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　　　　　　　第25回日本不妊学会総会および学術講演会予告

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（第1回）

　第25回日本不妊学会総会および学術講演会は，下記の要領により開催されますので，多数ご参加下さ

るよう，ご案内申し上げます．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　記

会期：昭和55年10．月1日（水）2日（木）

会　場：渡辺翁記念館および宇部市文化会館（宇部市朝目町）

学術講演会：理事長講演・外人招請講演・会長要請講演・会長講演・シンポジウム（精液の性状と妊孕

　　　　　　性）　・一般言韓演

演題申込締切：昭和55年6月15日（当日消印有効）

演題申込み方法など詳細は次号でお知らせいたします．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第25回日本不妊学会総会会長

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　酒徳治三郎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　連絡先　宇部市小串1144

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　山口大学医学部泌尿器科学教室内

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第25回目本不妊学会総会事務局

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一「755TEL（0836）－31－3121

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　内線　281，282



日本学術会議第78回総会報告

（日召54。10。24～26）

　日本学術会議第78回総会は，10．月24日，小雨にけむる同講堂において開催された．9時30分，議長の開会宣言がな

された直後，突然傍聴席にいた二十数名の者が事務局職員の制止を無視して議揚に入り，議事を妨害した，議長は再

三にわたり傍聴席へ戻るよう指示したが，これに従わないため，止むを得ず，10時30分休憩を宣言した．

　この休憩中に各部会が開かれた．その後会長室前に座り込んでいた者達が庁舎外に退去したので，総会は14時30分

に再開された．

　まず，会長から事務局の人事異動が紹介され，次いで6，月10日に逝去された，第2部故有倉遼吉会員の冥福を祈る

黙疇を捧げ，会長報告に移つた．

　会長報告のうち，「米国スリー・マイル・アイランド原子力発電所事故の提起した諸問題に関する学術シンポジウム

開催にっいて」の追認については，翌日行うよう動議があり，投票の結果，これを賛成多数で可決した．また，有倉

会員の死亡にともなう会員不補充問題については適宜処置することにした．

　次いで運営審議会付置小委員会報告に移り，財務委員会，国際会議主催等検討委員会，広報委員会，日本学術会議

改革検討委員会，勧告等委員会，沖縄学術連絡委員会の各委員会報告がなされ多端な第1目目の会議を終了した．こ

のうち財務委員会報告において，昭和55年度予算に国際交流の相互的な促進のために，海外からの代表団の招へい費

が要求されている点が注目された，

　第2日は，前日のような混乱をさけるため，傍聴は報道関係者にとどめて9時30分に開会した．まず，スリー・マ

イル・アイランド原発事故に関するシンポジウムについて原子力政策に関する連絡会議世話人から開催予定に至る経

緯について説明があつた．特に，このシンポジウムは原子力安全委員会の行う「公開ヒアリング」とは無関係である

ことが強調された，また安全委員会との共催は科学・技術を行政・国民生活に浸透するうえで有意義であると述べら

れた，種々の質問や意見が出され活発な討論が行われたが，賛成多数で追認された．

　各部報告の後，発展途上国学術協力問題特別委員会の報告があり，本年8月ウイーンで開催された「発展のための

国連科学技術会議（UNCSTD）」について3名の出席者からそれぞれ報告があつた．

　午後には，まず第11期の活動取りまとめ委員会の報告があり，報告書の作成方針と構成について説明があつた。こ

れに対して会員から種々の希望が述べられた．この後，各常置委員会報告が行われた．このうち，特に国際会議の代

表派遣旅費，特定研究の採択などにっいては具体的に説明がなされた．続いて各特別委員会報告，中央選挙管理会の

報告があつた．なお，前期からの懸案である科学者憲章についてはさらに検討し，次期総会に提案したい旨述べられた．

　最後に「献体登録に関する法制化促進について」（勧告）の説明があり，これにっいて活発な討議を重ねたが，二，

三の意見に基づき文案を修正して翌日に改めて提案することになつた．

　第3日は，引続き提案審議を行った．午前中はrr基礎数理研究所』（仮称）の設置にっいて」　（勧告），　rr新収洋書

総合目録』の磁気テープ化について」（要望），「日本学術会議の関与する二国間の学術交流にっいて」（申合せ），「体

育学研究連絡会の新設及びこれに伴うr第11期におる研究連絡委員会の組織・運営等の整備について』（第75回総会申

合せ）の一部改正について」は賛成多数で可決された．　しかし，「日本学術会議中国派遣代表団の任務について」（申

合せ）は，その内容や必要性にっいて多くの意見が述べられ，午後に再提案されることになつた．

　午後は，前日から引きついだ「献体登録に関する法制化の促進について」（勧告）及び「日本学術会議会員選挙規則

の一部改正について」，「学術刊行物の郵便料金について」　（要望），「原子力研究，利用三原則要求声明25周年に際し

ての声明」については賛成多数で可決し，再提案の「中国派遣団の任務について」（申合せ）は修正を加えたうえで

「了解事項」として承認された．さらに「研究機関における地震による災害防止対策について」（要望）は説明文を追

加することにして可決された．15時45分美しい夕映えの下で全日程を終え閉会した．

　なお，本総会の出席率は，1日目87％，2日目84％，3日目83％であった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日本学術会議広報委員会）
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抗精子抗体の頸管粘液内精子通過性に及ぼす影響

