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概要　イ ン ヒ ビ ン （FSH 分泌抑制 因子）が ヒ ．ト卵胞液 （Human 　follicular伽 id以下 hFF と略）中に 存
在す る こ とを，ラ ッ ト下垂体前葉細胞単層培養系を用 い た in　vitro の 実験 に て 明らか に した ．次 い で ヒ

ト卵巣卵胞液中の イ ン ヒ ビ ン 活性を測定 し，末梢血 中 の FSH 濃度 と hFF 中の イ ン ヒ ビ ン とを月経周期
別 に 比較検．討 した．

　1）Dextran−coated 　charcoa1 （DCC ）処理後の hFF に ょる下垂体培養細胞 の FSH 分泌 は 3μl／ml の

濃度 よ りdose・depend  tに抑制さ れ，　 LH 分泌 に は影響を 認め なか つ た．

　2）下垂体細胞 に お ける hFF に よ る FSH 分泌の抑制効果は ス テ ロ イ ド（estradiol ，
　progesterone ，

　tes・
tosterone

，
　androstenedione ） とは 異 なつ て い た．

　3）LH ・RH 添加時の hFF に よ る FSH 及び LH の 分泌 は 1μ1／ml の濃度 よ り共に 抑制 され た ．

　4）hFF 及 び ブ タ卵胞液 （Porcine　f611icular　fluid以下 pFF と略）の FSH 分泌 に お ける用量反 応に は
平行性が認 め られ，同一

の 抑制的 な作用 を有す る物質 の 存在する こ とが示唆 され た ．

　5）月経 周期に お け る hFF 中 の イ ン ヒ ビ ン 活性 は pFFInl を lunit（u） と し て表わす と，卵胞期初期
（113・1± 2・7・／10μ1・Mea ・ ±S・E・，・ − 4），中期 （156．1± 16．5・／10Ptl， ・ − 5）， 後期 （178．0± 24，0。／10μ 1，

n ＝5） へ と順次増加し，黄体期 （100．9± 15．9u／10μZ，　n ＝ 6）で は減少 し て 卵胞期初期 と有意な差 は 認 め

られな か つ た ．

　6）卵胞期に お い て hFF 中 の イ ン ピ ビ ン 活性 と末稍 血 中の FSH 濃度 との 間 に は 負の 相関 関係 （r ＝

− 0．7395， pく 0．
．
01）が認め られ た ．

　以上 よ り，hFF 中 に は 下垂体か らの FSH 分泌を抑制する 非 ス テ ロ イ ド性 の 物質が存在す る こ と が明
らか と な つ た．次 い で 卵胞液中の イ ン ヒ ビ ン は

， LH ／FSH 　surge 以外で は 月経周期が進む に つ れ て 増加
し ， 末梢血中の FSH 濃度 と負の 相関関係 が 明らか と な つ た ．従 つ て 今まで 知られ て い な か つ た非 ス テ ロ

イ ド性の イ ン ヒ ビ ン が ， 下垂体の FSH 分泌 に対する重要 な調節因子ゐ一つ で あ る こ とが ヒ トに お い て
も予想 され，さらに卵胞発育な ら び に 排卵 に も関係す る こ とが 示唆され る．

Synopsis　In　order 　to　investigate　whether 　inhibin（FSH −suppressing 　activity ）is　present　in　human　follicular
fl・id　ChFF）・nd 　wh ・th・・ i・ hibi・ i・ hFF ・・ uld ・be ・・π ・1・t・d・With ・the・FSH ・le・・1　i・ 圃 ph・・ai 。e  ，

　the　e丘ect
of　hFF　on 　FSH 　secretion 　was 　studied 　using 　monolayer 　culture 　of　rat　anterior 　pituitary　cells．

　1）　Dextran ・coated 　charcoa1 ｛DCC ）・treated　hFF　exerted 　an 量nhibitory　effect 　on 　pituitary　FSH 　secretion
but　not 　on 　LH ．

　
．2） The　inhibitory　effect 　of　hFF 　upon 　basal　FSH 　secretion 　was 　different　from 　those　of 　steroids 　such 　as

estradiol ，　progesterone，　testosterone　and 　androstenedione ．

　3） hFF 　inhibited　the　LHRH −stimulated 　secretion 　of 　both　FSH 　and 　LH ．

　4）　Since　hFF 　and 　porcine　follicular　fluid（pFF）produced 　a　parallel　dose・dependent　decrease　ofbasal 　FSH
secretion ，　the　same 　suppressing 　activity ．may 　be　present　in　both　hFF 　and 　pFF ．

　
．5）　

Inhibin
　activity 　increased　gradually 　during　the　follicular　phase ，　but　decreased　in　the　luteal　phase，

