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概要 　従来主 に組 織片培養系を用 い て 研究 され て きた ヒ ト卵巣莢膜細胞層 の 単層細胞培養法を初 め て 確

立 し，培養細胞 の 形態学的特徴と ス テ Pt イ ド分泌能を検討し た ，

　正常 ヒ ト卵巣 よ り卵胞期後期 に 卵胞 を 採取 し，莢膜細胞層を遊離後 col｝agenase 及 び hyaluronidase
に て 処理 し， 得 られだ遊離細胞を 10日間単層培養 した ．まず酵素処理前 の 莢膜組織 の 組織検査 に よ り，

顆粒膜細胞の 混入 の な い こ とを確認 した。次 い で 組織化学 法 に て ， 培養 細胞中 に 多数 の 脂質顆粒 と3β一

hydroxysteroid　debydrogenase （3β HSD ）活性を証明した ．3β HSD 活性は 約60％の 培養細胞に陽性
で あ り， こ れ は莢膜組織 の stero 三d・secreting 　cell と fibroblastic　cell の 構成比 に ほ ぼ一致する もの で あ
つ た ．

　培養細胞 の 主要分泌 ス テ ロ イ ドは △4
−androstenedione （△4） と progesterone（P）で あ り，△4 は 培養

早期 に 3L6 ± 1．9ng／l × 105celis／2days と多量 に 分泌 され ， そ の 後 は 減少 した ．一
方 P は

， 中等量 の 分泌

（9．0〜21，3ng／1× 105cells／2days）が培養 10日間を通 じて 保 た れ た ．　 Estradiolの 分泌 は，非常に 少量 で

あつ た ．

　さらに ス テ P イ ド分泌 へ の ゴ ナ ド ト 卩 ピ ン の 影響 を検討 した と こ ろ，LH ／HCG の 添加 に よ り △4
・P の

分泌 は 用量反応的 に 刺激 され ，
LH 　10ng ／ml に よ り約 4 倍，　 HCG 　IGng ／rnl に よ り約 2 倍 に 増加 し た ．

又 ，dibutyryl　cyclic 　AMP （Bu2cAMP ） に よ つ て も △ 4
・P の 分泌 は 用量反応的 に 刺 激 され ，

　 Bu2cAMP
10『3M に お い て 4．4倍に増加した ．　LH ／HCG へ の 反応性は 培養開始後 日数が経過す る と低下 した が ，

　Bu2
cAMP 　tr＝ 対 し て は 10日 目 ま で 反応 が保 た れ た．

　以上 よ り， 本法 に よ る培養莢膜細胞 は ス テ ロ イ ド分泌細胞 で あ る こ とが 形態学的 に 証閨 され ， 機能 的

に も LH に支配され た androgen 分泌 とい う莢膜 の in　vivo で の 機能を とどめ る こ とが明らか に され た．
従つ て 本培養系は ， 今後 の 莢膜 の in　vitro で の 研究に十分有用で ある と考え られ る．

Syn
’
opsis 　The 　aim 　of 　this　study 　was 　to 　establish 　a　mono 三ayer 　culture 　system 　for　human 　ovarian 　thecal 　cells

and 　to　investigate　the三r　morphQlogical 　 and 　functional　 characteristics ，　 Theca　layers　 were 藁solated 　 and

digested　with 　collagenase −hyaluronidase　 solution ，　and 　dispersed　thecal　 cel …s　were 　cu 圭tured　for　10　days　in

plastic　d至shes ．　 Histological　examination 　indieated　that　there　were 　no 　contaminating 　granulosa 　cells　in
isolated　theca　layers，　Various　histochemical　studies 　revealed 　abundant 　lipid　droplets　and 　3β・hydroxyster ・
oid （至ehydrogenase 　activity 　in　cultured 　cells．

　The 　major 　steroids 　secreted 　were △ 4
・androstenedione 〔△ 4）and 　progesterone（P）．△ 4　secretion 　was 　very

high　during　the 丘rst　2　days （31．6± 1．9ng／1× 10s　cells ／2　days）and 　declined　thereafter．　 P　was 　secreted 　in
moderate 　amounts 　throughout 　the ／0　day　culture 　period （9．0〜21．3ng ／1× 1G5　cellS ／2　days），　while 　estradiol

secretion 　was 　very 　low．　 Subsequently，　the　responsiveness 　of 　cultured 　theca王cells 　to　gonadotropins 　and

dibutyryl　cyclic 　AMP （Bu2cAMP ）was 　invest三gated．　 LH ／HCG 　and 　Bu2cAMP 　st三皿 ulated △4　and 　P　secretion

in　a 　dose−related 　manner ．　 The　maximal
’
effective 　doses　ef　LH 　and 　HCG 　were 　both　10ng／m1 ，　and 　that　of 　Bu2

cAMP 　was 　10
一3M ．

　In　 conclusion ，　it　 was 　 evident 　 that 　these 　 monolayer −cultured 　human 　thecal 　cells　could 　 Inainta 三n　their
morpho ・functional　characteristics 　during　culture ．　 Therefore ，　this　culture 　system 　will 　provide　an 　exce11ent

model 　for　further　studies 　on 　the　functional　properties 　of 　theca工cells ．
Key 　words ：　Theca 圭cells ・Culture 。Human ・Steroids
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　　　　　　　　　緒　　言