1．血中精子不動化抗体保有不妊婦人における頸管粘液

　　精子適合試験並びに頸管粘液中微量精子不動化試験

　　Effect　of　Sperm　Immobilizing　Antibodies　on　Sperm

　　　　　　　Penetration　in　the　Cervical　Mucus

1．　Sperm　penetration　test　and　micro　sperm　immobilization

　　test　in　the　cervical　mucus　from　sterile　women　with

　　sperm　immobilizing　antibody　in　the　sera

兵庫医科大学産科婦人科学教室

伊熊健一郎
Kenichiro　IKUMA

鎌　田　敏　雄＊

Toshio　KAMATA

窪田耕三　高田喜嗣
Kozo　KUBOTA　　Yoshitsugu　TAKADA

香　山　浩　二

Koji　KOYAMA

礒　島　晋　三

Shinzo　ISOJIMA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Hyogo

　　　Medical　College，　Nishinomiya，　JAPAN．

　抗精子抗体による不妊症発生機序解明の一助として，血中精子不動化抗体保有不妊婦人と非保有不妊婦人

における頸管粘液（CM）内精子通過性をHuhnerテスト（in　vivo）並びにKremerテスト（in　vitro）に

よつて比較検討し，合わせて微量精子不動化試験法を用いてCM中の補体依存牲精子不動化因子について

検討した．

　血中精子不動化抗体保有不妊婦人では明らかに非保有不妊婦人に比べて高頻度にCM内精子通過性障害の

起こることがHuhner並びにKremerテストにおいて認められた．排卵前CM中の補体依存牲の精子不

動化因子は，血中抗体保有不妊婦人では15例中13例（86．7％）に認められ，また血中抗体非保有不妊婦人で

も171例中26例（15．2％）が陽性を示した．これらの精子不動化因子を含有するCM中では精子の通過性が

著しく障害されることが確認された．

　以上の実験結果は血中精子不動化抗体保有婦人に於ける不妊症発生原因の一つとして，頸管内での精子通

過性障害を強く示唆するものである．

緒　　論

　血中抗精子抗体の中でも精子不動化試験によつて検出

される補体依存性精子不動化抗体は，精子凝集試験又は

螢光抗体法によつて検出される補体非依存性抗精子抗体

に比べて，原因不明不妊婦人の血液中に特異的に見出さ

れるという点で，不妊症の原因として臨床的には特に注

＊香川県坂出市，回生病院，産婦入科
　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　Kaisei　Hospita1，　Sakaide，　JAPAN，