　6） Inhibin　activity 　in　hFF 　except 　during　preovulatory　surge 　showed 　a　sigriificant　inverse　correlatl ’
on 　with

the 爲 H 　Ievel　in障 ipheral　se  ，

　These
　
results

　might 　indicate　that　inhibin　activity 　i1　hFF　increased　according 　to　follicular　maturation 　and
that 　inhibin（non ・steroidal 　substance ）may 　be　one 　Qf　the　important　reguIators 　of　FSH 　secretion 　in　the　human
pituitary．
Key 　worl18 ： Inhibin・FSH ・FSH −suppressing 　activity ・Human 　follicular伽 id。Porcine　follicular　fluid
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　　　　　　　　　緒　　言

　下垂体よ りの FSH 分 泌調節 に は LH −RH 及 び

性 ス テ ロ イ ドが重要な 役割を演 じて い るが
， 近年，

性腺由来の イ ン ヒ ビ ン （FSH 分泌抑制因子）もそ

の 調節因子 の
一

つ と考え られて い る
12）15）．イ ン ヒ

ビ ン は未だ精製され て い ない が
，

女性 に お い て は

顆粒膜細胞 よ り分泌 され て
4）14）

，
ブ タ

2°）
，

ヒ ト
G）な ど

の 卵胞液 中に 存在 して い る こ とが報 告 されて い

る．

　今回著者は in　vitro に お け る ラ ッ ト下垂体前葉

細胞単層培養系を用 い ， そ の FSH 分泌 に対 し て

性 ス テ ロ イ ドとは異 なつ た 作用を有す る イ ン ヒ ビ

ン が ヒ ト卵胞液中に存在する こ とを 明 らか に し ，

さ らに ヒ ト正常月経周期 に お け る卵胞液中の イ ソ

ヒ ビ ン 活性 と宋梢血 中の FSH 濃度を比較検討 し

た の で報告す る．

　　　　　　　　 材料 と方法

　 1．対象

　正常月経周期を有す る25歳 よ り45歳まで の 主 と

して 子宮筋腫 に よ る婦人科手術患者 20例を対象と

し
， 卵胞期初期 ， 中期 ， 後期，黄体期に お ける最

大径を有する卵胞 （直径 5mm か ら22mm ，
　 n ＝ 20）

よ り採取 した卵胞液 ， 及 び末稍血を検体 と し て 用

い た ．

　2
． 実験材料，培養器具な らび に培養条件

　下垂体培養に は 体重200g前後の Wistar系成熟

雌ラ ッ トの 下垂体前葉細胞を用 い た ．

　培養液 （Growth 　Medium ）は DMEM （GIBCO ）

に 25mM 　 Hepes （Sigma），
　 15％ horse　 se 

（GIBCO ），　 penicillin　501U／ml 　 streptomycin

50μg／ml 　（GIBCO ），
　 gentamycin 　50μ g／ml

（ESSEX 　NIPPON ），
　 fungizone　O。25μg／ml

（GIBCO ）の 割合で加 え ，
　 pH 　7．0に 調整 した後 ，

減菌処理 した もの を使用 した ．培養容器は Falcon

の tissue　culture 　dish（＃3047）を用 い
， 培養条件

は 37℃ ， 95％・air
，
5％・CO2 と した．

　 3．下垂体前葉細胞の 培養法

　 下垂体前葉細胞培養法は Vale　et　a1．の 方法
27 ｝

に

基づ き， Channing　et　a1．が開発 した方法5）26）に 従

つ た ．即 ち，ラ ッ トを 断頭 し た 後，摘出 した下垂

体前葉 を25mM 　Hepes 加 Hanks 溶液 （GIBCO ）

（以下 HHBS と略）で 3回洗浄後， 眼科用小鋏 で

細切 した．collagenase （Worthington　class 　II）

4，550units／20　rats
，
　hyaluronidase　（Sigma　type

1）4 ，000units／20rats，　BSA （fraction　V ）300mg ／

20rats の 割合で 加 えた HHBS に て 50分間37℃ で

撹拌消化した ，150Xg ， 5分間遠沈 し，沈澱細胞を

0．25％pancreatin （GIBCO ） 1ml ／20ratsの

HHBS に て 同様 に 20分間撹拌消化し て
， 遠沈後の

沈澱細胞を Growth　Medium で 3回 洗浄 した．次

い で 0．06％trypan　blueを用い ， 血球計算板で細胞

数 ， 細胞生存率を算定 し ， 1wellあた り生存細胞

3x105個 ／0．5ml の 割合に なる様 ， 調整 し，　culture

wel1 に散布した ．なお
， 細胞生存率は通常90％以

上で あつ た ．3 日間培養後 ， 培養細胞を DMEM に

て よ く洗浄 し ， 検体を加 えた後 ， 特に 示 さな い 限

