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概要　GnRH 　antagonig ．　t（GnRHant ）の gonadotropin分泌 に及ぼす影響の機序を知るFl的で ， 幼若雌ラ ッ ト

を用 い て ， GnRHant 投与 ，
　GnRH 　agonist （GnRHa ）， お よび GnRHant ＋ GnRHa （併用）投与の各群 に お い て ，

GnRH 投与試験 ，　LH ・FSH 分泌量 ， 下垂体 LH 含量，卵巣重量，
．
ド垂体の LH βsubunit 　IuRNA お よ び GnRH

receptor （GnRH −R）nlRNA 発現量 ，
の 変化を検討した．

　血中 LH 値 は ，
　 GnRHant 投与 5， 24時闘後で は，対照群 と比 較し て 有意な差 は 認 め ら れ なか っ た が ，

GnRHa 投与に よ り5，24時間後に有意に 一h昇 し た．併用群で は
，
5 時 間後 の 田 H昇は ，

　 GnRHa 群 と比較

して 有意に減弱し た．血 中 FSH 値は ，
　 GnRHa 投与による 5 時問後 の 上昇で は ， 併用群 に よ り有意に減弱

し， GnRHant 投 与5 時間後では ， 有意な変化 を認めなか っ た．下垂体 GnRH −R　mRNA 発現量 は ， 投与 5，
24時間後で ， 3 群ともに ， 有意に減少 したが，下垂体 LHβmRNA 発現量 は，い ずれ の群で も，有意な変化

は認 め なか っ た．一
方 ， 1週 間投与 の 場合 ， 卵 巣重量 は，GnRHant 群，　 GnRHa 群で 有意に減少 したが，

GnRHant 群の 方が ，
　 GnRHa 群 よ り有意に減少 した．併用群で は，　 GnRHant 群 の それと同等で あ っ た。血

中 LH 値お よび FSH 値に は有意な差は認め られ なか っ た ．しか しなが ら ，
　GnRH に対する LH の 反応性は ，

3 群 とも ， 有意に減弱 し た．下垂体 の LH 含量 は
，
　 GnRHa 投与群 で 有意に減少 し，

　 GnRHant 群で は有意に

増加した．併用群では ， 対照群 と比較 して 有意 な差 は認め られなか っ た，下垂体の LH βmRNA 発現量は，
GnRHant お よび GnRHa 群で有意に減少 し， 併用群 で は ，

　GnRHant 群お よび GnRHa 群よ り更に減少した．

下垂体 の GnRH −R　mRNA 発現量は ，
　GnRHant 群，　GnRHa 投与群で，有意に減少 し，　GnRHant 群の それは ，

GnRHa 群 の もの より有意 に減少 して い た．併用群 の
．．
ド垂体 GnRH −R　mRNA 発現量減少は，　 GnRHant 群と

同様であ っ た．

　以上 の 結果か ら，GnRHant は，　GnRHa と 同様に
， 下垂体の LH βInRNA

，
　 GnRH −R　mRNA 発現 を抑制し，

ド垂体 の GnRH に対する反応性 を減弱する こ と が 明 らか と な っ た。更に ，
　GnRHant を GnRHa と併用する

と ， GnRHa の flare　up 効果 を減弱 し， そ の 抑制作用 は GnRHant と同様な い しそれ以上 で ，
　GnRHa に優る

効果で あっ た．

Abstract　 Objective：To　detenmine　the　mechanism 　underlying 　the　modifLcation 　of 　gonadotropin　secretion
by　GnRH 　antagonist （GnRHant ），we 　examined 　the　effects 　of 　GnRHant 　treatment 　without 　or 　with 　GnRH 　ag 一

伽 st （GnRHa ）on 　the　LH　secreto 取 system 　in　im  ture　fem烈 e　rats．

　 Metheds ： GnRHant 　wlthout 　or 　with 　GnRHa 　were 　administered 　to　immature 　fe皿 ale 　rats 　for　5　and 　24　h
and 　7　days．　Thereafter

，
　cha 皿 ges　in　serum 　LH 　secretion

，
　the　response 　of 　LH　to　GnRH ，

　pituitary　LH 　eontent ．
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and 　ovarian 　weight 　were 　examined
，
　and 　the　levels　of 　LH β subunit 　mRNA 　expression 　and 　GnRH −R　mRNA

expression 　were 　also 　determined 　by　northem 　blot．

　 Results ：Five　and 　24　h　aftei
’
　the 　GnRHant 　treatment ，　the 　expression 　of 　GnRH −R 　mRNA 　in　the 　pituita【y ，

but　not 　serum 　LH 　and 　LHfi　mRNA
，
　was 　significamtly 　decreased ，　GnRHant 　treatment　with 　GnRHa

