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概要　酵素的サ イ bljゾグ を応用 し卵細胞 1個 の 物質代謝を努析す1る超微量定量法を確立 し， 特殊な代

謝型を と り初期発生 の 過程で 大 きな変化 を とげる とされ宅 い る エ ネ ル ギ ー代謝を解析し ，
ゴ ナ ド ト ロ ピ

、ソ の 卵細馳代謝謁節機構 へ の関与 にρ亙
・て棟討 した．　 ・　 一 、．．tt，　 ．　　，　　 、

　 1）幼若Wistaqラ ッ トに PMS −hCG に よ り過排卵をお ζ悔 卵胞の 穿刺ま た に卵管， 子宮腔 の 丘us 壇こ

，・嘉膿灘 離 繋灘論 戲鑑鵬碧糟舞癰騰臣禦 哩饗窒・鳧纛茎
量げる方 法蓼開発 した ，　　

tt −
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t
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　 厂噛　　　　　

・

　 2）卵 の エ ネ ル ギ 7 稼謝解di　ap　t“　ip　hexok・inase，　 glucose　6・phosphate 　 dehydrogenase（G6PD ＞v

艦 鰡 ll騾 翻 呈翰驪 9艢濃嬲 螺 櫞 諜 覊 饗講 1睡 ，

で 1．75 ± 0．14× 10覗 1hol んd猷 6海f
’L
（祕 an 土SD ．　n ＝8） と，

』ゴ
対照ど した卵巣ホ審 ジ ェ ネ ートの 1110の

低活性 で あつ た．hCG 投与唾毒ρ活 性拡 有意 の 上昇を承 セ那璽g｝ucose 利用率は高め られ た ．

　 4） G6PD は 五炭糖 シ マ
ソ トρ律速酵素で あり， 卵胞卵で嬉．41屯ρ．34〆10｝131nol／oQGyte ／min （n ＝ 8）

と対磁Q10倍以上 の 高活性を示 し；
1

卵｝ご活発な ろテ ロ イ ド代謝
’
核酸谷歳の あるととが示唆されだ．　hCG

ご

投 与に よ り活性 は 有意k 低卞しだ，　　　　　　　　　
・；』噺 广｛

　
1

　　　
引
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　 5）LDH は解糖系の 末端 に 位 置 し嫌気的条件下 で pyruvate よ1りエ ネ ル ギーを産生す る が
， 卵 で は

35．7‡2．9×4・O
’i2

　rnQVoQcyt β1，min （n 〒 8）で 対照 の 2．4倍と嫌気的モ ネ．ル ギ ー産生 が活難であ つ た、　hCG

投1与に よ り活性に菱化は 認め ちれ なが・
？た．　．、　　　　　　　 ．　

’
　　 、　　　　 ，

　 6）MD 宜fert
’
CA サ イクル の 酵 索で ti］気酎代謝を代表す葛努く卵胞卵で は

〒11．1±2，5x10 −f： ’
皿 ol／

oocyte ／min （n ≦9）と対照の 約65％ で あ る が ， 諭CG 投學に よ，1り活性は．E昇し，排卵後 エ ネ ル ギ 角 代謝が

活発になる際 TCA サ イ ク ル の 比重が大ぎくなる こ とが示唆さ塾塵． 、、L

　 以上 ρ成績 よ り未成熟卵はlh鮮gkinas6の 活性 が低 く glugqse 依存 性 で は な く，　 pyruvateを エ ネ ル

ギ
ー

源 として 独特 の 代群 営 樋 甲刺激に よ り鰈 の

鱒浴 ゆ 脚
型 紛 ！

匕するとEえ られる・・．

溜黙 、嵩嬲膿 譲1鱗 、諤黙 毅灘謙驚識翻
ie

腹撚 ，攜 器
was 　applied 　in　the：aSSay 　f6r　a

’
chieving 　the　reaction 　in　the　medihm 　tas，small 　as　1；Octo　5．0”

’1．1  a尼ure 　Wistar

rats　were 　s臆perovulated　hy　pMS・hCG琴dministπation ．　Oocyt幹s 附彫e、pgllected　b蘇the　puncture　of 　the　fo興ide．．

謂、飜 壕謙継
e

乏諡 搬 落叢鰓 1撫櫟i慰 縄
v

溢忌君慧 捻飆 ll
づicomol／oo ごyte ／hr　cOrespondirig 　to　qne ；telnth　of 　t・he　ovarian 　homogenate 　as 　control ，　indicatirig　low　capacity

of 　glロcose 　utilization 　in　the　eocyte ．　 The 　activities 　of 　G6PD ，　LDH ，　and 　MDH 　were 　8．41 ±0．34，35．7± 2．89，
・1ユ± 2・5・pi・・ m ・1ノ・d・y・・鱒 ・鶚・岬 γ

