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概要　多嚢胞性卵巣 （PCO ）の 本態 を解 明す る た め，正 常卵胞 の 成熟過程 に お け る steroidogenesis の 変
化 ， 特に 顆粒膜細胞を と りま く卵胞液中各種 ホ ル モ ン 濃度 の 推移 ， な らび に 培養顆粒膜細胞 の progester −
one （P ）産生能に 対す る dibutyryl　cyclic　AMP お よ び LH の 作用 を PCO と比較検討 した．

　1）卵胞液 中 ホ ル モ ソ 濃度．  LH は 卵胞成熟に従つ て 高値 とな り，
　 PCO で は卵胞期初期 ， 中期と比

較 し て有意 の 高値を 示 し た．  androstenedione （4 ），
　testosterone（T ）は 卵胞期中期 に最高値，後期

に最低値 を示 し，PCO の 4 は 卵胞期各期 よ り有意 の 高値を呈 し た が ，　 T に関し て は有意差は な か つ た．
  estrogen は 卵胞成熟 と共 に 増加 し，　 PCO は 卵胞 期 初 期 と ほ ぼ 同様 の 値 を示 し た．  P

，

　 FSH
，

prolactin は，　 PCO と卵胞期初期 ， 中期で 差は な か つ た ．

　2）顆粒膜細胞培養実験 ．  培 養顆粒膜細胞の P 産生能 は 卵胞成熟 に 従 つ て 増加 し た．  LH 添加 に

対 して P 産生能は 増加を示 すが，卵胞成熟と共 に そ の 反応 性 は 低下 した ．  PCO で は ，　P 産生能は 卵胞

期中期と 同様 で あつ た が
， LH 添加 に対する 反応性 は 低 く，卵胞期後期 とほ ぼ同様 で あつ た．  dibutyrr

yl　cyclic 　AMP 添加 に対する反応性は，　 PCO と卵胞期初期，中期 で 差 は なか つ た．

　本研究に よ り，PCO の 卵胞液中で は LH ，4 が 高値を示 し，他の ホ ル モ ン は 卵胞期初期，中期 と差 が

な い こ と が 明 らか となつ た ．培養顆粒膜紐胞 は
， 卵胞成熟に 従 つ て LH 添 加 に対する反応性が低下す る

が，こ れ は 卵胞液中 LH の 濃度差 に 起 因す る もの と考え られ る．また PCO で は LH 添加 に 対す る反 応性
は 不 良 で あ る が

， dibutyryl　cyclic 　AMP に 対 して は 正 常卵巣 と同様 の 反応性を 示す．よ つ て
，
　 PCO の

成因 に酵素障害は 考え に くく，LH の 持tt的高値 ，
お よ び そ の 結果 と し て の androgen 分泌 の 亢進が卵巣

の 腫大，多嚢胞 化 ， 白膜の 肥厚を促す もの と推測 され る．

Sy・・P・ig　 l… aer　t・ d・t・・mine 　th・ diff・・ence 　b・tween ・t… id・9・n ・・i・ in　n ・・m ・l　and 　p 。1y。y，ti、 。va ，i，、

（PCO ），　endocrinological 　ana 重ysis　of 　foHicular日uid 　and 　monolayer 　cell　culture 　ofhuman 　granulosa　ceils　were
carried 　out ，　and 　human 　LH 　and 　dibutyryl　cyclic　AMP 　were 　added 　to　the　cultures 。

　
1） The

　concentrations 　of 　LH 　and 　a．pdrostenedione　in　the　follicular　fluid　from 　PCO 　ovar 三es　were

significantly 　higher　than　those　found　in　normal 　ovaries 　in　the　early 　and 　mid ・follicular　phases．

　2） The　cultured 　granulosa　cells　from　the　m 三d・follicular　phase　of 　norrnal 　women 　respended 　significantly
to　LH

，
　showing 　an　8　to　10　fold　increase　in　progesterone　production．　 In　contrast ，　exogenous 　LH 　caused 　on 且y

aslight 　stimulat 三〇n （2　to　4　feld　increase）in　progesterone 　production　by　granulosa 　cells 　fmm 　PCO 　follicles．
3） The　cult・・ed 　9・anul ・sa　cell・ f・・m … m ・1　w ・ m ・ n ・nd 　PCO ・v ・・i… e・P・・d・d ・ignificaritly　t。

dibutyryl　cyclic 　AMP ，　showing 　an 　8　to　10　fold　increase　in　progesterone　production．

　These　results 　strongly 　suggest 　that　there　is　no 　alteration 　in　the 　steroidogen 三c　pathway　after 　the 　cyclic
AMP 　stage 　and 　that　the　pers圭stent　e ユevation 　of　LH 　in　serum 　and 　follicular

’
flUid・rnay 　lead　to　a　disturbance

of 　progesterone　production　in　response 　to　exogenous 　LH 　in　the　cultured 　granulosa　
’
cells 　from　PCO 　ovaries ．

Key　words ：　PCO 。Steroidogenesis・Follicular　fluid・CUIture　e　GranUlosa　ce1 互
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　　　　　　　　　縮 　　言