，
　on 　the

other 　ha皿 d
，
　significan 且y　suppressed 　GnRH −induced 　LH 　and 　FSH 　releases ．　Seven 　days　after 　the 　treatment ，

GnRHant 　had　significantly 　decreased　ovarian 　weight ，　LH　respQnse 　to　GnRH ，　LH βsub   it　mRNA …md 　the

GnRH −R　mRNA 　level　in　the　pituitary，　whereas 　it　significantly 　increased　pituitary　LH　content 　compared 　with

血 econtrol ．　GnRHant 　with 　GnRHa 　prevented　a 　GnRHa −induced　decrease　in　pitUitary　LH 　content
，
　but　en −

hanced 　GnRHa −induced 　inhibition　of 　ovarian 　weight
，
　and 　LH βsubunit 　mRNA 　and 　GnRH −R　mRNA 　levels．

　Conclusions ：From 廿iese 　findings
，
　we 　concluded 　that　GnRHant 　as 　well 　as 　GnRHa 　inhibit　IIHβ　subimit

rnRNA 　and 　GnRH −R 　mRNA 　levels　in　the　pituitaiy．　Fl1枕he   ore ，　GllRHant 　combined 　wit ！h　GnRHa 　weakened

the 　GnRHa −induced 且are −up 　phenomenon 　and 　had　a 　more 　suppressive 　effect 　on 　LH βsubunit 　rnRNA 　than

