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瘢 妊尉 韈 の … に ・1・iniphed・ Cit・… （・1・ mid ）轍 与 ・ た と ・ ろ4 搬 翻 て 孅 ・・阻善陣 流

産 像 力欟 察 さ れ た．本報 告で は ，・b・ttifa・i・At と し て 100％有 効 で あ る こ と 力荊 明 睫 ・1d血 id あ妊蹟 体 へ

の 作 用 を 詳細啾 索 す る た め ，・・… i由 燗 に 関与 し て い 礁 勲 中心 曠 体中ゐ箍 卿 醸 灘 を 灘 し

た・す な わ ち，steP ・id・9・n ・・isに 関与 し て ・・る gl蜘 e −6−ph。・幽 t・ d・h蜘 9・面 ・ （G6PrtH ）∫6やh ・藪 σ91・ c・ ．

nate
　
dehydregenase （6PGDH ），　mal 三c 　enzyme

，　ATP 　citrate 　lyase
，
　d5．3β．hydroxysteroid　 dehydrogenase （3β一

HSD ）；解 糖 系 の k・y ・ n ・y・n ・・ の 1 つ で あ る py・・v ・t・ ki… r ；お よ び pr・9・・t・・  ・ 分 解の fi・st ・t・p で あ る

20α
一hydroxysteroid　dehydrogenase（20α一HSD ） の 7 種類 の 酵素活性 に つ い て 黄 体粗抽 出 液 を 用 い て 測定 し た．

そ の 結 果 ・
d ・ mid 投 与 ラ ・ ト の 黄体 で Ot．　 G6PDH ，  li・ ・n ・ym ・，　ATP 　・it・at ・ ly・se な ど の ・t・ r・id。9 ・・i・

enzymes に 中等 度 の 活栓 低 下 が み られ た が ，　 Iuteolysisと と も に 黄体中 で 特 異酌 に 活 性 化 さ れ る 20α ・HSD は

殆 ど活 性 の 増加 が み られ な か っ た ．こ れ に 対 し て
， 自然 に Iuteolytic な 変化 を起 し て い る と考 え ら れ る 産褥 ラ

ヅ ト 磧 体 で は
・

・S・r・id・g・nic 　e ・・即 ・・ の な か で m ・1ユc　en ・アm ・ お よ び ATP ・i・・at ・ lya・e　F：著 し ・・灘 低

下 勘 らt’・　tcが
・ G6PDH 磁 齬 性化 諏 て い て 撫 群 よ りも高 ・・灘 を 示 し 岸・同畔 2q・ −HS 玖．噸

著な 活性 の 増 加 が み ら れ た ．

　以 上 の 結 果 か ら・clomid 投 与 ラ
ッ トの 黄体 で は 20α

一HSD が 活 性 化 さ れ る以 前 に 既 に stereidogenic 　 enzymes

の 活 性 が 低 下 し て luteolyticな変 化 が進行 し つ つ あ り，同 時 に 妊 卵 の 吸 収が 始 ま つ て い る こ と を 示 し て い て ，
clomid が mild な luteolytic　agent で あ る こ と が 明 ら か に な つ た ．

　ま た ・　
’
est 「adiol

　benzoateを 妊娠前半 期 の ラ ッ トに 投与 した と こ ろ 全例 で 流産像 が み られ た ．従 つ て ，　clomid

Oe よ る 1・t・・！y・is の 作用機序 と し て は ，　cl・ mid 投与 に よ り血 中 に 増 加 し た ・st・ng・ ns を 介 し て の 間 接 的 な 効 果

