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概要　黄体退縮 に お け る活性酸素 と prostaglandin　F2。 （PGF 、 。 ）の 関与 が 注 目され て い る．本研究 で は ，

マ ク ロ フ ァ
ージの 活性酸素産生 に 及ぼ す PGF 、。の 影響を検討し た．偽妊娠 ラ ッ トの 7 日目（黄体期中期 ）

と13日目（黄体退縮期 ）に 腹腔 マ ク ロ フ ァ
ージ を採取し，5× 105cells／ml に 調整 し た 細胞 浮遊液 に PGF ， 。

を 添加 し90分間培養後 ， 産生 され た 活性酸素 を チ ト ク ロ ーム C 法 に て 測定 し た ，PGF2a は 偽妊娠 13日目

の 腹腔 マ ク ロ フ ァ
ージ の 活性酸素産生 を 用量依存的 に増加 さ せ

， 10
−GM

と1〔戸 M の 濃度 に お い て 有意 の

差が認 め られ たが ， 偽妊娠 7 日目で は有意の変化は み ら れ な か っ た，こ の PGF2 。 の 活性酸素産生促進作

用 は ， protein　kinase 　C （PKC ）の阻害剤で あ る H7
， 細胞内 Ca2＋

キ レ ート剤の BAPTA ，
　 Ca2＋

channel

blockerの Verapamil， 細胞外 Ca2＋

キ レ ー ト剤 の EGTA ，
　 GTP 結合蛋白阻害剤の 百 日咳毒素 に よ る 1

時間 の 前培養 に よ り有 意 に 抑制 さ れ た．

　以上 の 成績 よ り，PGFz α は，偽妊娠 ラ ッ トの 退縮期 の 腹腔 マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 活性酸 素産生 を促進 さ せ

る こ とが 明 らか と な っ た．そ し て この 作用 に は，受容体 か ら GTP 結合蛋 白を介 し，さら に Ca21　channel
を介 し た細胞内の Ca2t濃度の増加 と そ れ に よ る PKC の 活性化 に 至 る細胞 内情報伝達 機構 の 関与 が考

え ら れ た．

Synopsis　The 　effect 　of 　prostaglandin 　F ：a （PGF ， ．）on 　 superoxide 　radical 　producti 〔⊃11　by　 Iτlacro −

phages 　was 　studied 　in　pseudopregnant 　rats ，　Peritoncal　macrophages 　prepared 〔）n 　day　70r 　l　30f

pseudopregnancy （psp）wcre 　incubated　with 　various 　doses　of　PGF2a 　for　gD　min ，　and 　the　production

Qf　superoxide 　radical 　was 　measured 　by　the　cytochrGme 　C　reduction 　 methQd ．　PGF 匕αsignificantly

stimulated 　superoxide 　radical 　production 　by　macrophages 　on 　day　130f　psp ，　but　not 　on 　day　70f　psp．
The 　pretreatment 　Qf　rnacrophages 　with 　all　hhibitQr 　of　protein　kinase　C （H7 ），　Ca 巳 ＋

channel 　blocker

（Verapamil），　Ca2＋
chelators （EGTA ，　BAPTA ），　and 　an 　inhibitor　of　GTP −billding　proteil1（pertussis

toxin）preverlted　the　stimulatory 　effects 　of　PGF2 α on 　superoxide 　radical 　produc 亡iQn．　In　conclusion ，
PGF2 α stimulated 　superoxide 　radical 　production 　by　macrc ）phages 　thr（Jugh 　the　intracellular　signal

transduction 　pathway 　includillg　activation 　of 　protein　kinase　C　through 　the　GTP −bindiLlg　protein　alld

Ca2＋ inHux
，
　which 　would 　play　important　roles 　ill　the　luteolytic　process 　in　psp　rats ，

Key 　words ：　Prostaglandin　F2α・Macrophages ・Superoxide　radical ・Luleolysis

　　　　　　　　　 緒 　　言

　退縮期の 黄体で は活性酸素 ， 過酸化水素な ど の

活性酸 素種 や過酸化脂質の 増加 が み られ
「）−5），さ

ら に こ れ らが 黄体 の progesterone 分 泌 を抑 制す

る こ とが報告 され て い る
6）− 10｝

．我 々 は ， 退縮期の 黄

体内に マ ク ロ フ ァ
ージが 増加 す る こ とか ら ， 退縮
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期 に お ける黄体内の 活性酸素種の 増加の
一

