
部を組織学的検索に 供 し

，

・一部を今回 の 培養実

駒 ・鰥 した
・ 掃出卵瓢 、

PBS 下に 禰 的に

冷蔵保存 し
， 摘出後 2 時間以内に 実験に供 した ．

　 2． 採取時期 の 決定

　 対照群 とし た 卵巣摘出 に 際して は
， 基礎体温

　 　 　 　 　 　 　 　 　

表，術前 の 血中 LH
，
　FSH

，
　e瞬 adiQl

，，　progesterone

値及び子宮内膜組織診に より ， 月経周期を決定 し

た． PCO 患者 の楔縫切除術 は ，　 P・P9 ・・‡・・g・ ・ 25

mg
．
筋注に て 消退出血後 1 〜 2 週 目に 施行 し た．

　 3． 培養器具な らび に培養条件
・

　 培養容器 は Fal．con の プ ラ ス チ ッ 死製 ご
tissue

culture 　 dish　 35 × 10mm （＃・3001）を，
・」

培養液は

DIFC ・ の TC　1歌 GIBCg 碑6％
、

1・tal・ calf −

serum （以下 FCS ），　 POni弓iU三n ．1901U！ml ，　 strep −

・tomycin 　 100μg！ml の割合で 加えだ もの を使用 し

た ・各 々 の ・vlt，・・e　di・h　4mlρ培養液を加え・

2 日 目毎に 全量交換 し た ．培養条件は 37℃ ， 95％

air − 5 ％ CO2 と し，．培養期間を通 じて 培葦液の

pH は原則的 t！こ 7．0〜7．2の 範 囲 を 保 つ も．の と し

・・k ．・培養細胞 の 生育状態は ，オ リ ン パ ス 倒立位相

ド

ザ

f
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表 2　 α 漣ture　technique 　of 　granUlosa　ceils 表 3 』CUlture　technique 　・of 　
・the¢ a塾dssue

1） 尽璽
nova 且Qf 　indiマidL｝al　fblhdesfrom 　ovaries

・）・ゆ…画 26渉噛 ・騨 ・ 　 　 、．／、

．
3）「

翻 器 譜
幽

蝉
わy

噌 r轡 1
4＞
’S・・脚 曲 6呻

1
脚 ・

軸 ≧di呵 寧 融 「

1驫i嘸蝉1  翁 罎
纛 識 臨 綴 1・羅臨卿 。，

蹴羅羅騫韆 鵠 畆 ・

10）C繭 ・ 鰯 プGi ・ ・ 95％
．
噸 ％卿 や・．・a郎

1） Removal 　of 　individual董bmdcs 　from 　ovaries

2）Aspirptien　of 　6vum ，　granulosa　cdls 　and 　fbnicular伽 id

　 by　26　gauge　n   d1ヒ

3） Cu面 11icul・・ walt　intO　f・ ur　pieces　With　a　srnal1　steel
「

　 knife4

）　S じraping 　thc　inside　of 　the　qu旧工ter　fo皿ide　wi 亡h　platinum

　 loop　and 　suspension 　in　PBS　twice
．

5）　ke  oval 　of 　theca1 髄s3ue 　undqr 　tho　dissecting　
’