が主 た る 要 因 と し て 考 え ら れ る．

　　　　　　　　　　緒　　言

　
Clomiphene

　citrate （clomid ）は ，臨床的に は 排

卵誘発剤 と して 使用 されて い るが ，本剤 を妊娠ラ

ッ トに 投与する、と， 妊卵は 吸 収され ， 妊娠黄体 の

重量 は有意に 減少する （Chatterjee　et　al ・
， 1974）．

ま た ，人 の 妊娠黄体 の slice を用 い た in　vitre の

実験系で incub ・ ti。・ m ・di・m 中に ・1・mid を大量

』
に添加す る と ，

steroidogenesis が抑 制された と い

蝦 告もあ り （Ha   erstein
， 絣 3），clomid が妊

娠黄体に対 し て は lute・ lyticに 作用 し て い る こ と

が考 え られ る．

　 妊娠前半期 ラ ッ ト に prostaglandin　 F2． な ど

abortifacient 　agent を投与する と，妊卵は吸収 さ

れ ， 黄体細胞は微細構造上 1ロteolytic な所見が観

　　　　　　　　　　　　　E

N 工工
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察 され る （O ≧・m ・… t ・1・
，
・1972）．20α一HSD は黄

　体細胞 の 微細構造上 の 変化 に よ く対応 して活性が

変動 し ． 黄体o機能を正確 に反映する酵素で あ る

　こ と が 明 らか に され て い る （Wiest 　et 　aL
， 1970 ；

剛 竒他 ・ 1974）が ．・ mi 皿・glut・thimide を妊娠 ラ

ッ トに 投与 した 場合 ，
20α一HSD の 活性増加 が

著 しくな い 時期 に 既に G6PDH お よび malic

enzyme の活性 の 低下がみ られた （岡崎他 ，

・1975）．

本論文で は ・
abortifacient 　agent と して 10D％有

効で ある こ とが判明 した cIomid を ， 妊娠前半期
の ラ ッ トに投与 し ， 妊娠黄体中 の G6PDH ， 6

　PGDH ，　 malic 　enzyme
，　 ATP 　 citrate 　 Iyase

，

3β一HSD の 5 つ の ・t… i4・ ge・ ic　 en ・ym ・・ の 活性

を ・ pyrUVate　kinase， 20α
一HSD と ともに 測定 した

結果・
’20α

一HSD 活性 と向時に G6PDH
，
　 malic

enzyme お よ び ATP 　citrat ・ lya・e ・の 活性を測定
する こ と に よ つ て

，
Iuteolysisの 程度 を

一
層疋確

に知 る こ とが で きた の で 報告する ．

　　　　　　　実験材料お よび方法

　本実駒 こ は 体重 240 〜 27egm の Wi ・tar系妊娠

ラ ッ ．
トを倖用 した ．妊娠 ラ ッ トぼ日本動物株式会

社 よ り購入 し ，腟栓中に 精子 を確認 した翌 日を妊

娠第 1 日 と した ．妊娠 6 日目 あ る い は 7 日目か

ら，生理食塩水中 に 3．Omg ！m 工 の 割合 で 溶解 し

た clemid を ・体重 1   当 り 3 および 6   の 量 で

12時間毎に 連続 3 お よ び 5 回筋注投与 し ， 最終投

与後お よ そ 15時間 目 お よ び 63時問 目たエ
ー

テ ル 麻
酔下で 開腹 し ， 妊卵 の着床部位を観察 し ， 妊娠黄

体 を卵巣よ り核 出 した ．

　Enzyme 　preparations ： 卵巣 よ り 1個ず つ 核 出
し た妊娠黄体 を 0．25M 　sucrose 中で 10  of 　wet

w ・ight！ml の 害UtSで 0 ℃ に て h・ m ・9・・i・e し，
h・m ・9・nat ・ を Spin・・ m ・ d・1　L　P・ep ・rative 　 ultr −