目すべきことを著者らは報告してきたが1’4），この結果

は他の研究者によつても追認されっつある5’7）．一般に

抗精子抗体によつて起こる女性不妊の原因として，1）性

器管分泌液中に移行する抗体による精子の運動障害8・9），

2）抗体結合精子の授精能障害10・1D，3）受精後着床迄の

段階でみられる受精卵の抗体による障害12・13），あるいは

4）着床後の初期胎芽発育に対する抗体の影響の結果

早期流産の起こってくる可能性13・14）等が考えられている

が，未だ臨床的には確証に乏しい，著者らはラットを用い



2　（2） 抗精子抗体の頸管粘液内精子通過性に及ぼす影響

た動物実験で，血中に注射した抗精子抗体IgGが子宮

腔内分泌液中に移行して，子宮内に存在する精子に特異

的に結合することを二重標識抗体法15）によって証明し，

臨床的には排卵直前婦人の頸管粘液中に補体成分の一つ

であるC3成分や免疫プログリンであるIgG，　IgA，稀

にIgMが検出されることを報告しているが16），更に我

々が新らたに考案した微量精子不動化試験法によつて

血中精子不動化抗体保有不妊婦入の頸管粘液中には補

体依存性の精子不動化因子が検出されることを証明し

た17・18）．Parish19，20）らも頸管粘液中に抗血液型抗体であ

る抗A，抗B抗体を証明するとともに原因不明不妊婦

人の頸管粘液中に精子凝集抗体，精子不動化抗体，ある

いは精子細胞毒抗体の検出されることを報告しており，

精子免疫によつて発生する女性不妊の原因として頸管内

に於ける精子障害作用が強く考えられている．Telang21）

らも同様にHuhnerテスト不良群の中に血中あるいは

頸管粘液中精子凝集抗体保有不妊婦人の多い事を報告

し，抗精子抗体の存在と頸管粘液内精子通過障害との相

関を認めている．

　本論文においては，in　vivo頸管粘液精子適合試験法

であるHuhnerテスト22）及びin　vitro頸管粘液精子

適合試験法であるKremerテスト23）を用いて血中精子

不動化抗体保有不妊婦人の頸管粘液内精子通過性が如何

なる傾向を示すかを抗体非保有不妊婦人を対照として比

較検討し，あわせて両不妊婦人の頸管粘液中精子不動化

抗体の有無につき微量精子不動化試験法を用いて検討し

頸管粘液精子適合試験との相関を調べたe

実験材料及び方法

　1．不妊患者

　当科不妊外来通院中の不妊婦人を対象とした．Huh－

nerテストは血中精子不動化抗体の有無にかかわらず

一般臨床検査で異常の認められない原因不明不妊患者，

すなわち器質的疾患を有せず排卵を伴つた正常月経周期

婦人で頸管粘液の性状，卵管疎通性，夫精液所見に異常

の認められない婦人に行った．又，Kremerテストに用

いた頸管粘液は前述の原因不明不妊婦人と，他にも不妊

原因を有するが頸管粘液の性状検査で異常の認められな

い不妊婦人より採取した．頸管粘液中の精子不動化抗体

の有無については血中精子不動化抗体保有不妊婦人並び

に血中抗体は陰性であるがKremerテストで異常を示

す症例にっき検討した．

　2．　Huhnerテスト

　5日間以上の禁欲を行った後，基礎体温（BBT）測定

により排卵前1～2日と考えられる日の午前7時頃性交

を行わせた後，30分乃至1時間の仰臥位を保たせた後，来

日不妊会誌　25巻1号

院させた．検査は性交後3～4時間に行うのを原則とし

たが，先ず（i）後膣円蓋部の分泌物をツベルクリン注射

器で吸収採取し，次いで綿球で子宮膣部を清拭した後，

（ii）新らたなツベルクリン注射器で外子宮口より頸管粘

液を採取する．更に人工授精用の注入針を用いて，（iii）

内子宮口近くの頸管粘液を吸引し，最後に新らたな人工

授精用注入針を用いて，（iv）子宮腔内分泌液を採取し

た　（i）～（iv）の検査材料はスライドグラス上に滴下

し，顕微鏡下（400倍）で精子の数，運動性を検索し，

一視野当りの全精子数に対する運動精子数を算定した．

　Huhnerテストの結果判定基準については未だ一定の

見解はないが，今回の実験における最終判定はDava－

jan24），　Tradway25）らの報告を参考にして内子宮口部頸

管粘液中に検出された運動精子のみを判定規準に選んで

以下の規準を設定した．

　good：　5匹以上の運動精子

　fair：　1～4匹の運動精子

　bad：運動精子が全く認められないもの

　結果が‘‘bad”の群については，再度検査を行い，

一一番良好な結果を以って最終判定とした．

　3．Kremer　in　vitro精子貫通試験

　排卵前頸管粘液を採取し，水様透明，低粘稠性で量が

0．2ml以上，牽糸性10cm以上，著明なシダ様結晶形式

を示しpHが6．8以上のものを実験材料とした、採取し

た頸管粘液はプラスチック製小容器に入れ一20℃に凍

結保存した．精液はすべて抗精子抗体を保有していない

健康男子よりのDonor新鮮精液を用いた．

　試験方法は写真1に示すように，micro℃apillary

語∴隅誓　擁

写真1

tube（Hematocrit用毛細管1．5x75mm）に頸管粘液を

吸引し，一端はテルモシール（仁丹テルモK．K．）で閉

じ，他端を精液貯溜槽に浸して精子の時聞的上昇距離

並びに精子数，運動率，生存時間などを顕微鏡下（100

倍）で判定した．反応は恒湿恒温（100％，37°C）が最

適であるが，判定時間が短い場合は室温で行っても影響
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はない．

