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　 　 　　 　 Neonatal　urine

　　　　　　　　　緒　　言

　近年 ， 周産期医療技術 の 進歩に よ り周産期死亡

率 の 低下 をみ て い るが，不幸 な転帰を とる 未熟児

は 少な くな い ．従 つ て ， 産科で は こ うし た 未熟児

を 出生 させ な い た め に 早 産管理 を行 な つ て い る

が
， 治療の 内容は 対症 的な もの で ある に すぎな い ．

そ の た め ， 分娩発来 の メ カ ニ ズ ム を解明 し 陣痛発

来そ の もの を根本的に 抑制で ぎるな らば， よ り効

果的 に 未熟児の 出生を防止で ぎる もの と考え られ

る ．

　 1934年 に von 　Euler2s）O＝ よ つ て 抽 出 さ れ た

Prostaglandins（PGs ） の 薬理作用が明 らか に さ

れて か ら ， 今 日ま で に PGs の 分娩発来 に お げる重

要性 が 明 らか に さ れ て きて い る．ま た ， さ ら に

PGs の 前駆 物質で あ る ア ラ キ ドン 酸代 謝 に つ い

て もし だ い に 明 ら か に され つ つ あ り， リ ン 脂質

一ア ラ キ ドン 酸一PGs 産生系 に 関す る知 見が 得

られて きて い る
2）3）．

　 今回 ， 羊水 と胎児 とが 分娩発来 に どの よ うに か

か わ つ て い る か を PGs 産生系 か ら見 る 目的で ，ア

ラ キ ド ソ 酸 遊 離 に 関 す る phospholipase　 C

（PLase 　C）活 性 と そ の 基 質 で あ る phospha ・

tidylinosite1 （PD を測定 し検討を加 え た ．

　　　　　　　　　 方　　法

　 L 羊水中 phosphatidylinositol（PI）の 測定

　 羊水 は正常妊婦を 対象 とし分娩時に 人工 破膜を

行な うか ， ある い は 産科的適応 に 基づ く羊水穿刺

を行な い 採取 し た ．混濁羊水や血性羊水は 対象か

ら除 き，
− 20℃以下 に 凍結保存す る か ， そ の ま ま実

験 に 供与 し た ．

　 PI の 分離は Alexandros 　 et　 al．5）
の 変法 に よ る

thin　layer　chromatography （TLC ） で 行な つ た ．

ス タ ン ダ ー ドと して Sigma 社 の

　 sphyngomyelin 　（bovine　brain），L一
α
・phospha ・

tidylcholine 　（bovine 　brain），　L一
α
・phos −

phatidylinositel（soy 　bean ），　L一
α
・phosphatidyl・

L・serine 　（bovine　brain），　L α
一phosphatidyleth−

anolamine （egg 　 yolk）， 、L ・α 一phosphatidyl・DL
−

glycero1（egg 　lecithin）を使用 し た ．　 TLC 　plate

は Merck 社 の TLC 　plate　silicagel　60，20cm × 20

cm ，　layer　thickness　O．25mm を使用 し た ．

　試料で ある 羊水 を100× g で 10分間遠心 し ， そ の

上 清 1m1 を と り， こ れ に Folch 液 （chloroform ／

methanol ＝ 2 ：1，
　 v ／v ） 3ml を加 え 10秒間振盪 し

た．そ の 後 さ ら に 1
，
500× g で 5 分間遠心 した 後

chloroform 層を全量採取 し，　 N2気 流下 に乾固 し

た ． こ れ を少 量 の chloroform に 溶 か し 全 量 を

TLC 　plate へ うつ し た 。発色は ヨ
ー

ド蒸気を用い

て 行な つ た ．PI は ス タ ソ ダ
ー

ドの Rf 値 よ り同定

した．