り ，
　24時間培養 し た ．培養液は FSH 及 び LH 測定

の た め 一20℃ に て 凍結保存 した．

　 4．添加試薬お よび卵胞液

　Sigma よ り購入 し た Estradiol（E2），　 Proges・

terone　（P4），
　 Testosterone　（T ），

　 Andros −

tenedione（4 ）及 び第
一製薬 よ り提供 され た LH ・

RH （lot　103）を用い た． ヒ ト卵胞液 （hFF ）は ヒ

ト卵胞よ り26ゲ ージ ッ ベ ル ク リン 注射器に て 吸引

採取 し た後，600× g， 10分間で 顆粒膜細胞 を遠沈

分離 した上 清を使用した．採取 した hFF は 一20℃

に て 凍 結 保存 し た ，実験 に 際 し ， hFF は DCC

（1％dextran　10％charcoa1 ）を添加 し て よ く撹拌

し ，
4 ℃ 24時間培養後に遠沈 した もの をそれぞれ

Growth　Medium に て 適宜希釈 し て 検体 とし て 使

用 した ．検体 は す べ て ラ ッ ト下垂 体 細胞 に tri−

plicateで 加 えた ．

　 5．ホ ル モ ン 測定

　 培養液中の FSH 及び LH の 濃度は
，
　NIADDK

，

NIH よ り提供 され た抗血清を用い ，ク ロ ラ ミ ソ T

法 に て 標識 し た ホ ル モ ン と各 ホ ル モ ソ の 標準 品

（rFSH ・RP1
，
rLH −RP2 ）を使用 し て RIA 法 5｝26）

に

て duplicateで 測定 した。 ヒ ト卵胞液及 び末稍血

中 の FSH 濃度は 第 一
ア イ ソ ト

ープ 社製 の RIA

キ ッ トを用い 測定 した
22〕。卵胞液 及び末梢血 中 の

E2，　P4の 濃度は dextran・coated 　charcoal 法に ょ

り RIA に て 測定 した
1）
，

N 工工
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　 6．統計処理

　
一元配置法 （p＜0．05）ならび に Duncanの new

multiple 　range 　test （p＜ O．05）を用 い て有意差検

定 を行 な つ た
13） （なお

， 図中 の a ， b ，
　 c・・…・

等の

superscript は ， 同 じ ア ル フ ァ ベ
ッ ト で 示 され た

デ ータ は 有意差が ない 事を示 して い る）．

　　　　　　　　　成　　績

　1．培 養下 垂体前 葉細 胞 の 増殖及 び FSH
，
　 LH

の 基礎分泌

　培養開始 よ り， 2 日毎 （2 日目か ら 4 日 目ま で

は 毎 日）に 培養液を全量交換 して 10日間の 培養を

行 な つ た ．培養終了時に は 細胞を よ く生食で 洗浄

後 ， O．5ml の 0．25％ trypsin液で細胞を剥離させ
，

細胞を算定 した．また ， medium 中の FSH 及 び

LH を測定した ．　culture 　well あた り3．0× 10s個ず

つ 植 え ら れ た 細 胞 は
， 2 日 目に 2．0±0．6× 105

cells／well と減少 した後，徐 々 に増加 し始め ，4 目

目以降 よ り急激な増加 を続 けて ， 10日 目に は5．2±

0．7x105cells／well とな つ た （図 1）．

　FSH 分泌 の 経 時的変化 を 細胞数1× 105個あ た

りに 換算す る と， 培養 2 日 目634。9± 10．5ng，4 日

目752．7± 24．6ng と増加 した 後 ， そ の 分泌 は急激

に減少した．LH 分泌 に関 し て も， 2 日目11．4±

0．2ng を ピ ー
ク と し て

， 4 日 目以 降，急激に 減少 し
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　 図 中 の ア ル フ ァ ベ ット のa ，b
， 　

c
… 等

は
一 元配置

（pく0．05 ）な ら びに Duncan のnew 　multiple　ra
etest （p〈0．05 ）で有 意 差検 定 し て いるの で ，

じア ．
ル フ 7 ベ ット で 示 さ

れ た デー タ は 有 意差が

く，異 　 な つ た
ア ルフ ァベッ トの場合 は 有 意差 が

る事 を 示

し て い る ． 　 　　　　　　 　D8ys

酌 　o 凵睡鄲 図2 　Time 　course　of 　FSH 　and 　LH　 secre

ons　byrat 　pituita
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・RH 　in 　rat 　anterior 　pit

tary 　c

ls た（図2 ） ． 　2． LH ・RH に 対 するFSH

　LH分泌のdose − r

ponse と経 時的変化 　培 養 3 日
目 の下

垂
体前

細胞を
用いて ， 10 『 i2 〜 10 “ 6M の濃 度の

− RH を
添

加して 5時 間培
養す
る と，FSH 分 泌は

“ iiM

で有意
に 増 加し始 め，10 ”