・lyL　 High ・・ti・ity ・f　G6PD ・uggest ・ thel・pe ・t・・e　ph ・ sph ・t・ r戸9・t

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 HCG 　increased　 the　activities　 of　hexokinase「andconcerned 宙ith　steroid6genesis
』is　actiVe 重ti　thε oocyte ．

MDH 　and 　decreased　that　of 　G6PD ．　 The 　activity 　of 　LDH 　rernained 　unchanged ．、
K ・y 理噸 つ ？

・yt・
’E・zym ・tic　cM   g ’Ene 「gy・metap °lism
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　　　　　　　　　 緒　　言

、髦臠灘 鞴瓢欝雛難
・韈爨購懸驪謙1矯
期発生時の 卵の 物質代謝 は すで に分化 め完了した

「

細胞組織 と異な り特殊な代謝型で あ り，
し か も発

生 の 経過中に代謝動態に 大きな変化が あるご とが

明 らか とな つ た．こ と に エ ネ ル ギ「 佳謝g）面で は，

排卵以前 の 状聾に幽る卵駟卵挙よび肇生初期4〜受

精卵 と もに pyruvate 依存 型 で あ り glucoseは エ

ネ ル ギ
ニ
基質 とな ら な い と い う

2）4）ls〕事実が注 目

され る よ うに な つ tg それ故 エ ネ ル ギ
ー代謝の 面

か ら見 て も ， 未分化な卵 は 限 られた物質 し か利用．

で きな い が卵 割分化 がす すみ 着床す る 時点で は

gl… se を』 癌 ギ ー源とす る ・ ζ項1苛能な rζ、

よ り， 卵割をへ て 着床 に至 る間 に 卵1ま分化 し通常 ・

の 細胞 と同様の エ ネ ル ギ ー代謝能を獲得す る と考

え6n るL’　
，
・∫∫1：　 　 1

　電顕を用恥 た形態学的研究か 辛）卵嘆熟よ ．り着床

に 至る生殖過程 で の 卵細胞内の 構造変化に関 して

は 多くの 報告がみ られ る．
：
しか しそれ ら変化に 伴

う瀕 欄 9靴 軸 筋 禰 噸 勤 牽呻 兆
な卵を多数得る こ とが困難で あ りか つ 超微量試料

で ある等の 方法論的制約に よ り未知で あつ た ．

　本研究で ほ卵細胞 1個 の 物質代1謝を分析するた

め に ・酵素的サ イ 刎 ン ろ ・il・w ・1曙 ρ坤 crq ・

chemical 　assay 法を応用 し た 超微量定量 法 を確 、

立 し ， 次 い で それを用 い て 特殊 な代謝型 を とり初

驍 生の 雌 で 犬きな変俘 砂 る と越 実蜷
卵鱒 町 ネ ル

や 欄   鱒 ！h・xgki ・・s・，

gluco甲 、
67戸hosph母te　de1真ydrg＄ena6e 　（G6？P）・

’
、

1actate　dehydrogenase （LDH ） ， malate ・
・dehy−

droge亘ase （MDH ）（図 11）
’
め酸素活性を測定する

t　t

　 　 　 　 　 　 　 ttt／．　　　　　 ’　 　
　　　　　　　　　　　　　 ，ミljc　　．／　 ニ tt

こ とに ょb解析．し ， 更にその 代謝調節機構へ の ゴ

ナ ド ト ロ ビ ン の 関与に つ い て 検討 し た ；

・

　　　　　　　　　 方　
「

法

　 1．：実験試料　　　　　　　　　　：　　 ．．、、

　 1） ゴ ナ ド ト ロ ピ ン に よ る過排卵 　 　 隔

　 Wistar系幼若雌 ラ ッ ト（25日齢約50g）に ，
　PMS

　 　 　　 　 　 　 図 1　糖代謝路 と主 要 酵 素

　　　　　　　階

　　　　　　　羃一

　　
’
　　　　 6

　 　 　 　 　 　 pyrUVa七e −一一レlaCtate

　 　 　 　 　 　
’
  OAA

　　　　　　。。1ζ，e 「 、
　 　 　 　 　 　 　 　 〔TOA 回 躅

　　　
  heX °ki”eSe

　
 