　判定は前述の項目につき反応開始後30分，1時間，2

時間，3時間，6時間，12時間，24時間，48時間まで行

ったが，今回の集計にはUlstein26・27）らの報告を参考

に，時間的精子上昇距離のみを判定規準に選び，次の

criteriaを設定した．

　　good：　2時間以内に運動精：子が5cm以上上昇す

　　　　　　るもの。

　　　fair：　2乃至6時間で運動精子が5cm以上上昇

　　　　　　しうるもの．

　　poor：6時間で運動精子が1乃至4．9cmの範囲

　　　　　　にとどまるもの．

negative；6時間で運動精子の上昇は0．9cm以下で

　　　　　　あるか，又は全く運動精子を認めないも

　　　　　　の．

Kremer試験においても繰返し検査を行って一一as良好な

結果を以つて最終判定規準とした．

　4．精子不動化試験

　すでに報告した方法1・2）であるが，その要点は非働化

（56°C，30分）患者血清0，25ml，補体（モルモット血清，

力価200C’H50以上でヒト精子に毒性のないもの）0．05

m1，洗瀞精子浮遊液（10％非働化未婚女性血清含有生食

水にて1回洗瀞，濃度40×106／m1）0．025m1をノJ・試験管に

加え，32°C，60分間反応させた後，その一滴をスライド

グラス上にとり，顕微鏡下（200倍）で精子の運動率を

算定する．対照未婚女性血清を用いて同様の反応を行っ

た際の精子運動率（C％）を被検患者血清の精子運動

率（T％）で割つた値を精子不動化値（sperm　immobi一

（3）　3

lization　value：SIV）とし，これが2以上の場合，即

ち，対照血清に比べて被検血清添加により精子運動率が

半分以下になつた場合を陽性と判定した．

　5．微量精子不動化試験

　本法もすでに報告したが17・18），本法を用いて頸管粘液

中の精子不動化抗体の検出を行う際の要点について述べ

ると，まず採取した頸管粘液に等量もしくは2倍量の未

婚女性血清（前もって精子不動化抗体が陰性であること

を確認したもの）を加えて縄拝後（over　nignt），遠沈

（9，700G　30分間）によりその上清を分離し，これを頸

管粘液抽出液として56°Cで30分の熱処理により非働化

した後実験に用いた．頸管粘液抽出液10μ1，精子浮遊液

（40×106／ml）1μ1と，補体源としてのモルモット血清

2μ1をmicrochamberの重層した流動パラフィン下に

注入混合し，32°Cで1時間，　2時間，3時間と反応さ

せ各反応時間に於ける精子運動率を倒立顕微鏡下（200

倍）で算定する．対照として必ず補体を加えないもの

（非働化モルモット血清を加えたもの）と頸管粘液抽出

液の代わりに非働化未婚女性血清を加えたものを同時に

行い対照精子運動率を算定する．判定は前述の精子不動

化試験と同様で，実験群の精子運動率（T％）が対照

群（補体を加えないもの）の精子運動率（C％）に比べ

て50％以下になつた場合，すなわちC／T（SIV）が2以

上の場合を陽性と判定した．

実験結果

　117名の原因不明不妊婦人に行ったHuhnerテストの

結果をTable　1に示した．血中精子不動化抗体保有不妊

Ta．ble　l　Comparative　results　of　Huhner　test　in　unexplained　sterile　woman　with　and

　　　　without　sperm　immobilizing　antibody　in　sera．

Sperm　antibody　　＊No．　of　patients
Huhner　test

Good Fair

　　　　　　lPositive
　　　　　　INegative
　　　　　　i

12

105

3（25．o％）

61（58。1gる）

2（16．7％）

14（13．3％）

　Bad

7（58．3％）

30（28．69も）

＊Number　of　patients　who　had　Huhner　test

Table　2　Comparative　results　of　Kremer　test　in　sterile　women　with　and　without

　　　　sperm　immobilizing　antibody　in　sera・

Kremer　test
Sperm　antibody　　＊No．　of　patients
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Good　　　　　　Fair
　　　　　　　　I
　P。，itive　［　　20　　　3（15．0％）　2（10．0％）

　Negative　　l　　　　309　　　　　　139（45．0％）　　　25（8．1％）

　＊Number　of　patients　who　had　Kremer　test

Poor Negative

10（50．o％）

83（26．9％）

5（25．0％）

62（20．1％）



4　（4） 抗精子抗体の頸管粘液内精子通過性に及ぼす影響

婦人は12名で3名（25．0％）が‘‘good”2名（16．7％）

が‘‘fair”，7名（58．3％）が‘‘bad”であつた．また

105名の抗体非保有不妊婦人では‘‘good”61名（58．1％），

‘‘

fair”14名（13．3％），‘‘bad”30名（28．6％）であり，

前者で‘‘bad”が50％以上を占めたのに比べて後者で

は50％以上が‘‘good”を示し明らかに抗体保有不妊婦

人にHuhnerテスト不良群の多い事が判る．

　正常月経周期を有ししかも頸管粘液の性状検査で異常

の認められなかつた329名の不妊婦人にっいて行った

Kremer試験の結果をTable　2に示した．血清精子不動

化試験で陽性を示した20名の不妊婦人の結果は‘‘good”，
‘‘

fair”，‘‘poor”，‘‘negative”がそれぞれ3名，2名，

10名，5名であつた．また309名の血清精子不動化試

験陰性不妊婦人では‘‘good”139名，‘‘fair”25名，
‘‘

pQor”83名，‘‘negative”62名であった．後者におい

て309名中164名（53．1％）が‘‘good”あるいは‘‘fair”

