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概要　排卵過程 に おけ る ミ トコ ソ ド リア の 役割を検討する た め，hCG に て 排 卵を誘発 した 成熟雌性家兎
に ミ ト コ ン ド リ ア の respiratory 　chain 阻害剤で ある ロ テ ノ ン を投 与 した．

’
排卵へ の影響は ， 卵胞の 排卵

点を実体顕微鏡下に観察し ， ま た卵巣 の 連続切片を作製して卵胞中に卵が残存 し て い る こ とを確認す る

こ とに よ り検討 し，卵胞に お け る 3β・hydroxysteroid　 dehydrogenase（3β・HSD ）お よ び cytodhrome

oxidase （CYO ） の 両酵素活性 に 与え る影響 は
， 組織化学的方法を用い て経時的 に 検 討 した．

　 ロ テ ノ ン 投与 に よ り，排卵 は 用量反応的 に 抑制 さ れ た．hCG 投与後特 に 顆粒膜細胞で 急速に増大する

3β・HSD ，お よ び CYO の 両酵素活性 は ロ テ ノ ン 投与に よ り著明 に 抑制 され た．

　以上 の 結果か ら hCG 投与後卵胞顆粒膜細胞 に お い て 急速 に 増大す る 生体酸化能は
，排卵期卵胞に お け

る steroid 産生酵素 の 誘導や排卵現象 に 重要な役割を果た し て い る もの と考え ら れ る．

Synopsis　Various 　doses　of　rotenone ，　an 　inhibitor　of 　respiratory 　chain ，　were 　administered 　to　mature 　female
rabbitS 　concomitantly 　with 　an 　ovUlatory 　dose　of 　hCG ．　 The 　effect　of　rotenone 　on 　ovulation 　was 　studied 　by
counting 廿1e　ovulated 　stigma 　under 　a　dissecting　microscope ．　Histochemical　studies 　on 　the　activities　of 　3β・
hydroxysteroid　dehydrogenase（3β HSD ）and 　cytochrome 　oxidase （CYO ）in　follicles　at 　various 　intervals
after　hCG ・rotenone 　injections　were 　also 　performed 　to　investigate　the　role　of　mito （血ondrial 　oxidation 　in　the
ovulatory 　process．

　Rotenone 　inhibited　the　hCG・induced　ovulation 　in　a　dose　respondent 　manner 　and 　reduced 　the　sudden 　hCG ・
induced　increase　in　the　histochemical　activities 　of 　3β・HSD 　and 　CYO 　of 　granulosa　cells，

　It　is　suggested 　that　the　activation 　of　mitochondrial 　oxidation 　in　the　ovulating 　follicle　is　mandatoly 　for
ovulation 　and 　the　induction　of　steroidogenic 　enzymes 　in　granulosa　ceils．
Key 　words ： Ovulation・Rotenone・3β一Hydroxysteroid　dehydrogenase・Cytochrolne　oxidase ・Histochemis −

　　　　　　 try

　　　　　　　　　　緒 　　言

　LH −surge 以後 の 排卵期卵胞顆粒膜細胞 に お い

て
， 超微形態学的 に ミ ト コ ン ド リ ア が大型化 し ，

cristae も層板 状を呈 し て い た もの が小管状を 呈

す る よ うに 形 態変 化 す る こ と が観察 され て お

り
3）5）lz）

， 組織化学的検討 で は 家兎卵胞顆粒膜細胞

に お い て hCG 投与後 Kreb ’

s　cycle の marker 　en・

zyme で あ る succinate 　 dehydrogenaseお よ び

respiratory 　chain の 末端 に 位置す る cytochrome

oxidase の 両酵素活性 が急速に 増大す る こ と が報
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告されて い る
1）
．また ，