GnRHant 　or 　GnRHa 　aユone ，

Key　words ：GnRH −amtagonist ・LH ・GnRH −R　mRNA ・LHβsubunit 　mRNA ・Female　rat

　　　　　　　　　　緒 　 　言

　Gonadotropin放出ホ ル モ ン （GnRH ）は ， 下垂体

の gonadotropin分泌細胞の GnRH 　receptor （Gn−

RH −R）に結合し ， 下垂体 の gonadotropin合成 ， 分

泌の み な らず ， ド乖体 GnRH 受容体の 調節に も関

与 して い る こ とが 知 られ て い る
1）．そ の 合成 Gn −

RH で ある GnRH 　agonist （GnRHa ）の gonadotro−

pin 分泌 へ の 作 用 に つ い て は多 くの 検討 が なさ

れ ， す で に臨床 に広 く用 い られ て い る．
一

方，

GnRH 　antagonist （GnRHant ）iま，
　GnRH −R に GnRH

と競合 して作用 し， GnRH の 作用 を阻止 し， 強力な

LH 抑制作用 を示す，特に ，
　G − RHa にみ られる よう

な
一
過性の 分泌亢進 は誘起 されず ， また ， その 作

用 は 迅 速で あ る
2，
．こ の GnRHant は 現在臨床 的

応用の 段階に きて い る に もかかわ らず ， GnRHant

の gonadotropin 分泌へ の影響に関して も，
い まだ

不 明 な点 が 多 い ．ま た，臨床 的に は GnRHa と

GnRHant の 併用療 法 も選択 で きるが ， こ の 併用療

法 につ い て の 基礎的な検討 を した報告 は極め て少

ない ．そ こ で
， 本研 究に お い て は幼若雌ラ ッ トを

用 い て ，GnRHamt の gonadotropin 分泌 へ の 影響

として
， 卵 巣重量 ，

LH ，
　 FSH 分泌 ，

　 GnRH に対す

る LH の 反応性 ， 下垂体 LH 含量 ，
　LH βmRNA お よ

び GnRH −R　mRNA の 発現量 に つ い て 調 べ た．更

に， GnRHa ＋ GnRHant （併用群）の 作用 を検討し，

GnRHa の 作用 と比 較 した．

　　　　　　　　　　方 　 　法

　1．実験 動物お よび投 与薬剤

　実験動物は ， 本学動物セ ン タ
ー

におい て ， 温度

22 ± 1℃ ， 湿度50−一一60％ ， お よ び人工 照明条件 ド（明

／暗 ， 5 ；00〜19 ；00の 14／10）で 肉由摂水お よび摂取

さ せ 飼育 し た 21日齢 の 幼 若雌 Sprague　Dawley

ラ ッ トを使用 した．GnRHant の 単回投与実験で

は，幼若雌 ラ ッ トに Cetrorelix　acetate （33μg／100

gBW ，
　 Asta　Medica 社）を皮下投 与した．GnRHa 皿t

投与 5，24時間後に，血 中 LH ，　 FSH ，下垂体 LH β

mRNA お よび GnRH −R　mRNA を調べ た．　GnRHant

長期投与実験で は ， Cetrorelix　acetate （33μg／100g

BW ／day）を 1 日 1 回 1週 間連 日皮下投与 した．下

垂体の GnRH に対す る 反 応性 （GnRH 負荷 試験）

は ， GnRHant 長期投与 （1 週間）終 了後の 24時間後

に ether 麻酔下で ， 心臓穿刺 により採血 後 ，
　GnRII

（1μg／rat）を皮下投与 し ， 30分後に再び心臓穿刺 に

よ り採血 し ， 血中 LH ，
　 FSH を RIA に よ り測定 し

た．そ の 後 ， 断頭屠殺し ， 無菌的に
．
ド垂体採取 ，

液体 窒素中で 凍結 ，

− 70℃ に て 保存 し， 下垂 体

LHβmRNA ，　 GnRH −R 　mRNA を測定 した． また ，

一
部は下乖体 LH 含量測定に用 い た．卵巣は摘 出

し， 重量 を測定した．なお ， GnRHa 群 で は GnRIIa

（Leuprolide　depot　33μg／100g　BW ／4　weeks
， 武 田

薬 品）を投与 し， 併用群 で は GnRH …mt と GnRHa

を併用 し， 対照群で は溶媒を投与 した ．

　2．LH ，
　 FSH ，

　 GnRH −R　mRNA ，
　 LHβmRNA の
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　 　 　 o ！l

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5h　　 　　 　　 　　 　　 　　　 　　 24h

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Time （hOurs）after 　injectien

Flg．1　Serum 　LH （upper 　pa皿 eD 　and 　FSH （lower　pame1）at　5　and 　24　hou聡 after　GnRIIant

　adrninistration （mean ± SE ，　 n ＝10）．工mmature 　female　 rats　 were 　treated　 with

　GnRHant （33μg／100　g　BW ）；GnRHa （GnRH 　agonist 　depot　33μg／100g　BW ）；or

　GnRHant 　together　with 　GnRHa ．

測定

　血 中 LH の ra 〔lioimmunoassay は ，
　NIDDK （Nati−

onai 　Institute　of 　Diabetes　axid 　Digestive　and 　Kid−

ney 　Diseases）よ り提供 を受 けた RIA キ ッ ト家兎

抗 LH 抗体 ， 標準品 を用 い て
一
航 体法で測定 し， 血

清 LH の 濃度 は NIH 　LH −Slで表現 し，
　 FSH も同様

な方法 で 行 っ た
3＞
．下垂体 LH 含量測定に つ い て

は，
Daane 　and 　Parlow‘〕の方法に準じて行っ た，す

なわ ち ， 摘出 した
’．
ド．垂体 を0．5ml の distilled　water

にて ，氷冷下に ガ ラ ス homogenizer を用 い て ho−

mogenize し，3
，
000rpm にて

， 15分 間遠沈後 ， 上清

を 1 ：1
，
000に希釈 して ， RIA にて LH 濃度 を測定

した．

　LH βmRNA の 測定は Uemura 　et　al．
s＞
の 方法に準

じ， ド垂体か ら Total　RNA を RNeasy 　Mini　Kit（QI−

AGEN ）を用 い て 抽 出 し，　 probe は T 、　Polynucleo−

tide　Kinase に よ り［γ
一s2P ］ATP を end −labelし た

ラ ッ　トLH βsubunit （5
’−GCCGGCACAGATGCTG −

GTGGTGAA −3’）を用 い
，
　 Northern　blottingに よ り

定量 した．GnRH −R　mRNA の 測定は Funabashi　et

al．6｝の 方法 に準 じ，
　probe は GnRH −R　cDNA を tem −

plateと した single　strand 　DNA を用 い
，
　 Northem

blottingに よ り定量 した．なお
，
　 Nomhem 　blotting

に つ い て は，RNA 　10μg を1．o「％ agarose 　gelに電気

泳動 し，そ の 後
：s2P −dCTP で 標識 したprebe を用 い

て ， hybridizationし， 洗浄後 ，
　BAS −2000（富士写真

N 工工
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Fig，2　LH βmRNA （upper 　panel）and 　GnRH −R　mRNA （lower　panel ）at　5　and 　24　hours