acentrifuge を用 い て 105
，
000　g で 60分間遠心 し

た の ち ， 上 清画分 を G6PDH
， 6PGDH

，

m ・ lic　e・ ・y皿 … pyruvaf・ kiha・e
，
　ATP ・itr・t・ ly・，e

お よび 20α一HSD の 酵素源 と して 用い た．また ， 沈

澱部分 に 0 ・’25M ・・u ・… e 勧 ほえ て ，・eh ・ m ・9・・三。e

し，2，
’
OOO　g

「
で 5 分間遠心 した上清画分を3β一HSD

の 酵素源 として用い た ．

日産 婦 誌27巻 9 号

　　En ・y皿 ・ a ・・ay ・： 20α 一HSD お よ び 3β一HSD は ，

　既報 と同様の 方法 で 測定 した （岡畤他 ， 1974）．

　G6PDH お よび 6PGDH は H −U ．　Bergrneyer

の 記載に 従 い （H −U ・B ・・gm ・y・・
， 1974），

　 m 。li・
en ・y皿 e 　Ot　 H ・u ＆ La・dy の 方法 （H ・u ＆ L ・・dy，

1969 ），
ATP ・it・a ・・ lyA・e ほ T ・k・d・ らめ方法（t。．

　keda　et 　a 廴，　1969），pyruvate　kinase 壱ま　Bticher　＆
Pfeidererの 方法 （BUcher ＆ Pfeiderer，ユ955） に

従 つ て それ ぞれ酵素活性を測定 した ．酵素活性の

測定 は DPNH ある い は TPNH の 334mpa に お

け る吸収の 増加 ， また は DPNH の 吸収 の 減少

を ・EpPendorf　spectrophotometeT を 用い て 37℃

で経時的に 記録 した ．酵素活性の 1単位 は上記 の

．条件下で 1分 間に 変化す る cofactor の μmo エe 数

で 表現 した ．輩白濃度は 馬owry 　 et 　aL の 方法

（L・ w ・y ・t・・ L
， 1951）に 従つ て ． 牛血 清ア ル ブ ミ

ン を標準蛋白 と し て測定し た ．酵素 の比活性は酵
素蛋白 1   当 りの 単位数と し て 表現 した ．

　 本実験 に使用 した clomiphene 　citrate ．（clomid ）
お よq

’
・st・adi ・ 1　b・ nz ・at・ （オ パ ホ ル モ ン ベ ン ツ

ァ
ート）は ， 夫 々 塩野義製薬株式会社お よび帝国

臓器 製薬株式会社 よ り供与さ れ た もの であ る．

　　　　　　　　　 成　　績

　表 1 に 示 すよ うに ， 妊娠 6 日目乃至 7 日目の ラ

ッ トに clomid を 3 日91  お よ び 6　mg！ngの 量で 夫
々 12時間葺に 連続 3 回 お よび 5回筋注投与 し ， 最

終投与の 約15時間後に開腹．した と こ ろ ，全例妊娠
は 維持 され て い て着床部位の異常は み られ なか つ

た ・ しか し・clomid の 投与量の 増加 とと もに 黄
体 中の G6PDH 活性の 低下が み られた ．　Clom 至d

を 6   ！  の量 で 連続 5 回投与 した 後お よ そ 63時
闖経過 して 開腹する と全例 に おい て 流産像 が 観

察され た ．同時に ， 黄体中の G6PDH お よ び

malic
　enzyme 活性は生理食塩水 の みを投与した

対照群の 66〜 68％に 低下 して い た ．さ ら に ，
ATP

cit ”at ・ 1y・・e は ・1・m ｛d 投与に よ り活性が対照群
の 72％に低下 して い た ． 6PGDH は clomid 投

与 に よ る活性の 変動は み られ な か っ た ． 3β一HSD

お よ び pyruvate 　kinase 活性 も clomid 投与に よ

つ て 変化がみ られず， また 20α一HSD は 17例中 10

N 工工
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蓑 1　　Effect　of　clom 至phene　citrate　and 　estradiol 　on 　enzyme 　activities　三n　corpora 　Iutea　of