を示したのに比べて，前者では20名中5名（25．0％）で

あり残りの15名（75％）は‘‘poor”あるいは‘‘negative”

であった．抗体保有不妊婦人のなかで比較的多数を占め

るKremer試験‘‘poor”と判定された頸管粘液中では

反応6時間後に於ても3cm以上の精子上昇を示したも

のは1例もなかつた．これに比べて抗体非保有不妊婦人

の‘‘poor”群では反応6時間後に約半数（52．0％）が

3cm以上の精子上昇を示した．

　次いで15名の血中精子不動化抗体保有不妊婦人と171

名の血中抗体非保有不妊婦人について検討した排卵前頸

管粘液中での補体依存性精子不動化因子の検出率を示す

と，Table　3の如く前者に於いて15名中13名（86．7％）

に，また後者に於いて171名中26名（15．2％）に陽性結

果を得た．血中抗体保有不妊婦人では2名を除いてすべ

ての婦人の頸管粘液中にも補体依存性の精子不動化因子

が検出されたということは血中抗体の頸管粘液への移行

を強く示唆するものであり，また，血中抗体非保有不妊

婦人の15．2％に頸管粘液中にのみ補体依存性精子不動化

因子の検出されたという事実は，抗精子抗体が局所性器

管に於いても産生されうる可能性を示すものである．

　最後に血中抗精子抗体の有無にかかわらず頸管粘液中

に補体依存性精子不動化因子の検出された同じ頸管粘液

日不妊会誌　25巻1号

　　Table　3　Percentage　of　positive　results　by

　　　　　　micro－SIT　in　CM－extracts　frQm

　　　　　　sterile　women　with　or　without

　　　　　　sperm　immobilizing　antibody　in

　　　　　　sera．

　SIT　　　＊No．　of　　No．　of　positive　micro・SIT

in　serum　patients　　　　in　CM－extracts

Positive　　　　15　　：　　　　　　13（86．7％）

Negative　I　171　　　　　　　26（15．2％）

SIT：Sperm　immobilization　test

CM：Cervical　mucus
＊Number　of　patients　who　had　micro－SIT

を用いて行つたKremer試験の結果をTable　4に示す．

表より明らかなように補体依存性精子不動化因子含有頸

管粘液はすべての症例が頸管粘液内精子通過障害を示

し，Kremer試験の結果が‘‘poor”であつた12症例の

中でも3cm以上の精子上昇を示したものは血中抗体陰

性群の2症例のみで残りはすべて3cm以下か，あるい

は‘‘negative”と判定された1cm以下の精子上昇しか

示さなかった．

考　　察

　1964年Franklin28・29）らによつて，原因不明不妊婦人

の血中に高率に精子凝集抗体の検出されることが報告

されて以来，多数の研究者によつて精子凝集試験30’34）

あるいは精子不動化試験1・3・5・6・7）などによる血中抗精子

抗体と女性不妊の関係が検討されてきた．しかし，血

中抗精子抗体保有不妊婦人の不妊症発生機序を究明する

ための研究はあまり行われておらず，現在検討が進めら

れている段階にある．我々はすでに動物実験で，精子免疫

を受けた雌動物の性器管内分泌液中に抗精子抗体が出現

してくること35），又実際に抗精子抗体を雌動物に注射し

て，注射された抗精子抗体が，子宮内精子に特異的に結

合されることを証明しており　15），おそらく血中抗精子抗

体保有不妊婦人においても，子宮，卵管，頸管内分泌液

中に抗精子抗体が移行し，上行精子に何らかの影響を与

えることは想像に難くない．すでに血中抗精子抗体と，

Huhner試験との関係をみたいくつかの報告がなされて

T・b1・4R・・ult・・f　Krem・・t・・t　by・・i・g　ce・vi・al　m・・u・whi・h・・nt・i・・d。。mp1。m。nt

　　　　　dependent　sperm　immobilizing　factors．

　SIT　　　　Micro　SIT　　　　No．　of　　　　　　　　K「eme「test
inse「um 　in　CM’ext「a・t・　p・・i・…　6。6’a”　一’b。ir　P。。r盲。g謡r