　
mlc 「oscope

6）Fragmentati。 n （1　mm3 　fragment）of ・thecal ・tissue・after

　 rcsuspenSion 　in　1℃ M 　199
7）Explantati・ n ・f　th ・ ca匡．曲 ue （3　pi購 s＞in　35xlO  

　 FaiCon　dssue　cul加 re 　dish
8）Gulture　at　37℃ in　a　95％ air−5％ 002 　for　18day 呂

差顕微鏡 で観察 し， 18日間培養した ．

　4． 実験方法

．
D ∴績粒膜細鞄｛酵弩養力法」く表窮
顳鱒紬嫡 捧畔麟養飛蜘 し牽∴．毎．

飜灘轡鑾 購飜蠶

懸叢黶 1
鱗曝鑞差：嫩 き撫

・
繭 湊紬認遥蜘

り卵分離後， そ の
一部 を 0．5％ trypan　hlue で 生

体染色 し，
Thoma の血球計算板上 で 細胞生存率

及び細胞数を算定す る ．そ の 後再度 600g， 10分間

遠沈 し，20％ FCS 添加 TC 工99 にて ユ8日間培養

した 、
1細胞数 は 105cells！ml 　cdltur ρ media

，

．
培養

液は ．2ml／culture 　dish と した ∴1．

　2） 莢膜細胞 の 培養方法 （表 3）

　顆粒膜細胞 で は 容易に 遊離細胞浮遊液を 作成

す る こ とが可能 で ある が， 莢膜細胞 で は trypsin
，

c ・llagenaseな どの 化学的分散操作が必要 とな る．

と こ ろが ，
ビ ト卵胞 の場合，摘出材料に 制限が あ

る た め，莢膜細胞 の 培養に は組織片培養 （explant

culture ）を使用 した ．そ の培養方法は ，顆粒膜細

胞採取後の 卵胞を PBS を含む 減菌 シ ャ
ーレ に 入

れ ， 実体顕微鏡下に 卵胞を 4分割，．PBS で 2 〜

3 回洗浄後 ， 可能なか ぎ り顆粒膜細胞 の 混入を避

け ， 莢 膜組織を周囲 の 間質細胞 と共 に 分離す る．

分離組織を TC ．199 に て 3 回洗浄後，　 lmmS の 組

織片を作成 ，

一部を組織学的検索に 供し ，
culture

disb 享ケ に っ き 3 片を 貼布，培養液 2m 】1cultu・e

dishを加え ，

・18日間培養 した ．

　 3） ホ ル モ ソ 測定法

　 2 日目毎 に全量交換 した培養液は ，

− 20℃ に て

凍結保存 し， 培養液中に 放出された 、p ・・gester・ ne

（以下P ），
17α 一hydr・ xypvogesterene （以下17QHP ），

estradi ・ 1−17β （以下 E2）
／
」 estrehe 、（以下 E

、）・，　 an ・

drostenedione〈以下 d4），
　 test・ ster・ne （以下 T ）

を RIA12 ンls）
に て測定 した．

　4）　透過電顕試料作成法．

　電顕観察用に は 0．25％ try．psin に て 単離細胞浮

遊液を作成後， 直 ち に 培養液 に て その 作用を 止

め ，遠沈 して ceH 　pellet に する ．　 cell 　pellet を

pH 　7・4の カ コ ジ ル 酸緩衝液を加えた 2．5％ glutar−

aldehide
， 1％ OsO4 の 二 重固定を行 つ た．固定

資料は エ タ ノ
ール で 脱水後 ，

Epon　812 に 包埋 し ，

LKB 　 ult τamicrotom
’
e で超薄切片を作製 し た ．そ

の後飽和 ufanyl 　 aeetate ．お よ び Rayneld 氏液に

よ る二 重染色を施 し，

’
JEM 　 loo−c 電子顕微鏡 に

て観察撮影 した ．

　　　　　　　　 実験成績

　 1． 培養液の基礎的検討 （表 4 ）
’
今回 の 実験 で 9rbwth　 medium と して 使用 し た

培養液は ，
20％ の割合で FCS が含まれて い る た

め，予め そ れ らに 含有され る各種 ホ ル モ ン 濃度を

測定 した ． growth ．　medium 中 の 各種 ホ ル モ ソ 濃

N 工工
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表 4　　Endogenous 　hormone　cDncentration 　in