騾 、 e．6 −， 、， hyd ， 。g 。 ma 、 ，、

　　　
°
鴇昌， ，、 d，，，q，。 g，，ase ，

 
憎麒，。　de，、d ，． 、。， e、e ，，！it、

　 　 　 　 　 ・　　　　　　　　　　
．、　　

”
　　1．・

　 10iu／0．2ml 生食，
』
その 49時間後把五CG　30iu／0．2

魁蜂 破 卞勘 ・轡 曜 靱 堕 。∫獺 は

　
・hCG 投 与後約12時間で お ζ1 り、排卑率は く8 時間後

　　0％， 16時間後100％で あつ たIF屠殺 は断頭に よつ

隼 ζな・・

子宮酔 輝 騨 騨 し ・ 墜卞に 述べ

　 る方法によ 螺 騨 繍 下で：嚇曄 を採取した ．

・　　 2），1卵胞内の 卵細胞 の 採取

　　 PMS 投与後48時間 お よ
」
び hCG 投与後 8時 間

の ・ ・ ト
．
（各 5吻 陳 碧・

、

h・1さ 91孕rs
ヒ
晦 し

　 Buffer　 A （hyalurQnida爭e ．．O、：03％を含麺phos −

　 phate　bU班ered 　saline （PBS ），pH ・7．5） 1m 正を

戡 誠 瓢 柳 胞を23む ジ雑 て 穿牽些 ・ 卵

岬胞韓 鮒 着した 卵脚 睡 恥賃壁 騨 に 浮

　 遊 せ し め た 。．次い で 内径を卵の直径に 合わせ て 調

　 製した マ イ ク ロ ピ ペ
ッ ト忙 て ， 卵お よび卵丘 細胞

蝉 嘩 引排盻 ・ ・
ζ
にギ卿 丘細駛 雛 除

　 去 し ， 卵 細胞 の み を 遊離 し た ，こ め卵 細 胞 は

畑 1… hid磯 ヶ麟 する．た 菊ジ餓 匝q1β，蜘 ss

　 に と つ て ．1ml の
・PBS

，
．（pH ・7．5》に マ イ ク ロ ピ

　 ンミ
1
ッ ト

．
セとよ

』
ヴ移 t洗滌 レ だ1 本操作 を 2

’
画お こ な　　　　　　　　　　　　 ド

　？櫞 対 ク ・ ．ピ鳰 トに窃 ラ殖 上セ諺 し

　 た・だ ち に 凍結し た 1 更．に こ れ ら卵細胞 を ；
，，t耐圧 ガ

、：
’
ラ．ズ 管内 にて 真罕凍

．結畢に よ
’
、P．一30．℃・．10

− 12

　 卯 m 宜g 以下ゐ真空状態に 〒 昼夜保ち ， 凍結乾燥 し

　 た ．
1
　

1 ’
　

・　1’  い ・

　　 3）
’
卵管内及び芋宮腔 内め卵細胞あ採取

ー

E
髦
レ
「

ー
｝
監

凱
き
F

匿
農

…し
ー
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表 lEn 乞yme 　reaction 　condition

Enzyme Reagents  ReactionV61ume　　VolUme 　of

N 旦OH ・r　HCI  

Incul）ation
　periQd

hexokinase
（E ，C．2，7ユ．1）

　　G6PD
（E，C．1⊥ 1．49）
　　 MDH

（E，Cユ．U ．37）
　　　LDH
（E．C1，1．1．27〕・

5mM 　MgCl2 ；o．5％ （V／v ）Tritonx−100；

5．mM 　gluOose ；6 ロ1M 觚 P ； 0．6　mM
NAPP ；．G6PD 　O．9 μ9／ml

榴継曲 ・ 1mM ・’・c °se
　
6’P

O．5mMo 文al翫 etate 　l　O．3　mM
NADH2

．Oh1M 　pyruvate；、0．3mM』
NADH 　　l「　　　　　　

1

1．04μ1

4．99μ1

4．99μ1

4．99μ1

NaOH 　1．04μl

NaOH 　4．81μ
1

HCI　4．81μ1

HC14 ．81μ1
1

60min15min

5min

5min

  All　reagents 　were 　prepared ：in　100　mM 　Tris−HCI　buffer　coptaining 　e．05％ （W ／v ）bovine 　serum