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I
Positive

Negative

Positive

Positive

12

23

0　　　　　0　　　　　2　　　　10

0　　　　　0　　　　　10　　　　　13



昭和55年1月11ヨ 伊熊・窪田・高田・鎌田・香山・礒島

いるが21・36・37），ほとんどがあまり不妊症発生に特異性の

みられない血中精子凝集抗体との関係をみた報告であ

り，血中抗体の存在とHuhner試験の障警性との間に

相関は認められていない．ただTelang21）らの報告で

は，Huhner試験良好群での血中抗体検出率は7％であ

るのに比べHuhner試験不良群では52％に抗体が検出

されたとして相関を認めている．又，Ansbacher38）ら

は，血中精子不動化抗体保有不妊婦人の頸管粘液中で

donor精子の貫通性の悪いことを認めているが，症例数

が少ない為，更に多数の症例を検討する必要のあること

を強調している．本論文で報告した著者らの結果でもや

はり血中抗精子抗体保有不妊婦人では対照不妊婦人に比

べてHuhner試験並びにKremer試験において有意に

精子の頻管粘液内通過性が障害されていた．抗体保有婦

人でも少数例でHuhner試験あるいはKremer試験が

良好群に属する症例がみられたが，これは何回か行つた

検査で一回でも良好な結果を示した場合に，これを良好

群に入れた為であり，また同様に抗体保有婦人の大多数

の症例が不良群であつたということは，これらの婦人で

は繰返し行つた検査で常に検査結果が不良であったこと

を意味している．実際に血中抗精子抗体保有不妊婦人の

排卵前頸管粘液中の精子不動化抗体の有無を微量精子不

動化試験法によつて調べてみると，血中抗体保有婦人の

大部分の症例（15名中13名：86．7％）に頸管粘液中にも

補体依存性の精子不動化因子が検出されてくるが，この

出現は必ずしもすべての性周期にみられるとは限らず，

周期によっては検出されない時期のあることを認めてお

り，このような頸管粘液中に出現してくる補体依存性の

精子不動化因子の性周期による変動にっいては別報で詳

細に報告した18）．血中に精子不動化抗体が検出されず，

頸管粘液の性状にも異常が認められない症例においても

かなりの割合で精子通過性障害が認められたが，これら

の症例の中には，血中に抗体を持たないで，頸管粘液中

にのみ補体依存性の精子不動化因子を保有している症例

（171名中26名：15．2％）があり抗精子抗体の局所産生を

示唆するものである．頸管粘液中に認められた補体依存

性の精子不動化因子が血中抗体の移行であれ，または局

所抗体産生によるものであつたとしても，このような補

体依存性精子不動化因子を含有した頸管粘液中では例え

その物理的性状に異常が認められなくても，精子の通過

性が著しく障害されており（35症例中Kremer試験に

より12名が‘‘poor”，23名が‘‘negative”）不妊症発生

の原因となっている可能性が強い．では頸管粘液中に抗

精子抗体が存在した場合に，なぜ精子の通過性が障害さ

れるのであろうか．一っの可能性として頸管粘液中に

は微量ながら補体成分の存在することが認められてお

（5）　5

り16），補体依存性の精子不動化因子によつて精子の運動

性そのものが障害される場合である．また他の可能性と

してFji’11brant39）＆Kremer40）らによって示されてい

るように，抗精子抗体保有不妊男性において，すでに精

液中で抗精子抗体が精子に結合している場合には例え精

子の運動性に支障が認められなくても正常な頸管粘液中

での抗体結合精子の著しい通過性障害の起こることが認

められており，婦人に於いても頸管粘液内に抗精子抗体

IgGが遊離状態で存在するとすると同様の機序により頸

管粘液中の抗精子抗体が上昇してくる精子に結合して，

二次的にその後の精子上昇が障害されるという可能性も

考慮しておかなければならない．又頸管粘液中に移行し

てきた抗精子抗体IgGが，粘液中の糖蛋白のIgG－Fc

受容体に結合したまま精子抗原との抗体結合基を遊離し

た状態で存在している時，進入してくる精子を結合し

て，粘液内上昇を阻止することも考えられる．

　以上総括すると，血中精子不動化抗体保有不妊婦人の

不妊原因の一つとして，頚管粘液内での精子通過性障害

が大きな比重を占めていると考えられる．又頸管粘液性

状検査で異常の認められないような症例でもHuhner

試験あるいはKremer試験が障害されている揚合には，

血中抗精子抗体の検索だけでなく頸管粘液中の抗精子抗

体の検索と，夫の血中抗精子抗体検査を行う必要がある

と考えられる．
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women　by　our　sperm　immobilization　test，　the

relationships　between　sterility　alld　the　presence

of　the　sperm　immobilizing　antibody　were　con－

firmed　by　many　investigators．　However，　the

mechanism　of　the　sperm　immobilizing　antibody

on　sterility　should　further　be　studied．

　　In　this　report，　the　compatibility　of　spermatozoa

to　cervical　mucus　was　investigated　by　Huhner’s

postcoital　test　and　Kremer’s　in　vitro　sperm　pene－

tration　test　in　the　sterile　women　with　the　sperm

immDbilizing　antibody　and　the　results　were　com．

pared　with　those　in　the　sterile　women　without

the　antibody．

　　Complement　dependent　sperm　immobilizing

factors　in　cervical　mucus　were　measured　by

micro－sperm　immobilization　test　which　was　de－

veloped　in　our　laboratory．　The　cervical　mucus

was　taken　from　sterile　women　with　and　without

the　sperm　immobilizing　antibody　in　the　sera．

　　The　sterile　women　with　sperm　immobilizing

antibody　showed　more　poor　results　in　both　Huh－

ner’s　and　Kremer’s　tests　compared　with　sterile

women　without　the　antibody．　Thirteen　out　of

15（89．7％）women　with　sperm　immobilizing　anti－

body　in　serum　contained　the　complement　depen－

dent　sperm　immobilizing　factors　in　their　cervical

mucus，　whereas　260ut　of　171（15．2％）women
without　the　antibody　in　serum　contained　them．　The