　顆粒膜細胞 は卵胞を構成す る主要細胞成分で あ

り，oocyte と共 に 卵胞 中の avascular 　region に存

在 し，末稍血 中 とは 異な つ た内分泌環境に 置か れ

て い る．顆粒膜細 胞 の steroidogenic 　potentialお

よ び成熟 は
， 末梢血 中 よ りもむ しろ卵 胞液 中 の

gonadotropin お よ び steroid ホ ル モ ソ に 直接 的

影響 を受け るた め，卵胞液中各種 ホ ル モ ソ 濃度の

推移を検討す る こ と は
， 卵胞の 成熟過程を解明す

る 上 で ， 重要な意義 を持つ もの と考 えられ る ．

　Stein−Leventhal　syndrome は 白膜の 肥厚，両側

卵巣の 腫大，多嚢胞化を 認め
， 男性化徴候 ， 排卵

障害を伴 うこ と に よ り不 妊を呈す る極め て 興味あ

る疾患で あり ，
1935年 に Stein　and 　Leventhali2）に

よ り報 告 され た 。し か し，本 邦 で は 欧 米 の 報

告
7）12 岡 に 見 られ る 程の 多毛等 の 男性化を示 す症

例や ， 高度 の 肥満を伴 う症例は 少な く， 本邦 で は

卵巣の 多嚢胞化 ， 無排卵，不妊を呈 す る もの を多

嚢胞性卵巣症候群 （PCO ） と呼ん で い る ．

　わ れわれは PCO の steroidogenesis に 関 し ，  

卵巣静脈血中ホ ル モ ン 濃度
8），お よび培養顆粒膜

細胞 の 細胞 レ ベ ル で の steroid 産生能 の 検 討
3）よ

り，3β一hydroxysteroid　dehydrogenaseな らび に

aromatizing 　enzyme の 障害 は 存在 し な い か
， あ

る と し て も ご く軽微 で ある 。  莢膜細胞 培養実

験
3｝，お よび卵巣楔状切除術前後の ホ ル モ ソ 動態

の検討
1）2｝1D ）よ り， PCO の 成因 は LH の 持続的分泌

亢進に あ り，莢膜細胞 よ りの androgen 分泌増加

は その 結果で ある， と推論 し て い る e

　 今回 ，正常月経周期 を有す る婦人の 卵巣 よ り卵

胞期各時期 の 顆粒膜細胞を採取 し，そ の 培養顆粒

膜細 胞 の 持 つ 主要 な steroidogenic 　potential で

ある P 産生能 と ， 卵胞液中お よび末稍血 中の 内分

泌環境を総合的 に検討 し ， 卵胞成熟過程 に お け る

顆粒膜細胞，卵胞液 の 持 つ 意義 に つ い て 考察を加

えた．また ，
PCO の 培養顆粒膜細胞 の 持 つ P 産生

能の 検索を通 じ，PCO の 病態を解明す る こ とを 目

的 と し た ．

　　　　　　 実験材料 な らび に方法

　 1。実験対象

　 正常卵巣 32例 は 子宮筋腫，子宮頚癌等 の 婦人科

疾患で 開腹手術 を施行 し た 26歳か ら45歳 ま で の 正

常 月経周 期を有す る症例 で
， 卵胞期初期，中期，

後期 の も の を用 い た ．PCO14 例は飯塚 ・中村 の 診

断基準
1）A’3）

を満た す24歳 か ら39歳ま で の 症例 に ，

卵巣楔 状切除術を行 つ た 際に 検体を採取 した。月

経周期は 26日か ら30日型 の 症例を用 い
， 最終月経

開始初 日か ら 5 日 目ま で を初期 ， 6 日 目か ら10日

目ま で を中期 ， 11日 目以降を後期 と し，基礎体温

表 ， 子 宮 内膜 日 付 診，末 梢 血 中 LH ，　 FSH
，

estradiol （E2），
　P 値を参考 とした ．

　2。培養器具な らび に 培養条件

　培養容器は Falconの tissue　culture 　dish　35×

10mm （＃3001）を 用 い た 。培 養液 は DIFCO の

TC199 に GIBCO の fetal　calf 　serum （FCS ） を

20％ ， penicillin　IOe王U ／ml ，
　streptomycin 　100μg／

ml の 割 合 で 加 え た も の を 使 用 し た．　 pH は

7．0〜7．2と し ， 培 養 条 件 は 37℃ ， 95％ − air ，

5％
− CO2 とし た ．

　3。顆粒膜細胞の 培養方法

　採取 した卵胞液中の 顆粒膜細胞 は滅菌試験管に

保存 し，実験室 へ 輸送の 際 は 4℃ に保ち ， 採取後

2時間以内に実験に 供 した．顆粒膜細胞の 培養方

法 は
， 教室の 吉村

3）14 ｝
の 方法 に 準 じた ．

　卵胞液を保存 し た 滅菌試 験管を 600gに て 10分

間遠沈， 卵胞液 を吸引分離 して TC199 を加 え，ピ

ペ
ッ テ ィ ン グ に て 顆粒膜細胞 を分離拡散 した，卵

除去後，細胞数を算定 ，
20％FCS 添加 TC 　199に

て 12日間培養 し た ．細胞数 は medium 　lml に つ き

105cellsと し ，　 dish　1 個 あ た り に 2ml ず つ

medium を加 えた ．　 medium は 2 日毎に 全 量交換

し，
− 20℃ に て 凍 結 保 存 し て ，後 に radioim −

munoassay （RIA ） に 供 し た ．分離し た 卵胞液 ，

お よ び手術時に 採取 した 末稍血 よ り分離 した血 清

も同様に
一20℃ に て凍結保存 し，測定に 供 した．

　 4。添加試薬

　 human 　LH （LH ）は NIADDK よ り提供 された

hLH ・1・2　（AFP −6332−B） 131171U／mg を ，
ま た

dibutyryl　cyclic　AMP （（Bu）2　cAMP ）は ，第
一一

製薬 よ り堤供 され た lot，　No ．1183−pEJ を そ れ ぞ

れ medium に て 適 宜 希 釈 し，培養 2 日 目 よ り

medium 中へ 添加 した e
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　 5。 ホ ル モ ン 測定