albumin ．　The　pH1
「
was 　

E8
：5　foセMDH ，8．0　for　hexokinase　and 　7．5　for　the　rest

  0．2MNaOH 　or 　O．3　M 　HCI ； stop 　the　reaction 　and 　adjust 　pH

　hCG 投与後16， 24，

』
48時間 の ラ ッ ト卵管 を 1m1

の Buffer　A を加 えた hole　glass に とり， 卵管内

に 卵細胞を確認 し た 後 ， 該 当部分を マ イ ク 卩 手術

用鋏 に て 切開 し卵丘 細胞 に 包 ま れ た 卵 細胞 を

Buffer　A 中に 移した．96時間後で は
， 子宮を hole

glassの Buffer　 A 　lml 中に 浮遊 さ せ
， 腔 内を

flUshingす る こ とに よ り回収 した 1 これ ら卵細胞

も，卵胞内の 卵細胞 と全 く同様の 操作 に よ り卵丘

細胞を 除去．後凍結乾燥 し試料 と
・
した．

　4）卵巣 ホ モ ジ ェ ネ
ー

ト

　単一
卵細胞試料 との 比較対照試料．とし て 卵巣組

織 を選 ん だ，幼 若 Wistar，ラ ヅ、525 日 齢 5 匹 に

PMS 　tl　Oiuを投与 し48時間後に 断頭，
’
開腹 し卵巣

を摘出 し て 湿重量を測定 した．そ の うち の
一

側を

乾燥重量 の 測 定に 用 い
， 対側を テ フ ロ ン 棒 ホ モ

ジ ェ ナ イ ザ
ー

を 用 い 生理 的食 塩 水 に て ホ モ ジ ェ

ネ
ー

トと し ， Lowry 法 11）
に よ り蛋白定量を お ζな

い
一30℃ に て凍結保存 し た ．

　 5）卵 細胞試料 の 乾燥重量 ．

　 PMS 投与 48時間の 卵胞卵 5個 ・の 乾燥 重量 を ミ

ク ロ 天秤 に て測定 した．・ミ ク ロ 天 秤は
， 径 1 ・

ミ
．
ク

ロ ン 以下の 水晶糸 の 先端 に 卵細胞を の せ ，重量 に

よ るたわ み を顕微鏡的．に測定す るもの で ，感度 は

ng 以下で ある．

　 2．実験方法

　 1）酵素反応

　 4 種 の 酵素反応液 の 組成を表 1 に 示す。反応液

量 は 1 − 5 μ1 と微 量 で あ る た め
， oil−well 法

141

（図 2 ）を用い た ．oil・well と は テ フ P ン 板 に 直径

2mm 深 さ 2mm の 小 さな井戸 （well ）を堀 つ た

図 2　0il−well 法

左 ：1〜5μeの 皮応液をoiI−welI中 にとる

中 ：卵細胞 を加え反応 を開始する

右 ：、NaOH （またはHce ）を加え、反応を停止 する

もの で ， その 中に パ ラ フ ィ ン オ ィル を満た し反応

液を
．
オ イ ル 中の 小水滴 と して 蒸発を防 ぎつ つ 反応

をす すめ るナ 種 の試験管 であ る．oil−well ・中 に投

下 した卵細胞が反応液 に到達す る こ とをもつ て 反

応開始 とし t
・
反応 の停 止は NaOH また は HCl を

加 え pH を変化 され る こ とに よ つ て お こ な つ た．

　hexokinaseは反応 （1），（2）に よつ て 生成 され

る NADPH を サ イ ク リ ン グ基 質 と し NADP サ

イ ク リ ソ、グ
12》

に よ り増幅定量 し た 。

　glucose十 ATP → G6P 十 ADP ・・………・… （1）

　G6P 十NADP → 6−P　gluconate 十NADPH

　　　　　　　　　　　　　　　　 ・一・■■…　　（2）

　G6P は 反応 （2） に よ．つ て 生成 され る NADPH

を NADP サ イ ク リ ン グ に よ つ て 測 定 した ．

　LDH
，
　MDH は それぞれ反応 （3），（4）に よ り生

成 され る NAD を サ イ ク リ ソ グ基 質 と し NAD サ

イ ク リ ン グ
S｝を利用 し て 増幅定量 した．

　pyruvate 十 NADH → 1actate十 NAD 　
… （3）
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表 2 　Enzymatic 　Cycling