　卵巣機能の 解 明に は ， 卵巣 の 各構成成 分毎に生

理的役割を検討す る こ と が不 可 欠で ある e こ の う

ち顆粒膜細胞層や 黄体 に つ い て は，近年数多 くの

知見が集積され て きた が，莢膜細胞層に つ い て は
，

未だ 明 らか に され て い な い 点が 多 い ．こ れ は
， 莢

膜組織の 遊離 の 難 し い こ と
， 組織量 の 少 な い こ と，

等 に 起因す る と考 え られ，又 ，現在 ま で 報告され

て い る研究の ほ とん どが莢膜組織片培養系を用 い

た もの で あ り
1 ）3）ls ）18 ＞

， 単層細胞培養系を用 い た 研

究 は ，ブ タ で Stoklosowa　et　al．16）17｝
と Barbieri　et

aL2 ）が報告 して い る の み で ある。

　今回 ， 著者 ら は ヒ ト卵巣莢膜細胞 の 単層培養系

を確立 し
， 形態面 e 機能面 の 双方 か ら基礎 的検討

を加 えた の で 報告す る．

　　　　　　実験材料な らび に方法

　1。対象

　正常月経周期を有す る 35例の 婦人の 卵胞 期後期

（排卵期を除 く）に 行なわ れた 婦人科開腹手術の 際

に 得られ た卵巣の
一部を検体 と して用 い た ．年齢

分布は 25〜42歳で
， 疾患は 子宮筋腫 ・卵巣嚢踵 ・

子宮頚部上皮内癌で あ り，手術 3 ヵ 月以 内に ホ ル

モ ソ剤を投与され て い る例 は 除外 した．

　手術中に 両 側 の 卵巣を検索 し
， 直 径 1cm 以上

（1．0〜2．4cm ）で ，血 行性に 富み 肉眼的に い わ ゆる

主 席卵胞 と推定 され る卵胞を ふ くめ て ，卵巣を楔

状 に 切 除 し た．採 取 し た 検 体 は phosphate

buffered　saline （PBS ）中で 無菌的に 4 ℃ に て 保

存 し， 3 時間以内に 実験に 供 した．

　2．莢膜細胞の 培養方法

　採取 し た 卵巣楔状切除片よ り， 卵胞 を な る べ く

周囲間質を除きなが ら切 り出し，卵胞液を吸引 ・

保存後，卵胞 を 4 分割 し ， 実体顕微鏡下 に 卵胞壁

最内面を 占め る顆粒膜細胞層を金属 ル
ープ で 掻爬

し て 除去 し た ．次 い で 眼科用小摂子 に て顆粒膜除

去後の 卵胞壁 内面，即 ち莢膜細胞層を把持 し ，
こ

れ を間質か ら剥 ぎ取 るよ うに し て 1枚 の 薄膜 と し

て 莢膜層 を遊離 し た ．得 られ た莢膜組織の
一部は

，

10％ ホ ル マ リ ン で 固定 し，後 に HE 染 色 に 供 し

た．

　次 に 残 り の 莢膜 層を PBS で 洗 浄 し た 後 1〜2

mm3 の 小片に細切 し ，
こ れ を Collagenase （Type

1， Sigma）  。2％ eHyaluronidase （Type　 1・S
，

Sigma） 0．2％溶液に て 30分間 37℃ で 振盪消化 し，

終了後250× g で 5分間遠沈 ， 上清除去後沈殿細胞

を 10％ Feta正calf 　serum （FCS ）（GIBCO ）添加

Medium 　199 （M 　199） （阪大微生物病研究会） に

て洗浄 した。次 い で 4〜10ml の 既知量 の 10％ FCS

添加 M199 を沈殿細胞に加 え て
，

ピ ペ
ッ テ ィ ン グ

に よ り莢膜細胞浮遊液 を作成し，こ の 一部をO．4％

trypan　blueで 生体染色した 後，血球計算板で 細胞

数 ・細胞 生存率を計算し ， 1dishあた り生存細胞

1× 105個 の 割合で ，
Falcon の tissue　culture 　dish

（35× 10mm
， ＃3001） に植 え込ん だ。

　培養液 と し て は ，10％ FCS 添加 M 　199に GIBCO

の Penicillin　100U／m1 ・Streptomycin　100μ g／

ml ・Fungizone 　2．5ptg／ml を加 えた もの を用 い ，

1dish あた り2ml と し た ．培養は 37．0℃
，
95％ air−

5％ CO2 の 下 で 行な い
， 特に 示 さな い 限 り 2 日毎

に培養液を全 量交換して 10日 目ま で 培養 した。培

養液 は ス テ P イ ド濃度測定の た め 一20℃ に て 凍結

保存 した ．

　又 ， 添加試薬 とし て
，
NIADDK よ り提供 された

h   an 　 LH −1−2 （AFP −6332・B
，

131171U／mg ），

human 　FSH −2 （AFP −2844・B
，
52261U／mg ），

帝国

臓器 よ り提供 され た HCG （lot　 36H −2−H ，13676

1U／mg ）， 第 一製 薬 よ り提 供 され た dibutyryl

cyclic 　AMP を使用 し た ．

　 3．培養莢膜細胞 の 形態学的観察

　培養細胞は 倒立位相差顕微鏡に て 適宜観察 し，

さ ら に 一 部 の 細 胞 を Labtek　 tissue　 culture

chamber ／slide （＃4804）上 で 培養 して ， 下 記 の 組

織化学的検査を行な つ た ，

　 （i）Oil　Red　O脂肪染色

　 10％ ホ ル マ リ ン で 30分固定後 ， Oil　Red　O で 10

分，対染色 と して Hematoxylin で 3 分染色 し た 。

　（ii） 3β・Hydroxysteroid 　 Dehydrogenase （3β

HSD ）活性

　Dehydroepiandrosterone を基質 と し て 用 い ，

Levy　et　aLli ）の 方法 に従 つ て 行な つ た．

　4． ス テ P イ ド測定法

　培養液中に 放出され た estradiol （E2），　proges・
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terone （P），△ 4
・androstenedione （△ 4），