　凍結保存 し た medium 中 の
， 顆粒膜細胞 よ り放

出 され た P ， お よび卵胞液 ， 末稍血 中の LH
，
　FSH

，

pro玉actin （PRL ），
P

，
estrone （E1）， Ez，」4，　T の 濃

度 を RIA8｝10）Vー て 測定 した ．ま た steroid ホ ル モ ン

の Free と Bound の 分離 に は，　 dextran　coated

charcoal 法を用い た。

　　　　　　　　　実験成績

　 1．卵胞液中お よ び宋梢血 中ホ ル モ ン 濃度

　 1）LH （表 1 ， 2）

　卵胞液中 LH 濃 度 は
， 卵 胞 期 初 期 3．57± 0．36

mIU ／ml ，中 期 5．18土 0．49mlU ／ml
， 後 期10．2±

1．6mlU ／ml と，末梢 血 中 LH 濃 度の 上昇 に伴 つ

て 高値 と な る傾 向を 示 し た ．ま た ，PCO で は

13．5± 1．4mIU ／ml と ， 卵胞期初期 ， 中期 と比較 し

て 有意 （p く 0，001） の 高値 を示 し ， 卵胞期後期 と

ほぼ同様 の値 で あつ た 。

　末梢血 中で は ， 卵胞期初期6．97± 1．61mlU ／ml ，

中 期8．13土 1．47mlU ／ml に 対 し ，
　 PCO は 25．4±

2．5mlU ／ml と ， 卵 胞 液 中 と 同 様 に 有 意 （p〈

O．001） の 高値を示 し た ．

　卵胞液中で は，LH の 測定限界の 1．9mlU ／ml 未

満 の もの が ， 卵胞期初期で 22％ ， 中期で 8 ％存在

し た ．表 1 は 1．9mlU ／ml 未満の 症例をす べ て 1．9

mlU ／ml とし て 計算 し た ．

　 2）FSH

　卵胞液中 FSH 値 も LH 同様 ，末 梢血 中 FSH 濃

度が上 昇す る に 従つ て 高値 となる傾 向を示 した 。

また PCO は，卵胞液中，末梢 1血中 と も， 卵胞期各

期の い ずれ の 時期に 対 して も有意差 を認 め な か つ

た 　（表 1
， 　2）．

　卵胞液中 で は
，
FSH の 測 定限界の 1．9mlU ／ml

未満の もの が卵胞期初期 で 88％ ， 中期で 45％，後

期で 50％ ， PCO で は 13％存在 した ．表 1 は卵胞期

初 期 は 測定限 界未満 と し，他 の 時期 お よ び PCO

で は 1．9mlU ／ml 未満 の 症例を すべ て 1，9mlU ／ml

と し て 計算 した 。

　3）PRL

表 1 卵胞液中ホ ル モ ソ 濃度 （mean ± S，E．）

正 常 　　　卵 　　　胞 期
P　 C　 O

初　　　期 中　 　 　期 後　　 期

LH 　 （mIU 〆mD3 ．57± 0．36寧料（n ＝9） 5 ユ8± 0．49 寧紳

（n ；12） 10，2± 1，6　 （n ＝15） 13、5± 1，4　（n 靄18）
FSH （mlU ／mD 測定限界 末満 （n ＝8 ） 2．36± 0．24　 （n ＝ll） 4．92士0，93　 （n ＝18） 3．15± 0．32 （n ＝16）
PRL 　 （ng 加 1） 18，0士1．1　 （n 糒8 ） 22．6± 1．8　 （n 胃9 ） 29．8士 4，4寧　 （n ；17） 16．7±2．7　（n ＝・11）
P　　 （ng ／m1 ） 86．9± 王7．3　 （n ＝11） 260± 61　 　 （n ＝・8） 30呂0± 1530宰 （n 司 1） 99．7± 10．6 （n ＝20）
E1　 （ng ／m1 ） 43．9± 14．6　 （n ＝9 ） 61．0± ユ7，7　 （n ＝9） 92．7± 13，3　 （ncr9 ） 372 ± 18．9 （n ；21）
E2　 （ng ／m1 ） 166 ±49　 　 （n ＝11） 505± 139　 　 （n ＝8） 1400±266

幽＊
　 （n ＝ 13） 156± 82　 （n 寓29）

ゑ 　 　（ng ／m1 ） 675±131牌 岑

（n ＝9 ） 742士 164躰　 （n ≡9） 594± 186牌 寧

（n ；9） 1320± 87　 （n ＝ 28）
T 　 　 （ng ／m1 ） 33，6± 6，0　 （n ＝9 ） 48．0± 7，7　 （n ＝＝9 ） 27，6± 8．2亭