日産 婦誌34巻 10号

　　　　　　　　NAD 　cycling． NADP 　cycling

Reagent

ユ00mM 　Tris− HCIpH 　8．0
300mME 十〇H

2mM 　oxalacetate

2mM 　mercap 匙oethan 。1

0．02％ BSA

100n1M 　Tris− HCIpH 　8．0
5mM α

・keto91utarate
lmM 　g艮ucose 　6・P
25mM 　a   pni   acetate

O．1mM 　APP ．
0．02％ BSA

Enzymesaicohol

　dehydrogenase
　　　（E，C．1．1，1．1）
ma 正

黼 讐鷲
enase

glutamate 　dehydrog自nase

　　　（E．C．L4．1．3）
G6P 　dbhydrogenase
　　　（E，C，U ユ．49）．

Reaction25 °C，1hr 37
°C，1hr

Indicatormalate 　dehydrogenase　hydrazille 6−Pgluconate　dehydrogenase

F

E

1

　 oxalacetate 十 NADH → malate 十 NAD

　　　　　　　　　　　　　　　　 …　一・・一　（4）

　卵巣 ホ モ 漸 エ ネ
ー

トに つ い て も同
一

条件で 上記

4 酵素の 活性測定を お こ な つ た ．

　 2） サ イ ク リ ン グ反応

　酵素的サ イ ク リ
ヒ
ン グ とは

， 2種類の 酵素反応を

組合わ せ て 10
− i5mol

以下の 物質を測定 し ， 細胞 レ

ペ ル の 物質代謝 分析 を可能 とす る 超微 量定量法

で
，
Lo 脚ry ，　O ．H．　et　al．に よ り完成 され た

13）．表 2

に 今 回用 い た サ イ ク リ ソ グ反応の 反 応 系を 示 し

た ．

　サ イ ク リ ソ グ の 増幅率 は
， サイ ク リ ン グ 基質の

Km よ り充分小 さ い 範囲で は酵素 の 濃度に 比例す

る の で ， まず必要な増幅率を得 る酵素量 を反応液

系に 加 えサ イ ク リン グ液 とし ， 小試験管 （10× 75

mm 　Pyrex）に 50μ 1ず つ 分注 し た ．次に NADH ま

た は NADPH の 5種類 の 濃度 （10
−13 〜10T12mol／

μ1）の ス タ ソ ダ ー
ド液 と ， 上 記酵素反応 （  〜  ）

の 反応液 を ， それ ぞ れ同容量 （1 〜 21tl）ず つ を

50μ1の サ イ ク リ ソ グ液 に 加 え，
サ イ ク リソ グ反応

を お こ な つ た．反応 停止 は 100℃ 3 分加熱 に よ つ

た ．つ い で 反応生成物 すなわ ち NAD サ イ ク リ ン

グ で は ，6−phosPhogluconate を指示 反応 に よ り蛍

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア セ トア ル デ ヒ ドエ タ ノ ール

．

螺
　 NAD 　　　　　　　　　　NADH

＿ 〉福 く
＿ 酢酸

光光度計 （Farrand　Ratio　II）に て 測定 した ．

　 サ イ ク リ ン グ反応 め原理
）
を NAD サ イ ク リ ソ

グ を例 に説明す る ど以下 の よ うに なる ∫

過剰量 の エ タ ノ
ー

ル とオ キ ザ 卩 酢酸 め存 在下 で

NAD は上記 の 如 く ADH （ア ル コ ール 脱水素酵素

に よ り NADH に還元 され ， 続 い て MDH （リン ゴ

酸脱水素酵素）に よ り酸化 されて NAD に もどる．

こ の 1回 の サ イ ク リ ッ ク な反応 で NAD と等量 の

リ ン ゴ酸が 生成 され る．従 つ て こ の 反応 を101000

回 くりか えせ ば元 の NAD め正 確tlelojeoO倍 の リ

ン ゴ 酸が 蓄積 され る の で任意 の 増幅が可能 とな

る，な お 試薬は す ぺ て特級酵素補酵素類は ベ リソ

ガ ー社 の もの を用い た ．

　　　　　　　　　 成　　績

　 L 卵細胞及 び卵巣試料　　　　　　 　’

　 卵細胞は 卵胞内 ， 排卵後な ど各時期の もの 計200

個を 得た．PMS 処 理 後の 卵胞 内 の 卵め 乾燥重量

は
， 51．2± 6．2ng （mean ± SD ．　n ＝5）で あつ た 。

PMS 処 理 の 卵：巣 1 個あ た り の 湿 重 量 は17．7±

3．4mg （n ＝ 5 ）， 乾燥重量は 4∫94± 0．69mg （n ＝

5 ）， 蛋 白含量 は 1．95± 0．・OSm窰（n ＝ 5）い ずれ も

mean 士 S．D．で あ り，湿重量，乾燥重量に 占め る蛋

白量 は
， そ れ ぞれ ，

11．0％， 39．5％で あつ た ．卵

巣 ホ モ ジ ェ ネ
ー

トの 酵素活性 の 表現 lt，・・卵細 胞 と

．
比較す る た め 乾燥重量当 りで お こ な つ たが ， 蛋 白

含量を40％ と し て 換算し た ．

　
』2．酵素活性

　 1）　hexokinase

t

　　　　　　　　　　　　　 P

　　　　　　　　　　　　　i

　　　　　　　　　　　　　l
Niil 。、 ec ， ． 。 n 、。

　
、、 b ． a ． y

　
、。 ．
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図 3　酵 素 活性 の 比較 （乾燥重 量当 り）

　 　 卵巣（匚コ） 卵 細胞 （翳勿）

’heXOkinase　　　 glU厚ose 　6，P 　・　 maiate 　　　　　　Iactate 　
’／」

　 　 　 　 　 dehydrogenase 　　dehydragenase 　　dehydrogenase

　PMS 投与 48時間 の 卵細胞 ¢ ）hexokinase活 性

は
， 1．75± O．14× 10

− 12mo1

／oocyte ／hr （  ＝ 8うで

あり た ．こ れは
， 卵 細胞 の 乾燥重量 50ng よ り換算

す る と35．0± 2．8× 10「9mol
／m 禽dry諦 eight ／紅r と

な る．．こ れに 対 し て s 対照 とした卵巣ホ モ ジ 土 ネ
ー

ト で は 10．2± 0．68x10
−9

　 mol ／mg
』
protein／hr

（n ＝ 5 ）す な わ ち 245± 16× 10
− 9mol

／mg 　 dry

weight ／hr で あ り， 卵細胞で は 対照の 約14％ と活

性が低
．
い こ どがわ か る （図 3 ），hCG 投与後 8 ，

116
，

24時間で は それぞれ
，

1，96± O，16， 2．15± 0．20，

2．28± 0．18× 10
−9mol

／oocyte ／hr（い ずれ も n ＝ 8）

と活性 は 徐 々 に 上 昇す る． t 検 定 に て PMS と

hCG 投与24時間で は 1 ％の ．危 険率 で 有意差 を認

め た （図 4 ）．

　2）　gl載c，ose 　6・phosphate 　dehydrogenase

　PMS 投 与 48時 間 の 卵 細 胞 の G6PD 活 性 は ，

’