　次に ， 発色 させ た TLC 　plateを SHIMAZU ，

dual　wave 　le  th　TLC 　scanner 　CS ・910に か け て

densitometric　 trace を 得 た ．測 定 条 件 は

reflection 方式で reference 　 760  ，
　 sample 　 360

  の 二 波長 ジ グ ザ グ ス キ ャ ン と し，chart 　speed

は 20mm ／min ．と した ．得 られ た densitornetric

trace を各 リ ソ 脂質成 分ご と に 切 り取 り，そ の 紙

片重量か ら各成分の 比 率を求め た ．二 の 組成比 と，

別に 過塩素酸
一硫酸 ヒ ド ラ ラ ジ ン 法

1）に よ つ て 測

定 した 総 リ ン 脂質 の 値 とか ら PI を 半定量 した ．

　 2．Phospholipase　C （PLase　C）活性測定

　 （i）基質の 作製

　 PLase　C 活性の 測定 は
， 小野薬品中央研究所 の

方法 に 準 じ RI を用 い た enzyme 　assay に よ り行

な つ た ．基 質は L ・α 一phosphatidyl 〔2−3H 〕inositol

（9．3Ci／m 　mol ）　（Amersham ） に L α ・phospha−

tidylinositol（Sigma 社）を 加 え ， 図 1 に 示 す 手順

で 作製 した．

　　（ii）羊水 中 PLase　C 活性 測定

　 羊水 を 100× g で 10分間遠心 後 ， その 上 清 を 250

μ1 と り enzyme 　source と し た ． こ れ を 37℃ で 3

分間 preincubate し た の ち，基質 140μ1（0．｛｝5μCi，

N 工工
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図 1　　Preparation　of　substrate 　for　phospholipase

　C　assay （10〔｝samples ）

0．045μ mol ）を加 え混和 し
，
　37℃ の 振盪槽で反応 さ

せ た ．chloroform ／methano1 （1 ：1，　v ／v ）溶液 2ml

を加 え混和 し氷水 中へ 入 れ ， さ らに 10mM 　EGTA
100μ1を加 える こ とに よ り反応を止め ，0．IN 　HCI

100μ1を 加 え混 和 し た の ち 1，500×g で 5 分 間遠

心 した．分離 した 上層 （メ タ ノ
ー

ル 層）か ら1ml と

りACS 　 II （Amersham ）を 10ml 加 え ALOKA
LSC 　700で 1 分間 カ ウ ン ト した．なお

， 測定 は

duplicateで 行 な つ た ．

　 （iii）羊膜 中 PLase　C 活性 測定

　正 期正常妊娠で 陣痛発来後 の 羊膜 （2．21g）を氷

上 で ミ ン チ に し た の ち ， S−T −M 液 （0．25M 　su −

crose ，　O．05M 　Tris　HCI　pH 　7．5，0．05M 　MgCl2 ）6

ml を加 え，　 polytron （Kinematica，　GmbH ）， テ

フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー
に よ り氷水中で磨砕を くり

返 し ホ モ ジ ネ ー
ト を得た ．こ れ を 700Xg で 10分聞

遠心 し ， さ ら に そ の 上清を 105，000× g で 60分間遠

心 し得 られ た 上 清を enzyme 　source と し た ．

　基質 140μ 1 と105，000 × g 上 清250μ 1 とを混 和 し

37℃で 3分間preincubateした の ち
， 50mM 　Ca　Cl，

10μ1を加 え反応を 開始 させ た．以下 の 操作 は 前述

の と お りで ある．
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　　（iv）新生児尿中 PLase　C 活性測定