　 　 early 　pregnant　rats ．

Treatment

No ．  rats

HrSr　af重er　las‘　iエijection
Wet 　we 玉ght ・ f　c ・ rp ・ ra 正utea

册 ect 。 n 　pre…m，　 ancy

Enzyme 　 activities

　（mUlmg 　protein）
G6PDHMalic

　 enzy 皿 e

6PGDHATP

　citrate 　lya肥

3β・HSDPyruvate

　kinase

・20Ct；HSD

Saline

　 （8）

　 ca ．15

1．99± 0．56  

　 mtact

298± 32413

± 136

85．5± 3．6

11．3± 2．1

35，2± 8．6

1206± 168

0

CI。 m …phene　 citrate

0．75  x3

　 （4）

　 ca ．15
1．21± 0．20

　 intact

237± 55
　 ＿＿＊

　 ＿ ＊

　 ＿ ＊

24曾4± 1．5
　 ＿ ＊

，L40 ：ヒ0．86

巨 5  ・ ・

讚 ，

　 1．36± 0．26

　 　 intact

191±20522
± 141

　 ＿ ＊

　 ＿ ＊

21．8± 4．0
L’＿＿＊

0
「

1 ・5  ・ ・

，1｝513
　 1．46：ヒ0．29
　 　 abo 蛇 ed

　 197± 31

　 280± 93

　92，2：ヒ18．5
　 8．2± 1．5

　32．2± 8．4

　 1486± 209

（10）：0
．

（　4）　：2．7± 0．8
（1）： 11．2

Estrad玉01

（3）
ca ．15

1．24± 0．14
aborted

351± 45298

± 35
＊

＊

31．9± 6．2
＊

＊＊

＊ Enzyme 　 activities　 were 　 not 　deteゆ ned ．
索＊

　［he　speci 丘c　activities 　o 【20ut冒］日［SD　of 　three　 ratS 　tested　were 　2，4 ，3．O，・and 　
129

．2

表 2 庖n ・yme 　activiti ・・ in　c ・・P・・a 　1・tea ・f　l　d・y　p・ st　pa・t・ m 　 and 　d ・ mid 杜 eat ・d ・at ・

Condit玉on Saline 1day　po5亡 pa鴬 um Clomid

No．　 of 　 rats （8） （6） （2）
wet 　weight 。f　CQ 【pora　htea 1．99± 0。56  3．79± 0．49 LO4，　 L29
Enzyme　 activities （mulmg 　Protein）

G6PDH 298±32 5王7± 28 693，　 516
Malic 　 enzy 皿 e 413± 136 112± 25 207，　 68
6PGDH 85．5± 3．6 80、1± 1．4 ＊　　　　＊　，
ATP 　 citlate 　lyase 1L3 ± 2．i undetectable ＊　　　　　＊

　，
3β一HSD 35．2± 8．6 19．9± 3．8 25．5，11．2
Py斑 vate 　kinase 1206± 168 1043± 310 ＊　　　　 ＊　，
20α

一HSD 0 46 ．1± 9，0 58．5，56．0
＊ Enzyme 　activities　were 　not 　determined．

例 は 活性を検 出で きなか つ か，活性の認め られた

7 例 の な か で ， 4 例は ご く軽度 の 活性を示 す に す

ぎなか つ た　（2，7± o．8mU ！mg ）　が ， 2｛列は 著

し い 活性を示 し （表 2 ）， 1 例は 中等度な活性化が

み られた ．従 つ て ，
20α

一HSD 活性は大部分 の 例

で （82％）活 性化が認 め られ な か つ た か ，活性化

され て い て もきわ め て 低活姓 の ま ま で あ つ た が ，

活性化の 認め られ た例で は ご く軽度な活性か ら著

しい高値を示 す もの ま で 種 々 の 程度の活性値を示

し て い た ．

　表 2 に は ，産褥第 1 日 の ラ ッ ト の 黄体中 の 酵

素活性を示 して い る ．こ の 表か ら 明 らか な よ う

に steroidogenic 　 enzymes の うち ，
　 malic 　 enzyme

は対照群の 29％ とい う低値を 示 し ，
ATP 　 citrate

lyaseは 活性 を detect で きな か つ た ． しか し ，

6PGDH
，
　 pyruvate 　 kinaseは 殆 ど活性 の 変動

が み られなか つ た ．これに対 して G6PDH は ，

対照群の 170％以上 とい う著 しい 活性 を 示 し ，

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 棄

ジ　 　　　ヘ　 　
リttt．

　’いtttttt−t’tttモリドよヨ−−tt ’　ttbーt　 　
　
　 t／ttt　　　 ’
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20α一HSD も顕著に 活性化 されて い た ．表 2 に は ・