　 （n ＝9） 68．7± 9．9　 （n ；28）
＊ P 〈 OIO5，

”P ＜0．Ol，
串零

丁 く 0，001 （PCO との 有 意差）

表 2　 末 梢血 中ホ ル モ ン 濃度 （mean ± S．E．）

正 　　　常 　　　卵 　　　胞 　　　期

初　 　 　期 中　　　期 後 　 　 　期
P　 C　 O

LH 　（lnlU ／ml ）

FSH （lnlU ／ml ）

PRL 　 （ng ／m1 ）

P　　 （ng 加 1＞
E 、　 （P9／ml ＞

E2　 （P9／ml ＞

」4　 （ng ／m1 ）

T 　 　 （  ／1n り

6，97± 1．61 掌 柳

（n ＝7）
5，53± 0．83　 （n ＝7）

8L5 ± 21．8　 （n ；6 ）

G．87」：0，15　 （n ＝6）

183士13　 　 （n ＝ 6）

88，9± 7，8　 　（n
＝6）

1．64±0．19牌

（n ＝6）

0，38±0．02掌　 （n 嘉6）

8ユ3土 1．47率

蟹 n ＝7）

7、03± 1，04　 （n 二7）

73．3± 16，7　 〔n 罵8）

1．03± 0．1 　 〔n ；7）

224士 39　　 （n 羸6）

124± 28　 　 （n ＝ 7 ）

1．84」：O．3r 　 （n ＝6）

0．59±0．12　 （n ＝：6 ）

64．7±22．8琳

　（n ＝8）
18．2± 7．0　 （n 二8 ）

89．3± 17．7　 （n ＝ 9 ）

2．49±0，41耡 （n ＝9）

654±234 ＊

　 （n ＝8 ）

291± 27料串
　 （n ＝9 ）

2 ，47±0．5農　 （n ＝＝9）

1、03± 0．24　 （n ；9 ）

25，4±2．5　 （n ＝14）
7．14± 0．48 （n ＝14）
65．0 ±6．9　 （n ＝13）

 ．79± 0．14 （n 孟14）
22G土 13　 （n ＝14）
113± 14　 （n ＝ ユ4）

2．81士0 ．25 （n ＝14）
0．76±0．09 （n ＝14）

零 P く o．05，“ ’ P ＜o．01，
累率

？ く o．ooユ （pco との 有意差 ）
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　PRL は卵胞液中で は ，卵胞期初ral8．0± 1．lng／