　the　growth　mediuma 　and 　controlb

Grqw 匸hmedt

り
m

C6ntrol

Pr  esterρne

　　　　　　　　　　　　　P9／m1

．42．．3 84．5c

EStradiol

　　　　　　　　　　　　　P9細
9，6 ’28．lc

17距 h・蜘 pr° ・es

瑤舗
　．
2L9 29 ．、6c

TeStos匸erone

　　　　　　　　　　　　　P9／【耻
40．0 50．6・

♂ ・Andros匸ene 　dione
　　　　　　　　　　　　　P9／【函

20 ，0 21．4c

LH

　　　　　　　　　　　　mIU ／m1
く 1

．
．9

FSH

　　　　　　　　　　　　mlU ／m1
＜ 1．9

a
　TC 　199　contained 　20％ fbtal　caIf 　serum

．

bMono   11　cultu祀 ombroUas 鱒 d帥 abed 肋 m ・ascites ．
　 of 　CIS　pa亘ent

じ
　Steroid　concentr ε［tion　produced　by 丘broblast　explanted

　 a 亡 a ・concentration 　l　x　1〔F　ceils 細 mcdiu 血

度は ，

』
20％ FCS 添加 TC 　199を 2 日間 ， 37℃ ，

g5％ air − 5 ％ CO2 下 に 静置 し た 後の ホ ル モ ン 値

を意味し ，

：また control
・
　，として は子宮頚癌 0期患

者の 腹水細胞を使用 し ， 顆粒膜細胞と同条件下で

2 日間培養後，培養液中に 含まれる各種 ホ ル モ ソ

濃度を示 した ．因に 卵胞初期 ・ 中期の 6mm ・以下

の卵胞 よ り採取 した 顆粒膜細胞 の 単層培養系で

は ジ
「P ：8．2ng

，
　E2 ： 890pg； 170HP ：390pgy　 T ：

1．80pg）．　d4、：340pg！1／05cells！2days を示 し，
こ れ ら

と比較し growth 　 medi ．um に含有され る ホ ル モ ン

は極 め て 少量で あつ た． また control と growth
medium と の 間に も濃度差 は認め られな か つ た ．・

　2． 採取顆粒膜細胞 の 細胞所見

　対照卵胞， PCQ 卵胞 より採取 した 顆粒膜細胞

の Hematoxylin・Eosin染色所見は ， 両者 ともに 胞

体の 大 きさ 10〜16μ で ， 細胞質に 乏 し く，、辺縁

は や や不 鮮明で あつ た ．核 は 円形 ， 時に楕 円形を

呈 し， 微細顆粒状，均等分布 の ク 卩 マ チ ン を有 し

て い た ．

　3． 培養顆粒膜細胞 の 位相差顕微鏡所見 （写真

1）　　　　　　　　　　
’

、　　　 ．

対 照側卵胞 お よ び PCO 卵胞 由来 の顆粒膜細胞

は ， 両者 とも培養 3 時間前後 よ り culture
．dish底

写 真 1　PCQ 卵胞 よ り採 取 し た 顆 粒 膜 細 胞 の 培 養

　10 日 目の 位 相 差 顕微鏡所見

写真 2　PCO 卵胞 よ り採 取 した 莢 膜 組織の 培 as　．8
　日 目の 位相差顕微鏡所見　　　　

』
　　

「’i1

面に 付着 し始め （viab エe ρell は 殆ん ど 6時間以

内に 付着す る）， 肥大及び 増生を 続け なが ら，

’“

部上皮細胞様増殖電見受け られた が，大部分は 線

維芽細胞様の 発育形態を示 した，培養3 日目よ り

12日目迄に 脂肪顆粒が散見 さ れ，14日、目前後迄細

胞分裂を繰返 し，20 日 目頃 よ り c “lturd・d．ish面 よ

り剥離 し始め た． ．・　　　
’

　4， 培養莢膜細胞 の 位相 差 顕微鏡所見 （写真

2）

、莢膜組織は培養36時間頃 よ り culture 　dish底面

に 付着 し始め ，．そ の 後組織片周囲に
・cell 　migra −

tion ’
が認 め られ た ．　

tt
培養 4 日 目よ り組織片周囲に

著明な上皮細胞及 び線維芽細胞 の 増殖が見 られ，

同心 円状 の 円形 u ロ ニ ー
を形成 ， 培養 2σ日目前後

よ り増殖が認め られな くなり， culture 　dish面 よ

り剥離し始 め た．莢膜組織採取 の 際 顆 粒膜細胞

L

N 工工
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写真 3　PCO 卵 胞 よ り採取 し た 顆粒膜細 胞 の 培養