因 と し

て マ ク ロ フ ァ
ージか ら の 活性酸 素が 関与 して い る

こ と を報告 し た
Il ］．す な わ ち ，退縮期の 黄体で は マ

ク ロ フ ァ
ージ を活性化 し，活性酸素 を産生 させ る

因子が存在す る こ とが考 え られ る ．prostaglandin

Fz α （PGF2 α ）は ， 黄体退縮因子 と して 退縮期 の 黄

体 内お よび血中で 増加 し て い るが
IZ ）

， 我 々 は，こ の

PGFea が黄体 内の 過 酸化脂質 の 増加 を引 き起 こ

す こ とを報告 した
5）．そ こ で 今回は ， PGF 、 α が マ ク

ロ 7 ア
ージの 活性酸素産生 を促進 させ る か どうか

を検討 し ， さ ら に そ の 作用 過程に お け る細胞 内情

報伝達機構を調 べ た ．

　　　 　　 実験材料 および実験方法

　 Sprague −Dawley 系 成 熟 雌 ラ ッ ト （体 重

220〜 270g）を室温24．1± 1℃ ， 湿 度60± 5％ ， 定時

照 明 （5 ：0【｝〜19 ：00）の 環境下 で 飼育 し ， 少な く

とも 2周期の 正常性周期を示 した もの を実験 に 用

い た 。偽妊娠 は
， proestrusの 18 ：00 と estrus の

9 ：00に ガ ラ ス棒 に よ る頚管刺激 を 1分 間与 え る

こ と に よ っ て誘導 し ， 腟 ス メア で estrus を示 した

最後の 日を偽妊 娠 の 1 日目 と した．

　 L 腹腔 マ ク ロ フ ァ
ージ の 単離

　偽妊娠の 7 日目 （黄体期中期）又 は 13日 目 （黄

体退縮期） に エ ーテ ル 麻酔下に ラ ッ トを断頭屠殺

し た．41U ／ml 　 heparin お よ び20mM 　 HEPES

（S｛gma ） 含有 ，
　 pheno 】 red 非 含有 の 冷 Hanks「

Balanced 　Salt　Soiution（IIBSS ；口水製薬株 式会

社＞20m1 を腹腔 内に 投与 した． 1 分間腹部 を マ ッ

サ ージ し ， 採取 した腹腔液 を 4 ℃ ， 220× g で 10分

間遠心 し ， 上 清を除去 し た後 ， 冷 HBSS に て ピ

ペ ッ テ ィ ン グす る洗浄操作 を 3 回行 い 細胞 を洗浄

した．こ の 洗浄細胞 を HBSS に 浮遊 させ ， プ ラ ス

チ ッ ク シ ャ
ー

レ に 分注 し ， 37℃ ， 5 ％CO
，

：95％

air の 条件下 に ユ時間培養 した ．そ の 後 ， 温 HBSS

に て繰 り返 し シ ャ
ー レ を洗浄 して非付着細胞 を除

去 し ， 引 き続 き 2　．　5mM 　EDTA を含 む冷 HBSS を

シ ャ
ーレ に加 え 2 分間氷 冷して付着細胞 を剥離 し

た．得 られ た細胞 は ，
220 × g， 4 ℃ ，1〔〕分間遠心

した後 ，
マ ク ロ フ ァ

ージ と して 実験 に用 い た
la ）L4）．

な お ， 付着細胞 は ， 約90％が 大型 の 単核球 であ る

こ とを確認 した．

　 2． マ ク ロ フ ァ
ージ の培養

　 マ ク ロ フ ァ
ージ の 活性酸素産 生 に 及ぼ すPGF2 α

の 影響 を検討 し た．マ ク ロ フ ァ
ージ を培養液 （0．25

mM 　EDTA 含有 HBSS ，無血清）で 5× 105cells／

ml の 濃度 に調整 し ， 各種濃度の PGF2 α （10
−7M

，

10
−eM

，
10