i°Mよ

り 急激 な

加を示し ， 10 −
7M

以 上の 高 濃
度

で は プ ラ

ーに達し，コ ント ロ ー ルに 対し て 約 4．2倍 と なつた（図

j．また，ED5 。 は 6 ． 09 × 10 − 1° M であ

た．さら に LH 分 泌も F

の場合 と 同 様 の 傾向 を 示した
．

　 培 養 3

目の下
垂
体細 胞 に 10 − 9M の 濃度の N 工 工一
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図 4Effect 　 of　 incubation　 time　 on 　 LH ・RH

st  ulated 　FSH 　 and 　LH 　secretions

LH ・RH を 添加 して FSH
，
　LH 分泌の 経時的変化

を み た と こ ろ ， FSH 分泌 は LH ・RH 添加後 4 時間

まで急激に増加 し ， 以後 ， 次第に 減速傾 向に な つ

た 。これ に 対 し て LH 分泌は 添加 2時間ま で 急激

に 増加 し，以後プ ラ トーに な り， FSH 分泌 と比較

する と最大反応 に達する時間は 短か つ た （図 4），
・

　3．
hFF 及び ブ タ 卵胞液 （pFF ）に 対す る FSH

，

LH 分泌の dose・response

　  hFF

　培 養 3 日 目 の 下 垂 体 前 葉 細 胞 に hFF を

0．1〜100μ1／ml の 濃度範囲で 添加 して FSH 分泌

の 影響を み る と，
hFF3μ1／ml よ り急激 に 減少 し

hFF20μ1／ml で プ ラ ト
ー

に 達 し て コ ン ト ロ
ー

ル

の 約26％まで FSH を抑制し た （図 5 ）． こ れ に 対

し て LH 分泌で は hFF に よ る 影響 は認め られ な

か つ た ．

　  pFF

直 径 2  以 下 の ブ タ 贈 よ り採 取 し て DCC

処 理 し た pFF を 0．OO5−−20μl／ml の 範 囲で 添加

す る と ， FSH 分泌は pFF 　O．1μlfml で 有意に 減

少 し始め ，pFFO ．5μ1／ml ま で 著明 な減少を示 し ，

それ以上 の 高濃度で は プ ラ トーに な り ，
FSH を コ

ソ ト P 一
ル の 約27％まで抑制 した （図 5）．

一方 ，

LH に 対 し て は hFF の 場合 と同様に
一定 の 効果

を認 め な か つ た．また ，
FSH 分泌に お け る hFF 及

0　『
一一遭　 0．1　　　　　 1　　　　　 10 　　　　　 100

　 　 　 　 　 　 　 卩FF　end 　hFF 　oo鷲 o面 ・tiPttSくPt／醜 ）

図 5　FSH 　dose−response 　curves 　to　pFF 　and 　hFF　in

　rat　pituitary　cells
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図 6　Effect　of　hFF 　on 　LH ・RH 　Stimulated　FSH 　and

　 LH 　secretions

び pFF の 用量反応直線に 平行性 （p 〈 0．01） が認

め られた ．50％抑制点 に お い て 両者の イ ン ヒ ビ ン

活性を比較す る と ， pFF が hFF の 約32倍強か つ

た ．

　4．LH ・RH 添加 に よ る hFF の FSH ，　LH 分泌

に 対す る影響

　hFF に て 24時間培養後 に
，
　 LH ・RHIO ’9M

を 添

加 し て 5時間培養 した易合の FSH ，　LH 分泌 の 変

化 で は ，FSH ，　 LH と も に hFF に よ り dose・

dependentに 抑制 された ．しか し ， 低濃度 の hFF

に お い て ，FSH 分泌は LH 分泌 と比較 し て よ り

強 く抑制され た （図 6）．

　5．FSH 分泌に 対す る hFF の 経時的変化

　培養下 垂体細胞 の FSH 分泌 に 対 す る hFF の

ED5。
は 6．40μ 1／ml で あ り，

hFF 　5．Optt／ml の 濃度

を使 用 し て hFF に よ る FSH 分泌 の 経 時的変化

N 工工
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図 7　Effect　of　hFF　on 　FSH 　secretion 　in　pituitary
　 cellS