PMS に て 前処理 し，　 hCG

にて過排卵誘発 を行っ た雌性未熟 ラ ッ トの 卵巣中
．

cytochrome 　oxidase （CYO ）活性は
，
　 hCG 投与

後有意に 上昇する こ とをわれわれ は 確認 し て お

り
1°）

， 排卵期に は 卵巣 ， 特に顆粒膜細胞に お い て 生

体酸化能が亢進して い る と推察 される．

　本報告で は
，

ミ ト コ ン ド リ ア の 排卵期たお ける

役割を検討す るた め
，

respiratory 　chain の 特異的

阻害剤で あ る ロ テ ノ ソ を ，
hCG に て 排卵誘発を し

た 成熟雌性家兎 に投与 し ， 排卵 に お よぼす影響を

検討する とともに，卵胞 に お ける CYO お よ び 3β・

hydroxysteroid　dehydrQgenase（3β・HSD ）酵素

活性に お よぼす影響を組織化学的に 検討 した ．

　　　　　　　 材料お よび方法

　3，0kg前後の 成熟雌性家兎 く日本白色種）を ，

26℃ の 空 調 飼 育 室 に て ，14 ：10の light：dark
．

cycle 環境下で ，固型飼料 （オ リ エ ン タ ル 酵母 工 業

KK ）に て 飼育 し実験 に供 した ．排卵誘発を 目的 と

して hCG 　loOiuを耳 静脈 よ り投与し ， 同時に ロ テ

ノ ン 1〜10mg／kg を ethanol 　lm1 に て 溶解後 2％

gum 　acasia 　solution 　10ml との 懸濁液 と し た もの

を腹腔内に投与 した，投与後 3 ， 6 ，
9 ， 12， 15， 18

時間 目に ネ ン ブ タ
ー

ル 麻酔下 に 開腹 し両側卵巣を

摘出 した．実体顕微鏡で 排卵点の有無を確認後，

た だ ち に「
・側卵巣は cryo ・M ・bedで包埋 ， 凍結 し ，

cryostat で 16ptrnの 新鮮凍結切片を作製 し た ．既

に 報告 した 方法
1）を用 い て CYO お よ び 3β・HSD 、

の両酵素活性を組織化学的に検討 した．も う
一
方

の卵巣は
，
Bouin固定を行 つ た後 ， 上 昇ア ル コ ール

系列にて脱水 し パ ラ フ a ン に 包埋 した．連続切片

を作製し
，

ヘ マ トキ シ リ ソ
，

エ オ ジ ン に て 染色後 ，

卵が茆胞内に残存 して い るか否かを 光顕に て観察

した t

’

　　 
．．』

　　　　 結　　果

　i＞hCG に て 誘発 した家兎排卵 に お よぼす ロ テ

ノ ン の 効果

　hCG の みを投与 した家兎で は ， 投与後12時間で

100％排卵 し ， 平均排卵数は 6．4で あつ た ．hCG と

同時に ロ テ ノ ソ を投与 し た 群 の 12時間後 の 排卵率

は 1mg ／kg 投与群で 60％，2mg ／kg 投与群で 50％，

表 1　 Effect　of　rotenone 　on 　rε卜bbit　ovulatiQn 　induced　by　hCG

　　　 dose　of
rotenone 　mg ／kg

　　hoursafter
　hCGN 臨 朧 讎 蹇鰡

ノ
（％）

No ．　 of 　ovulated

　　　follicle
No ．　of 　ovulated 　follicle

per
．
ov 岨ated 　rabbit

0 3 0！5 （ 0．0） 0
」
o

6 0！5 （ 0．0） 0 o

9 1／5 （20，0） 5 5

12 5／5 （100，0） 32． 6．4

1 3 0！3 （ 0．0） 0 0

6 0／3 （ 0．0） G 0

9 0！3 （ 0．0） 0 0

12 3／5 （60．0） 11 3．7

15 2／3 （66．7） 9 4．5

2 3 0／4 （ 0．0） 0 0

6 D／3 （ 0．0） 0 0

9 0／3 （ 0．0） 0 0

12 2／4 （ 50．0） 5 2．5

15 2〆3 （66．7） 6 3．O

4 3 0！3 （ 0，0） 0 0

6 0！3 （ 0．O） 0 o

9 0／3 （ 0．0） 0 o

12 1／5 （20．0） 2 2

15 1／4 （25．0） 2 2

10 9 0〆4 （ 0．0） 0 0

ゴ
12 015 （ O．0） 0 0

15 014 （ 0，0） 0 0

18 0／4 （ 0．0） 0 D
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4mg ／kg 投与群で 20％，10mg ／kg 投与群で 0 ％ と