　testester ・

one （T ），　dehydroepiandrosterone（DHEA ）の 濃

度を radioimmunoassay 王ol
に て 測定 した．

　 5．統計的処理

　有意差 の 検定は
， Studentの t検定，又 O：一一A元配

置法 と Duncan の multiple 　range 　testに て 行な

い
， p ＜ O．05の 場合 を有意差あ りと し た ．

　　　　　　　　　実験成績

　 1．組織学的検査

　莢膜組織へ の 顆粒膜細胞 ・間質の 混入 の 有無を

調 べ る た め ，実験 の 都度，莢膜組織 の
一部 を HE

染色に供 した が，図 1 の 如 く，標本 は す べ て 莢膜

内 ・外層の み よ りな り， 顆粒膜 ・間質の 混入 を認

め な か つ た。

　2．培養莢膜細胞 の 形態 の 基礎的観察

　莢膜組織は本法 に よ る酵素処理 に よ つ て ほ ぼ完

全 に 個 々 の 細胞 に 分離 され ，
1個 の 卵胞 よ り採取

図 1 　酵素処理前 の 莢膜組織 （HE 染色， 200× ）

謬繍

齷 1攤灘讖
ll

髞騨灘
図 2 　培 養10 日 目の 莢膜細胞 （工00× ）

片　山 929

で きた 莢 膜細 胞数は ， 15．4± 2．3× IO5個 （M ±

SEM ，以下同様）（6．0〜32．e × 10s個）で あ り，遊

離細胞浮遊液作成時 の trypan　blue生体染色 に よ

る生存率 は
， 70．8士 2．8％で あ つ k ．

　培養細胞 は
， 主 に 線維芽細胞様，

一
部上 皮細胞

様 の 発育形態を示 し （図 2）， 1dishあた り1xlo5

個ずつ 植え られた 細胞 は ， 2 日 目に 0．72±O．16×

105個 と減 少 し た 後 増殖 を 続 け， 8 〜10 日 目 に

confluent の 状態に 達 し ， 10日目 の 細胞数は 1．80±

O．30× 10s個で あつ た （図 3）．

　
一部 の 実験に お い て 10 日 目毎に細胞を継代培養

した が
， 培養細胞は少な くとも35日目ま で 生存を

示 し た ，

　 3。組織化学的検索

　（i）Oil　Red 　O 脂肪染色 （図 4 ）

　Oil　Red　O に よ る脂肪染色 で は
， 培養細胞の 細

図 3 　Growth 　curve 　of　cultured 　thecal　cells

　 　 ？
　　
20

 
ミ
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図 4　 0il　Red 　O 脂肪染色 （7 日、目，400× ）
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図 5　 3β HSD 活性 （1 日 目，100× ）