8．41± 0．34× 10r12mol／oocyte ／min （n 尹 8 ）であ

り乾 燥 重 量 あ た りで は 168± 6，8x10
−9mol

／mg

dry　weight ／min とな 燈 ．対照卵巣ホ モ ジ ェ ネ ー ト

で は
， 13，0± L4 × 10

−9mo1
／mg 　dry　Weight ／min

（n ＝ 5）で あり ， 卵細胞 で は 対照 の 13倍 の 高活性

を示 した （図 3）。hCG 投与で は
，

8
，

16， 24時間

後 それ ぞれ 8，25± OL33 ，

．
7．41± O．37， 6，10± 0．30×

10−9mol ／oocyte ／min （い ずれ も n ＝ 8）で 活性は

徐 々 に 低下 が み ら．n 　PMS 投 与卵 と hCG 投 与24

時間後で は
， 活性低下は t 検定に ．よ り 1 ％以下 の

有意水 準 に 達 し た ．

堤 他

丶

＼

δ

ξ
』
r

図 4・Hexokinase

EF

∈丶 り
hOOO

丶一
〇

E四尸
lO
「

PMS 8 16　　 　　 24hr

af七er 　hCG 　injecUon

図 5　 G6PD

PMS 8 t6　 　　　 24hr
afte 「　hCG 　@in」巳 ctlo

175

　3）　lactate ．dehYdrogenas

　PMS 投．与 後48 時．間
・ の 卵 細 胞 のLDH 活 性

35． 7±2．89 ×
10

−
i2mol ／oocyte ／min （ n ＝8 ）

あ り乾 燥重 量あ た りでは714 ± 58x10− 9mQl／mg　

yweight ／ min と な る ．こ れ ら対 照 卵 巣 ホ

ジ
ェ

ネ ー ト の 乾 燥 重 量 あ たりの活性 301 ±11×

− 9N 工 工 一 Eleotronio 　 Library 　
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図 6　 Malate　dehydrogenase

24　　　　　　　48　　　　　　　　　　　　　　96nr

　 　 　 　 after 　heG 　lnjeOtion

図 7　 Lactate　dehydrogenase

PMS 4日　　　　　　　　 96hr

　 　 after 　hCG 　lnjection

mol ／mg 　dry　weight ／min （n ＝ 5 ） の 2．4倍 で あ り

卵細胞で ｝t　LDH 活性が高い こ とが わ か る （図

3 ）．hCG 投与に よ る 変化は 投 与 8
，

16
，
24

，
48

，

96時間後で
， 36．0± 2．95，

　33．2±2．61， 32．3± 3．01，

3L1 ± 4．50， 31．0± 5．60 × 10− 12mol
／oocyt 合／min

（い ずれ も
’
n ＝ 8）で あ り活性 に 変化 は 認め られ な

か つ た ．　　　　
「、

・．4）malate 　dehydrogenase

　PMS 投 与48時 間 の 卵 細 胞 の MDH 活 性 は

11．1±2．5x ・10｝エ2mo1
／oocyte ／min （n ＝ 8） で あ

り， 乾燥重量に 換算する と222± 50 × 10
“’9mol

／mg

dry　weight ／min となる．対照 卵巣 ホ モ ジ ェ ネ
ー

ト

に お け る 活 性 は 343土
．
17 × 10−9mol ／mg 　 dry

weight ／min （n ＝ 5 ）で あ り， 卵細胞 で は卵巣 ホ

モ ジ ェ ネー トの 65％の 活性を示 した （図 3 ）．hCG

投与 に よる変化は，投与 8，、16，24，48，96時間

後で それぞれ ， 14．3± 2．4， 17．5± 2．3，22．8± 2．6，

232 ± 2．8，
18．6±2．9刈 0

− 12mol
／oocyte ／min （い

ずれ もn ＝ 5 ）で
，
hCG 投与で 経時的に 活性 は 上

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 t　
’