clomid 投与に よ つ て 流産像 の み られ た 17例 の な

か で s20 α 一HSD が 著し く活性化 され て い た 2 例

に つ い て の 酵素活性値を も併記 した ．産褥 ラ ッ ト

の 黄体 と同様に ， G6PDH は著 しく活性化 され

て い て ，
maiic 　 enzyme 活性 も低値を示 し て い

た ．

　 Estradiol　 benzoate を妊娠 7 日 目よ り． 0．05 

の 量で 12時間毎に連続 5 回筋注投与 し，最終投与

後お よ そ 15時間経過 して 開腹 し た と こ ろ ，全例に

お い て 妊娠 は 阻害 され 流産壕 が み られ た ． こ の

estradiol 投与ラ ッ トの 黄体 で は ，表 1 に示 す よ う

に ．
G6PDH は既に 活性化 さ、れ て い て 対照群 よ

りも高い 活性が み られた ．また ， 投与 した 3 例は
’

全て ，
20α一HSD の活性化が認め られた が・ 比活

性は 2．4 ， 3．0， 29．2mUlmg と い う軽度な い し

中等度な ど ，種 々 の 活性を示 して い た （表 1 ）．

　　　　　　　　　 考　　察

　20α一hydroxysteroid 　dehydrogenase （20α．HSD ）

は p・・g・・t… ne を黄体 ホ ル モ ソ 活性に 乏しい 20α
一

hydroxypregn−4−en −3−one へ と転換す る 酵素 で あ

り ， 黄体機能 が 低下 し て 1ute。lysis に 特有の 所

見が観察され る と とも に 黄体中 で 活性化され ，

luteo1ytic・な変化に きわ め て 特異的な 酵素で ある

（Wiest　et 　al ・
， 197Q ）．Clomid を妊娠前半期 ラ ヅ

トに 投与す る と全例で 流産像がみ られ た が ， 黄体

中の 20α一HSD 活性は ， 17例中 10例に お い て 活性

を detect す る こ とがで きない 程低値を示 し ， 活

性化の み られた 7例 の なか で ， 中等度 の 活性を示

した 1 例 ，お よ び顕著 な活性化を示 し た 2例を除

くと，残 り 4 例は ご く軽度の活牲を示 した に す ぎ

なか つ た ，こ れ に 対 し て ，
ster・ id・genic　 e 皿zyme ・

で ある G6PDH お よ び malic 　enzyme は ともに

活性が対照群 の 66〜68％に低下 し て い た ．SteroidS

お よび fatty　acids の de　nove 合成の 律速酵素で

ある ATP 　citrate 　lyaseは clomid 投与群で は 活

性が ， 対照群 の 72％に 低下 し て い た ， 6PGDH

は ，clomid 投与に よ つ て も活性 の 変化が み られ

なか つ た ．対照群 ラ ッ ト の 黄体中の TPNH 　 gen −

erating 　enzymes の 比活性を比較す る と （表 1 ），

6PGDH の 比活性 は G6PDH お よ び malic

enzyme の それ の ，夫 々 29％お よび 20％に す ぎず ，

黄体 で の steroidogenesis に 必要な TPNH の産生

に は ， G6PDH お よ び malic 　en 穿 me が主 とし

て 関与して い る もの と思わ れる ．以上 の 結果は ，

clomid ヵミ abortifacient ＆　Suteoly．tic　 agent の

1 つ で ある が ，黄体へ の 作用が緩徐で あ り ，
20α 一

HSD が活性化される 以前 の
，

ご く初期の lute・lytic

な変化を clomid 投与 に よ つ て観察で きた こ とを

示 し て い る ．A 皿 inoglutethimideを妊娠前半期の

ラ ッ トに投与 し た 場合に も，20α一HSD の 活性が

低値を示 し て い る と き既 に ， G6PDH お よ び

malic 　enzyme の 活性の 低下がみ られた （岡崎他 ，

1975）．　　　　　
．

　産褥 ラ ッ トの黄体で は ，
malic 　enzyme は対照

群の 29％の 活性を示すに す ぎず ， また ATP 　citrate

Iyaseは活性が低下 し て 測定不 能 で あつ た　（表

2 ）．6PGDH に は 活性 の 変化 は み られ な か つ た

が ，こ れ らの 酵素活性 の 変化か ら考察ずる と，産