を み る と， hFF 添加群 及び非添加群 と もに ，
　FSH

分泌 は経時的に 増加 し ， 培養 18時間以降で は プ ラ

　トーに達 した．しか し，hFF 添加 に よ る FSH 分泌

を非添加群 を100とし て 比 較し て み る と，培養 4 時

間 で 有意に 低下 し始め ， 以後 ， 経時的に漸減傾向

を示 し ， 培養18時間以降で は ブ ラ トー
に な り， 非

添加群の 約 53％とな つ た （図 7）．

　 6．培養 下垂 体前 葉細胞 で の FSH 分泌 に 対す

る ス テ ロ イ ドの 影響

　 E2
，　 P4，　 T ，　 A4を10”1i −−10

− 5M
の濃度 の 範囲で

培 養細胞 に添加 し て 24時間培養 した場合 の FSH

分泌の 影響を調べ た ．

　   E 、

　E2の 濃度に よ り，　 FSH 分泌 に 多少の 変化は あ

るが
， 有意な差は認め られ なか つ た （図 8）．

　   P
、

　 10
− 11M

以上 の 高濃度に お い て
，
　 FSH 分泌は有

意 に増加 した （図 8）．

　   T
， 4

　 T 及 び d4で は 一
定した傾向を認め なか つ た．

　7．月経周期別で の hFF 及 び末梢血 中の イ ン ヒ

tfン 活性

　pFF 中の イ ン ヒ ビ ソ 活性 を標準と して ，培養液

中lnlの pFF に よ る FSH 分泌抑制に相 当す るイ

ン ヒ ビ ン 活性 を 1unit（u ）と表現し て ，　hFFIOμ1中
の イ ン ヒ ビ ン 活性を 月経周期別に 比較検討 した ．

　な お ，pFF に よ る標準曲線は 図 5 に示 した通 り

で あ り， 測定限界 の 下 限 は 5 回 の 測 定で 2．5〜25

u ， 上限 は 300−−500uで あつ た ．また ，
　intra・assay

1
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図 8　EffectS　of　estradiol 　and 　progesterone　on 　FSH

secreation

coeMcient 　of 　variation （CV）は 5 回 の 測定 で

8．5％ ， inter−assay 　CV は 13．0％で あつ た．

　   卵 胞期初期 の hFF 中 の イ ン ヒ ビ ソ 活性 は

113．1± 2．7u／10μ1（Mean ± S．E．）（n ＝ 　4）， 中期で

は 156．1± 16，5u／10μ1 （n ＝ 5）， 後期 で は 178．0±

24．Ou／10μ1 （n ； 5），黄体期で は 100．9± 15．9u／10

μ1（n ＝ 6）で あ り， 卵胞液中の イ ン ヒ ビ ン 活性は 卵

胞期初期 ， 中期 ， 後期 と漸増傾 向を示 し，黄体期

で は卵胞期後期 に比 して有意に 減少 した （図 9 ）．

　  末梢血 中 の イ ン ヒ ビ ン 活性 は 今 回 の 測定方

法 で は い ずれ の 月経周期 にお い て も測定 限界25u
以下で あつ た ．

　8．月経 周期別 の 末梢血 及び hFF 中の FSH 濃

度の 変化

　  末稍 血中の FSH 濃 度は 卵胞期 初期 9．23±
1．20mlU ／ml （n ＝ 4）， 中 期7．10± 0．72mlU ／ml

（n ・ ・ 5）， 後期11．55± 2．64mlU／ml （n ； 5）， 黄体

期10．08± 1．00mlU ／ml （n ＝ 6） と卵胞期中期 の

FSH 値 は有意な低値 を示 し ， その 他で は 有意な差

を認め なか つ た．

　  hFF 中 の FSH 濃 度 は 卵 胞 期 初 期3．12±

0．63mIU ／ml （n ＝ 3）， 中 期 2．90± 0．18mIU ／ml

（n ＝ 5）， 後期 3．98± 0．50mIU ／ml （n ＝ 4）， 黄体期

3．35± 1．39mIU／ml （n ＝ 6）で有意な差 は 認め なか

つ た が
， 末稍血 中 の FSH 濃度 と同様 の 傾向で あ
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ヒ ト卵胞液中 の イ ン ヒ ビ ン に 関 す る 研究

