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シ ンポジウム 2　中枢神経関連生理活性物質の 生殖機能へ の か か わ り

（3）排卵過程におけるメ ラ トニ ン の 防御的役割

一 メ ラ トニ ン は卵胞内で卵 と顆粒膜細胞を酸化ス トレス か ら護る一
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　　　　　　　　　　【目的】

　排卵現象 は 炎症類似の 現象と捉え られ て い る．

そ の ひ とつ と して ，実際に排卵過程 にお い て は卵

胞内で活性酸素種が発生する．一
方，その 防御機

構 として，卵胞内に は種々 の ラ ジ カ ル ス カ ベ ン

ジ ャ
ー

が存在 し，酸化ス トレ ス か ら卵 や顆粒膜細

胞を 防御 して い る．しか しなが ら，この バ ラ ン ス

が崩れれば，卵や顆粒膜細胞は容易に酸化 ス トレ

ス を受け，こ れ が卵 の 質の 低下に つ なが り，受精

障害 の 原因 とな っ て い る 可 能性 が 指摘 さ れ て い

る，

　松果体ホル モ ン で あるメ ラ トニ ン は，明暗刺激

で分泌が調節され て い る中枢神経系 ホル モ ン で，
生体 リズ ム に 関与 して い る．興味深 い ことに

，
メ

ラ トニ ン は活性酸素などに対 しラ ジ カ ル ス キ ャ ベ

ン ジ ャ
ーとして働 き，抗酸化作用 を有す るこ とが

注 目され て い る．我々 は こ れまで に，卵巣にお い

て もメ ラ トニ ンが 日内変動を示し，特に卵胞液中

に はメ ラ トニ ン が 高濃度に存在 し （ifiL中濃度 の 2
倍以上 ），卵胞の 発育に 比例 して 増加す る こ と を明

らかに して い る．

　本研究は，  排卵過程にある卵胞内で酸化ス ト

レス が卵 や顆粒膜細胞の 質の 低下 に関与す るか，

  メ ラ トニ ン の 抗酸化作用 に注 目し，メ ラ トニ ン

が 酸化ス トレ ス を抑制し，卵や 顆粒膜細胞 の 保護

に働 い て い るか を検討 した．さ らに，こ れ らの 基

礎 的研究 に基づ い て r   メ ラ トニ ン投与 に よ り卵

胞 内の 酸化ス トレス を抑制す る こ とで，実際 に卵
の 質が改善 し妊娠率の 向上 に繋が るか とい う臨床

成績を検討 した ，

　なお，本研究は当施設の 臨床研究倫理審査委員

会の 承認の もと患者か らの イ ン フ ォ
ーム ドコ ン セ

ン トを得て 行わ れた．

　　　　　　　　　 【方法】
1．卵に つ い て の 解析

（1）体外受精胚移植 （GnRHa −long　protocol法）を

施行 した 56症 例 56周期に お い て ，hCG 投与 34

時間後の 採卵時に採取 した卵胞液を用 い ，卵胞液

中の 酸化ス ト レ ス と変性卵 との 関係，メ ラ トニ ン

濃度と酸化ス トレ ス と の 関係 を検討 した，酸化ス

トレ ス の 指標 は脂質損傷 マ ーカ ー として Hex −

anoyl −lysine　adduct （HEL ），　 DNA 損傷 マ ーカー

として 8−hydroxy−2−deoxyguanosine（8−OHdG ）
の卵胞液中濃度を測定 した，

（2）一  卵に対する活性酸素種や メ ラ トニ ン の 作用
を検討す る ため マ ウ ス を用 い て 実験 を行 っ た．3
週 齢雌 ICR マ ウ ス に pregnant　mare 　serum 　gona ．

dotropin（PMSG ）101U を投与 し，48時間後に卵

巣 を摘 出 し た．卵 胞 よ り cumulus −
oocyte 　com −

plex を採取 し，　 denuded 　oocyte を分離採取 した．

酸化ス トレ ス として
，
H202 （100〜500μM ）を培

養液中に添加 し， denuded　oocyte を培養 した．卵

の 成熟過程で は第
一
減数分裂が再開 し，第一

極体
の 放 出がみ られ るた め，12時間培養後の oocyte

の 第一極体放出の 割合を観察した ．

（2）一  H202 で 引 き起 こ され る卵の 成熟 障害をメ

ラ トニ ン が防止で きるか どうか を検討す るため ，
300mMH202 と同時 に メ ラ トニ ン （O．1，　 L　 lO
ng ／ml ） を添 加 し denuded　oocyte を培 養 し， 12
時間後 にお ける第