胞質中に 多数の脂質顆 粒を認め た ．

　（ii）3β一Hydroxysteroid　 Dehydrogenase　（3β

HSD ）活性 （図 5）

　Dehydroepiandrosteroneを基質 と し て 用 い た

酵 素組 織化 学法で ， 培 養 莢膜細 胞 に 強 い form−

azan 沈着，即 ち3β HSD 活性を認め た ．培 養莢膜

細胞中の 3β HSD 活性は均
一一

で は な く， 3β HSD

陽性細胞 と 3β HSD 陰性細胞が混在 し た た め ，任

意に 選 んだ 3 つ の 視野で ，各 々 100個 の 細胞 に つ い

て 3β HSD 活性の 有無を数 え て ， 3β HSD 陽性 率

を算 定 した が ， 3 回 の 培養 で の 平 均値 が 59．7±

2．6％で あつ た ．

　4．培養液の 基礎的検討 ， 並 び に ， 対照 として の

子宮筋腫 由来 の細胞 の 培養

　培養液 と し て 用 い た 10％FCS 添 加 M199 中 の

ホ ル モ ン 濃度は
，
E2 ・P 。△ 4

・T 。DHEA の 各 ス

テ ロ イ ドに つ い て は 100pg／m1 以下 ， 又 ，
　 LH ・

FSH ・ PRL の ゴ ナ ド ト ロ ピ ン
／

に つ い て は 1．9

mIU ／ml 以 下 で あつ た。

　また ， 対照 として 子宮筋腫の 組織の
一

部を莢膜

と同じ方法で 酵素処理 し て 得られた 細胞を ， 莢膜

細胞 と同
一条件下で 10日間培養 し， 2 日毎に 培養

液 中に放 出された ス テ ロ イ ドの 量 を測定 した が ，

△4
。E2 。 P 共に 今回の 培養実験で 測定限界と した

400pg／1× 105ce］ls／2days 以下 で あつ た ．

　5．培養莢膜細胞 の ス テ ロ イ ド基礎分泌

　 （i）経時的変化

　培養開始後48時間 の 培養液 へ の △ 4 の 分泌を 測

定 し て み る と，図 6 に 示 した よ うに 24時間ま で 時

図 6　 Cumulative△ 4　 secretion 　during　 the 行rst　 2
days　of 　culture

5

（
の

＝

Φ
。

吻
9X

く
切

5

（M ±SEM ）

（n ＝3）

036 　 　12　 　 　 　 24

　　　 　 （H 。 urs 　in　 Culture）

4s

間 と共 に増加 し，その 後次第に 減速 し ， 48時間で

プ ラ ト
ー

に 達した ．従つ て諸種ホ ル モ ン 非添加時

の 莢膜細胞 の △4
・T ・DHEA 。P ・E2 の 分泌の 動

態を
，

2 日毎に 培養液を交換し て 調べ る こ と と し

た e

　尚， 1回 の 実験は 1個 の 卵胞 よ り採 れ た 莢膜細

胞で duplicate又 は triplicateで 行ない
， 5 回の 反

復実験の M ± SEM を算出した e

　（ii）△4
・androstenedione （△4 ）（図 7 ）

　△4 は 培 養 早 期 に 大 量 に 分泌 され （2 日 目 ：

31．6± 1．9ng／1x105cells／2days）， そ の 後 急激 に

減少 し ， 4 日 目 に 3．1±0．6ng／1× 105cells／2days

で ， 6 日目以降は 測定限界 の 400pg／1× 105cells／2

days以下 で あ つ た ．尚，2 日 目と 4 日目の 間に 有

意差を認め た 。

　（iii）Estradio1（E2） （図 7）

　莢膜細胞 に よ る E2の 分泌 は
， △ 4

・P と比 ぺ て 非

常 に少 な く，又 ， △4 と同 じく漸減傾向を示 し た ．

2　日　目2．1：ヒ0．2ng／1× 105cells／2days，　4　日　目

1．0±   ．2ng／1× 105cells／2days， 6 日 目以降 は 測

定限界以下で あ り， 2 日目と 4 日目 の 間に 有意差

を認 め た ．

　（iv） Progesterone（P）（図 7）

　莢膜 細胞 に よ る P の 分泌 は
， 2 日 目9．O± 1．4

ng ／1× 105cells／2daysと中等量を示 し た あ と次第

に 上 昇 し （4 日 目 ：13．4土 2．5ng／1× 105cells／2

N 工工
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図 7　　Var 三〇us 　steroids 　secreted 　by　cultured 　theca董
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days），　6　日　目 に 21．3± 4．Ong／1× 105cells／2days

で ， 6 日 目以降 10日 目まで ほ ぼ横ぽ い で あ つ た ．

2 日 目と 6，8，10日 目， 4 日目と 6 日 目の 間に そ

れぞれ有意差を認め た．

　（v ） Testosterone （T ）

　T の 分泌量 は ，培 養 10日間 を通 じて 400pg／1×

1escells／2days以下で あ つ た ．

　（vi ）Dehydroepiandrosterone （DHEA ）

　DHEA の 分泌は ，　E2 と同様 の 傾向を示 し ，
2 日

目に 2．0± 0．Olng／1× 105cel｝s／2daysで ，以後漸減

した ，

　6， ゴ ナ ド ト ロ ピ ン
， 並び に

，
dibutyryl　cyclic

AMP 添加実験
・

　培養莢膜細胞 の 諸種 の ゴ ナ ド ト m ピ ン 並び に

cyclic 　AMP に 対 す る 反 応 性 を 調 べ る た め
，

human 　LH ・human 　FSH 　e 　HCG と，細胞膜を通

過 し うる cyclic　AMP 誘 導体 で あ る dibutyry1

片　山 931

図 8　　Curnulative　△4　secretion 　during　the　丘rst 　2

　days　of 　cu 琵ure 　with 　or 　without 　Bu2cAMP （le
−3

　M ）
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48

cyclic　AMP （Bu2cAMP ）を培養液に 添加 して ス

テ ロ イ ド分泌 へ の 影響を み た．

　 （i）経時的変化

　Incubation　time を決め る た め
，
　Bu2　cAMP 　le−3

M 添加及 び非添加 の場合 の ，培 養開始後48時間ま

で の △4 の 分泌を測定 した と こ ろ，図 8 の よ うに

3 時間 目よ り両群 の 間に 著明な差 を認め 始め
， 時

間と共 に両群の 差 は 拡大 し た． しか し24時聞以降

は 次第に プ ラ ト
ー

に 達し，両群 の 差 の 拡大を ほ と

ん ど認め なか つ た．従つ て 培養開始後 24時間の in・

cubation で ，各 ゴ ナ ド ト ロ ピ ソ （1−−1，000ng／ml ）

と Bu2cAMP （10
− 7〜10一2M

）の 用量一反応 曲線を

求め ，次 い で 最大有効濃度を添加 し て 10 日間培養

して ，1 ，2 ，
4

， 6 ， 8 ， 10日 目に ス テ P イ ド分泌量

を調べ て 各ホ ル モ ン の 作用 の 経 日的変化をみ る こ

と と し た ．

　尚 ， 実験 は それぞれ duplicateの 培養を 3 回ず

つ 反復 し て 行 な つ た が，個体差 に よ る 各 3 回 の 反

復実験間の 絶対値 の バ ラ つ きの た め ， 対照に 対す

るパ ー
セ ン h 値を 用い て M ± SEM を算出 した ．

こ の 際，各反復実験間に おけ る添加ホ ル モ ン の 作

用 の 傾 向は 同
一

で あつ た ．

　（正i）LH ／HCG

　HCG を1−− 1 ，0eOng／ml の 濃度の 範囲で 培養液

に 添加 して 24時間培養 し た 場合 の ムベ P ・E ， の 分

泌の 変化を調べ て み る と，HCG は △ 4 と P の 分泌
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　　 図 9　 Effect　Qf 　HCG 　ori △4　secretiQn

　左 に HCG （1〜1，000ng／m1 ） と △4 分泌 （24時 間 ）

の 用量 反応 曲 線，右 に HCG 　10ng／ml の △4 分泌 へ

の 効 果 の 経 日的 変 化 を 示 す．HCG 非 添 加 時 の △、分

泌 量 を 100％ と し て，HCG 添 加 時 の △ 4 分 泌 量 を ％ 値

で 表 示，3回 の 実験の M ± SEM で あ る．
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に 対 し1ng／ml で 刺激的 に 作 用 し始 め ， 10ng／ml

で 最大刺激 を与え ， 対照 （HCG 非添加 ）に 比 し △4

分泌 を2．14± 0．29倍， P 分泌を1．74± 0．44倍 に 増

加せ しめ た （図 9，10）．さ らeclOOng／ml ，1，000

ng ／m 正に お い て も ，
　 HCG は △4 と P に 対 し刺激効

果を示 し た 。尚 ，
E2 分泌に 対 し て は

，
　 HCG は一

定

の 効果を示 さな か っ た．

　次 い で HCG 　10ng／m1 を添加 し て 莢膜細胞を 10

日聞培養 し て ，HCG に よ る ムベ P 分泌 の 刺激 の 経

日的変化 をみ て み る と ， △4 へ の刺激 は 1H 目 に の
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　　 図 11　Effect　of　LH 　on △4　secretion