ml ， 中期22．6± 1．8ng／エnl ， 後期29．8± 4．4ng／ml

と， 卵胞 の 発育に 従つ て 増加す る傾 向を示 した．

PCO の 卵 胞 液 中 PRL 濃 度 は 16．7± 2．7ng／m1

で ， 卵胞 期初期 ， 中期 と比 較し て 有意差は 存在せ

ず ， また 末稍血 中に お い て も同様 に有意差ば 認め

られ な か つ た （表 1 ，2）。

　手術 前 日 の 末稍血 中 PRL 濃 度 は 正常 卵 胞 期

14．3± 3．8ng／ml （n ＝ 21），
　 PCO15 ．5± 4．6ng／ml

（n ＝13） と30ng／ml 以下 の 正 常範囲 内 で あ つ た

が ， 術中の 末梢血 中 PRL 値は ， 卵胞期初期81．5±

21．8ng／ml ， 中 期 73．3± 16．7ng／ml ，後 期89．3±

17．7ng／ml ，
　PCO65 ．O± 6．9ng／m1 とそ れ ぞ れ 高

値を示 した．

　4）P

　P は 卵胞液 中で ， 卵胞期初期86．9± 17．3ng／ml ，

中期 260± 61ng／ml ， 後期3080± 1530ng／ml と， 卵

胞成熟に 伴 つ て 増加 し た。PCO の 卵胞液 中 P 濃

度は ， 99．7± 10．6ng／ml で ， 卵胞期初期 と ほ ぼ同

様の 値 を示 し，卵胞期中期 とも有意差は認め られ

なか つ た （表 1），

　末梢血中 P 濃度 は ，卵胞期初 期O．87±0．15ng／

ml ， 中期1．03± 0，10ng／m1 に対 し ，
　PCO は 0．79±

0．14ng／m1 と有意差は存在せ ず，末稍血 中に お い

て も PCO は卵胞期初期 とほ ぼ 同様 の 値を示 し た

（表 2）．

　 5）E 、

　卵胞液中 E ，濃度は
， 卵胞期初期 43．9± 14．6ng／

ml
， 中期 61．0± 17．7ng／ml ， 後期92，7± 13．3ng／ml

と，卵胞成 熟に従 つ て 増加 す る傾向を示 し た ．

PCO で は
，
37，2± 18．9ng／ml と卵胞期各期 と の有

意差 は 認め られず ， 卵胞期初期 とほ ぼ同様 の 値 で

あつ た （表 1）．

　末稍血 中 E
、濃度は

， 卵胞期初期 183± 13pg／ml ，

中期224± 38pg／ml ，後期654± 234pg／ml に対 し ，

PCO で は 220± 13pg／ml と卵胞期中期 とほ ぼ 同様

の 値を示 し ， 卵胞期初期 よ りや や高値で あつ た が

有意差 は認め られ なか つ た （表 2 ）．

　 6）E2

　 卵胞液中 E2濃度は ，卵胞期初期 166± 49ng／ml ，

中期505± 139ng／ml ， 後 期1400± 266ng／m1 と ， 卵

Eヨ産婦 言志36巻 4 号

胞成熟に 伴 つ て増加を示 し た ．PCO で は 156±82

ng ／ml と，卵胞期初期 とほ ぼ同様の 値を示 し，卵

胞期中期 とも有意差は認め られ な か つ た （表 1），

　末 梢血 中 E2濃度は
， 卵胞 期初 期88．9± 7．8pg／

m1 ，中期124±28pg／ml ，後期 291±27pg／ml ，
　PCO

113± 14pgfml と ， E 、同様 PCO は卵胞期初期 よ り

や や 高値 で 卵 胞期中期 と ほ ぼ同様の 値を 示 した

が，卵胞期初期 との 有意差は 認め られ な か つ た （表

2）．

　 7）A ，

　4 の 卵胞液中濃度 は ，卵胞期初期675± 131ng／

m1 ，中期742± 164ng／ml ，後期594± 186ng／ml と ，

卵胞期中期に 最 も高 く， 卵胞期後期に は低下す る

傾向を示 し た。PCO で は 1320± 87ng／m1 で ，
こ れ

は 卵胞期初期 ， 中期，後期 と比 較 して有意 （p ＜

O．OOI，　p ＜ 0．01，
　p＜ O．OOI）の 高値 で あ つ た （表

1）．

　末梢血 中 ム 濃度は 卵胞液 中 4 濃度の 推移 と は

異な り，卵胞期初期 1．64± 0．19ng！m1 ， 中期 1．84±

0．31ng／ml ， 後期2，47± 0．54ng／ml と，卵胞成熟 に

伴 う増加傾 向が 見 られ た ．PCO で は 2．81± 0．25

ng ／m1 と卵胞期後期 と ほ ぼ同様の 値を示 し ， 卵胞

期初期，中期と比較 し て有意（p〈 O．Ol，
　 p＜ 0．es）

の 高値を示 した （表 2）．

　 8）T

　 卵胞 液中 T 濃度 は
， 卵胞 期初期33．6±6．Ong／

ml ，中期48．0±7．7ng／ml ，後期27．6± 8．2ng／ml

と， ム と同様 に推移す る傾向を示 し た ，
一方 PCO

で は 68．7± 9．9ng／ml と ， 卵胞期各期 よ り高値 を

示 した が，卵胞期初期，中期 と の有意差は 認め ら

れ なか つ た （表 1）。

　 末梢血 中 T 濃度は
， 卵胞 期初期 0．38± e．02ng／

m1 ，中期0．59± 0．12ng／ml ，後期1．03± 024ng ／m1

と，卵胞 液中 T 濃度 の 推移 とは異な り， 卵胞成熟

に伴つ て増加す る傾向を認め た ．PCO で は O．76±

O．09ng／m1 と ， 卵胞期初期 と比 較し て 有意 （p＜

0，05）の 高値を呈 し た （表 2）．

　 2．培養顆粒膜細胞

　 1）形態

　 正 常卵胞期 お よ び PCO よ り採取 し た 顆粒膜細

胞 は ，両者 とも培養開始後約 3 時間 よ り dishの 底
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面 に付着 し始め ， 上 皮細胞様増殖 また は 線維芽細

胞様 の 発育形態を示 した． こ の 培養顆粒膜細胞 の

発育形態の 差 異は ，採取 の 時期に よる こ とが多 く，

卵胞期後期 よ り採取 した もの は 上皮細胞様の 発育

形 態 （写真 1 ）を ， 卵胞期初期，中期お よ び PCO

よ り採取 した も の は 線維芽細胞様の 発育形態 （写

真 2 ）を とる傾向が見 られた ．

　2） LH 添加 に 対す る反応性

　培養顆粒膜細胞 へ LH を添加 し た 場合，　 P 分泌

に 対 す る LH の 至適濃度 は 100ng／m1 で あ り，培

養 2 日 目よ り添加す る とそ の 反応性 は 6 日目 に最

写真 1　卵胞期後期 よ り採取 した培養 8 日 目の 黷粒膜

　細 胞 の 位 相差 顕微鏡所見

写真 2　PCO よ り採 取 した 培 養 6 日 目の 顆粒膜細 胞

　 の 位相差顕 微鏡所 見

図 1　 Progesterone　production　by　the　cultured

　granulosa 　cells 　with 　or 　w 歪thout　exogenous 　LH
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PCO

大で あつ た ， と教室 の Yoshimura　et 　al ．i4）は 報告

し て い る。そ こ で ，卵胞期各期 の 正常卵巣お よ び

PCO よ り採取 した培養顆粒膜細胞 へ
，
　 LHIOOng ／

ml を 培養 2 日 目 よ り添 加 し，培 養 6 日 目 の

medi   中の P 濃度 を LH 添 加群 と L 碍 ド添加

群 （controD で 比較した （図 1）。

　卵胞期初期で は
， LH 非添加群 の 培養 6 日目の

値 3，56± 0．79ng／ml ／1× 10s　cells ／2　daysに 対 し，

LH 　100ng／ml 添加群 の 培養 6 日 目の 値は 59．7±

7．6ng／ml ／1× 105　cells ／2　daysと ， 15〜20倍の P

分泌増加 を認め た ．卵胞期中期で は LH 非添加群

の 9．13±4．07ng／ml ／1× 10s　cells ／2　days と 比 較

し て LH 添 加 群 は 100±8ng／ml ／1× IO5　cells／2
days と

，
8 〜1G倍の P 分泌増加を 示 した ，ま た

，

卵胞期後期 に なる と， LH 非添 加群 の 60．6± 12．4

ng ／ml ／1× IOs　cells ／2　daysに 比 し，　 LH 添加群は

131± 22ng／m1 ／1× 105　celis／2　days と， 2 〜 3倍

の P 分泌増加 を認め る の み で あつ た．以上 の 様 に

正常卵胞期 で は 卵胞成熟に 伴つ て そ の 培養顆粒膜

細胞 の P 分泌能は増加す るが，LH 添加 に 対す る

反応性は 逆 に 低下す る傾 向が認め られた ，

　
一

方 PCO で は LH 非添 加 群 の 9．76± 3．96ng／
ml ／1× 10s　cells ／2　daysと比 較 し て

， 添 加 群 は

38．7± 4．2ng／ml ／1× 105　cells／2　days と， 卵胞期

後期 と ほ ぼ 同様 の 2 −一　4 倍 の P 分泌増加 を認め

る の み で あつ た．

　3） （Bu）2　cAMP の 至適濃度

　卵胞期 中期 の 卵胞 よ り採取 した培養顆粒膜細胞

へ
， 培養 2 日 目 よ り1μ9／ml か ら104μ 9／ml ま で の

N 工工
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図 2　Dose　response 　of （Bu）z　cAMP 　in　progester−

　one 　production 　1）y　granulosa　cells

　 　