　 8 日 目 の 透 過 型電顕 所見 （x1800   ）

　 GC ： ゴ ル ジ 装 置，　 GER ：粗 面 小 胞 体，　 F ： 舳 e

　丘lamen ち R ： ribosome
，
　 P ： polyribo函ome ，

　M ：

　 ミ ト コ ン ド リ ア

の 混在の 多 い 組織片は ， そ の 組織学的検索及 び培

養形態の 比較検討 の 結果 ， 培養 6 時間前後 よ り

culture 　 dish 面 に 付着 し 始 め ， 48時間 で 著 明な

cell 　 migration が認め られ る傾向に あつ た た め，

培 養 2 日 目
「
に既 に 円形 コ ロ ニ ーを形成 して い る系

は ，Av
回 の 莢膜組織 explant 　 culture 実験 よ り除

外 した ．

　5． 培養顆粒膜細胞 の 透過電顕所見 （写真 3 ）

　細胞質内に は ，豊富な ribosome
，
　 Polyribosome

fine　filament
，
・粗面小胞体が認め られ た ．黄体化

細胞 の 特徴
11）

で あ る 滑面小胞体， 多数 の 脂肪顆

粒 ， 板状及 び絨毛状の cristae を有する電子密度

の 高 い ミ ト コ ソ ド リア ， 肥大 した ゴ ル ジ装置は
，

対照卵胞及 び PCO 卵胞 に お い て 共に 存在 しな

か つ た．

　6， 顆粒膜細胞 め単層培養系に おけ る steroido ・

genesis （図 1）

　 1）　 P 分泌

　卵胞初期 ・ 中期 の 6mm 以下 の 中小卵胞 より採

取 した顆粒膜細胞の P分泌は， 0・1〜0・4pg！cell12

days で あつ た ． これに 対 し， 排卵前期 の 15mm

以 上 の 大卵胞 よ り採取 した 顆粒膜細胞は ，
2〜4

P91cell！2days の 多量 の P を分泌 し た ．　 Pco 卵胞

で は 培養 4 日 目tiL　9．　5ng！loPcells12days， 対照卵胞

で は 培養 6 日 目に 17．5ng！105cells12daysの P 分泌

の ピー
ク を形成 した．培養10日 目迄 の 2 日毎 の P

吉　 村 1009

図 1Steroidogenesis ト
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分泌は ， 対照卵胞が 僅か に 高値を呈するが
， 各 々

の 日時に お い て 両者間に 有意の 差は 存在 しなか つ

た ．

　 2） 170HP 分泌

　PCO 卵胞及 び 対照卵胞共に P の 約 10分 の 1 の

分泌量 を示 すに 過ぎな か つ た ．培養 8 日 目迄 の 2

日目毎の 分泌量 の 平均は
，

pco 卵胞 750P91105

cells12days
， 対照卵胞380Pg1105cells12daysと Pco

卵胞が約 2 倍の分泌量を示す もの の ，各 々 の 日時

に お い て は 有意の 差 は認め られな か つ た．

　3） E2
，
　 El 分泌

　培養顆粒膜細胞 に お け る E
， 分泌は ， 対照卵

胞，PCO 卵胞共 に 少量 で あ り， し か も培養 4 日

目よ りそ の 分泌量 は急激に 低下 し， 9 日 目以降は

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Soolety 　of 　Obstetrlos 　and 　 Gyneoology

1010 顆粒 膜細 胞，莢膜 組 織 の steroidogenesis の 研 究 日 産 婦 誌 33 巻 7 号

　 図 2 　Steroidogenesis　 on 　 explant 　 culture　 of

　 　 thecal　tissue
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殆ん ど検出不能 で あつ た． 8 日 目迄 の 分泌量 は，