sperm　penetration　in　cervical　mucus　was　com－

pletely　impaired　in　women　with　the　complement

dependent　sperm　immobilizing　factors　in　their

CerViCal　mUCUS．

　　These　results　strongly　suggest　that　one　of　the

reasons　to　induce　the　sterility　in　women　with

sperm　immobilizing　antibody　in　their　blood　could

be　due　to　the　presence　of　antibody　in　the　cervical

mucus　which　was　transferred　from　blood　or　pro・

duced　locally　in　the　cervical　canal．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年8月27日）

　　Since　the　sperm　immobilizing　antibody　was

found　in　the　sera　of　some　unexplained　sterile
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OCCURRENCE　OF　PROLACTIN　BINDING　SITES
　　　　　　　　IN　RABBIT　OVARY　AND　UTERUS

T．TAMAYA，　Y．　OHONO，　N．　IDE，　T．　TSURUSAKI　and　H．　OKADA

　　　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Kyoto　Prefectural　University

　　　　　　　　　　　　　　　of　Medicine，　Kamikyo－ku，　Kyoto　602，　Japan

　　　Abstract：　The　occurrence　of　prolactin（PRL）binding　sites　was　demonstrated　in

the　subcellular　fractions　of　the　rabbit　ovaries　and　uteri　of　various　reproductive　states，

The　binding　process　was　time－and　temperature－depelldent，　being　maximal　at　37℃．

The　dissociatioll　constant　determined　by　Scatchard　analysis　was　apProximately　1．2×

10－10M　at　37℃in　both　ovarian　and　uterine　fractions．　These　results　suggest　that　PRL

gives　its　efεect　on　rabbit　ovary　and　uterus　via　its　own　membraneous　receptor．

1皿troductio皿

　　Prolactin（PRL）constituted　a　part　neces－

sary　for　maintaining　the　luteal　function　in

the　rabbitle》　and　inhibited　contractility　in

the　isolated　myometrium　of　rabbit4｝．　We

have　found　that　PRL　demonstrated　the　co・

operative　ef［ect　on　the　uterine　growth　with

estrogen　in　the　rabbit5＞．　Therefore　in　this

paper　we　studied　the　occurrellce　of　PRL
binding　sites　in　the　ovary　and　uterus　of　the

rabbit．

Materials　and　Methods

Hormones
　　Porcine　growth　hormone　was　obtained　from

Sigma　Chem、　Co．，　St．　Louis，　Mo．　Bovine

PRL　was　a　gift　from　Teikoku－zoki　Chem．　Co．，

Tokyo，　Japan，　Human　chorionic　gonadotro－

phin　（hCG）was　obtained　from　Mochida
Pharm．　Co．，　Tokyo，　Japan．　Human　PRL

（hPRL）iodinated　with　chloramine－T　was
obtained　from　CIS，　France　alld　the　specific

activity　of［1251］iodo－hPRI．　varied　from　100

to　200μCi／μ9　（not　obtained　details　concern－

ing　the　iodination　or　an　apPropriate　refer・

ence）．　Shiu　and　Friesen9）demonstrated　that

1251・labelled　human　prolactin　prepared　by

the　enzymic　iodination　procedure　with　lacto・

peroxidase11〕bound　better　to　receptors　than

does　the　preparation　ol〕tained　by　using　chlo・

ramine－T　as　the　oxidizing　agent2〕．　However

the　characterization　of　prolactin－binding　ac・

tivity　could　be　determined　using　1251－1abelled

human　prolactin　prepared　by　chloramine－T．

Preparation　of　tissue　homogenate

　　Ovaries　and　uteri　were　obtained　from　im－

mature　white　rabbits（about　l　kg）and　either

untreated，　pseudopregnant，　or　pregnant　ma－

ture　white　rabbits（about　2　kg）after　decapi－

tation．　Pseudopregnancy　was　induced　by

auricular　intravenous　injection　of　200　1U

hCG．　Immediately　tissues　were　kept　at　4℃

and　weighted．　All　subsequent　steps　were

performed　at　4℃　except　as　noted．　The

pellets　containing　Plasma　membranes　were
prepared　according　to　the　method　of　Saito