左 に 用 量 反 応 曲線 ， 右 に LH 　leng／ml の 効果の 経

日的 変化 を示 す．代表的実験例 に お け る 成績で ある．
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一 琶 み著明（2 ． 14 倍 ） で，2 日 目以降は1 ．09〜1
39 倍 に低 下した（図 9 ）e ま た HCG の P へ

刺 激は 4 日目まで1 日目と 同 程度 に保 たれ た

（4日目： 1 ． 68 倍） ， 6 日目以降はやはり1 ．O 〜 1

2 倍と低下し

ｽ （図 10 ）。 　次にLH（1 −− 1，000ng ／ml ） の

養 24 時間 の ステ ロ イド 分 泌 に 対 する効果を

べて
み

る と， HCG と 同一の傾向 が 認 めら れた

即ち ，△4 と P の分 泌 に対し刺激的 に作用 し

最 大 有効濃度はHCGと 同 じ く 10ng ／ ml で

この濃度にお いて△4分泌 4 ．06 倍，P分泌2

79 倍で あつた（図11 ） ． 　 LH 　10ng ／ m1

効 果 の経日的 変 化 もHCG と同 様 の傾 向 を示し，△

ﾖ の 刺激は 1 日目の み 4．06倍 と高く，2 日 目 以 降は

D28〜1 ．59 倍 に 低 下した（図 11） 。 P に 対し ては

2 ．05 〜 2 ．10 倍と 1 日 目 より

や低い刺激が1

  ﾚまで続いた。 　（ iii ） FSH 　1 〜 1 ， 0

ng ／
ml の範 囲 でFSH の 効 果をみて み ると

△ 4 と P の分泌に対して高濃 度で刺激 的 に作 用した

即ち，10ng ／ml 以 下で は 効果を示さず， 100ng／m1 で△

ｪ 泌 を1 ． 8 倍 ， 1， 000ng ／m1 で3 ，0 倍に増 加

し めた（図 12 ） dP 分泌 は1， 000ng ／ m1

ﾅ2 ．9 倍 で あ っ

．一方 FSH はE2 分泌 には影響 を与えな か

た ． 　
次にムベP分泌に対する効果 の経 日 的変化をみ

み る と ， FSH 　 1 ， 000ng ／ ml により 刺

作用の
あ

る の は 1 日 目 のみ で2 日目 以 降 は 全く刺激 を 示 さ
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図 12　Dose・response 　between 　FSH 　and △4　secretion
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P 分 泌 に つ い て 図 13 と同様 に 表 示 し た ．
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　 図13Effect 　of　Bu2cAMP 　on △ 4　secretion

　左に 用量反応曲線，右 に Bu2cAMP 　IO『3M の 効果

の 経 日 的変化を 示 す．Bu 、cAMP 非添 加 時の △ 4分泌

量 を 1  O％ と し
， 図 9 と同様 に ％値 で 表示 した．
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ず， 4 日目以降む し ろ抑制的に 作用する傾向が認

め られた．

　（iv）Dibutyryl　cyclic　AMP （Bu2cAMP ）

　10−7〜10”2M の 濃 度 の 範 囲 で Bu2cAMP の 培

養24時間の ス テ 卩 イ ド分泌に 及ぼす効果を調 べ て

み る と
，

Bu2cAMP は 用 量反応的 に △ 4 と P の 分

泌 を刺激した （図13，14）．即 ち，10−SM か ら刺激

効果 を示 し始め ， 最大有効濃度 は 10僧3M
で △ 4 分

泌を4，4± 0．8倍 ， P 分泌を 4．4± 0．7倍に 増加せ し

め た 。E ， に対 して は一定 の 効果を示 さなか つ た ．

　次 い で Bu2cAMP 　10− 3M
の 効果 の 経 日的変化

をみ て み る と， △ 4 分泌 へ の 剰激は 2 日 目4．5倍 ，
4

H 目6，1倍で
， 8 日 目以降や や低下傾向を示す もの

の ， 10日 目に お い て も3．4倍 と明 らか な刺激効果が

保た れ て い た （図 13）．また P 分 泌に対 し て も ，

3．9〜6．1倍の 範囲で 10日間に わ た りほ ぼ横ば い 状

態で 刺激効果 が保た れ て い た （図 14）．

　　　　　　　　　考　　案

　卵巣機能 の 解明の た め に は
，
in　vivo に お け る研

究 と共 に
，
in　vitro に お い て 各卵巣構 成成 分毎 に

その 機能を調 べ る こ とが重要で ある。特に ヒ トに

お い て は
， 倫理 上 in　vivo で の 研究に は 多大 な制

約が課せ られ て い るた め ， in　vitro の 実験系 の 確

立 が不可 欠 となる．本研究 は 著老の検索 した 限 り

ヒ ト に お い て 初 め て 卵巣莢膜細胞層を単層培養し

た もの で あ り， 先に 述べ た ヒ トに お ける in　vitro

の 実験系 とい う観点か らみ て 非常に意義深 い もの

で ある と考 える．

　従来， 卵巣莢膜層の 研究に は 組織 片培養系が用

い られ る の が通例 で あ り，
い くつ か の 知見が報告

され て い る
1）4）18）IS）。こ の 組織 片培養系 と今回 用い

た 単層培養系の 長所 ・短所 を比較 し て み る と ， ま

ず単層培養系が 組織片培養系 に優 る点 とし て ， 

単層系の 方が，dish　1個あた りの 細胞数を よ り正
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確 に
一