対照卵胞で 高値 を示す傾向が認め られた が
， 各 々

の 日時に お ける有意 の差は 存在 しなか つ た．尚 ，

E
、 は PCO 卵胞， 対照卵胞両群 に お い て ，培養

2 日目よ り検出不 能で あつ た ．

　4） androgen （d4 及 び T ）分泌 ・

　A
， 及 び T な どの andrOgen 分泌は 極め て 微量で

あ り，
E

、 や 170HP 分泌 よ り少量 であつ た ．培

養 4 日 目迄， PCO 卵胞が対照卵胞に 比 し高値を

示 し て い た が，経 日的な分泌量に 有意の差 は認め

られなか つ た．

　 7． 莢膜組織 の explant 　culture 系に お ける ste・

roidogenesis （図 2 ）

　 1）　 P 分泌

　培養莢膜細胞 の P 分泌は ，
・Pρ0 卵胞で は 培養

8 日 目1こ 4．7ng！mg 　wet 　 weight12days
， 対照卵胞で

は 4 日目に 4・4ng！mg 　wet 　weight12days の P 分泌

の ピ ー
ク を形成 し，そ れ ら両者 の 経 日的な分泌形

式も よ く類似 して い た ．

　2） E
， 分泌

培薺 聯 胞の賊 鑼 駄 ・r騨 即 細
分のユ細 あるが・ 騨 顆鱒 鱒 に 士瞬 1牌
的良好髞 煉 ・ お り誦 鰲 雌 養 6 曄コ・‘

騨 鴨 噸 ・  幽 鱒璽 冷輝 整
い

簾蠶諜 轡
章嘶

し

選！目 目

　3） 丁分泌

T 分鰹 鄲 て嫉 鯛 卵胞よ り ・cg 卵瞳

離 の 傾師 ミ趨 晦 た1輸 ・ pq σ 耳卩胞ρ鱶

2 日 目，　4 日目 の Tl分泌量「lt； それぞれ 2．9ng
，

1．3ng！mg 　wet 　weigh 亡12daysと 正常卵胞 の 2 〜 3

倍を示 した ． 、

　4） 4 分泌

　卵胞初期 ・中期 の 6mm 以下 の 対照卵胞及 び

PCO 卵胞 よ り採取 し た 莢膜組織 explant　culture

系 に お い て 分泌 され る ス テ ロ イ ドの うち，．d
、 分

泌は 最大で あ り， PCO 卵胞で は A’
， 分泌亢進 の

傾向が 認め られた． 輸 こ培養 2 日目に 22ng！mg

wet 　weight ！2d4ys の 最大値を取 り， 2 日目と 6 日

目の分泌量 は対照卵胞の 3 〜 4 倍を 示 し，そ の 分

泌量に 有意 の 差が存在 した ．しか し長期培養に 伴

い 減少傾向を示 し，培養 8 日目以降に は 両者間 の

有意の 差は認 め られ な くな り， 11日目よ り検出不

能 となつ た ．

　　　　　　　　 考　　案

　卵胞 を構成 す る 主要細胞成分 で ある顆粒膜細

胞 ， 莢膜細胞，問質細胞 の in　 vitro よ り
’
見た ste −

roidogenesis の 検討は
， 卵胞の 発育成熟，　 vmPN，

黄体形成 とい う
一
連の life　 span を解明す る上で

極め て 重要 で あ り，
PCO の成因を検索す る上 で

も正常卵巣に お け る steroidogenesis と の 相違を比

較検討するこ とが必 要 とな る ．

　培養系に お け る sterQidogenesis の 検討 に 際 し て

は ，実験に 供 した 対象，培 養方法 ， 培養条件 に よ

る相違を第一に 考慮すべ きで ある ．今回 の 実験 で

使用 した growth 　 me ，dium に含有され る各種 ホ ル

・工工
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モ ン 濃度は ，顆粒膜細胞 の 単層培養系 に お け る分