n＝＝2）

1　　　 to　　　 le2　　　 10s　　　 10
，
（Bu 〕：c

・AMP μg／mt

各濃度 の （Bu ）2cAMP を添加 し ，
　 medium 中へ 放

出 され る P の 濃度 を培 養 6 日 目 の 値 で 検討 し た

（図 2 ）。

　（Bu）2　cAMP は 10μ g／ml か ら P 分泌刺 激効果

を 有 し て お り，最 大有 効濃 度 は 100μg／ml で
，

163± 35ng／ml ／1× 105　cells／2　days の P 分泌を認

め た．そ こ で （Bu）2cAMP の 至適濃度 は 100μg！

m1 と し，以 下 こ の 濃度 に て 実験 を行 つ た ．

　4）（Bu）2
　cAMP 添加に 対す る P 分泌 の 経時的

変化

　培養 6 日 目の 正常卵胞期中期の 培養顆粒膜細胞

へ （Bu）2　cAMP 　100μg／m1 を添加 し
， 添加後48時

間 ま で の medium 中の P 濃度 の 経時 的変化を検

討 し た （図 3）。

図 3　 Effect　of （Bu）2　cAMP 　in　progesterone　pro −

　duction　by　granulosa 　cells　in　48　hours
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　medium 中の P 濃度は （Bu）2　cAMP 添加群 ，

非添加 群 とも48時間 ま で ほ ぼ直 線的増加 を示 し

た ．また ，
48時間以降 medium を交換せ ず，

　 P 分

泌 の 経時的変化を観察 し た 場合 ， （Bu）2　cAMP 添

加群の顆粒膜細 胞に細胞増殖 の 抑制お よ び細胞死

滅傾向が見 られ たた め
，

medium の 交換 は 2 日毎

が 本実験に は 最適 で ある と考え られた 。

　5） （Bu ）2
　cAMP 添加に 対す る反応性

　卵胞期初期 ， 中期 の 正 常卵巣お よ び PCO よ り

採取 した 培養顆 粒膜 細胞 へ ， 2 日 目よ り（Bu）2

cAMP 　100μ g／ml を添加 した 場 合 の medium 中

の P 濃度の 変化を検討 した （図 4）．

　正 常卵巣の （Bu）2
　cAMP 添加群は ，培養 6 日 目

に 249± 36ng／ml ／1× 10s　cells ／2　days と P 分泌の

ピ ーク を示 し
， 非 添 加群 の 6 日 目31．4± 4，4ng／

図 4　Progesterone　production　by　granulosa 　 cells

　of　 nor   al　 ovary 　 and 　 PCO 　 in　 the　 presence　 or

　absence 　of （Bu）2　cAMP
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m1 ／1× 105　cells／2　days と比較 し て ，8 〜10倍 の P