なつ た．排卵 した 家兎の 12時間後に お ける平均排

卵数をみ る とlmg ／kg 投与群で 3，7，2mg ／kg 投与

群 で 2．5，4mg ／kg 投与群 で 2，10mg／kg 投与群 で

は 0 とな り，
ロ テ ノ ン は hCG 投与後 12時間 の 排卵

率，お よび平均排卵数を用量反応的 に抑制 L一
た。

ま た ロ テ ノ ン を1mg 〜4mg ／kg 投 与 し た 群 の

hCG 投与後15時間の 排卵率， 平均排卵数は 12時間

目よ りや や 上昇 す る が 10mg ／kg 投与 群で は 18時

間 目で も排卵 した家兎は 認め なか つ た （表 1）．

　卵が卵胞 内に残存 して い る か 否か を検討す る た

め に ，

一部家兎を用 い て
， 摘出卵巣 の 連続切片を

作製 し て光顕的観察を行 つ た ．写真 1 に示 すご と

く実体顕微鏡で 排卵点の 認め られ な い 卵胞 で は，

卵 は卵胞 内に 残存 し ， 排卵 は確か に 阻害され て い

る こ とが確認 された ．

　 ii）組織化学的 に 検 出 され る CYO 活 性 に お よ

ぼす P テ ノ ソ の 効果

　顆粒膜細胞層に お い て は，hCG 投与前に は ほ と

ん ど本酵素活性を認 めな い が ， hCG 投与 3時間後

に は 強 い 活性 を認め
，

6
， 9 ，

12時間に お い て も持

続 し て 強 い 活性を認 め る
1）．一方 ，

1mg ／kg の ロ テ

ノ ン を投与す る と hCG 投与 3 時間 目の 活性 は や

や低下 し， 6 ， 9，12， 15時聞後で も同様の 傾 向が

認め られ た．4mg ／kg の ロ テ ノ ン を投与す る と 3

時間 目で の 活 性 は ほ と ん ど検 出で きず ， 6 ， 9 ，

12， 15時間 目で も同様に 本酵素活性は ほ とん ど検

出で きなか つ た ．内莢膜層にお い て は
， 本酵素 は

hCG 投与前 か ら活性 を示 し
，
hCG 投与 3

，
6

，
9 時

間で 強 い 活性 を示 すが， 12時 間で は やや低 下す

る
1）．1mg ／kg の ロ テ ノ ン を投与す る と これ ら活性

は 抑制 され ， 4mg ／kg の 卩 テ ノ ン を投与す る と著

明に 低下 した （写真 2 〜 5）．

　 iii）組織化学的に 検 出される 3β・HSD 活性 に お

よ ぼす ロ テ ノ ソ の 効果

　顆粒膜細胞層に お い て は
， hCG 投与前に は 本酵

素 活性 は認め な い が ，hCG 投与 3 時間後 に は 強 い

活性を 認め ， 6 ， 9 ， 12時間 目で も強い 活性は持続

す る
1）．1mg ／kg の ロ テ ノ ン 投与群 で は ，　hCG 投与

3時間後の 本酵素活性は やや 抑制 され， こ の 傾 向

は 6 ，9 ，12，15時間後 で も認め られた ．4mg ／kg

写真 1　Light　 microscopic 　 photograph 　 of 　rabbit

　ovarian 　follicle　15　hours　after 　hCG 　and 　rotenone ．

　Note　ovum （arrow ）still　retained 　in　the　unruptur −

　 ed 　follicle．× 40

の ロ テ ノ ン 投与群で は ， 投与後 3時間 で の 活性は

検 出で きな くな り，
6

，
9

，
12

，
15時間 目で も本酵

素活性は検 出で きなか つ た ．内莢膜層で は hCG 投

与前 よ り本酵素活性を認め ，3，6 時間後 に は 強 く

な り， 9 ， 12時間後で はやや低下す る が
「），1mg ／kg

の ロ テ ノ ン 投 与に よ つ て 投与後 3 ，6 ，9
，
12

，
15

時間で 本酵素活性 へ の 影響は ほ と ん ど認め な い ．

4mg ／kg の ロ テ ノ ン を投与す る と，　 hCG 投与 3時

間後で認め られ る活性増加は抑制 され て お り，同

様 の 抑制 は 6
， 9 ，

12
，
15時間後で も認め られ た

（写真 6 〜 9）．

　　　　 　　　　 考　 　察

　 本実験 に用 い た P テ ノ ン は ミ ト コ ン ド リア の 生

体酸化阻害剤 とし て 知 られて お り，その 作用部位

li　respiratory 　chain の 前半 部分 ， す なわ ち di−

phosopyridine　nucleotide と flavoprotelnの 電子

伝達を阻害す る点に あ り， また in　vitro で 組織の

酸素摂取や消費を減少 させ る こ と が報 告 されて い

る
11）13｝．した が つ て

，
in　vivo に ロ テ ノ ン を投与す

る こ と に よ り respiratory 　chain を阻害す る こ と

に な り，
エ ネ ル ギ

ー
産生 の 減少 と共に 酸素消費の

減少 と い う現象が生 じ る も の と考 え られ る ．

　家兎 に お い て ，hCG 投与後 の 排卵期 に 卵胞，特

に 顆 粒膜 細胞 に お い て 組織化学的 に 検出 され る

CYO 活性 ，3β一HSD 活性は 急速 に 増大す る が 1）
，

こ れ ら酵素の 活 性化Ot　P テ ノ ン を投与 する こ と に

よ り抑制 された ．こ の こ と は
，
hCG 刺激後 の 排 卵

N 工工
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期顆粒膜細胞 に お い て急速 に 生 じる ス テ ロ イ ド産