昇しダ 24〜48時間 で 最高 とな り，96時間後 で も活

性の残存を認めた ．PMS 投与卵 どhCG投与後241

時間後 の 卵の 活性に は 1％の危険率 で 有意差を認

め た （図 6），

　　　　　　　　 考 　 察

　哺乳動物卵 の重量 を測定 した デ 圓 タ は lL   6n−

steini　J．E．　et　al．且o）が ミ ク Pt天秤 を用 い て マ ウ ス 卵

を測定 した もの が あるξ それ に よ れ ばマ ウ ス 卵 の

乾燥重量 tgL32．．O± 5．9ngであ．つ た．彼 らは そ ゐ蛋

白含量 も測定 し20．2ng （乾燥重量 の 63％）と報告

して い るボ 、今回 の 実験 で ば ラ ヅ ト卵 の 乾燥重量は

51．2土 6，2ngで あり マ ウ ス 卵の 1・．6倍 とな る が，こ

れは 卵の 容積比 に よ く
一

致す る．Lowenstein、の

成績 よ り換算する と， ラ ・
ッ ト卵 の蛋白量 は 323ng

と な る ，ラ ヅ ト卵巣ホ モ ジ ェ ネ ー トの 蛋 白含量は

39，5％で あ り，

．
卵細胞 は 蛋 白 の 占め る割合 が 高

い
6）と い え る ．

　卵細胞 に お ける酵素活性 は ，図 3 に 示 し た 如 ぐ

対照 とした卵巣組織 ホ モ ジ ェ ネ ー ト と比 べ 大 きな

差異を示 し卵細胞 が独特 の エ ネ ル ギ
ー
代謝 を営ん

で い る こ とがわ か る．
「

．hexokinaseは ， 図 1 の   に示す
．
よ う

L
に gluc6se

を リ ン 酸化 し解糖系 に と りlt む 役割 を もち
，

glucose利用 に は不 可欠 の 酵素で ある．1・本 酵素活

性が 対照卵巣 ホ モ ジ ェ ネ ー ト
．
の 14％ と低値で ある

こ とは，卵胞卵に お い て g1Ucose の 利用率 が悪 い

こ とを意味す る．既 に述 べ だ よ：うに卵細胞の 蛋 白

量を32．3ng とす る と，．比活性は 10％以下 とな りこ

の こ と は より著明 とな る．実際，卵胞卵 の 成熟あ

る い は初期受精卵 の 卵割を 指標 と し た 培養実験で

は ，glucose は 卵を や し な、うエ ネ ル ギ ー
基 質 と は

な らな い こ とが 明 らか とな つ て い る
2）4）

．種あ る い

E
長

「

曇

ー
ヒ

k
至

愛

ー
菱
匿

E
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 L

・工工
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は 組織を とわ ずほ と ん どす べ て の 細胞 に お い て