　after　GnRHant　administra 磁on （rRean ± SE ，
　n 謂4）．The　leveLs　of 　I．H β mRNA 　and

　 GnRH −R　mRNA 　are 　expressed 　as 　a 　percentage 　ofthe 　contrQI　va 正ues 、

フ ィ ル ム 社）で解析 した，mRNA の 発現量 は対照

群 を100％ として ％で 表示 した．

　なお，測定値は 平均値 ± 標準誤差 （mean ± SE）

で 表示 し
，

一
元配置分散分析法（ANOVA ）で，分散

分 析 お よ び post −hoc　test と し て Hsher の PLDS

法 を用 い て ， 統計分析 を行 っ た，有意水準 0．05以 下

を有意差あ りと判定 した ．

　 　　　　　　 　 結 　 　果

　 1．GnRHant の 短期投与成績

　Fig．1 に示 した ご と く，
　 GnRHant の 単回投与に

よ り，
5

，
24時間後の 血中 LH 値は ， 対照群 と比較

して 減少傾向を示すもの の ，有意な差は認め られ

なか っ た．そ れ に対して，GnRHa 投与群 の 5， 24

時間後の 血 中 LH 値 は ， 対照群 と比 較 して有意 に

増加 した （p＜ 0．01）．こ の GnRHa に よ る 5 時 間後

の LH 分泌増加反応は ，
　 GnRHant との 併用 に よ り

有意 に抑 制 され（GnRHa 　vs 　GnRHant ＋ GnRHa ，

p＜ 0．01）， 対照群 の 5 時間後 の 値 との 差は有意 で

な くな っ た．しか し ， GnRHant ＋ GnRHa 併用群 の

24時間後の LH 値は ， 対照群 と比 較して 有意に増

加した （p ＜ 0．01）．一
方 ， GnRHant 群 の FSH 値 は ，

対照群 と比較 して ， 5 時間後 で は有意 な差は認め

られ な か っ たが ， 24時間後で は有意 に増 加 した

（p〈 0．01）．GnRHa 群 におい て は
，
血 中 FSH 値は

，

5 時 間 後 に ， 対 照 群 よ り有 意 に 増 加 し た が

（p＜ 0，01）， 24時間後 に は増加 した もの の
， 対照群

と比較 して 有意で はなか っ た．LH 値 の 場合 と同

様に ， GnRHa 群 にみ られた 5時間後 の FSH 値 の

N 工工
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増加 は，GnRHant との 併用 によ り，有意に抑制 さ

れた （GnRIIa　vs 　GnRHant ＋ GnRHa
，
　 p〈 O．Ol）．ま

た
， GIIRIIをmt ＋ GnRHa 併用群 の 24時間後 の FSH

値は ， 対照群 と比較 して 有意に増加 した（p＜  ．01）．

　Hg ．2 上段に示 した ご とく， GnRHant 群 ，
　GnRH −

a 群 ， GnRHant ＋ GnRHa 併用群の 5， 24時 間後 の

下垂体 LH βmRNA 発現量 は， 対照群 と比較 して

有意 な変化 は惹起 され なか っ た．一方 ， 下 垂体

GnRH −R　mRNA 発現量は
，
5 時間後に は

， 対照群 と
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Fig．3　 0varian　weights 　in　Iats 　t互eated 　with 　GnRIIant

　（mean ± SE，　n ＝10＞．  mature 　female　rats 　treated

　with 　GnRHant （33μg／100g　BW ／day）；GnRIIa（GnRH

　agonist 　depot　33μg／100　g　 BW 〆4　 weeks ）； or

　GnRH εmt 　together　with 　GnRHa 圭br　one 　weel （．
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比 較 して 約 70％ とな り有 意 に減 少 した （Fig．2 下

段 ， p〈 O．Ol），24時間後で は ， 対照群 と比較 して約

3 ％ とな り， 更に減少 した （p ＜ 0．01）．投与群 に よ

る ， i唾 体 GnRH −R　mRNA 発現量 の 抑制の 違 い は

認め られ なか っ た．

　 2．GnRHant の 長期投 与（1週 間）成績

　GnRHa 皿t 投与 1週 間後の 卵巣重量 は ， 対照群 と

比 較 して ， 有意 に 減 少 した（Fig．3，
　 p＜  ．01）．

GnRHa 投与 1 週 聞後の 卵巣重量 も， 対照群 と比較

して 有意に 減少 したが （p＜ 0．Ol）， そ の 効果は ，

GnRHant 群 の 方が 有意 に 強か っ た （p＜ 0．el）．ま

た ， GnRIIant ＋ GnRIIa 併用 群の 1週 間後の 卵巣重

量 は ， 対照群 と比較 して 有意に 減少 し（p＜ 0．01），

GnRHa 群 の それ よ りも有意に減少 した（p〈 0．01）．

　Fig．4 に示 した ご と く，
GnRH に対する LH の 反

応性を 1μgGnRH 投与30分値で 検討す る と，対照

群 と比較 して
， GnRHant 群 ，

　GnRHa 群 ，
　 GnRHant

＋ GnRHa 併用群 の い ず れも， 反応性 LH 分泌 は，

有意 に抑制 され （p＜ O．Ol）， 実際 ，
　 GnRH 投与前の

LH 値 とは有意 な差 は認め られなか っ た．

　Fig，5 に投 与後 1週 間の 下垂体 LH 含量 を示 し

た．GnRHant に よ り， 対照群 と比 較 して ，

1
ド重体

LH 含景 は有意 に増加 し た が （p＜ O．05），
　 GnRHa

投与に よ っ て 下 垂体 LH 含量 は 有意 に減少 し た
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Fig．4　Senユm 　LH 　responses 　to　GnRH 　in　ratstreated 　with 　GnRHa 皿t（mean ± SE ，　n ‘4）．