　 Apgar　score 　8 点以上 で 生後 6 日目以 内の 正 常

成 熟新生 児か ら得た尿 を
一20℃ 以下 に凍結 し実験

ま で 保存 した ．

　 新生 児尿 を 1，500Xg で 10分間遠心 した の ち，そ

の 上 清250
μ 1を と り enzyme 　source と し た ．こ れ

に buffer　A （10mM 　 HEPES 　 NaOH 　pH 　 7．3，

containing 　lmM 　EGTA ）500μ 1を加え ， よ く混

和 し氷水 中に お い た ．enzyme 　assay は （iii）と同

様に 行 な っ た カ1
， chlorofo   ／methano1 （1 ：1

，

v ／v ）溶液を 3m1 と し た．

　 3．新生児尿中 PLase　C の 部分精製

　 新生児尿 の 採取 ， 保存は 前述 の とお りで あ る．

なお，以下 の 操作は す べ て 4 ℃以下で 行な つ た ．

　 PLase　C 活性 の 測定 は 羊水 中 PLase　C 活性 の

測定 と同様 の 方法で 行な つ た が
， enzyme 　source

を50μ1 と し，50mM 　CaCl
、 10μ1を加 え ，

　 chloro −

form／methano1 （1 ：1，　v ／v ）溶液 を 1m1 と し た ．

ま た 遠 心 後の メ タ ノ ー
ル 層 か ら500μ 1と り，加 え

る ACS 　IIは 5m1 と し た ．

　 解凍した 尿を900 × g で 10分間遠心 し ， 得 られた

上清は 3，180mlで あ つ た ． こ れ に 固形 の 硫酸 ア ン

モ ニ ウ ム を 加 え （50％飽 和）溶 解 さ せ た の ち

10，000Xg で 5 分間遠心 し沈渣 を得 た．得 られた

沈渣 を buffer　A に 溶解 した の ち
， 同 bufferを透

析外 液 と し て
〜

昼 夜透 析 し た．透 析後，DEAE
sephacel （Pharmacia）を充填 し た col  n （2．5

cm 　x 　22cm）に 添 加 し，そ の 後 buffer　A を 流 し

O．10M ，お よ び O．15M 　KCI に よ り step　wise 　elu −

tionを 行な つ た．なお
，
　fraction　volume は 5m1 で

fiow　rate は 100m1 ／hr．と し た ． こ の よ うに し て得

られた 各 分画 の PLase　C の 活性 を前述 の 方法 で

測定 し た （図 2）． これ ら の 分画の うち活性 の 認め

られた 分画を集め visking 　tube に 入 れ ，
　 polyeth−

yleneglyco1（Sigma） の 乾燥粉末 を用 い 抽出液を

約2．5m1 に 濃 縮 し た ． こ の 濃 縮 液2．5ml を Se−

phadex 　G −100 （Phamlacia）を充嗔 した column

（2．8cm 　x 　50cm）を用 い ，　 flow　rate 　O．39m1／mi1 ．
，

fraction　volume 　5m1 の 条件で ゲ ル ろ 過 し た。得
られた 各 分画 の PLase　C 活性を前 述の 方法 で 測

定 した （図 3 ）．なお，蛋白 の 定量 は Bradford61氏
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法 に よ つ た．

　分子 量 マ
ーカ

ーと し て Sigma 社 の human 　al−

bumin （M ．W ．＝ 68．000），　ov 　albumin （M ．W ．＝

45，000），soybean 　trypsin 　inhibitor（M ．W ．　・＝

20，100）を用い ，void 　volume と total　volume は

そ れ ぞ れ blue　 dextran　 2，000 （Pharmacia），

DNP −phenylalanine （Sigma） に よ り決定 し た．

　　　　　　　　　 成 　　績

　（1）羊水 中 PI は 妊娠 30週 以 前で は 低値で ある

が，妊娠 30週 を過 ぎる頃か ら上昇 しは じめ ， 妊娠

36週 な い し 37週 で ピ ーク とな り， 以降漸 減傾向 に

あつ た （図 4 ）．

　（2）妊 娠 中 期 か ら末 期 に か け て の 羊 水 中

PLase　C 活性 の お お ま か な推移を見 る 目的で ，羊

水を妊娠 19週 か ら30週 ，
31週か ら36週 ，

37週か ら

42週の 3 グ ル
ープ に 分け活性 を測定 した ．す る と

妊娠 30週 以前 で は ほ と ん ど活性 が見 られ な い が
，

妊娠週数が増す に つ れ て 活性 も強 くな る傾向が 見
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図 5　Phospholipase　C　activity 　in　amniotic 　fluid　of
various 　weeks 　of　gestati  n