分泌の 増加を認め た ．

　 PCO で は
， 添加 群 の 6 日 目の 値 は 277±40ng／

ml ／1× 105　cells ／2　daysで ， 非添加 群 の 6 日 目

26．1± 3、6ng／mVl × 105　cells／2　daysに 比 し，　8
〜12倍 の P 分泌増加を認 め

， 正 常卵巣と PCO に

お ける （Bu ）2cAMP の 有する P 分泌刺激効果は
，

その 反応性 お よび経 日的 分泌形式 も 同
一

で あ っ

た．

　 　　　　　　 　　 考　　案

　 顆粒膜細胞 は
， 莢膜細胞 と ともに 卵胞を構成 し ，

steroidogenic 　potentia1を 有す る主 要 成 分 で あ

り， そ の 顆粒膜細胞 へ 直接影響をお よぼす卵胞液

中の 内分泌環境を検索する こ とは
， 卵胞 の 成 熟過

程 お よ び PCO と正常卵巣の steroidogenesis の

相違 を検討す る上 で
， 重要 な意義を持 つ もの と考

え られ る．PCO を正 常 卵 巣 と比較 す る際 は，

gonadotropin お よ び steroid ホ ル モ ン レ ベ ル の

変動が最 も少 な い 卵胞期初期 との 比較を行 うべ ぎ

で ある
61が，卵胞 期初期 は 採取 され る顆粒膜細胞

の 細胞数 に 制限がある た め
， 本実験で は 卵胞液 中

の 内分泌環境 お よび顆粒膜細胞 の 培養実験 とも，

卵胞期初期，中期両者 との 比較を行 つ た．

　 PCO の 卵胞液中ホ ル モ ン 濃度は ， 手術症例数が

少 ない こ と ， お よ び個 々 の卵胞 に存在す る卵胞液

の 量に 欄限 の ある こ とよ り報告は少な く， 特 に 下

垂体ホ ル モ ン を測定 した知見
4〕9）は極 め て 少 な い ．

本実験で は 卵胞液中の LH
，
　FSff

，
　PRL の 3種類

の 下垂体 ホ ル モ ソ を測定 した が
， 卵胞 液中の 下垂

体 ホ ル モ ン 濃度 は 他の 知 見
9｝同様，末稍血 中 の 値

の 約15％か ら50％ の 濃度を 示 し， 個 々 の 症例 に お

い て も， 卵胞液中の 値の 方が高値を示 した症例は

1例 も存在 しな か つ た。 こ の こ と よ り， 下垂体ホ

ル モ ン の 卵胞 内へ の 取 り込 み機構は，actlve な取

り込 み で は な く，濃度勾配 に よる passiveな取 り

、込み機構で あ る と推測され る．McNa 乞ty9）に よ る

と ， 卵胞期初期 ， 中期 の 卵胞液中で は ，LH お よび

FSH （特に LH ）は 測定限界未満の も の が 多い と

し て い る．McNatty は 卵胞液中下垂体 ホ ル モ ソ

の 測定に は ， 卵胞液 の 希釈液を用い て い る もの と

推測 され るが
， 本実験 で は す べ て卵胞液原液を測

定 した．そ の 結果，FSH 値は 測定限界（1．9mlU ／

ml ）未 満 の もの が 42％認め ら れた が
，
　 LH 値は

94％が測定限界 （1．9mlU ／ml ）以上 で あつ た ．

　 LH は 卵胞液中に お い て も末稍血 中 と同様 ， 卵

胞期初期 ， 中期 ， 後期と卵胞が成熟す る に 従 つ て

高値を示 した ePCO で は卵胞液中 LH は
， 卵胞期

初期， 中期 と比較 して 有意 （p 〈 0．001） の 高値を

示 し，卵胞期後期と ほ ぼ 同様 の 値で あつ た ．わ れ

わ れ は 一連 の 研究 に よ り PCO の 成因 は，間脳下

垂 体系の 機 能異常 に よ る LH の 持続的 分泌 亢進

で ある と推論 し て きた
1｝− 3）「e）14＞が，その LH の 持続

的高値 は 宋稍血 中の み な らず ， 顆粒膜細胞を直接

と りま く卵胞液中 に お い て も存在す る こ とが 明 ら

か とな つ た ．

　PCO の 成 因に は
，
　 FSH 分泌低下，お よ び LH ／

FSH 　ratio の 増加が卵胞成熟 ， 特に 顆粒膜細胞の

成熟の 抑嚮 に関与す る
4＞7｝13）とされて い るが，PCO

由来の 培養顆粒膜細胞 の 超微形態 を含め た 発育形

態
3）お よ び steroid 分 泌 能

14 ｝
， ま た 卵 胞 液 中 の

FSH 濃度 に関し，卵胞期中期 の 正常卵胞 との 間に

差異 を認め な か つ た こ と よ il　） その FSH の 関与

は 第一次原因 と は考 えに くい ．

　卵胞液 中 PRL 濃度 は，卵胞期初期 に 最 も高値

を示 し，中期 ， 後期 と卵胞 が成熟す る に従つ て 低

値を示す との 報告
q・）もあ るが ， 本実験で は 全 く逆

に 卵胞期初期で 最も低 く， 中期 ， 後期 と成熟す る

に従 つ て 高値 とな る傾 向を示 した ．術 中の 末稍血

中 PRL 値は他 の 知見
9）同様，術前 の 値 よ り高値を

示 した が，こ れ は麻酔お よ び手術 の ス ト レ ス に よ

る もの と考え られ る．近年 ， PCO の 成 因に PRL

が 関与す る と の説 も見 られ るが
， 卵胞液中お よ び

末稍血 中 PRL 濃度 は ，　 PCO と正常卵胞期初期，

中期で 全 く有意差 を認め な い 点 よ り，す で に 中村

ら
2）が主張 して い る よ うに

，
PRL の 関与は 否定的

で ある．

　卵胞液中 P 濃度は
， 卵胞期初期 ， 中期 ， 後期 と

卵胞成熟に 従つ て 高値 を示すが ， こ れは 正常卵胞

期 よ り採取され た培養顆粒膜細胞 の 細胞 レ ベ ル で

の P 分泌能が卵胞成熟に伴 つ て 上 昇す る こ と （図

1），
お よび採取 される顆粒膜細胞 の 細胞数 も卵胞

成熟に 従 つ て 増加す る こ と よ り，顆粒膜細胞の 質
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的 お よび量的成熟を反 映 し て い る もの と考え られ