　 　 　 　 　 　 　 　 Sta“e　Ot　menstuel 　c
ソ
cle

図 9 　Changes　ip　inhibin監evels 　in　human 　follicular

fluid　throughout 　the　human 　menStrual 　cycle

　 　 　 　 　 　 lnhibin　80 顫り卿 　in　hFF 〔闥n 醜）

図 10The 　correlation 　betweとn 　inhibin　activity 　in

hFF 　and 　se   FSH 　level

つ た．

　9．hFF 中の イ ン ヒ ビ ン 活 性 と末 稍血 中 の

FSH 濃度 との 関係

　卵胞期及 び黄体期 に お ける hFF 中 の イ γ ヒ ビ

ン 活性 と末稍血中の FSH 濃度 とを比較 し て み る

と
， 有意な 負の 相 関関係 （r ＝

− 0．74，p 〈 0．01）

が認 め られ た （図 10）（但 し ，
LHIFSH 　surge 中

の卵胞 は除 い た）．

　　　　　 　　　 考 　　案

　下垂体か ら分泌 され る ゴ ナ ドト ロ ピ ソ の 分泌調

節に は LH ・RH 及 び 性 ス テ ロ イ ドが重 要 な役 割

を演 じて い る の は周知の 事実で ある．しか し ， 去

勢 された 動物で は 術後 に 上 昇 した LH は ス テ ロ

イ ドで 術前 の コ ソ ト ロ ール まで 完全 に抑制され る

が
，
FSH は ス テ ロ イ ドの み で は完全 に コ ン ト ロ

ー

日産婦誌38巻 5号

ル まで 抑制され ず， イ ソ ヒ ビ ソ を含有する卵胞液

を 投 与す る と完 全 に 抑 制 さ れ た と の 報 告 以

来
10）23）2s〕

，
　FSH 分泌調節に おけ る イ ソ ヒ ビ ソ の 研

究 が 種 々 報告 され て い る
12〕15）．本研 究で は FSH

分泌抑制 因子で ある イ ン ヒ ビ ソ が ヒ ト卵胞液中に

存在 し ， さ ら に 月経周期に お ける卵胞液中の イ ン

ヒ ビ ン 活性 と末稍血 中の FSH 濃 度を比較検討す

る こ とが
， 生体内で の FSH 分泌調節に 対する イ

ン ヒ ビ ソ の 役割を検索す る上で 重要な意義を持 つ

もの と考 え られ る．

　イ ン ヒ ピ ン の 測定は 生物活性を測定する こ と に

よ り行 なわれて い る．In　vivO で は去勢 ラ ッ トの 血

中 FSH の 上 昇を抑制す る方法
20，28 ）等が ，

　 in　Vitro

で は ラ ッ ト下垂体前葉細胞単層培養法
1w 〕が 行な

わ れ て い る．本研究で 用い た下垂体前葉細胞単層

培養法は イ ン ヒ ビ ソ の 下垂体 に 対す る FSH ，　LH

分泌 へ の 直接的作用を検索す る 上 で 意義深 い もの

で あ り， さら に in　vivo に よる方法 と比較し て ， 細

胞を
一

定量 で均等に保 て る こ と，添加 された試料

が均
一

な濃度で細胞 に作用 し ， 従つ て感度 も高 く，

添加 された試料の 細胞 に対する直接的な反応を定

量的に検討する上 で ， 極め て 有効な方法であ る と

考 え られ る
1°）．また ， 下 垂体 培養法に お い て も

LH −R 且 非添加で FSH の 基礎 分泌の 抑制 に よ り

イ ン ヒ ビ ン を測 定 す る方法 と，
LH −R且 添加 で

FSH 分泌を促進 し ， 感度を高め て 測定す る方法
17｝

が あ る．本実験に お い て
，
LH ・RH 非添加で は イ ソ

ヒ ビ ン に よ る下垂 体 か らの LH 分泌 に 対 し て 影

響 は認め られなか つ た が ， LHRH 添加で は FSH

と同様 に LH 分泌 もイ ソ ヒ ビ ン に よ つ て dose・

dependentに 抑制 され ， 下 垂体よ り の FSH 分泌

を抑制す る物質と して の イ ソ ヒ ビ ソ 活性を測定す

る意味か ら，
イ ン ヒ ビ ン 活性 の 測定 に は LH −RH

非添加の 実験系で行 なっ た ．

　 な お
， pFF 及 び hFF と LH ・RH に よ る FSH 分

泌 に 対す る経時的変化で は ， そ れ ぞれ 18時間及び

4 時間以降徐 々 に プ ラ トーに 達 した．従つ て本実

験で は pFF 及び hFF を 24・時間 ，
　 LH −RH を ED50

よ り10− 9M
の 濃度で 5時 間の Incubation　time と

した．

　 更に in　vivo で の FSH
，
　LH 分泌調節 に は LH ・

N 工工
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RH が関与 してお り， ラ ッ ト
19），サ ル