−5M

；小野薬品コ業 株式会社か ら提供）

と50μM の チ トク ロ ーム C （Sigma）を添加 し ， 96

穴 の culture 　plate （200itl／well ） にて 37℃ ， 5 ％

CO2 ：95％air の 条件
一
ドで 90分間培養 した．PGF ，α

は ，
エ タ ノ ール で 溶解し ， 培養液 で 希釈 した ．培

養 に用 い られ た エ タ ノ
ー

ル の終濃度 は 0．01％以 下

で あ り，測定系に 影響 を与 えな か っ た ．培養終了

後 ， culture 　plate を900　xg で 10分間遠心 し ， 上 清

の 吸 光度 （550nm ）を測定 した．活性酸 素量 は，チ

トク ロ ーム C の molar 　extinction 　coeMcient を

21，〔〕× 103cm
−1

として計算した
11）15）

．なお ， 吸光度

の 増加 が 活性酸素 に よ る も の で あ る こ と を確認す

るた め に ， 活性 酸素 の 消去 剤で あ る superoxide

dismutase（ウ シ赤血 球 ，
　 Sigma）300U／m1 を同時

に 添加 し， また ，
こ れ を blank とし て 用 い た．な

お ，培養は ，triplicate で 行 い ，結果 は 3 回又 は 4

回 の 実験 の mean ± SEM で 表 した ．

　次 に ， PGF2 α に よ る マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 活性酸素

産生促進作用 に お け る細胞 内情報伝達機構 を検討

した．偽妊娠 13日 目の 腹腔 マ ク ロ フ ァ
ージ を5×

105cells／m1 の 濃度 に調整 した細胞浮遊液 （50μ M

チ トク ロ ーム C 含有）に protein 　kinase　C （PKC ）

の 阻 害 剤 で あ る 1−（5−isoquinoline　 su！fony】）−2・

methylpiperazine 　dihydro　chloride （H7 ；生化学

工 業株式会社）（10μM ， 25μ M ，
10〔〉μ M ）， 細胞 内

Caz＋

キ レ ー ト剤 で あ る 1，2−bis（2−aminophenoxy ）

ethane −N ．N ，N
’
，NT

，−tetraacetic 　 acid （BAPTA ；

Sigma）（25μ M ， 50μ M ，100μ M ），　Ca2＋

channel

blockerの Verapamil （Sigrna）（0．（）1mM ， 0．05

n1M ， 0．lmM ）， 細胞 外 Ca2→

キ レ ー ト剤 で あ る

ethylene 　glyco ］−bis （β一aminoethyl 　ether ）N ，N ，

N ’

，N
’−tetraacetic　acid （EGTA ；Sigma） （1mM ，

2mM ， 5mM ）， そ して GTP 結合 蛋白阻害剤で あ

る百 日咳毒素 （生化学工 業株式会社）（O．25Pt9／m1 ，

O．5μ g／ml ， 1μg／ml ）をそ れ ぞ れ 添加 し ， 37℃ ， 5 ％

CO ，
：95％ air の 条件下 に ユ時間 の 前培 養 を行 っ

N 工工
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図 1　偽妊娠 ラ ッ トの 腹 腔 マ ク ロ フ ァ
ージ の 活 性 酸 素 産 生 に 及 ぼ す PGF1a の 影響