られた ．そ こ で 妊娠19週，32週，36週 ， 40週 の 羊

水 を用 い て 反応 時間 15分ま で 3 分毎に 活性を du−

plicateで 測 定 し た （図 5 ）．

　比 活性の妊娠経過 に 伴 う変化は 妊 娠 19週 か ら40
週 ま で

， そ れぞ れ0．13
， 0．40，0．55

，
0．58nmol／

mg ・protein／min ．で
， 妊娠 36週 ま で は 比 活性が増

加 して い るが
， 妊娠 36週 と40週 の 間で は さ ほ ど変

表 l　　Phosphatidylinosito1−specific 　phosphohpase

　Cactivity　in　amniotic 　fluid　of 　various 　weeks

　 Qf　gestation

gest．
weeksnInol

／min ． totalprQtein
（mg ）

nmol ／mg ・
protein／min ．

4 
363219

O．510
．370
．310
、21

0．875D
．6750
，775L625

0．580
．550
．400
，13

化が見 られ な か つ た （表 1，図 6）．なお ， 今回 の

羊水 中 PLase 　C 活 性 の 測定 に あた つ て，　 pH や

Ca イ オ ン 濃度の 調整は 行 なわ なか つ たが ，実際 の

反応系の pH は 6．6か ら6．8で
，
　Ca イ オ ソ は 0．75か

ら1．52mM の 範囲で あつ た．

　羊膜の 105，000× g 上 清 を 用 い て 反応 時間60分
ま で の PLase 　C 活性を測定 し た と こ ろ ， 図 7 に示

す よ うに 強 い 活 性 が 認め られ た．比活 性 は 25．1
nmol ／mg ・ protein／min ．と羊水 に 比 べ て か な り

強 く， そ の 約43倍 で あつ た ．

　新生児尿 の 1，500× g 上清 に は 強 い PLase 　C 活

性 が 存在 し，比 活 性 は 33．3n　mol ／mg ・protein／
min ．で あつ た （図 8 ）．

　PLase 　C 活性を正期羊水，羊膜 ， 新生 児尿 で 比

較す る と， そ れ ぞ れ の 比活 性 は 0．58
，
25．1，33．3

nmol ／mg ・protein／min ．で あ り， 新生 児尿 中 の

PLase 　C 活性 が最 も高か つ た ．

　（3）新生 児 尿を900Xg で 10分 間遠心 した 上 清
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3，180ml を用 い て 塩 析，脱塩 し得 られた 蛋白溶解

液 を DEAE 　cellulose 　column 　chromatography

に か け ， KC1 で step 　wise 　elution を 行な つ た と こ

ろ ， 図 2 に 示 す よ うに 0．10M 分画に PLase　C 活

性 の ピ ーク が見 られた ．そ こ で ，矢印で示 し た 分

o　 ］　 5　 9　12 ］oinO 凵batio 日　time 　（陶工n ，〕

2
田

ぢ
ヒ・
圏
〉

自

5
℃
器隠
3
皀

。
冨
且
召
鼠
亠自
＃。，
自
H

09工

021

60

D

図 7　　Phospholipase　C　activity 　in　the　105 ，000xg

　supernatant 　fraction　of　amnion

21
（
宕
日

10囗）
　　　　
8
　
　
　

　　
5
　
　

　

　
　

4
　
　

　

　
　

2

℃
・

の

。
ω

宕
』

。
罵
」

匹

8
且
宀。ρ
甥
。

qH

15　 30 60 120　　　　　　　　　　 180

　 　 　 1nc姐ba しior臨　ti 跚e 　（m ⊥n噛）

（
5
摺。
」

臼
普丶固
呂

遣）
η
ωの幻 
Hm

』

。尹
口

髱り。
£
−
H。
該
u。目
H

　

　

　

　　　　　　　　　　　　　
　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　　　　　　　　　　　　　
　

O

6段

40

ZO

図 8 　Phospholipase　C　activity 　in　urine

表 2　Partia隻ptlrification　of 　phQspholipase　C　in　neonatal 　urine

Step
Tbtal　protein
　　　（mg ）

ユbtal　 activity

（μ mQ レhr．）
　　　Speci血c　 activity

（μ mol 〆mg ・protein／hr・｝
Yield
（％ ）

Supernatant　 of
　　900× 95

  ％ 〔NH4 ）2SO4

precipitate
DEAE −Cellulose
Sephadex　G −100

378 ．491

．3

　　5．6
　　0．7

156．2

　 9，77

　 4 ．05
　　1．87

0．4130

．1070

．7252
，668

100．0

　 6．3

　　2．6
　　1．2
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画を濃縮 し ， さ らに Sephadex　G −100を用 い て ゲ