gl亡cdse は 主た る エ ネ ノレギ ー基輩である だ け に ，

glqc．ose が未分化卵に お い て エ ネ ル ギ r 供給源 と

なり え な い こ とは 興 味あ る点 で ある 一・glucoseの

卵細胞膜 の 透過性等は差の な い こ と よ
’
D’解糖系の

醸 活断 そ 噸 騨 麟 と考糖 紅 ・・faが・

hexg璋nase が極 めて 低活性牽あ る．熱
・ う本 実験

成績は ， 卵細胞 が glucoseを 解糖系 に十 分 と りこ

め ず ユ ネ｝V
’lj’一 源と し℃利用で ぎない と い う事実

の 牛化学酌証明老な b5る．1し級レ；
1
坤割炉すす

み 8細 胞期 以 降着康 に 至ゐ ま での 受精卵 は
，

glucbse を エ ネ ル ギ
．菖

基質 どして 利用す る こ とが

可能 と塗う． こ
押さ， 未1琴糖卵あうい 嫡挈糖後も

初期φ段階で は ， β隙 か ぎら纏 物質、
しか利用で

きず細胞 とし て は 未熟 な状態で あ るが ，

・
卵割を く

りか えし分化 が進 む間 vc　hexokinaseを
…

は じめ と

す る 鯱 系孵 鋼 講 趣 離 遡 め ．敵 り

細胞 と し て 分化成熟する と考 え られる
・．Brinster

ば多数 の 卵を 集め試料 と して hexoki 飴 se 活性1の

測艶 齊 妙 塑 潔柳塵 お
’
こ なつ 戴

彼砥初期受精卵でぽ低活性であるが卵割が進むに

つ れて 活性が上 昇す る こ とを 認め，　hexokinase活

性が卵 の エ ネ ル ギ
ー
利用め鍵を握 る と先駆的報告

を し老Lk る∴図 4
「
辷見るま5に 比 む按写に よ り

hexokina§e 活性は有 意の上昇 を示す．こ」れは刺激

に よ り卵．が 成熟 し排 卵 され て い く・過 程 で hexo−

kinase活性が賦活 されるとい う蜜とで あ
1

る1未熟

卵が 分化して 着床 に 至 る間に 糖代謝能墾完成す る

とい う観点か らす る と ，
／機 能完成 へ の triggerと

し て hCG す なわ ち LH 刺激 が関与 し て いる と考

え られ る．

　 G6PD は 五 炭糖 シ ャ ン ト （pentose　 phosphate

cycle ）の 入 口 に 位置す る律速酵素で あ る （図 1 の

  ）．五 炭糖 シ ャ ソ ．トは エ ネ ル ギ ーを供給す る こ と

に は役立た な い が
，
NADP を還元 し ス テ ロ イ ドホ

ル モ ン 合成 に 不 可 欠 な還元型補酵素 NADPH を

供給す る
9）．ま た 別 の 役割 と し て 五 炭糖 ribose を

つ く りnucleotide 　RNA 　DNA 合 成 の 素材を供給

す る と い う働 きが ある ．卵巣組織で は 活発 な ス テ

ロ イ ド代謝が お こ なわ れ て お り他 の 組織に 比較 し

て高 い G6PD 活性を示 し て い る ．卵細胞 で は 卵巣

：堤 他 1761

の 13倍 と い う極 め て 高 い 活性 を示 し て い る （図

3）．こ の こ とは 卵細胞で 代謝 さ甑 る glucoseは五

炭糖 シ ャ ン トに よつ て NADPH
，
　ribose 等を供給

して ， 糖代謝以外の 代謝系 の働きに 役立 つ て い る

と考 え られ る． こ れ ら の ご とか ら卵細胞で は ス テ

tiイ．ド代謝，核酸合成が活発で ある と推定で きる ．

しか し：hCG 投 与 に よ り
．G6PD 活 性は有意 の低 下

を示す（図 5 ）．そ の 理 由 と し て酵素合成の 停止阻

害物質の 生成，ある い は活性化物質の 消失等の 可

能性が考 え られ る が，推論の域を で ず ， 今後の 課

題 で あろ 軌

．．LDH は解 糖系の 末端 に位9 ’L ； 酸素供 給 が不

十 分な嫌気的条件下で pyruvate を還元 し エ ネ ル

ギ
ー−ig供 給す るが

， 卵細胞 で は 対照卵巣の 2．4倍で

高 い LDH 活 性 が 認 め られ る．卵細 胞 の エ ネ ル

ギ ー
華恥 pyr・v ・嚇 裡 ↑あ り初期卵 は 主 に

ゆ昨 鳶氈 蕊 を 弑 鞠 ・ 游 して い

る と考 え られ る．hCG 投与に よ りその 活性 に有意

の変化は認め られず高い レ ベ ル を保 つ て い る が ，

T ¢A 購 lrの 灘 僻 と
．
砿 ！｝獺 即 MDH

の 活性ぶ上 昇す る の で ， エ ネ ル ギ
ー
産生に お け る

LDH の 役 割 は 相対的に 減少す る と思わ れ る．

hCG 投写後96時間す な
：おち排卵後80時間 以上 経

過 し受精能を失 い す で に変性過程 に ある と思わ れ

る卵で も， 高 レ ．ベ ル の LDH活 性が存在す る とい

うこ ど臨 排卵後 の卵 の 細胞 と
．
して の 生存に は ，

受精 が必ずしも必須では な い差解釈す る ことが で

き興味深y丶　　　　　　　．　　．．、…

　 MDH は TCA 　cycle ・（Krebs 回 路） の 酵素 で あ

る
’
（
1
図

丁1の   ）．
．
糖 は TCA 　cycle を通 り好気的条

件Fic・大き癖 ネ ・ゆ 一罐 生し越 0・CO ・ ま で

に 代謝 され る．PMS 処理 の 卵胞卵で は
，
　MDH 活

性 は 対照卵巣の 65％ とや や 低 く，
こ の 時期 で は

LDH に よ る嫌気的代謝が 主で 好気的代謝 は 相対

的 に 不活発と考え られ る ．し か し hCG 投与に よ つ

て MDH 活性 は直線的な上 昇を示 し ， 24〜48時間

後 で peak に 達 し hCG 投 与前 の 約 2 倍 の 活性 を

認め る ．受精後の 卵は 着床に 至 る間 に 酸素消費量

が 経 時 的 に 増 加 す る
15）と され ，こ の 間 に TCA

．cycle の 活性化 が起 こ る と考 え られ て い た ．受精

前後で は 酸素消費率 に 変化がな い とい う報告 と合

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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わ せ る と ， 本実験成績 よ り，卵 に お け る好気的代

謝の 活性化 は LH の 作用 に よ つ て 起 こ る こ とが

示唆 された ．

　以上 の 成績考察をふ まえて卵細胞の エ ネ ル ギ ー

代謝 を 総括 する と
，   卵 胞 内 の 未成熟 な卵 は

hexokinaseの 活性 が低 く glucose依存性 で は な

い ．  五 炭糖 シ ャ ン トの 比重が大で あ り卵で は ス

テ ロ イ ド核 酸等の 代謝 が活発 で あ る と考 え られ

る ；   卵 の エ ネ ル ギ ー基質 と して は pyruvateが

主 で あ りLDH が 直接 エ ネ ル ギ
ー

を 産生 する重要

酵素 で あ る．  LH 刺激 に よ り卵 が成熟す る問

に ， hexokinase
，
　MDH の 活性 も賦活され糖代謝

能が高 ま る．　　　　　　　 　　　 ，
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