泌 ス テ ロ イ ドと比較 し明らか な相違が認め られた

こ と， 及び LHI　 FSH 値 も 1・9mlU ！ml 以下で

あつ た こ と よ り， 培養細胞 の steraidogenesis を

検討す る上 で
， growth 　 medium 及び 培養液中の

gonadotropinの影響は 本実験系で は殆 ん ど無視 し

て よ い もの と考え られ る （表 4 ）．

　培養顆粒膜細胞の形態学的特徴に 関す る各種勦

物の数多くの 知見に よ り
t
） 卵胞の 採取時期の 相違

に よ る培養系に お ける 発育形態 の 差異
5）14）

が 明確

に され て きた．排卵前期の 大卵胞 よ り採取 した顆

粒膜細胞で は ，黄体細胞 と極め て 類似した 細胞に

ょ り 構成 され る 上 皮細胞様増殖を 呈 す る の に対

し ， 卵胞初期 ・中期 の 中小卵胞で は，細胞 レ ベ ル

で 殆ん ど黄体化が見られず ， 線維芽細胞様 の 発育

形態を示す こ と
s）1°）

が知 られて い る． 今回の顆粒

膜細胞 の 単層培養実験で は 6mm 以下 の 中小卵胞

を使用 したた め ， 他の 線維芽細胞との 形態学的異

同が問題 とな る こ とが多い ．そ の た め 発育形態の

比較的類似 した 腹水中 の 線維芽細胞を顆粒膜細胞

と同様 の 操作 ， 同条件下 で培養 した結果 ， 9rOWth
medium に 含有される各種 ス テ ロ イ ド濃度 に変動

を 認め な か つ た ．こ れ らの 結果 よ り，
steroidogenic

potentialを有 しな い 細胞の存在は ， 培養過程中

の growth　 medium の ホ ル モ ・ン 濃度に 如何な る影

響 も与えな い もの と推察 され る．

　PCO の病態生理 を in　vitro よ り考察 した 知見

は 極め て 少 ない が ， そ の 組織内含有 ス テ ロ イ ドの

検討 よ り aromatase 　deficiencyの 可能性
s）

が示唆

されて い る．われわ れは PCO の estrogeh 動態に

関 し て ， 末梢血及 び 卵巣静脈血に お け る El
，
　E

、

レ ベ ル が PCO に お い て却つ て高値を示す こ と，

FSH 投与 に よ り卵巣静脈血 の E
、 値 の 増加が認め

られ る こ とか ら，
aromatase 　 activity の 障害は 否

定的で ある と推論
12）18）

した．今回 の in　vltro で の

顆粒膜細胞，莢膜細胞 の 培養実験 に お い て ，対照

卵胞及 び PCO 卵胞 の 各構成細胞 の E
、 分泌 に 差

異 は認め られ な か つ た （図 1， 2 ） こ とか らも，

卵巣 レ ベ ル で の そ れ らの 障害は 否定で き る もの と

考 え られ る．PCO に 見 られ る estr ・ gen 高値 の 状

態に 関して は ，　
“

extraglandular 　aromatization 　of

andr ・gen
”