定に 保て る ，   薬物を添加 した場合 に
， 組

織片系で は 組織中心 部 と 周辺 で 濃度勾配 を生 じ る

が，単層系で は生 じな い ，  単層系 の 方 が薬物効

果 に 対す る感受性が高 い   単層系 に お い て は ホ

ル モ ン 分泌 量等 を ， 単位細胞数あた りの 数値で 表

現で きる た め ，莢膜細胞 と顆粒膜細胞 ・黄体細胞

との 比較，あ る い は
， 正 常卵巣 と各種病態 との 比

較に 有利 であ る ， 等が挙げ られ る。一方単層培養

系が劣る点 と し て
，   組織片培養系に 比 して ， よ

り in　vivO よ り遠 ざか つ た 環境で の 培養で あ る ，

  酵素処 理 に よ り細胞傷害が起 こ りうる ， 等が考

え られ ， 単層培養を 行な う場合 に 常に 留意せ ね ば

な らない 問題点 で あ る，

　本研究に おけ る培養細胞 が ， 真に 莢膜組織中 の

ス テ ロ イ ド産生細胞を培養した もの で ある か どう

か を調 べ る た め
，

い くつ か の 形態学的検討を加 え

た ．まず Oil　Red　O 脂肪染色で 多数の 脂質顆粒が

証明され ， 培養細胞 の ス テ ロ イ ド産生能が示唆 さ

れ た。次い で Levy 　et　al．ii ］
の 方法に よ り，培養細

胞中 に ，ス テ ロ イ ド産 生細 胞 に 特異的で あ る 3β

HSD 活性が証 明 され，本法に よ る培養細胞 は ス

テ ロ イ ド産生能を有す る細胞で ある と結論す る こ

とが で きた ．尚， 培養細胞 に は 3β HSD 陽性細胞

と陰性細胞 の 両方が混在 し ， 3β HSD 陽性率 は 約

60％で あつ た ．Hiura　et　a1 ．は 電顕を用 い た 研究
9）

に お い て
，

“
ヒ トの 内莢膜層 は

， （1） fibroblast−like

cells
，　（2）　theca　gland　cells ，　（3）　transitional

cells の 3型の 細胞 よ りな り， 外莢膜層 は 主 に （1）

よ りな る．Graafian　follicleの 内莢膜層 に お い て

3型 の 占め る割合は
， （1）： （2）： （3）＝ 26 ：44 ：30

で あ り， ス テ ロ イ ド分泌能を有す る の は （2） と

（3）で ある．
”

と述べ て い る．今回 の 培養細胞が
，

莢膜内 ・外層を disperseし た もの で あ る こ とを考

える と，60％の 3βHSD 陽性率は
， 莢膜組織 中の

cell 　population を良 く反映 し て い る と思わ れ る．

　形態学的観察に 次 い で ，培養莢膜細胞 の ス テ ロ

イ ド分泌能を 基礎 ス テ ロ イ ド分泌 と ゴ ナ ド ト ロ ピ

ソ へ の 反応性 の 2 つ の 観点か ら検討 し た．その 結

果 ， 培養莢膜細胞 は多量 の △ 4 と中等量 の P を分

泌 し， こ の △ 4 と P の 分泌 は
，

LH ／HCG と Bu2

cAMP に よ つ て 刺激 され る こ とが明 らか に な つ

た ． こ の 知見は
， 1970年代半ば よ り，

まず実験動

物 に お い て 明らか に され
7）8）12｝

，次 い で ヒ ト
L81

にお

い て も認 め ら れ た い わ ゆ る
“
two −ce11

，
　 two −

gonadotropin　theory”
， 即ち莢膜細胞層は LH の

支配の 下 に androgen を分泌 し ， 顆粒膜細胞層 は

FSH の 支配 の 下 に androgen を estrogen に 変換

す る と い う通説に 概ね
一

致す るも の で ある （P の

分泌に つ い て は 後 に 考察を 加 え た ）．従つ て培養莢

膜細胞 は ，ス テ P イ ド分泌能 の 点で も in　vivo で

の 莢膜細胞 の 機能 をそ の ま ま維持 し て い る こ とが

明 らか に された 。

　次に 個 々 の ス テ ロ イ ドの 分泌 に つ い て 考察を加

え て み る と ， まず androgen に つ い て は ，培養莢膜

細胞 は 多量 の △4 を分泌 し，その 2 日 目に お げ る

分泌量 は 今回測定 し た 5 種 の ス テ 卩 イ ド中最大で

あつ た が，
一方 ， △4 の 分泌は 短命 で

，
48時間以降

は急激 に減 少 した 。莢膜が △ 4 を分泌 する こ とは

先 に 述べ た よ うに 諸家 の 見解 の
一

致を み て い る

が，そ の 分泌 が 短命で あ る こ と も また 吉 村
1｝

，

McNatty 　et　aL13）
の 莢膜組織片 を用い て の 研究に

お い て観察 されて い る ．従 つ て ，莢膜 の △ 4 分泌能

は
，
in　vitro の環境で は急速 に 活性を失 な うも の

で ある と推定する こ とが で ぎ，
こ の こ とは 今後本

培養系を用 い て 莢膜 の 機能 の研究を 進め る際に常

に 念頭に お か ねば な らな い 問題点 で ある と い え

る e

　Estrogenに つ い て は ，今回 E2 を測定 し た が，そ

の 分泌は △ 、

・P に 比 し て 少量で あつ た． ヒ ト莢膜

の E2産生能に 関 して は
， 莢膜 に は E2 産生能無 し

とする 報告
i4）

と有 りとす る報告
3｝6）13）とがあ り，未

だ結論が 出て い ない ，
一

般 に 培養細胞 の E2 産生

能を知 るた め に は ，基礎分泌 の 他 に ム ベ 丁 等の い

わ ゆ る aromatizable 　androgen を基質 と し て 投

与 し て aro！natase 活性を測定す る こ とが必要 で

あ り
14），本培養系を用 い て 莢膜の E2 産生能に 結論

を出すた め に は 今後さ ら に 検討を加 えねばな らな

い 。

　 P の 分泌 も興味ある パ タ
ー

ン を示 し た ．即 ち ，

in　vivo で の 莢膜 の P 産生 は 多 くな い と考え られ

る の に ，培養系で は 莢膜細胞 は初期よ り中等量 の

P を 分泌 し， 6 日 目まで増量 した後横ぽ い 状態で

N 工工
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10日目ま で P 分泌を保つ た の で ある．同様 の 傾向