た．その後 ，
PGF 、 α （10　 SM

）を添加 し さ らに 同様

の 条件下 に 90分 間培養 し ， 前述 の 方法で活性酸素

を測定 し た ．な お ， H7 ，
　 Verapamil，　 EGTA ，百

日咳 毒 素 は 培養 液 に て 希 釈 し ， BAPTA は ，

DMSO で溶解した後培養液で 希釈 した．培養 に用

い られ た DMSO の 最終希釈濃度は ，
　 O．1％以下 で

測定系 に は影響 しな か っ た．

　実 験 データ の 有意 差検定 は ，
ANOVA お よ び

Duncan’s　llew 　multiple 　range 　testを用 い
，
　 p 〈

〔），05を も っ て 有意差 あ り とした．

　　　　　　　　　 実験成績

　 PGF2a は ， 偽妊娠13日 目の腹腔 マ ク ロ フ ァ
ージ

の 活性酸素産生 を濃度依存的 に増 加 させ ， 10
−．6M

と10．−SM の 濃度 で 有意の増加を示 した （図 1）．し

か し，偽妊娠 7 日目の マ ク ロ フ ァ
ージ に お い て は

PGF2 α の 有意 な作 用 はみ られ な か っ た （図 1 ），

H7 ，
　 BAPTA ，

　Verapamil
，
　 EGTA

，
そ し て 百 日

咳毒素に よる前培養 は ，PGF 、α に よ る偽妊娠 13日

目の 腹腔 マ ク ロ フ ァ
ージ の 活性酸素産生促進作用

を有意 に抑制 した （図 2a 〜e ）．な お ，こ れ らの 阻

害剤単独に よる マ ク ロ フ ァ
ージ の 活性酸素産生量

と培養終了後 の cell 　 viability は ， それ ぞれ con −

trol群 ；1，3nmol　O；／106cells・hr， 83．3± 2．0％ ，

H7 群 （100μM ＞；1．5nmol　O ；／106cells・hr，83．2±

1．4％ ，
BAPTA 群 （100μM ）；1．1nmol　 O ，11（〕fi

cells ・hr
，
84．1± 1．2％ ，

　 Verapamil（O．ImM ）群 ；

1．1nmol 　OJ／106cells・hr，
81．7± 2．7％ ，

　 EGTA （5

mM ）群 ；1，lnmol 　02110ficells・hr， 81．0± 1．9％ ，

PT （1μ g／ml ）群 ；1，7nmol　Oz／106cells・hr，

80　．9　＝1　 2．5％ と同 じ レ ベ ル で あ っ た．

　　　　　　　　　 考　　察

　退縮期の 黄体 内で は ， 活性酸素種が増加 し
1ト 5）

，

さ ら に こ の 活性酸素種 が黄体 の progesterone 分

泌 を抑制す る こ と か ら，黄体退縮 に 活性酸素種の

増加が 関与 する こ とが 明 らか に され て い る
6 ）
− 1° ）

．

我 々 は ，退縮黄体 で は マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 活性酸素

産生 能が亢進 して い る こ とか ら ，
マ ク ロ フ ァ

ージ

か ら の 活性酸素が黄
．
体退縮期 に お け る 活性酸素種

の 増加 の
一

因 とな る こ と を報告 した
11〕．PGF

，α

は ， 黄体退縮期 に お い て 黄体組織内や血 中に 増加

し
12 〕，さ らに 今 回 PGFz α が 退縮期 の 腹腔 マ ク ロ

フ ァ
ージ の 活性酸素産 生 を促進 させ る こ とが明 ら

か と な っ た ．黄体 に存在す る マ ク ロ フ ァ
ー

ジが腹

腔 マ ク ロ フ ァ
ージ と同 じ よ う に PGFz α に 反 応 す

るか 否か は不明で ある．しか し，Kirsch　et　al ．16）は ，

腹腔 マ ク ロ フ ァ
ージ も黄体 内の マ ク ロ フ ァ

ー
ジ も

黄体 の proges亡erone 分泌 に 及 ぼ す影 響は 同じ で

あ っ た と報告 して お り，さ ら に ，卵 巣以外の 組織 ，

例 えば脾臓や腹 腔か らの マ ク ロ フ ァ
ージが卵巣 に

浸潤 し， 黄体機 能に 影響 を及 ぼす こ と も明 らか に

さ れ て い る
Lη】8〕．すな わ ち ， 黄体退縮期 に 腹腔 マ ク

ロ フ ァ
ー

ジが黄体 に 移行 し，そ の 活性酸素産生 能

が PGF2 α に よ っ て 促進 さ れ黄体退縮 に 関与 す る

可能性 は高 い ．黄体 内の マ ク ロ フ ァ
ージ は

， 退 縮

が 進 む に つ れ て そ の 数が 増加 す る
11）19）2e）が ， 我 々

は ， 偽妊 娠 ラ ッ ト に お い て PGF2 α を投 与す る と

黄体内の 活性酸素種が増加 し ， しか も こ の作用 は，

黄体の 退 縮が 進 む に つ れ て 促進 さ れ る こ と を報告
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図 2　偽 妊 娠 13B 目 の 腹 腔 マ ク ロ フ ァ
ージ の 1’GF2α