に ょる E1 高値 に 起因する と の 知見
19）

も認め られ るが ， 当教室 Kasuga の報告
12 ）

に 見 ら

れ る如 く， 末梢血 中の El
，
　E

， 値は PCO 患者に

お い て ほ ぼ 同一で あつ た こ とか ら，末梢血 レ ベ ル

の E
、 の 高値に よる影響も考えに くい ．卵巣静脈

血 の E
、 値は E

、 値 の 約 4 分 の 1 で ある こ と
12 ）

；

今回の培養系に お ける E
、 分泌量 も検 出不能で あ

る こ とか ら も， 卵巣 レ ベ ル で の E1 生合成 の亢進

も否定で ぎる もの と考え られ る ．

　卵巣に お ける E2 の 主要生成部位に 関 して は ，

顆粒膜細胞で ある の か
16｝

， 莢膜細胞 で ある の か
6）

，

そ れ ら 両細胞 の 協調作用 に よ る も の で ある の

か
4）17）

，未だ議論 の 余地 は残され て い る．E
、 分泌

量が動物 の 種 に よ り，卵胞 の採取時期， そ の大 ぎ

さ に よ り変動する こ と は言 うま で もな い が，培養

顆粒膜細胞 の E
， 分泌量は ， 報告者に よ りか な り

の 相違が認め られ る．培養顆粒膜細胞に お ける 主

要生成 ス テ P イ ドは E
，，

P
，

∠4 で あ り， 殊に 卵

胞後期まで は 三者の 中 で E
， 分泌が 最大で ある と

の報告
1s）

も見 られ るが，　 T に 代表され る estrogen

substrate や ，
　 aromatase 　activity に 刺激効果を有

す る FSH の 存在 しな い 状態 で は ，
　 E

， 分泌 は仮 に

あつ た と し て も僅か で ある とい う考え方が
16）21 〕一

般的 で ある．著者らの 顆粒膜細胞の 単層培養系 に

お け る E
， 分泌量は 少量で あ り， P 分泌が長期間

持続する の に 比 し
， 培養 4 日 目 よ り急激 に 低下

し， 9 日目以降で は検出不能 とな る こ と （図 1）

か らも ，
estrogen 　substrate の な い 状態で は顆粒膜

細胞 の E2 生合成能は 極め て低 い こ とが推察 され

る．一
方 ， 莢膜組織の explant 　 culture 系 に お け

る E
、 分泌量は ，培養期間を通 じ比較的 よく保た

れて い る （図 2 ）が ， 莢膜細胞に お い て は顆粒膜

細胞に比 し， 多量の d4
，
　T など の estrogen 　subs −

trate の 存在が 認め られる た め ， こ れ ら の 結果 の

み か ら E
、 の 主要産生部位が莢膜細胞で ある と断

定する こ とは で きな い もの と考え ら れ る ．

　 P 分泌 に関 して は ，培養細胞の 発育形態な らび

に そ の 超微形態の 差異 に よ り， ま た 採取卵胞 の

月経周期 ， 卵胞 の 大 きさ ，
healty　follicle

，
　atretic
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f。11icteの 相違 に よ り，