　Imm 乱ture　fem撮e　rats 　treated　with 　GnR 且ant （33μg／100g　BW ／day）；GnRHa （GnRII

　agonist 　depot　33μg／100g　BW ／4　weeks ）；or 　GnRHant 　toge 〔：her　wi けl　GnRHa 　for　one
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　 adniinistration ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1676 Gn 分泌に 及ぼ す GnRHant の 影響につ い て 日産婦誌52巻12号

（

、
」

邸

ゼ
＝

起
皀

丶

O

δ
　

ヨ
あ
」

o
ゼ
コ

起
ユ

100

80

60

4e

2〔｝

o

「k
＃＃

★★

　 P〈O．Ol　 vs 　control

de
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Fig．5　　Pituitary　LII　content 　in　rats 　treated　With

　GnRHa 皿 t（mean ± SE
，
　n ・‘ 4）．Immature 　female　rats

　treated 　 with 　 GnRHant （33 μg／100　g　 BW ／d乱y）；

　GnRHa （GnRH 　agonist 　depot　33μg／100　g　BW ／4

　weeks ）；or 　GnRHa 皿 t　together　with 　GnRHa 　for　one

　 week ．

（p＜ 0，01）．GnRHa に よる下乖体 LH 含量 の 減少 は

GnRHant の 併用 に よ り有意に減弱 した （p＜ 0．01）．

　Fig．　6 ヒ段 に示 した ご と く，　 GnRHant 投 与群，

GnRHa 群，　 GnRHant ＋ GnRHa 併 用 群 の 下 垂 体

LHβmRNA 発現量 は ， 対照群 と比較 して有意に減

少 し， その 効 果 は ， GnRHant ＋ GnRHa 併 用群 ＞

GnRHa 群 ＞ GnRHa 皿t投与群 の 順で あ っ た．実際，

GnRHant ＋ GnRHa 併 用 群 の 下 垂 体 LH βmRNA

発現量は ， GnRHa 皿 t群 ，
　GnRHa 群の もの よ り， 有

意に減少して い た． ・
方 ， Fig．6下段 に示 したご と

く， GnRHa 髄 群の 下垂体 GnRH −R 　mRNA 発現 量

は
， 対照群お よ び GnRHa 群 と比 較し て ， 有意に減

少 し た．GnRHa 投 与 に よ り，下 垂 体 GnRH −R

mRNA 発現量 は，対照群 と比較 して 有意 に減少 し

たが ， 前述 した ご と く，GnRHant 群 よ り有意に多

か っ た。GnRHant ＋ GnRHa 併 用 群 の 下 垂 体

GnRH −R　mRNA 発現量 は ， 対照群 ，
　 GnRHa 群 よ り

有意 に減少 し， GnRHant 群 と同様で あ っ た ．

　　　　　　　　　考 　 　察

　今 回の 研究か ら， GnRHant 単回投与に よる短期

的 な作用 と し て
，

血 中 LH 値や FSH 値 ， 下 垂体

LH βmRNA 発 現 景 に は 大 きな 変化 を 惹起 し な

か っ たが ， 下垂体 GnRII−R　mRNA 発現量 を抑制す

るこ とが明 らか とな っ た，また，1週 間の 長期投 与

に よ り，下垂体 L｝1β　mRNA お よび GnRH −R　mRNA
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Fig．6　LH β mRNA （upper 　pa皿 e1 ）and 　GnRH −R　mRNA