生 酵 素の 誘 導合成 が ロ テ ノ ン 投 与 に よ る re ・

spiratory 　chain の 抑卸『よ ．b阻害 された た め と

考 えられ，ゴ ナ ドト ロ ピン 刺激 に ょる顆粒膜細胞

の 黄体化 に は 大暈 の ＝ ネ ル ギーを必要 とする可能

性が示唆され る ．PMS に て前 処置を し ，hCG に て

過 排卵誘発を行 つ た未熟ラ ッ トに お い ｛み られる

hCG 投与後の卵巣中 CYO 活性お よび血 中プ ロ ゲ

ス テ ロ ン 値の 有意の 上昇は
，

ロ テ ノ γ を hCG と同

時に投与する こ とに よ り有意 に 抑制 され，また排

卵も ロ テ ／ ン に よ り用量反応性 に抑制され る こ と

を我 々 は すで に 観察 し て い ．る 1°）．ス テ Pt （
’
ド生合

成 に は エ ネ ル ギ ーが必要 で ，

．黄体組織で は P レ ス

テ Pr ル か ら プ 卩 ゲ 71チ ン へ の 変換 ば NADPH
濃度に依存性で あ るが，好気的解糖系 で 得 られ る

大量の ATP お よび NADH を用い て
〕
NADP ＋

の

NADH に よ る還 元 を触媒 す る ATP −dependent

transhydrogenaseが黄体組織に 存在する こ とが

示 唆 されて お り
15）

，
ロ テ ノ ソ に よる排卵期 で の プ

ロ ゲ ス テ ロ ン 産 生抑制は
， 生体酸化抑制 に よ る

ATP
，
　NADH 産生低卞 ， すなわち ス テ inイ ド生合

成に 必 要 な エ ネ ル ギー産生低下に よ る もの で は な

い か と考えて い る．従 つ て
， 今回の 家兎で の 観察

結果を併せ て 考え る と排卵刺激後に 顆粒膜細胞が

獲得す る ス テ ロ イ ド産生能は
，

ス テ ロ オ ド合成酵

素 の誘導お よび ス テ ロ イ ド生合成に直接必要 な ＝

ネ ル ギ
ー

に 依存してお り，
こ の た め に 生体酸化能

が急速に 活性化され る もの と推論され る，

　排卵刺激後に ｝翻 陳 卑流 量は 増大する4）が ， 排

卵直 前に は卵胞壁頂部の 血 流 は血栓の形 成 21
等に

よ りむ しろ 停滞す る こ とが家兎卵胞の 血 管鋳型 を

走査 電 顕 で 観 察 す る こ とに よ り示 唆 され て お

り
9）

， 排卵刺激後の 卵胞 に お い て は生体酸化の 亢

進 と相 ま つ て 卵 胞壁 頂部 に お け る環境
一CO2濃

度，pH 等
一が 著 し く変 化 し こ の 部 分 の mi −

croenviro   ent が 酸性に 傾 し・て い る可能性が大

い に 推測 され る。こ れは 排卵期卵胞 に お い て 卵胞

破裂 に 重要 な要素で あ る コ ラ ーゲ ン の 消失
6）14｝tlc

好都合で ある と考 え られ る．なぜな ら コ ラ ーゲ ソ

の 消失は中性域で 活性 を もつ もの と酸性域で 活性

を もつ collagenolytic 　enzyme の 活性化 に よ つ て

生 じ
7
！
8｝

，
コ ラ

ー
ゲ ン 線維 は ま ず neutral 　 col ・．

lagenaseに よ り分解警れ，次い で こ の コ ラ ーゲ ン

の 断 片 は 酸 性 域 で 活性 を 示 す collagenolytic

cathepsin に よ つ て 消化 され る
’6 ）が

，
　 microenvir ・

o   ent の 酸性化は こ の cathepsin の 活性化に 役

立 つ と考え られ るか らで あ る．
．
すなわ ち ， 排卵刺

激後の顆粒膜細胞 鱒お ける生体酸化 の 亢進は
，

ス

テ ロ 菰 ド産生酵素の 誘導や ス テ ロ イ ド産生に 直接

必要 なエ ネ ル ギ 」 供給の た め に 不 可欠で あ るが
，

また
一方で は 大量の 酸素消費と共 に二 酸化炭素産

生を伴 つ て い る と考 え られ ， 卵胞壁頂部結合組織

の環境を低酸素状態 としそ の 微少環境を酸性に し

て collagenolytic 　cathepsih の活性化に も寄与 し

て い る可 能性 も考之られ る．

　今回家兎に おい七も ロ テ ノ ．ン 投与に よ り排卵が

抑制 され た が
，

これ は．ス テ ロ 千 ド産生 の 抑制 に よ

る結果，

・・あ る い lm．iこ め collagenolytic
’cathepsin