る ．PCO の 卵胞液中お よ び末稍血 中 の P 濃度は
，

卵胞期初期 とほ ぼ同様 の 値で あ つ た こ と よ り，in

vivo に お い て ，
　 PCO は卵胞期初期 とほ ぼ 同様 の

P 産生能 を持つ もの と推測 され る。

　卵胞 液中 androgen 濃度 は 他 の 知見
9｝

に も見 ら

れ る様に ，卵胞期中期で 最高値 を ， 卵胞期後期 に

最 低 値 を 示 し た ． こ れ は androgen が ster ・

oidogenesis の 中間代 謝産物で あ り，卵胞 の 成熟

に 伴 う顆 粒 膜細 飽 の 細 胞 数 の 増 加，お よ び

aromatizing 　activity の 上昇に よ り，
　 estrogen へ

の aromatization が 卵胞 期 後期 に 最 大 と な る た

め と推測 さ れ る ，培養顆粒膜細胞 の androgen 分

泌 は非常 に少量で ある の に 反 し，培養莢膜細胞が

多 量 の androgen を 分 泌 す る こ と
3）
よ り，　 an ・

drogenの 主要産生部位 は 莢膜細胞 で あ る と考 え

られ て い る ，こ れ ら の 結果 よ り， PCO の 卵胞 液中

の hyper−androgenism の 状態は
，
　LH の 持続的高

値 に よ る莢膜細胞の hyperfunctionに 起因す る と

推察 される ．

　近年， PCO で は estregen は 高値で あ り，こ れ は

androgen の extraglandular 　 conversion に よ る

E 、高値が関与 し て い る と の 知見
13）が ある が

， 本実

験に お い て ，PCO の 末梢血中 estrogen 濃度 は卵

胞 期中期とほぼ同様で卵胞期初期 よ りわ ずか に 高

値を示 すが有意差は 認め られな か つ た こ と， お よ

び末梢血中 E
、／E ，比 は ， 卵胞期初期 ：2．05± O．31

，

中 期 ：2．32± 0．64，後 期 ：2．29± 0，68に 対 し，

PCO ：2．19± 0．18と全 く差異 を認め な い こ と ， ま

た 本邦の PCO で は 高度 の 肥満を伴 う症例 は 少な

く， extraglandular 　aromatization の 場 となる脂

肪組織が欧米の 症例 ほ ど多量 に は 存在 しな い こ と

よ り，本 邦 の PCO 症 例 で は ，　 extraglandular

conversion の 概念 は 否 定的で あ る ，わ れ わ れ は

PCO に お ける estrogen 分泌 に 関す る
一

連 の 研究

に よ り，卵巣静脈血中で E 、 ，
E2が 正常卵巣 よ り高

値を 示 すこ と
S）

， 培養顆粒膜細胞 お よ び 培養 莢膜

細胞 の E2分泌 は 正 常卵巣 と差 を認め なか つ た こ

と
3）よ り，aroinatizing 　enzyme の 障害を否定して

い るが，今回本実験で 卵胞液中 E ，， E2濃度 も PCO

と正常卵胞期初期 ， 中期で 有意差の な い こ と よ り ，

こ の 結論 の 正 当性が示 唆された 。

　培養顆粒膜細胞 の P 分泌に 関 し て は ，外因性の

ホ ル モ ン 非添加 の 状況下で は，PCO は 正 常卵胞期

中期 と全 く同様 の P 分泌能を有 し て い た ．培養顆

粒膜細胞 へ LH を添加 した 場 合 ， 顆 粒膜 細胞 の

LH 　receptQr を 介 して adenyl 　cyclase 活性 を 高

め る こ と に よ り細胞 内 cyclic 　AMP を増加 させ
，

そ れを second 　messenger とし て ホ ル モ ソ 作用 を

現わす と考 え られ る。Channing5）は ，
ブ タ顆粒膜細

胞を用 い た実験で ，
血 中低 LH 濃度 の 時期 に採取

した培養顆粒膜細胞 は，basa1の P 分泌は 低値 で

ある が
，
LH 添加 に対す る P 分泌増加 の 反応性は

良好で あ り，また血 中高 LH 濃度の 時期に 採取 し

た 培養顆粒膜細胞 は
， basalの P 分泌 は 高値で あ

るが
，

LH 添加 に対す る反応性 は 不 良 で あつ た と

報告 し て い る。本実験に お い て も卵胞期初期，中

期，後期と卵胞液中お よび末梢血 中 LH 値 が高値

を呈 する に 従い
， 培養顆粒膜細胞 の basalの P 分

泌は 増加を示すが
， 外 因性 LH 添加に 対す る P 分

泌増加 の 反応性は
， 逆 に 低下す る傾向が認め られ

た。PCO に お ける卵胞液中 LH 濃度は卵胞期後期

と同様，卵胞期初期 ， 中期 よ り有意 （p〈 O．OOI）

の 高値を示 し ，
PCO 由来 の 培養顆粒膜細胞は，外

因 性 LH に 対す る反応 性が 低下 し て い る もの と

考え られ る．

　（Bu）2　cAMP は cyclic　AMP の 誘導体で
， 細胞

膜を 通過 し ， protein　kinaseの 活性化，　 protein

kinaseに よ る 種 々 の タ ン パ ク の リ ン 酸化を 通 じ

て ホ ル モ ソ 作用を現わ す とされ て お り， 培養顆粒

膜細胞の P 分泌 に 関 し
， 刺激効果を有 し て い る．

PCO 由来の 培養顆粒膜細胞は ，（Bu）2cAMP 添加

に対 し て 正常卵巣 と全 く同様 の P 分泌増加 の 反

応性を示 し て い る こ とよ り，
PCO の 顆粒膜細胞 の

細胞内 レ ベ ル で は
，
P 分泌 の

一連 の steroidogen −

esis に関 し
， 障害 は な い もの と考え られ る。

　 こ れ ら一連 の 培養実験 よ り，
PCO と 正 常卵巣の

培養顆粒膜細胞 の LH 添 加 に 対す る P 分泌 の 反

応性 の 差異 は，PCO に 存在す る卵胞液中お よ び末

梢血 中の LH の 持続的高値 に よ り，顆粒膜細胞 の

LH 　receptor の saturation ある い は down 　regu −

1ationに よ る available 　site の 減少
11）に 起 因す る
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もの と推測 され る．

　 以上 の 結果 よ り，卵胞期の 正 常卵胞で は ， 卵胞

成熟に 伴 う顆粒膜細胞 の 細胞数 の 増加 ，
お よび末

梢血 中 gonadotropin 濃度 の 上 昇に よ る 卵胞 液中

gonadotropin 濃度の 増加が見 られ ，
こ れ に伴 うP

分 泌 お よ び androgen か ら estrogen へ の

aromatization の 増加 の 結果 ， 卵胞液中 P
，
　E

，，
E2

値は 卵胞成熟 と 共 に 上 昇する もの と考え られ る。

PCO と正 常卵巣の 内分泌環境の 差異は
， 末梢血中

の LH の 持続的高値 に 起因す る 卵胞 液中 の LH

の 持続的高値，
お よ び 莢膜細 胞 の hyperfun ¢ tion

に よ る A4の 高値で あ り，その LH の 持続的高値が

PCO と正常卵巣の 培養顆粒膜細胞の LH に 対す

る反応性 に 差異を与 え る もの と考え られる。PCO

と 正常卵巣の 培養顆粒膜細胞 は （Bu）2
　 cAMP に

対 し て は 全 く同様の 反応性を示す こ とよ り，PCO

の 成因 に 関して酵素障害説は否定的で あ り ， LH

の 持 続 的 高 値 ，
お よ び そ の 結 果 と し て の an ・

drogen分泌の 亢進が卵巣 の 腫大，多嚢胞化 ，白膜

の 肥 厚を促すも の と推測され る．
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