は
， 吉村

1｝
， McNatty 　et　aLi3 ｝

の 莢膜組織片で の研

究で も認め られ て い る．
一
方，培養顆粒膜細胞に

お い て も相当量 の P の 分泌 が長期持続す る こ とが

知 られ て お り
1）

， 顆粒膜細胞の 黄体化 15）
と呼ばれ て

い る ．そ こ で 著者ら は
， 培養莢膜細胞に よる P の

分泌は in　vivo に お け る P 産生を反映す る の で は

な く， む しろ
“

培養莢膜細胞 の 黄体化
”

とで も呼ぶ

べ き現象が起 こ る結果で ある と推察 して い る．莢

膜細胞 の 黄体化が なぜ起 こ るか に つ い て は
， 卵胞

中に 存在 す る 黄体 化 を抑制 す る 因子
5）
よ りの 解

放 ， そ の 他が考 えられる が
， 今回 の 研究か らは明

らか で な い ．尚， 本研 究で 混入顆粒膜細胞が P を

分泌 し た 可能性は
， 実験の 都度 ， 組織検 査に て顆

粒膜の混入を除外 し て い る の で否定的で ある．

　 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン と cyclic 　AMP （cAMP ）誘導体

の 添加実験 で は
，

LH ／HCG と cAMP に よ り △4

と P の 分泌が刺激 され る こ とが 明 らか に な つ た 。

さ ら に LH ／HCG と cAMP の 刺激効 果 の 経 日的

変化 をみ て み る と， LH ／HCG の 効果は ，△4 に関

し て は 1 日目， P に 関 し て は 4 日 目ま で の み 顕薯

で あっ た が，cAMP の刺激の 効果は △4
。P の 双 方

に関 して 10日 目ま で維持された．こ れは 培養細胞

の 細胞膜表面 の LH ／HCG 　receptor の機能が
， 本

培養系で は比較 的早期 に 失 なわれ るが ， LH ／HCG

receptor ・adenylyl 　cyclase 　system に よつ て賦 活

化 され る一連 の 系 の うち ， cAMP よ り後の 系は 培

養後時間が経過 し て も intactで あ る こ と を示 唆

す るもの と思わ れ る．

　FSH は
，　LH ／HCG に 比 し高濃度 （100ng／ml 以

上）で ム ベ P 分泌を刺激 した ．しか し今回用い た

NIMDD ・hFSH ・2 （AFP 　2844B ） の biopotency
は ，FSH 　39251U／mg ：LH 　5231U／mg で あ り， 約

10％の LH 　activity の 混入 が あるた め ， 100ng／ml

以上 の 濃度で は FSH 中の LH 　activlty に よ り刺

激効果の 発現す る可 能性 があ り，今回 の デ ータ の

み で 直 ち に 莢膜細胞が FSH に も反応す る と結論

する こ と は で ぎず ， さ ら に検討を要す る問題で あ

る．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 一

　以上 を総括す る と，今回報告 した 莢膜細胞単層

培養系は ，origin で ある莢膜内外層 と ほ ぼ同 じ比
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率 （60％）で ス テ ロ イ ド分泌細胞を含む こ とが形

態学的 に 証 明 され ， ま た LH に 支 配 さ れ た an ．

drogen分泌 と い う in　vivo で の 莢膜層の 機能 を

と どめ る こ と が 明 らか に な つ た ．そ し て an −

drogen分泌 と LH へ の 反応性 は 培養 開始後時間

が経過す る と次第 に失 なわれ；
一方 P の 分泌が 長

期間維持 され る こ とも判明 し た ．従 つ て 本培養系

は，今後莢膜細胞層の in　vitro で の 研究に十分有

用 で ある と考え られ ， そ の 際特に 24時間程度の 短

期培養を重視す る 必要が あ る と推察され る．最後

に
， 莢膜本来の 機能の 研究か らは 多少はずれ るが，

黄体化の 機構 の 莢膜 の 立 場 か らの 検討に
， 本培養

細胞の 長期培養を応用 し うる の で は な い か と考え

る．

　稿 を 終 る に あた り，終始 御懇 篤 な る 御 指 導，御校閲を賜

わ りま した恩師飯塚理 八 教授 に深甚な る 謝意を捧げま す．

ま た終始御指導戴きま した 中村宰雄 講師 に 深謝致 し ます．

更 に 貴重 な 御助 言 を戴 き ま した 今井 重之博士 と 実験に 協力

戴きま し た 慶応健康相 談 セ ン タ
ー
婦人科研究室橘川 絹代嬢

に 感謝致 します．検体採 取 に 快 く御協力下 さい ま した 荘 病

院，川 崎甫 立病 院，荻 窪病 院，済生会中央 病院 ， 国立 埼玉

病院の 産 婦 人 科 の 諸兄諸姉 に 深謝致 し ます。さ らに ，hLH ・

hFSH を快 く提供 し て 戴 ぎま し た National　 Institute　of

Child　Health　and　Human 　DevelopmenWC 感謝致 し ます，

　本 論文の 要 旨は ； 第55回 日本内分泌 学会 秋季大会，第36
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学 会 （Quebec）に て 発表 し た ．本 研究 の 一
部 は，文部省 昭