・
培養細胞 の P 分泌 は大

い に変化す る
7）15 ）

と考えられ て い る ． 卵胞後期 の

healthy　fo11ide と 考え られ る 15mm 以上 の大卵

胞 よ り採取 した 顆粒膜細胞 の P 分泌は ，
2〜4pg！

cell12days を 示す の に 比 し， 今回 の 培養実験に

使用 した卵胞初期 ・中期の 6mm 以下の卵胞及び

PC σ 卵胞 よ り採取 した 顆粒膜細胞で は ，
0・1〜

O・4pg！cell ／2days（図 1）と約 10分 の 1程度 の P 分

泌を示すに過 ぎな い ．また発育形態に お い て は ，

卵胞中期 の 卵胞 よ り 採取 した 一部 の 顆粒膜細胞

で は 上 皮細胞様増殖が認め られ る こ ともあるが ，

PCO 卵胞 ， 対照卵胞共に 大部分は 線維芽細胞様

増殖を示す （写真 1 ） こ とが多か つ た ．超微形態

で も豊富な粗面小胞体， リボ ゾーム を含み ， 黄体

化細胞 の 特徴
8）

で ある脂肪顆粒， 滑面小胞体は 少

数で あつ た （写真 3 ）． こ れ ら in　 vitr6 に お け る

結果を直ちに 生体内の 卵胞 の steroidogenesis に

結び付ける こ とは 困難で ある が，今回の 実験 よ り

著者 らは ，
trophic　h・ rmone （LH ，　FSH ，　HCG な

ど）の 非存在下に お ける PCO 卵胞 ， 対照卵胞の

顆粒膜細胞 は，培養系で の 超微形態を含め たそ の

発育形態並 び に P 分泌能を見る限 り， 差異は ない

もの と推察す る．

　卵胞 に お ける androgen 分泌に 関 し て は ，そ の

主要生成部位が莢膜細胞であつ て
， 顆粒膜細胞に

お ける androgen 分泌は僅か で ある と報告
11）2°〕

さ

れ て い る．著者 らの 顆粒膜細胞 の 単層培養系の 結

果に お い て も，
d

， 及び T の androgen 分泌は ，

P
，
E

、 ，
170HP に 比 し極 め て 少量で あつ た ．ま た

PCO 卵胞．対照卵胞両者に お け る分泌量 に 有意

の 差が認め られない こ と に よ り， PCO 患者 の 末

梢血， 卵巣静脈血 に お け る andr ・gen 比較的高

値
12）

は ， 顆粒膜細胞 の androgen 分泌異常に 起因

し な い ご とが判明 した ．

　莢膜組織の explant 　culture 系に おけ る主要生

成 ス テ P イ ドは 4 （図 2 ） で あ り，
PCO 卵胞 ，

対照卵胞共に P
，
E

、 分泌 よ り有意に 高値を示 ，し

て い る．殊に PCO 卵胞に 見 られ る培養 2 日目 の

T 及 び d， 分泌量 は ， 対照卵胞 の 約 3 倍で あ り，

有意差 を もつ て 高値を示 して い る．と こ ろが培養

3 日目以降そ の 分泌量 は 急激 に 低下 し
， 培養 7 日

目に な る と両者間の androgen ・
分泌に 差異は認め

られな くな つ た ．』一般に培養実験に お け る各種細

胞 の steroidogenesis ・
を検討す る際，　 in’vivo で の

種 々 の 内分泌環境に 左右 され る こ とが多 く
13）
，培

養細胞本来の
，

steroidogenic 　potentialを見 るた

め に は 48時間以後の 長期培養が必要で ある ．こ れ

らの 点 で PCO 卵胞の培養48時間迄に 見 られ る莢

膜組織 explant 　culture 系に おけ る andr ・ gen の 高

値は ， in　vivO で の 対照卵胞 と の 内分泌環境 の 相

違が密接 に関係 し て い る もの と考 え られる．つ ま

り PCO 患者 に み られ る LH 持続的高値が
，

・莢膜

組織め形態学的肥厚 の み な らず， andrOgen の 分

泌を 促 し， そ の androgen の 異常分泌が末梢血 ，

卵巣静脈血 の apdr ・gen 比較的高値に反映 され る

こ とが，in　vitro の 培養実験 よ
」
り推論された 。

　andrOgen と P 分泌 の間に は ，

1莢膜組織 explant

culture 系に お い て 分泌様式の相違が認め られた ．

培養 2 日目迄は 4 ，
T な どの aridrogen 分泌優

位の 傾向が見 られ ，
P 分泌は A4 の 5 分 の 1程度

の 分泌量 を 示すに 過 ぎな い が ，培養 4 日目以降

andr ・gep 分泌が急激 に 減少す る に も拘 らず ，　 P

分泌は 却つ て 増加傾 向を示 した． PCO 卵胞 ， 対

照卵胞両者 に 見 られる こ れ らス テ 卩 イ ドの 分泌形

式の解離現象は ，
McNatty 　 et 　al，： の い う培養細胞

の 分化
13 ）

，
つ ま り莢膜組織が長期培養を経 る に つ

れ ，
andrQgen 分泌優位組織 よ りP 分泌優位組織

へ 分化 した 一過程を示 して い る と考えられ る．こ

れ らの 現象は ，
in　vivo で の 卵胞後期 ・黄体期に

おけ る莢膜組織の ster・id・ genic　p・tential を考察

す る上で極め て意義深 い もの で ある．

　以上 よ り，
PCO 卵胞お よび卵胞初期 ・中期 の

6mm 以下 の卵胞 よ り採取 し た穎粒膜細胞は， そ

の 培養形態 ，

・
ホ ル モ ン 産生能 を 見る 限 り両者間に

有意 の 差は 認め 難 く，PCO 卵胞 の 発育は ， 正常

卵巣に 見 られる mid −antral 　folli／cle の それ に ほ 醸

匹敵す る も の と考え られ る．一
方 ，

PCO 卵胞 の

莢膜細胞 で は ， 対照卵胞に 比 し androgen ．分 泌

亢進の傾向が認め ら れ ，
LH 持続的高値が そ の

一

因で ある と推察 される．わ れ わ れは卵巣楔状切除
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1981年 7 月 吉　村

術前後の ホ ル モ
’
ン 動態 を検討

t）1呂）iした結果 ＞
PCO

の 成甲に 関 pて
， 卵巣

Fan

中ogen 増ヵFに キリ LH

の 分泌異常を来 した の で は な く， 第
一次原因は 間

脳下垂体の 機能異常 に よ る LH の 非周期的分泌

亢進に あ り， そ の エH 持 続的高値が卵巣の 多嚢

胞化 ， 白膜肥厚 ，．androgen 分泌亢進を促 し， 卵

巣の PCO 比を助長す る と推論 し て い る が ， 今回

の 培養系を 用 い た steroidogenesis の 検討か らも こ

の 推論 の 正当性が示唆され た．
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