ル ろ過 を行なつ た と こ ろ ， 図 3 に 示す よ うに 分画

番号29 （elution 　volume 　145ml） を ピ ー
ク と して

PLase 　C 活性 が認め られ た．

　各 分子量 マ
ーカ ー

の 現 れ る分画番号 と分子量 の

対数 との 関係を図 9 に 示 し た ．こ の 図 か ら新生児

尿中 の PLase 　C の 分 子量 は お よ そ 33，000と推定

され た ．

　今回 の 実験で は
， 新 生児尿約 31か ら PLase　C

の 部分精製を 開始 したが ，その 間 の 活性 の 回収率

は 表 2 に 示す と お りで あ つ た．Sephadex　G −100に

よ り最終的 に 回収 された 活性 は 1．2％で
， 比 活性 は

2．67μ mol ／mg ・protein ／hr．で あつ た ．

　　　　　　　　　考 　　案

　 （1）羊水中 PI の 変動 に つ い て

　 羊水中 リ ン 脂質 の 由来 に つ い て は Giudicelli　et

aL8 ｝
の 以下 の 報告が あ る．すなわ ち ， 新生児の tra−

chea 田 uid と amniotic 　fluidの リ ン 脂質を比 較 し

た 研究で ，tracheal　fiuidの 方が amniotic 且uid の

約 3倍多 く含 ま れて お り， しか も どち らもその 組

成 に 差が な い こ と か ら，羊水中 の リン 脂質の 起源

を胎児肺 と考えた もの で ある．

　羊水 中 の リ ソ 脂質 の 中 で も と りわ け胎 児肺成熟

に 関 係 す る も の と し て phosphatidy 亘choline

（PC），　phosphatidylglycerol （PG ），
　PI の 3 者 が

着 目され て い る が，PI の 変動 と PC お よ び PG の

変動 と は大 ぎく異 な る
10 ）16 ）17 ）．PI は 妊娠 30週 頃か

ら羊水中に現れて ， 36週 な い し37週で ピ ーク に な

り以降減少傾 向を と る が
，
PG は 35週頃か ら ， そ し

て PC は 30週頃か ら増加 しは じ め 以降分娩 ま で 増

加 し つ づ ける．なぜ肺成熟の 指標で あ る と い われ

る PI が妊娠36週 な い し 37週か ら減少 し は じ め る

の だろ うか．そ れ に つ い て Kulvoich　et　al．
17 ）は 次

の よ うに考察 して い る．す なわ ち，肺胞 の形態発

達 と肺成熟を考 え る と， 円柱状 もし くは 円筒状 な

形 態か ら肺 胞 が 球 状 に 変化 す る過 程 で respir・

atory 　epithelium か ら の 分泌 が PIか ら PG へ と

変化 し
， そ の た め PI は妊娠 36週頃 か ら減少 し PG

は 妊娠35週頃か ら増加す る と考察し て い る． しか

し ，

一方 で は 十 分な PG が あれば RDS 　（respir −

atory 　distress　syndrome ）の 発症は な い が，　PG が

無 くとも RDS が発症 しな い 場合 がある
1°｝とか ，

PI 濃度 と RDS 発症と は 相関 し な い と い う報告
26 ）

もあ り，
PI の 減少を肺成熟の 面か らど うと らえる

か は 難 し い 問題 で ある．

　
一方 ，

PI をそ の 特徴的な脂肪酸組成 か ら見る と

1位 の位置 に主 に ス テ ア リン 酸を ，そ して 2位 の

位置 に 主 に ア ラ キ ド ソ 酸を含有 して い る．しか も，

PI が生合成 され る過程で ア ラ キ ド ソ 酸を PI に濃

縮 させ る よ うな形 で ， ア シ ル 結 合 さ せ る 系が存在

し，ア ラ キ ド ン 酸に 富ん だ PI が形成 されて い る．

こ れ は
，

ア ラ キ ド ン 酸が Prostaglandins （PGs ）

の 前駆物質で ある こ とか ら ，
ア ラ キ ドソ 酸の貯蔵

され る場 とし て PI が重要 な役割を果 た し て い る
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の で は ない か と考 えられて い る
4）．