　（10wer　panel）in　rats 　treated 　with 　GnRHant （mean ±

　SE
，
　 n ＝3），Immature 　 female　 rats　 treated　 with

　GnRHant （33μ　g／100g　BW 〆day＞；GnRHa （GnRH 　ago −

　nist 　depot　33μg／100g　BW ／4　weeks ）；or 　GnRHant

　 together　with 　GnRHa 　for　one 　week ，　The　leve  of

　LIIβ mRNA 　and 　GnRII−R 　mRNA 　are 　expressed 　as 　a

　pereentage　of　the　control 　values ・

の 発現 を抑制し
，
下垂体 LH 含有量 を増加させ ， 下

垂体の GnRH に対す る反応性を抑制し，卵巣重量

を減少する こ とが 明 らか とな っ た．

　本実験で 幼若雌 ラ ッ トを用 い た の は ， 成熟ラ ッ

トは性周期 を同帰 し，内分泌状態 が大 きく変化 し，

下垂体の 状態も大 きく変化 する こ と に よ り結果の

解釈が困難 となる こ とを避 ける 目的 と，臨床的応

用 へ の 基礎デ
ータ として

， 卵巣 へ の 影響も知る 目

的があ っ たか らで ある． したが っ て ， 本実験で は

Uemura 　et　al．
s〕
や Sakakibara　et　al．7♪と 同様 に 未成

熟ラ ッ トを使用 したが，これか らの 臨床応用をふ

まえて 成熟 ラ ッ トの 内分泌 動態につ い て も今後検

討 して 行 きた い ．薬剤の 投与量 に つ い て は ， Pin−

ski 　et 　al．は 成 熟 雄 ラ ッ ト（250〜300g　BW ）に
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GnRIIa皿t（Cetrorelix）100μg／rat／day を 4週 間 投