一
極体放 出の 割合を観察した ．

（3＞一  臨床応用 として メ ラ トニ ン投与 に よ り卵胞

内の 酸化ス トレス を抑制す る こ とで実際に卵の質
が 改善 し，妊娠率の 向上に繋が るか を検討 した．

まず，メ ラ トニ ン投与に よ っ て 実際に卵胞内の 酸

化ス ト レ ス が抑制され るか どうか を検討 した，体

外受精胚移植患者に採卵 前周期の 月経 5 日目よ り

採卵 日の 前 日まで連 日メ ラ トニ ン 錠 （3mg ／H ，
22 ：00服用）を内服 して い ただ き，卵胞液 中の メ ラ

トニ ン，HEL
，
8−OHdG 濃度を測定した．

（3）一  メ ラ トニ ン投与の 臨床成績 を検討 した．前

回 の体外受精胚移植が不成功 に終わ り，受精率が

50％ 未満で あ っ た 56症例 に対 して，採卵前周期
の 月経 5 日目よ り採卵 日の 前日まで 連 日メ ラ トニ

ン錠 （3mg ／日）を内服 して い た だ き体外受精を施
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行し，変性卵率 ， 受精率 ， 妊娠率につ い て前回 の

体外受精周期と比 較しメ ラ トニ ン の効果 を検討 し

た．また，前回の体外受精胚移植 におい て受精率

が 50％ 未満で 不成功に終わ っ た症例で，次回 の 体

外受精胚移植 も メ ラ トニ ン 投与 を行わ なか っ た

59症例 の 成績 を対照 として比較検討 した．

2．黄体化顆粒膜細胞に つ い ての解析

（1）体外受精胚移植を施行 した 36症例 36周期に

おい て ， 採卵時に採取 した卵胞液中の 酸化ス トレ

ス と progesterone濃度との 関係 ，
メ ラ トニ ン 濃度

とprogesterone 濃度と の 関係，メ ラ トニ ン濃度と

酸化ス トレ ス と の 関係を検討 した．

（2）顆粒膜細胞に対する 酸化 ス トレ ス や メ ラ トニ

ン の 作用 を検討するた め，採卵時に採取 した黄体

化顆粒膜細胞を H202 添加で ，メ ラ トニ ン存在下

または非存在 下で 12 時 間培 養 し，progesterone

分泌 を検討 した．

　　　　　　　　　 【成績】

1．卵 につ い て の解析

（1）変性卵率 （変性卵数／採卵数）が 30％ 以 上 の

症例 （n ＝ 10）で は
，
30％ 未満の 症例 （n ＝44）に

比 較 し，卵胞液中の 8−OHdG 濃 度が有意 に 高値

（16．2 ± ＆lvs　lL5 ± 3．9　ng ／ml ）を示した．すなわ

ち ， 卵の 質が不良な症例で は酸化 ス トレ ス が高い

こ とが示 され た．また
， 卵胞液中の 8−OHdG 濃度

と メ ラ トニ ン濃度には有意の 負の 相 関を認め た．

（2）一  H202 を添加 し なか っ た コ ン トロ
ール で

は，第
一

極体を放 出した卵子 は92．9％ で あ っ た の

に対 し，H202100mM の 添加で は 87．2％，　 H202

200mM で は 63．4％，　 H202 　300mM で は 17；1％，

400mM と 500mM で は 0％ であ り，H202200mM

以上で 第
一

極体の放出が有意に抑制 された．

（2）一  第
一

極体 放 出卵子 は， コ ン トロ
ール で は

923 ％ で あ っ た の に 対 し，H202300mM で は

2＆6％ で あっ た．H202 （300mM ）＋ メ ラ トニ ン 10

ng ／ml で は 62．5％ で あ り，
　 H202 で抑制 され た 第

一極体 の 放 出は メ ラ トニ ン に よ り有意 に改善 し

た．すなわち，酸化ス トレ ス に よ り卵の 成熟が障