　 こ の よ うな観点か ら見 る と ， 妊娠 36週 な い し 37

週 ま で 増加 し そ れ以 降減 少 し て い くPI の 変化

と ， 羊水中 PGF2 α 濃度 が妊娠 36週頃か ら増加 し

は じ め 分娩 に 至 る とす る Salmon　et　al．22）
の 報告

と は 興味深 い 関連が ある と考 えられる．す なわ ち，

羊水中 PI は PGs 産生 の た め に消費 され減少す る

の で は ない か と考 え られた ．

　以上か ら，PI が分解され る こ とに よ り，
ア ラ キ

ドン 酸 さ ら に は PGs が 産生 され て い く可能性 が

考 え られ ， また ，
こ の よ うな ア ラ キ ドン 酸産生に

不 可 欠 で あ る PI分 解 酵 素 ， す な わ ち phos −

pholipase　A ，ある い は phospholipase　C 活性が羊

水 中に存在す る可能性が示唆 された．

　 （2）羊水中 PLase　C 活性 に つ い て

　PGs と分娩 開始 とは 密接 な関係 が あ る と され

て お り， 妊婦血 中 ， 羊水中，子宮筋，羊膜，脱落

膜 な どに お ける PGs 産生 に つ い て の 報告が い く

つ か なされて い る
12）13）2°）23）．ま た 同様 に PGs の 前

駆物質で ある ア ラ キ ドン 酸 に つ い て も研究 され，

妊娠中期 の 治療的流産 を 目的 に羊膜腔中に ア ラ キ

ドン 酸 を注入す る こ とで ，ほ ぼ 自然 に近 い 形 の 分

娩 に い た らし め た と い う MacDonald 　et　 aL18 ）
の

報告が ， 分娩発来 と ア ラ キ ドン 酸 と の か かわ りを

興 味深 く示 し て い る．

　ア ラ キ ドン 酸 は 生体 内で は そ の ほ と ん どが リ ソ

脂 質に エ ス テ ル 結合 し て 存在す る が，PGs へ 合成

され て い くた め に は遊離型の ア ラ キ ドソ 酸 に なる

必 要 があ る．従 つ て ， リ ン 脂質か ら遊離型の ア ラ

キ ド ソ 酸 を 分離 す る phospholipase の 作 用 が

PGs 合成 の 第 1 段階 と い え る
2）3）．

一般的 に遊離 の

ア ラ キ ド ソ 酸 を 生 成 す る 酵 素 と し て phos・

pholipase　A2 （PLase　A2） と PLase 　C とがある

が ，今回，羊水中 e− 　PLase　C 活性 を見出 し測定 し

た と こ ろ ， 妊娠経過 と と もに その 活性が増加 し て

い る こ とが わ か つ た ．し か し
， 基 質 と し て L・α 一

phosphatidylcholine（β
一〔1・i4C 〕arachidonyl ，

α

’−

stearoyl ）を用 い た PLase 　A 、
　assay で は ， 羊水 中

に PLase 　A2活性 は 見 られ なか つ た ．

　 以上か ら，羊水中 に は PLase　A ，活性 は な い が

PLase　C 活性 が あ る こ とがわ か つ た ．そ し て
， そ

の 活性 は 妊娠40週を仮 に 100％ とす る と妊娠19週