霜56〜58年 度 科 学 研 究 費 補 助 金 一般 研 究 （B ）No ，
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もの で あ る こ とを付記す る，

　　　　　　　　　　文　　献

　 1．吉村泰典 ：組織培養法 に よ る顆粒膜細胞，莢膜組

　　 織の steroidogenesis の 研究
一

特 に 多嚢胞 性 卵 巣

　　 症候群に つ い て
一．日産婦誌，33 ：1005， 1981．

　 2・Barbieri
，　 R ・L ．，〃盈 万s，　 A ，　 and 　 Rpan，　 K ．f．：

　　 Effects　of　insulin　on　steroidogenesis 　in　cultured

　　 porcine　ovarian 　theca．　Fertil，　SteriL，40： 237，
　 　 1983．

　．3．翫 魄 S．K ．，　Wenla，　A ．C．　and 　Channing ，　C．P．　tt

　　 Steroidogenes量s　by　human 　ovarian 　celi　types　in

　　 culture ：Influence　of　mixing 　of 　cell 　types　and

　　 effect 　of　added 　testosterone，　J，　Clin，　Endocrinol．
　　 Metab ．

，
50 ： 274，1980，

　 4。Channing．（］．　P ．」　Steroidogenesis　 and 　 mor ・

　　 phology　of 　human 　ovarian 　cell 　types　in　tissue
　　 culture ．　J．　Endocr ．，45：297，1969．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

JapanSociety  ofObstetrics  and  Gynecology

936 t1･gpteeptmamatuNOptee$Mvaagasza  Neerege.36ts6e

5. Channing C,P,; Follicular non-steroidal

   regulators.  In Ovarian Follicular and  Corpus

   Luteal Function. (eds. Channing, Marsch, and

   Sadler), 327. Plenum Press, New  York,  1979,

6. Dennql?Jrs, B.L., AriZsson, L. and  llkenzbe7geny

   L,: Steroid and  adenosine  3',5'-monophos-

   phate formation in granulosa and  thecal  cells

   frorn human  preovulatory follicles in respense

   to human  chorionic  gonadotropin. J. Clin, En-

   docrinol. Metab,, 54 : 436, l982,
7. EimZleson, G.Fl and  Ryan, KJ  : Stimulation of

   testosterone  production in isolated rabbit

   thecal tissue by LHIFSH,  dibutyryl cyclic

   AMP,  PGF2a,  and  PGE2. Ende,, 99 : 452, 1976.

8. Fbrtune, IE  and  Armstrong D.7;: An-

   drogen  production by theca and  granulosa

   isolated from  proestrous rat  follicles. Endo.,

   100 : 1341, 1977.

9. Hiua  M., Nbgtxwa, T  and  Flaij'iwam. A.:

   Electron microscopy  of  cytodifferentiation  and

   its subceliular  steroidogenic  sites  in the theca

   cell  of  the human  ovary.  Histochemistry, 71 :

   269, 1981.
10. K17sergu. M:  Ovarian steroidogenesis  in

   Japanese patients  with  polycystic ovary

   syndrome.  Endocrinol. Japan., 27 : 541, 1980.

11. Letoc HL, Deane. HIVV'1 and  Rzabin, B,L.:

   Visualization of steroid-3Pol-dehydrogenase

   activity  in tissues of  intact and  hypo-

   physectomized  rats. Endocr. Med., 65t 932,

   1959,

12. Mden's, A, and  R)an, KJ;  Progesterene,

   androstenedione,  testosterone, estrone,  and

   estradiol  synthesis  in hamster 6varian follicle

   cells.  Endo,, 96 : 694, 1975.

13. MltMtty. KLR,  imleris, A., DeGmzia. C.. Osath-

   anondh,  R. and  Ryan, K.J: The  production

   of progesterone, androgens,  and  estrogens  by

   granulosa cells,  thecal tissue, and  stromal  tis-

   sue  from human  ovaries  in vitro.  J. Clin, Endo-

   crinol. Metab,, 49:687, 1979.

14. Mbon, MS.. 7lsang B,K., Simpson, C. and

   Amastrong D.71 : 17fi-estradiol biosynthesis

   in cultured  granulosa and  thecal cells of human

   ovarian  follicles: Stimulation by follicle-

   stimulating  horrnone, J. C!in. Endocrinol,

   Metab., 47:263, 1978.

15. Mcosia, S. V  : Cytological analysis  of  in vivo

   and  in vitro  lutenization. In Endocrine

   Physiopathology  of the  Ovary (eds. R,I, Toz-

   zini,  G. Reeves and  R.L. Pinecla), 101. Elsevierl

   North-Holland Biomedical Press, Amsterdam,

   1980.

16. Stoklosowa. S,, BtxhnJ  and  Grqgoms2cu2ufe. E  :

   Some  morphological  and  functional character-

   istics of  cells of the porcine theca interna in

   tissue culture.  Biol, Reprod,, 19 : 712, 1978,

17. Stoklosowa, S., Gregomsaceule, E  and  Chan-

   ning  C.R : Estrogen ancl progesterone secre-

   tion  by isolated culturecl porcine thecal and

   granulosa cells, Biol. Reprod., 26 : 943, 1982.

18. 71saug aK., Amastrong D.71 and  VZhiptelal f
   E:  Steroid biosynthesis by isolated human

   ovarian  follicular cells in vitro.  J, Clin. Endo-

   crinoL  Metab,, 51:1407, 1980,

       (kSlraN No.  5472 ng59-3･19ecN)

NII-Electronic  