　（10 ”M ） に よ る活 性酸 素産生 促進 作用 に 及 ぼ す （a ）

　H7g （b） BAPTA
， （c ） Verapami ］

， （d） EGTA
，

　（e） 百 凵咳毒素 （PT ） の 影 響

して い る
：’〕．

　近年，黄体退縮現 象に お け るア ポ トーシ ス の 関

与が 注 目され
2 ］）22 ）

， また ， アポ ト
ー

シ ス を引き起 こ

す 因子 の ひ と つ と し て 活性酸 素が 考 え られ て い

る
23 ）−25 ）。PGF2 α に よ りマ ク ロ フ ァ

ージ か ら産 生

された活性酸素が黄体の ア ポ トーシ ス を引 き起 こ

し黄体退 縮 に 関与 す る
’
可能性 は 興 味が もた れ る と

こ ろ で あ る．

　PGF2 α に よ る マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 活性酸素 産生

の 機序に つ い て は
， 図 3 に 示 し た ご と く受容体 か

ら GTP 結合蛋 白を介 し ，
　phosphatidil　inosito1系

に よ る小 胞体か らの Ca2＋
や Ca2＋

channel を介 し

た Ca2 ＋

の 流入 に よ る細胞 内 Ca2 ＋

濃度 の 増加 と そ

れ に よ る PKC そ し て NADPH 　 oxidase の 活 性

化 に 至 る細 胞内情報伝 達機構 の 関与が 考 え られ

た．PGFza は ， 種々 の細胞 に お い て ，
　phosphatidil

inositol系の 亢進 と細胞 内の Ca2＋

の 増加 ， あ る い

は ， PKC の活性化を誘 導す る こ とが 報告され て お

り
26 ト 29 ｝，偽妊娠ラ ッ トの 黄体退縮期の 腹腔 マ ク ロ

フ ァ
ージ に お い て も同様な機構が存在 し て い る こ
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図 3　 PGF ，α に よ る 腹腔 マ ク ロ フ ァ
ージ の 活性酸素産生作用 に お け る 細胞内情報伝

　達機構

蜜
　　　 　 Verapamil

とが 窺われ た．

　PGF ， α に よ る 活性酸素産生 促進 作用 が黄体 退

縮期 の マ ク ロ フ ァ
ージ に の み認 め られ ， 黄 体期中

期の マ ク ロ フ ァ
ー

ジで はみ られ な い こ とは ， 興味

深 い ．詳細な メ カ ニ ズ ム は
， 不明で ある が 黄体期

中期 レ ベ ル の progester 〔〕ne が PKC の 活性 化 を

介 した phorbol 　 12・myristate 　 l3−acetate に よ る

マ ク ロ フ ァ
ージ の 活性酸素産生 を抑制す る こ と か

ら
n ），黄体期 中期 の マ クロ フ ァ

ージ で は PGF ， α の

作 用が progesterone に よ り減弱 させ られ て い る

の か もしれ な い ．今後 さ らな る検討が必要で あ る．

　PGF2 α は ， 黄体退縮因子 と し て知 られ て い る が

そ の 正 確な作用機序に つ い て は い まだ不明 な点 も

多い ．今 回の 結果か ら PGF2 α が黄体 内の マ ク ロ

フ ァ
ージ の 活性酸素産生 を促進さ せ て い る可能性

が考 えられ，PGF2 α に よる マ ク ロ フ ァ
ージか ら の

活性酸素産生 を介 した黄体退 縮へ の 関与が 示唆 さ

れ た．Rothchild3°）
は ， 黄体 の退縮の 引き金に は黄

体 細 胞 内 に お け る PGF
、

α と progesterone の バ

ラ ン ス が 重要 な役割 を果た し て い る と述 べ て お

り， 黄体機能調節 に お け る PGF2 α の役割は ， な お

検討 を要 す る．
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