与 して ， gonadotropin 分泌予備能の 有意な低下を

認 めて い るこ とか ら
s〕

， GnRHant （Cetrorelix）の量

を33μg／100g　BW ／day と設定した．また ， GnRHaiit

の 投与景 に つ い て
，
GnRHa の 10倍か ら30倍が 臨床

的 に は用 い られて い るこ とか ら
2｝

， 今 回 GnRHa

depot 剤 の 量 を33μg／100g　BW ／4　weeks とした．

　今回の 研究で は ， GnRHant 投．与で ， 血中 UI 値

に は 有意 な変化は認め られ なか っ た．しか し ，

Bokser 　et　aユ，は GnRHant （Cetrerelix）を雌 ラ ッ ト

に osmotic 　minipump で 総 量27μg／day を60 日 間

投与 し， 血中 LH 値の 有意 は低下 を認め てお り
u）
，

Pinski　et　al．
’‘’）

は成熟雄ラ ッ ト（220〜250g）に2．5mg／

rat の GnRHa 皿t（Cetrorelix）を投与 して ，
　 LH の 有

意 な低 下を認めて い る．今回の 実験で は 33κg／100

gBW ／day を 7 口間投与して い るが，　 LH 値が有意

に低下 しなか っ た原 因と して は幼若雌 ラ ッ トを用

い た こ と ， 投与期間が短 い こ と， 投 与量が少 ない

こ と等に よる と考え られ る ，しか し， 未成熟雌ラ ッ

トへ の GnRHa （GnRHa 　depot　O94　mg ／rat ／4　weeks ）

の 長 期 投 与で も有 意 な LH 低 下 がみ られ て お ら

ず
「’〉
，したが っ て

， 結果の 違 い は ， 成熟 ラ ッ トか 未

成熟ラ ッ トに よる と考え られ るが ，

一
方で以 ドの

こ と も考慮 しな くて は い けな い ．すなわち，ラ ッ

ト LH の 抗体が polyclonal抗体で あ り， 免疫学的

に は α subunit とも交差する こ とが 関与 して い る

可能性が ある
n 〕

．GnRHant で も α subunit の 減少

率の 少な い こ とが報告されて お り
12｝

，
こ れ らの こ

とが今 回 の 実験 で LH 値が 有意な低下 を示 さな

か っ た こ とに関与して い る とも考えられる，

　GnRHant 投与 は，血 中 LH 値 を減少 させ な い

が ， GnRH に対 する LH の 反応性 は著明 に抑制す

る こ とか ら，下垂体の gonadotropin 分泌能は十分

に抑制され て い る と考 え られる．
一
方 ， ド垂体 LH

含量は有意な増加 を示 した．こ れは短期 的投与で

は LH βmRNA 発現 は抑制 されな い こ とか ら，
　 LH

の 放出が抑制される こ とによる と推測 される．こ

の こ とは flare　up 現象を もた らす GnRHa 投与で

下乖体 LH 含量 が 有意に低下す る こ と，
　 GnRHa

併用 GnRHant 投 与で GnRHa に よ る flare　up 現

象は減弱し ， 下垂体 LH 含景が GnRHa 単独群 よ り

高 1677

有意に増加する こ とか ら も裏付け られ る．

　 GnRHant は卵巣重量 も有意に減少 させ た，こ れ

に は GnRHa 皿 tの 卵巣に対す る直接的 な作用 も否

定で きない が ， GnRHant の 卵 巣へ の 直接作用 に関

して は刺激的作 用で ある と報告 されて お り
13）±4〕

，

した が っ て
， 下垂体の GnRH に対 する LH の 反応

性分泌の 抑制に よる，gonadotropin を介した作用

が主た る もの と推測 され る．矛盾点 として ， 血中

の LH 値 は変化 しない こ とが挙げ られるが ， 幼若

雌 ラ ッ ト（24〜270 齢）下乗体か ら の LH 分泌は パ

ル ス 状 で 1〜2LH 　pulses／4　hours を認め て い る こ

とか ら
1’5）
，
一

点の 計測で は ，
LH 分泌 の 変化 を検 出

で きなか っ た可能性があ る．

　 GnRHant 投 与後 1週 間の 長期投与で は ， 下垂体

LH βmRNA 発現量は有意に低下 した．LH βmRNA

発現量 は卵巣摘 出で 16倍に も増加 し
ls）
，　 GnRHant

投与で その 卵巣摘出に よる LH βmRNA 増加は 隰

止され る
17）．また ，

ル シ フ ェ ラ ーゼ レポ ーター遺

伝子 （1uciferase　reporter 　gene）を導入 して ， 転写活

性 を測定 した 成績か ら
，

LH βgene転 写活性 は卵

巣摘出で亢進 し，GnRHant 投 与で阻 1Lされ るこ と

も明 らか に され て い る
IB〕
，今同の 研究で は ， 幼若

雌 ラ ッ 1・へ の GnRHImt 単独投与 にお い て ， 7日間

投与 で LHβmRNA の 有意 な抑制が認 め られ て お

り，
GnRHant は長期投与す る と， LH 分泌抑制の み

な らず， 強力 な LH 合成抑制作用 を有する こ とが

示唆 される．

　 GnRH −R は GnRH に よ っ て調節されて い る こ と

が 知られてお り， 卵巣摘出に よ り有意 に受容体数

は増加するが ， そ の 際 GnRH −R の 遺伝子発現 も増

加する
ID）
．また ， こ の GnRH −R の mRNA 発現は

，

GnRHa 投与 で 減 少す る こ と が 報告 さ れ て い

る
17＞1°）

．
一

方 ， GnRHant につ い て は ，
　 GnRHa に比

較 して，受 容体 に 結合後 細胞 内へ の intemaliza−

tionを誘導 し ない と され ，
　 GnRH −R の down −reg −

ulation に つ い て は明 らかで なか っ たが ，
1992年に

Pinski　et　a1．1°）
は GnRHant （1．25mg ／rat）7 日問投与

で GnRH −R の 占拠 の み な らず ，
　 GnRH −R の down −

regulation をもた らすこ と を報告 して い る ．1996

年に は Halmos 　et 　al．
2D

は MnCl 、や NH 、
　SCN の よ う

なカ オ トロ ピ ッ ク試薬（Chaotropic　agent ）を用 い
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て
，