で は 21．8％ ， 32週 で は 68．6％ ， 36週 で は 93．2％で

あ り， 妊娠 36週頃 ま で は 活性が 上昇 し て い くが ，

そ れ以降は 大 きな変化が な い もの と考 え られ た 。

ま た ， 1例 しか 調べ て い な い が
， 妊娠25週で 分娩

の 進行を抑 えきれ ずに早産 に 至 つ た 症例 の 羊水を

用 い て PLase　C 活性 を測定 した と こ ろ ， 正 期羊水

よ りも高 い 活性が認め られ た．症例が 1例 と は い

え，興味深 い 結果で ある と思わ れた ．

　こ こ で基質
一酵素一産生物 と い つ た 系か ら見て

み る と， 基質で ある PI の 減少が 前述 の よ うに 妊

娠 36週頃か らお こ り， 酵素 で ある PLase　C の 活性

がや は り こ の 頃で すで に最大 に 近 くな つ て い る．

また 産生物 で ある PGs に つ い て は ，
　 Salmon 　et

aL22 ）
や Hibbard 　et　a1 ．11）が 妊娠経過 に お け る 羊水

中 PGF 、α を測定 し た 報 告が ある ． こ れ に よ る と

両者 とも，妊娠 36週以前 で は低値を とるが ， 妊娠

36週を境に 羊水中 に PGF2 α が急増 し
， 分娩 第 1

期で は さ ら に増 し て ，そ の 増加 は頚管の 開大度に

比例す る と し て い る．こ の よ うに，基質で ある PI

と酵素で ある PLase　C と産生物質で あ る PGF2 α

とが時期を 同じ くし て 妊娠 36週頃 の 羊水 の 中で 変

化し て い る こ と は 非常 に興味深 い こ とで ある．実

際，臨床的 に も分娩に は結び つ か な い まで も，妊

婦が 自覚す る子宮収縮が 出て くる の は こ の 時期で

ある と い うこ と も密接 な関係がある と思わ れ る．

　な お，今回 の 実験で は羊水 そ の もの を基質に 作

用 させ ，pH や Ca イ オ ン の 調整は 行 なわ なか つ た

が
，

こ れ は 操作を加 えない 状態の 羊水で 活性があ

る か ど うか な見 よ うと した もの で ある．PLase 　 C

の 至適条件 は pH 　6．5〜7，521），　Ca イ オ ン 要求濃度

は 0．5mM （し か し
，

ア ラ キ ドン 酸 を添 加 す る と

10〜50μM の Ca イ オ ソ で 十 分活 性 を 発 揮 で き

る
4 ））で あ り，実験系の 条件は そ の 至 適範囲 内で あ

つ た と考 え られ る．

　 （3）羊膜中 PLase　C 活性 に つ い て

　 Schwarz 　 et　 al，25）が卵膜に は ア ラ キ ドン 酸が豊

富 に 含まれ て お り，
し か も陣痛開始後で は 開始前

に 比 べ て ア ラ キ ドン 酸含量 が有意に 減少す る と報

告 して か ら，分娩発来 に 関す る卵膜の 役割が注 目

されて い る．そ し て 岡崎
2 ）は PGs を 産生 す る組織
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と し て 卵膜組織に 着 目し ， 羊膜 と絨毛膜の リ ン 脂