3）2s〕
，

ヒ ト
2）
な

どに お い て報告され て い る末梢血 ， 下垂体門脈血

中の LH ・RH 濃 度か らす る と ， 本実験 で の LH ・

RH 添加群がほ ぼ LH ・RH ピ ー
ク の 時期に 相当す

る と考 えられる．in　vivo で proestrus期の ラ ッ ト

の LH がイ ン ヒ ビ ン に よ り抑制 され る と の Rush

et　 aL の 報告
24 ｝は LH ・RH 添加群で の pFF 及 び

hFF に よ る下垂体培義細胞の FS宜，　LH 分泌が共

に 抑制 され た こ と と
一

致す る ．また，
t
“
’
一

ク以外

で の LH −RH 濃度は低値で あ る とされ ， 本実験に

お い て LH ・RHIO −i2M
の 低 濃 度で は FSH

，
　LH

分泌 に有意な影響を認 め ない こ とか ら ， LH −RH

非添加群 で は LH −RH ピ ーク 以外の 時期を反 映

して い る もの と思われ る．

　 本実験で は下垂体培養細胞の FSH 分泌 に 対 し

て ， E2は 明ら か な影響を認め なか つ たが，　 P4は濃

度が増す に 従 い
， 促進的 な作用を示 した ．

一
方 ，

hFF 及 び pFF 中 の ス テ ロ イ ド濃度 は
，
　 E2が そ れ

ぞ れ に お い て 444．4ng／ml （約 1．63× 10− 6M
），

43．32ng／ml （約 1．59× 10”7M ），　P4が 329．5ng／ml

（約 1．05× 10− 6M
）， 234．8ng／ml （約7．47× 10

−6M
）

で あ り，ス テ ロ イ ドに よる下垂体細胞か ら の FSH

分泌に対す る影響 をで きる限 り少 な くす る為 試

料 は DCC 処理を行 なつ た後に 使用 した ．さ らに

DCC 処理後の hFF 及 び pFF 中の ス テ ロ イ ド濃

度は ， 馬 が hFF 及 び pFF に お い て それ ぞれ 0．52

ng ／ml （約 1．91× 10
−9M

）， 0，061  ／ml （約2．24　x

10’ioM
），　P4は 2．72  ／ml （約 8．65× 10−9M ）， 1．46

ng ／ml （約 4．64　x 　10−9M ）で あ り， 残存 して い る ス

テ ロ イ ドの 影響 を マ ス ク す る た め に ， Growth
Medium に BIO’sM

及 び P ，10
− 6M

を 添 加 し て

hFF 中 の イ ン ヒ ビ ン 活性を測定 した ．また ，
　DCC

処理がイ ン ヒ ビ ン 活性に 影響を与 えな い こ とは す

で に 報告されて お り
26）

， 著者 も in　vitro の 実験 に

お い て DCC 処理 前 の pFF が FSH 分泌を コ ン ト

ロ ール の 約 28．1％ま で 抑 制 し ， DCC 処 理 後 の

pFF も約27．6％の 抑制を示 し，イ ン ヒ ビ ン 活性 に

対 し て DCC 処理 に よ る明 らか な影響は認め られ

な か つ た ．

　イ ソ ヒ ビ ソ の 産生部位は ， 雄に お い て は精巣 の

セ ル ト リ細胞 25）
， 雌に お い て は 卵 巣 の 顆 粒膜 細

白　石 747

胞
14）で あ る と報告されて お り，

ラ ッ ト
16〕

， ウ シ
1°｝

，

ブ タ
20）

，
ウ
’
？

21）
，

ヒ ト
6｝等の 卵胞液中に イ ン ヒ ビ ン

が存在す る こ とが報告 され て い る．本実験 に お い

て も pFF 及 び hFF は 下 垂 体 培 養 細 胞 よ り の

FSH 分泌 を dos←dependentに 抑制 し ， 活性 に差

は あるが，その 各 々 の 用量反応直線に平行性が認

め られ ， pFF 及 び hFF 中に は 下垂 体培養細胞 の

FSH 分泌に 対 して ， 同一の 抑制的な作用 を有す る

物質の存在す 61こ とが示 唆され る．ま た
， LH ・RH

非添加時の LH 分泌は pFF 及 び hFF の 濃度 に 関

係 な く影響が認め られない こ とか ら，FSH 分泌を

抑制 する イ ソ ヒ ビ ン 活性は 細胞毒性に ょる もの で

ない こ とは 明らか で あ る．本研究で 下垂体細胞培

養系に添加 した ス テ 卩 イ ドに よ る FSH 分泌の 変

化は 明 らか に hFF に よ る FS 甘 分泌 の 抑制 とは

異 なつ て お り， 非 ス テ ロ イ
．
ド性の 物質で ある可能

性が強く示唆され る． こ れ は卵胞液 を蛋白分解酵

素で処理 した り．， あ る い は加 熱した 後に は イ ン ヒ

ビ ン 活性が 消失 す る との報告
9）と一致す る，現在

ま で の 諸家の 報告に よれば
， イ ン ヒ ビ ン の 分子量

は 2／3，000dalton6）1
．
6Q　vOOO

’v70
，000dalton’S）な ど

10，000dalton以 上 と考 え ら れ て い る h：
，
，近 年