の 活性化の 抑制 の 結果 ， さ らには coll4geriase そ

の もの の 誘導を抑制 した結果な どの 可能性が考え

られ る が
，

そ の 詳細 は現在検討中で あ る．

　排卵刺激後に 家兎卵胞顆粒膜細胞 に お け る生体

酸化能の 著明な活性化 は
， 顆粒膜細胞 の ス テ ロ イ

ド産生能獲得に必要な ス テ 7 プ で ある と共 に ， 排

卵現象 の 完遂 の た め 必要な ス テ ッ プ で ある と考 え

られる．

　　 　 　 　 　　 　 　 写真説明

　写真 2　Alight 　micrOscopic 　photograph 　of　rabbit

　 ，ovarian 　follicle　demonstrating　cytochTome

　　 oxidase （CYO ）activities　before　administration

　　 of 　hCG ．　Noactivities　are 　detectable　on 　granulosa

　　cell　layer（G）．　Stropg　activities　are 　observed 　on

　　theca　intema （TI）．×200
　 写 真 3CYO 　 activities 　6　hours　after 　hCG。　Stro 
　　 activities 　are 　detectable　on 　both　granulosa　 cell

　　layer （G）and 　theca　interna（TI）．× 200

　写真4　CYO 　activities 　6　hours　after 　hCG 　and 　1rng／

　　kg 　of　rotenone ．　Slight　activities 　are　observed 　Qn

　　granulosa　cell　layer （G ）．　Moderate 　activities　are

　　 observed 　on 　theca　interna（TI）．× 200

　 写 真 5　CYO 　a 〔rtivities　6　hours　after 　hCG 　and 　4mg ／

　　 kg　of　rotenone ．　No 　activities 　are 　 observed 　on

　　granulosa　 cell 　 layer　（G）．　 Slight　 activities　 are

　　 observed 　on 　theca　intema （TI）．　 x 　200

　 写真 6　 AIight 　microscopic 　photograph 　of 　rabbit

　　 ovarian 　follicle　d   onstrating 　3β一hydroxysteroid
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　　dehydrogenase （3β・直SD ）aCtivities 　before
．
hCG ，

　　No　activities　are 　deteqtable　on 　granulosa　cell

　　layer（G）．　Slight　activities ．　are 　observed 　on　theca

　　intema
．
（TI）．×200

写真 7　 3β・HSD 　 activities　 6　 hours　 after
．
hCG ．

　Strong　actiVities
．・are 　detectable：on ．both

　granulosa．£ ell　 layer （G） and 　 theca　 intema
　　（TI ）．× 200

写真 8　3β・HSD
”

actiVities　6　hours　after　hCG　and

　lmg〆kg　of　rotenone ，　Sli窰ht　activities　are 　obser ・

ved 　on 　granUlosa 　celUay ，r （G）．　Stro  activities

　are　ob 讐
rved 　gn　thega．．iηteFna　（TI）．×200

写真 9　3β一耳SD 　activitieき6’hoqrs　after 　hOG 　and

　4mg ／k窪bf　rdtehone ．　No　activities　are 　detectable

　on 　granulosa
．
cell　layer（G）．　Slight　aCtiVities　are

　observed 　on 　theca　intema （TI），× 200
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