質 中 の ア ラ キ ド ン 酸 を 測 定 し た と こ ろ ， PE

（phosphatidylethanolamine ）と PI の 中 に含 まれ

る ア ラ キ ド ン 酸 の み が分娩開始 に よ り有意に 減少

し た と報告 し た ．さ らに 羊膜，絨毛膜，脱落膜に

は PLase　C，　PLase　A 、 活性が存在 し ， 特 に羊膜で

高 く絨毛膜や 脱落膜に比 べ 3 〜 5 倍 の 高活性 を有

し て い る 20）と述べ て い る．ま た
，
PLase 　C 活性は

PLase　A2活性 よ りは る か に 高 く，し か も羊膜中の

活性の み が妊娠初期 よ り末期 で 有意に 高い こ とか

ら ， 羊膜 の 中で PLase 　C を介 した ア ラ キ ドン 酸遊

離機構が妊娠末期 に 向か い
， しだ い に で きあが つ

て い くと考察 し て い る
3〕．

　卵 膜組織お よ び 子宮筋 組織 に お ける PGs 合成

能に つ い て は Satoh　et　al ．24 ）の 報告が あるが
，
　PGE

は 主 に 羊膜 で 産生 され ，
PGF は 子 宮筋組織で 主 に

産生 され る． しか も， 羊膜 に は絨毛膜や脱落膜 に

比べ 10倍 も高 い PGE2 合成能が存在す る こ とが 知

られ て い る
15）．

　 以上 の よ うに，分娩の 発来 と羊膜 と の 関 りは 密

接で あ る と考 え られ て い る ，

　そ の 羊 膜 で は PLase 　C 活 性 の 90％以 上 が

105，000× g 上 清分画 に あ る
7）

こ と か ら，今回，羊膜

の 105，000× g 上 清分画を enzyme 　 source と して

PLase 　C 活性 を測定 した．その 結果，羊膜 中の 活

性 は 羊 水 中 の 活 性 の 約 43倍 で あ つ た ．羊 膜 の

PLase　C 活性 rb：　cytosol 分 画 で あ る105，000× g

上清分画 に あ る こ とな ど を考 える と，羊 水中 の

PLase　C 活性 は 羊 膜組織か ら
一

部細胞膜 を透過

して 流 出 して きて い る とも考 えられた ．

　（4）新生児尿中 PLase　C 活性

　従来か ら胎児は 何らか の 方法で 陣痛発来 に 関与

して い る で あろ うと考 えられ て い る．

　MacDonald 　et　a1 ．19）は羊水 ， 羊膜 ， 絨毛膜 ， 脱

落膜が 陣痛発来に 対 し活発に 代謝を 行なつ て い る

と述 べ て お り，ま た 胎児 も尿を介 し て 何 らか の情

報を 出 し て い る の で は な い か と推測 し て い る ．し

か し
， 今ま で の と こ ろ 胎児が尿を介 し て 陣痛発来

に どの よ うに 関与 し て い る の か に つ い て は 明確 な

幸艮告カミなし丶

　今 回 ， 羊 水 中 に 妊 娠 経 過 と と もに 変 化 す る

PLase　C 活性を見出 し ， そ の 起源 とし て胎児尿を

考え新生児尿を検索 し た と こ ろ ， や は り尿中に も

強い 活性が認め られた ．その 活性 の 強さは羊水 に

比 べ 約 58倍で あ り， 羊水中の PLase　C 活性 の 起源

と し て 胎児尿が最 も考え られ た．成人 に つ い て も

同様に調べ た が，成人尿中に PLase　C 活性 は 見 ら

れな か つ た ．

　 PLase 　C を単一
蛋 白に精製した報告が Hakata

et　a1．9＞
，
　 Takenawa 　et　al ．27 ）に よ つ て な され て い

る．Hakata　et 　al．は bovine　plateletか ら精製 し

た PLase 　C の 分子量 を 143，000と報 告 し ， ま た

Takenawa 　et　a1．は rat 　liverか ら精製 した PLase

C の 分子量を 約70，000と報告 し て い る．今 回 ， 我 々

が新生児尿 か ら部分精製 し た PLase　C の 分子量

は お よそ 33，000で あつ た．今回行な つ た部分精製

は 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム 50％ の 沈渣 を得て 開始 した．

しか し，表 2 に 示 す よ うに新生児尿 の 900Xg 上清

か ら次 の 段 階で ある硫酸ア ン モ ニ ウ ム の 沈渣を得

る段階で すで に 回収率が極め て 低 く， 今後は 方法

の 改良が必要 と考 えられた ，

　 Keirse　et　 al．14）の 報告 に よ る と正期 に お け る分

娩時 の 羊水中遊離ア ラ キ ドン 酸は 約2μg／lnl で ，

MacDonald 　et 　al．
i8 ）は 頚管開大以前 の 陣痛の な い

状態で は 100ng／ml 前後で ある と報告 し て い る．

今回測定 した正 期羊水 に 含まれ る PI が 0．015mM

前後で ある こ と か ら考 え る と ， 胎児の 尿中に 含 ま

れ る PLase　 C で 十分 な ア ラ キ ド ン 酸が 羊水 中に

産生 され る計算に な り，胎児が羊水中に 活性 の あ

る PLase 　C を放出す る こ とに よ り，陣痛発来 に一

部関与 し て い る こ とが示 唆された ．

　稿 を 終 え る に あた り，御指導，御校閲 を賜わ りま し た 恩

師真木正博教授 に 深謝 い た し ま す．
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