褥時 の 黄体で は steroidogenesis が著 しく低下 し

て い る もの と思 わ れ る ． し か し ， G6PDH は

逆 に 対照群 の i70％以上 に 活性化 さ れ て い た ．

Arninoglutethimide投与時に も投与量を増加す る

と ，
20α 一HSD は 中等度に 活性化 され ，　 G 　6　P　D

H は 対照 群 よ りも高 い 活性を 示 した ．Clomid 投

与に よ つ て流産 した 17例 中， 7 例 の 黄体で は 20α一

HSD が 1．5〜58．5mUfmg とL ・う範囲 で種 々 の 比

活性値 を示 した が ，こ の こ と は ，こ れ ら 6 例 の 黄

体で ，種 々 の 程度に 1uteolysisが進行 して い る こ

とを示 し て い る もの と思 われ る ．表 2 に 示 し た

よ うに ，20α・HSD が著 し く活性化 され た ときに

は ， 同時に G6PDH も顕箸に 活性化 さ れ て い

た ．こ の よ うに ，clo 皿 idや a 皿 inogluteth｛mide を

投与 して 1uteolysisの 程度が進行する と，　 G　6　P

DH が 活性化 され ，
　 malic 　 enzyme や ATP 　 citrate

lyaseの 活性が低下 し て ， 産褥ラ ッ トの 黄体で み

られ る変化 と ， 酵素活性型が一致 して い た ．従つ

て ，clomid を投与 し た ラ ッ ト の 妊娠黄体で は ，

20α 一HSD が活性化 され る 以前に ，　 ster。idogenic

enzymes の 活性が低下 して luteo亜yticな変化が進行

丿
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しつ つ あ る もの と思わ れ ，steroidogenic 　 enzymes

の な か で 特に ，G6PDH
，
　 malic 　enzyme

，
　ATP

citrate 　lyase の 活性 を測定す る こ とに よ つ て ， よ

り
一

層早期 に Iute・ lysis の 程度を知 る こ とが で き

る もの と思わ れ る ．

　Clomid に よる IUteolysisの 作用機序に つ い て

は ，
clomid を妊娠 ラ ッ トに投与 した 場合 ，

　 clo 皿 id

は先ず hypothalame −hypophyseal　 aXis 　 lこ 作用 し

て FSH の 分泌 を促進 し ， そ の 結果卵巣に お い て

estrogens の 合成 が 昂進 し血 中の estrogens 濃度

が上昇 して い る こ とが 原因 と し て 考え られ る ．

Estrogensが妊娠前半期の ラ ッ トに luteolyticに

作用 し て い る ζ とは ，妊娠 ラ ッ トに 直接 estrogetls

を投与 し流産像が み られた こ どか らも明らか で あ

る （表 1 ）．EstrOgenS・
の Iuteolyticな 作用 に つ い

て は 妊娠ハ ム ス タ ーを用い た 報告が ある （Green−

wald
， 1965 ），実際 ，　 clomid を投与した 妊娠 ラ

ッ b

の 卵巣に は ， 肉眼的 に も poly −follicularな状態

が 観察され ， 組織学的に こ れ らの folliclesで は

estrogens 産生細胞と 目され る 内莢膜細胞 の 増殖

が み
1
とめ られ ， こ れ らの 細胞 に は 酵素組織化学

的に 3β一HSD ，　 G　6　PDH の 活性が著 しか つ た ．

（岡 村他 ， 未発表 ， 吉田他 ， 1975）．従 つ て clomid の

投与 に よ つ て血中に 増加 し た estrogens を介 して
『

の 聞接的効果に よ り，clo 皿 量d が Iuteolyticに 作

用 し て い る も の と思われ る ．こ の こ とは ，
clomidr

を投与 した 直後 に 開腹 し て も妊卵の 着床部戯 こは

何 ら異常が み られ な か つ た に も関 らず ， そ の 2 日

後に は全例 で 流産像が み ら れ た （表 1 ） とい う効

果 の発現 に 要す る 時間経過か らも支持され よ う．

　稿 を 終 る に 臨 み 御校閲い た だ き ま し た 西 村 敏雄教授

に 深謝 い た し ま す．
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