GnRH −R を 非 飽 和 （desaturation）に し て ，

GnRH −R 数 を測定し，雄 ラ ッ トへ の GnRHant （Ce−

trOrelix　100ptg）投 与 1時 間後 で 最 大結合 能 （B 。 、x）

は有意 に低下 し，3〜6時間に最小値 を示 し， Gn −

RHant で も down −regulation を もた らす こ とを明

らか に した．

　しか し， GnRHant の GnRH −R 　mRNA へ の 影響に

つ い て の 報 告は少な く， 著者の 知る限 りで は ，
Pin−

ski 　et　al，
8〕
の 報告がある にす ぎない ．彼 らは雄 ラ ッ

ト へ の GnRHa 皿 t 投 与（4．5mg 　Cetrorelb（paIuoate

depot）14Li 後 の GnRH −R　mRNA は75〜80％の 有

意 な減少 を報告 して い る．今 回 の 成績 で は Pinski

et　al，の 報告 した one 　pointの 測定で はな く， GnR −

Ha皿t（33μg／100g　BW ／day）を単回お よ び 反復投与

を行 い
， GnRH −R 　mRNA の 推移 をみ た．そ の 結果 ，

対照群に比較 し て ，5 時間で 約70％ へ
， 24時問で 約

30％へ ，7 日間で 約25％ へ と著明に そ の 発現量 の

抑制が
．
認め られた．今 回の 成績で は投与 5 時 間後

よ りGnRH −R 　mRNA の 有意 な減少 を認 め た が ，

GnRHa （300μg／kg）投与で Lerrant　et　aL2 °｝
も同程

度 の 短時 間で GnRH −R 　mRNA の 有意 な抑制 を 認

めて い る こ とか ら， GnRHant も GnRHa に匹敵す

る 速 さ で GnRH −R　mRNA 発現 を抑制 す る もの と

考えられ る．

　本実験 の 成績は GnRHant の 1週 間連 日皮 下投

与で 下垂体の GnRH に対する LH の 反応性 は有意

に抑制され，卵巣重量 は対照群よ り有意 に減少し，

下 垂体 GnRH −R　mRNA は対 照群に比 して 有意 に

減少 して い る こ とか ら， GnRHant は強力に下垂体

抑制効果 を示し
，

GnRH −R　mRNA も GnRHa と同

様に抑制す る こ とが 示 され た．また，GnRHa 群 と

の 比較で も， GnRHant は卵巣重最 を GnRHa 群よ

りも有意 に 抑制 し， GnRH −R 　mRNA も GnRHa 群

よ りも有意 に低 下 した．こ の よ うに GnRH −R 　m −

RNA を も減少 させ る こ とか ら，　 GnRIIant は 臨床

的に必ず しも漸増投与の 必 要が なく，長期投与の

可能なこ とが示唆 された．

　 GnRHa がすで に臨床応用 されて お り， GnRHa 皿t

が 近 い 将 来 臨床使用 が 可能 に な っ て くる と，

GnRHa と GnRHant の 併用 した治療効果の 期待も

生 じて くる．しか し，in　vivo で
．
両者を併用 して の

実験成績は少 ない ，皿 inos　et　al．
2u〕

は雌 baboons で

GnRHa （O．83μg／kg／12h）に よ る 脱感作 に 及 ぼ す

GnRHa 皿t（3mg ／kg　BW ， そ の 後1mg ／kg　BW ／2　da−

ys）の 影響を調べ
，　GnRHant が GnRHa の 脱感作を

減弱する と報告 して い る． しか し， 本実験 で は ，

薬剤の 投与量
， 実験動物 の 違 い もあ る が ， Gn −

RHant が GnRHa に よ る下垂体 LH の 反応性抑制

を減弱 する成績 を明確に は得 られなか っ た．下垂

体 1．H 含 量 ，
　 LH βmRNA

，
　 GnRH −R　mRNA に つ い

て
，

GnRHa と GnRHant を併用 し て検討した …報告

は著者の 知 る限 りで は まだ見当た らない ．そ こで，

こ の 点 につ い て
， 検討 した，その 結果，併用群で

は G − RHa の nare　up 現 象 に よ る 田 ，　 FSH の 増

加を有意に減弱す る こ と， その 結果 ， 下垂体 LH

含量 は有意に増加す る こ と
， 卵巣重量は GnRHant

単独 と同様に GnRHa よ り有意 に縮小す る こ と，

GnRH −R　mRNA も GnRHant 単 独 と 1司様 GnRHa

よ り有意に 減少する こ と， 更 に ， LH βmRNA に お

い て は ， GnRHa よ り有意に減少する の み ならず ，

GnRHant 弔独 の 場 合 よ り も 有 意 に 減 少 し，

GnRHant と GnRHa との相乗効果が 認め られ た．

こ の 成績 は GnRHant と GnRHa との 併用 で ，
　 Gn −

RHa の 初期刺 激効果 を減弱 し ，
　 GnRHa 単独 よ り

も ド垂体卵 巣系へ の 抑制効果が 強 い こ と を示 して

お り， 今回の 実験勁物に お ける内分泌学的検討か

ら， GnRHant と GnRHa との 併用療法の 臨床応用

に つ い て ， 有用性 を示唆 した もの とい える．

　 稿を終 え る に あ た り， 御指導 ， 御校閲を賜 りました平原

史樹教授，な らび本研究の 遂行 にあ た り終始直接御指導賜

り ま した 恩 師 植村 次 雄 客 員 教 授，藤沢 市民 病院部長 に 心 か

ら厚く御礼申し上 げます．また，御助言を賜 りました本学

第 2 生 理 学教 室 田 中冨久予教 授，舩橋利也講師，産婦人科

学教室近藤芳仁講師 ， 榊原秀也講師， 実験 に御協力 い た だ

い た 秋山多萬子，稲 田真愛，広 瀬真紀 子各実験助手 に 感謝

い た し ます，

　 なお，本論文の 要旨の
一

部 は，第51回，第52回 H 本産科

婦人科学会学術講演会，第72回 日本内分泌学会学術講演会

にお い て 発表 し た．本研究 の
一

部 は文部省科学研究補助 金

（09671704）に よ る も の で あ る．な お，Cet，rore ］iX　aeetate

を提供 して い た だい た Asta　Medica ，
　 AG お よ び 田 の RIA

の キ ッ 】・を提供 して い た だい た NIDDK に感謝します．
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