1，000dalton以 下 の イ ン ヒ ビ ソ も報 告 さ れ て い

る
7）．

　 月経周期 にお ける hFF 中の イ ン ヒ ビ ン 活性 に

関して ， Chaming 　et　al．4）s），　Chappel　et　al．s｝は卵

胞期で の hFF 中の イ ソ ヒ
．ビ ン が黄 体期 に 比 し て

高い 活性を有する と報告 し て い る ．ま た
， viable

follicleの hFF 中 に は atretic 　follideの hFF よ

り高濃度の イ ン ヒ ビ ン が存在す る こ と， また ，排

卵直前の hFF 中の イ ン ヒ．ビ ン は 明 らか に 低値を

とつ て い る こ と，PCO 卵巣か らは 正常 の 卵巣よ り

高濃度の イ ソ ヒ ビ ソ が分泌 されて い る可能性 の あ

る こ と等よ り
，

イ ソ ヒ ビ ン が卵胞の 発育， 並 び に

排卵 と深 い 関係があ る こ とを Channing　 et　 a1．e ，

Tanabe　et　al．26 ）
は示唆 して い る．本実験 に お い て

も，卵胞期初期 ， 中期 ， 後期へ と最大径 を有す る
　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　
卵胞 よ り得 られた hFF 中 の イ ソ ヒ ピ ン 活性は 増

大 し ， 黄体期で は 低下 して卵胞期初期 と有意 な差

は 認め られ な か つ た，一方 ，
hFF 中の E2濃度 は

，

卵 胞 期 初 期 42．6± 5．1  ／ml ， 中 期432．0± 38．8

N 工工
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i

ng ／ml ， 後期 1
，
788．5± 648．8ng／ml と有意に増加

し
， 卵胞期に お い て ば 卵胞が発育するに つ れ て イ

ン ヒ ビ ソ 活性が増大す るこ とが認め られた．

　月経周期 にお け る末梢血 中の FSH 濃度は
， 卵

胞期中期 ， 卵胞期初期及び黄体期 ， 卵胞期後期 の

順に 高値を示 す傾向を認 め た．ま た ， hFF 中 の

FSH 濃度で も卵胞期中期が最低値を示 し ， 末梢血

中め FSH ．濃度 とほ ぼ同様の 傾向が認め られ た．

　末梢血 中 の FSH 濃度 と hFF 中の イ ソ ヒ ビ ン

活性 の 関係を月経周期別 にみ る と，低い イ ン ヒ ビ

ソ 活性 を有す る卵胞期初期及 び黄体期で の FSH

濃度 は 高 く，

・一方 ， よ り高い イ ソ ヒ ビ ン 活性 を有

す る卵胞期中期で の FSH 濃度は 低値 を示 し，卵

胞期で et　hFF 中の イ ソ ヒ ビ ソ 活性 と末梢血 中の

FSH 濃度 に 負の 相関関係が認 め られ ， 卵巣か ら の

イ ン ヒ ビ ン と下 垂体 由来 の FSH と が negative

feedback　loopを作つ て い る こ とが示 唆され る．

なお ， 卵胞期後期にお い て ｝i　FSH
，
イ ソ ヒ ビ ソ 共

に 高値を示す の は
，
FSH 　surge が出現 し た 時期に

採取された検体 に よ る影響と考 え られる．

　以上 に よ り ， イ ン ヒ ビ ソ （FSH 分泌抑制 因子）

が hFF 中に存在す る こ とが明 らか とな り，下垂体

よ りの FSH 分泌に 対す る重要な調節因子 の
一

つ

で ある可 能性が示 され た ．また
，

イ ン ヒ ビ ソ は卵

巣の 顆粒膜細胞 よ り分泌 され，卵胞の 発育 ， 排卵 ，

黄体化等に 深く関与 し
， 生殖生理学上 ， 重要 な役

割 を担 つ て い る事 が予想 され る．し か し ， 今回 の

測定方法で は 末梢血 中で の イ ソ ヒ ビ ン 活性は 測定

限界以下で あ り， 微量 に存在す るイ ン ヒ ビ ン を定

量す る た め に は ， イ ソ ヒ ビ ソ を精製 し
，
RIA を行

な う必要がある．

　 稿を終 るに 際し，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 ，身近 に 終始御指導 い た だ き ま した 中村幸雄 講 師 ， 田 辺

清男博士 に 感謝い た レます．検体採取 に快 く御協力い た だ

きま した 荻窪病院，日本鋼管病 院 産婦人科諸兄 姉，ま た ，

ラ ヅ ト FsH 及 び L宜 RIA 　 kitを 提供 し て 頂 い た NIAD ・

DK ，　NIH （来由），　LH ・RH を提供 して 頂 い た 第
一

製薬 （東

京 ） に 感謝い た し ます．

　 本論文 の 要 旨 は
， 第56回 日本 内分泌 学会秋季大会，第28

回 日本不 妊学会 ， 第5S回 日本内分泌 学会秋季大会 に 発表 し

た ．

　ま た ， 本研究 の
一

部 は Rockefeller　 Fundation　grant

（RF・83002） に よ つ た ．
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