害 され ，こ れ をメ ラ トニ ンは防御す る こ とが 明 ら

か となっ た，

（3）一  メ ラ トニ ン投与に よ り卵胞液中の メ ラ トニ

ン濃 度はメ ラ トニ ン非投与周期に比較し有意に増

加した （432± 260vs　ll2± 51　pg／ml ）．メラ トニ ン

非投与周期 と メ ラ トニ ン投与周期 にお ける卵 胞液

中の 8−OHdG 濃度 （17．4 ± 8．8　vs 　11．6± 0．7　ng ／ml ）
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と HEL 濃度（25．（）± 7．2　vs 　192 ± 2．5　nmol ／L）か ら，

メ ラ トニ ン 投与は実際に，卵胞液中の メ ラ トニ ン

濃度を上げ，酸化ス トレ ス を抑制す るこ とが明 ら

か となっ た ．

（3）一  メ ラ トニ ン 投与周期で は前 回の 体外受精周

期 と比較 して変性卵率は低下 し（14．2 ± 25　vs 　9．0±

24％），受精率 は 有 意 に 上 昇 した （202± 19vs

50．0± 38％）。また 56周期中 11周期 （19．6％）に妊

娠が成立 した．一
方，前 回 の 体外受精で 受精率が

不 良であ っ たが メ ラ トニ ン 投与 を行わ なか っ た

59症 例 で は，受 精 率 は （20．9 ± 16．5　vs 　22．8 ±

19．0％）と改善を認めず，妊娠成立 も 59周期 中 6

周期 （102 ％）で あ っ た．すなわ ち，メ ラ トニ ン投

与 によ り卵 の 質 と受精率の 改善を認め，妊娠率の

向上 に繋が っ た．

2，黄体化顆粒膜細胞 に つ い て の解析

（1）卵胞液中の progesterone 濃 度 と メ ラ トニ ン

濃度との 問に は有意の 正の相関を認 め，メ ラ トニ

ン濃度と 8−OHdG 濃度 との 間，　progesterone濃度

と 8−OHdG 濃度 との 間には負の 相関を認め た．

（2）H202 添 加 に よ り有 意 に progesterone分泌

は抑制されたが，こ の 抑制作用は メ ラ トニ ン の 同

時添加 に よ り阻止 され た．なお
，

メ ラ トニ ン 単独

で は黄体化 顆粒膜細胞 の progesterone 分泌に有

意な影響 を与 え なか っ た．すなわち，卵胞内に お

ける酸化 ス トレ ス に よ り顆粒膜細胞の 黄体化が抑

制 され るが，こ れ をメ ラ トニ ン は防御す る こ とが

明らか となっ た．

　　　　　　　　　 【結論】

　 本研究は，排卵過程にお い て，松果体 ホ ル モ ン

で ある メ ラ トニ ン が卵胞内で抗酸化作用 を有する

生理活性物質 として 働 き，酸化ス ト レ ス か ら卵を

保護 して い る こ とを明 らかに した．また，こ の 排

卵過程に起因す る病態 として，酸化ス トレ ス に よ

る卵の 成熟障害が卵の 質の低下 に関与して い る こ

とを示 した．さ らに本研究 は，こ れ らの デ
・一・タに

基 づ き，メ ラ トニ ン投与が実際 に卵の 質を改善さ

せ ，受精率や妊娠率の向上に繋が る とい う臨床応

用 に発展 させ た．本研究は，基礎的研究と臨床的

研究に基づ き，不妊治療 における大 きな課題で あ

る 卵の 質の 低下の 病態の
一端 を解明 したもの で 極

め て意義が 大 きい と考える，さらに
， 体外受精を

はじめとす る不妊治療にお い て ，卵の質の低下を

防止 する新た な治療法の 確立 に 繋が る と考え る．
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