and　Saxena7）．　The　tissues　were　minced　with

scissors，　and　homogenized　with　one　burst

of　a　polytron　PT－10（Kinematica）at　power

setting　6　at　intervals　of　30　sec　in　5　volumes

（v／w）of工OmM　tris－HCI　buffer　of　pH　7．8

containing　1　mM　dithiothreitol，　l　mM　MgC12，

and　O．25　M　sucrose．　The　homogenate　was

centrifuged　at　480×gfor　20　min．　The　super－

natant　was　recovered，　and　the　pellet　was

re－suspended　in　the　same　1）uffer　and　centir－

fuged　for　another　20　min．　The　supernatants

were　pooled　and　centrifuged　at　10，000　X　g

for　l　h．　The　pellets　contailling　plasma　mem－

branes　from　10，000×g　centirfuge　of　the

480×gsupernatant　were　resuspended　in　10
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volumes（v／w）

mM　Tris－HCI
lmM　MgCl2，

T．TAMAYA　et　a1．

1〕Ovine　Serurn　albUrnin

sion　was　aliquoted　and　frozen　at

use．　One　aliquot　was　taken　for　protein

termination　by　the　method　of　Lowry　et　al

using　BSA　as　the　standard．

of　the　incubation　buffer　［10

buffer　of　pH　7，0　containing

lmM　CaCl2　and　O．1％（w／v）

　　　　　　　（BSA）］．　The　suspen－

　　　　　　　　　　　　　　　－80°C　until

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　de－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．3）

Binding　of　1251－hPRL　to　tissue　homogenate

　　Fifty　μl　of　the　suspension　of　10，000×g

pellet　and　100μl　of　1251－hPRL（in　increasing

concentration）　dissolved　in　the　incubation

buffer　were　incubated　with　100μl　of　the

incubation　buffer　alone　or　containing　unla－

beled　PRL（1μg）at　37℃for　various　periods，

and　at　4℃and　20℃for　120　minutes．　The

protein　concentration　of　each　suspension　was

different　due　to　the　dilution　（71　to　220μ9）．

Then　the　incubates　were　cooled　by　the　ad－

dition　of　l　ml　of　the　incubation　buffer　A　of

4℃。Bound　and　free　horrnones　were　sepa．

rated　by　centirfugation　at　1，500×g　for　20

min。　at　4℃．　The　supernatant　was　aspirated，

and　the　pellets　were　washed　with　2ml　of

the　incuhation　buffer．　The　pellets　contain一

（9）　9

ing　receptor　bound　hormone　were　coullted

in　a　Packard　Autogamma　Counter　with　a

50％ef且ciency　for　1251．　Speci丘c　binding　was

expressed　as　the　difference　of　tlle　bindings

in　each　tube　with　and　without　unlabeled

PRL．　The　data　were　analyzed　by　a　Scat－

chard　plot8）．

Results

Effects　of　time　and　temperature　on　binding

of　prolactin　to　ovarlan　preparatlons

　　The　binding　of　1251－labeled　human　pro－

lactin　was　time－dependent（Fig．1）．　At　37℃，

equilibrium　was　attained　after　2　hours　incu－

bation．　At　2　hours　incubation，　the　amount

of　bound　　1251．1abeled　　human　　prolactin　at

＄
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Fig．1．　Tirne　course　of　prolactin　binding　to　the

　　　　　　　ovarian　subcellular　fractions　at　37DC．

　　　　　　　The　ovaries　were　obtained　from　the

　　　　　　　pseudopregnant　rabbits　in　5　〔lays　after

　　　　　　　illtravenous　injection　of　200　1U　hCG

　　　　　　　tQgether　with　daily　intramuscular　ad－

　　　　　　　ministration　of　1001U　bovine　PRL　for

　　　　　　　5days．　Speci丘c　binding　was　expressed

　　　　　　　as　the　difference　of　the　bindings　in

　　　　　　　each　tube　with　and　without　unlabeled

　　　　　　　PRL．　Values　are　the　means　of　dupli－

　　　　　　　cate　samples．　Speci丘c　binding　was　also

　　　　　　　determined　at　20℃　and　4°C　for　120

　　　　　　　minutes．　The　subcellular　fractions　con－

　　　　　　　tained　71μg　of　protein・

　　L
　　！

50ト

　　　　　　　　．25　　　．5　　　　　　　　　1　　　　　．25　　　．5　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　Unlabeled　hormone（μg　per　tube）

Fig．2．　Effect　of　various　hormones　on　i2sl－hPRL

　　　　　　　binding　to　ovarian　and　uterine　subcel－

　　　　　　　lular　fractioIls．　Hormones　were　incu－

　　　　　　　bated　at　various　concelltrations　with

　　　　　　　the　fractions　at　37℃　for　2　h．　Total

　　　　　　　bound　is　equivalent　to　125－1－hPRL　bind－

　　　　　　　ing　without　unlabeled　PRL　Left　panel：

　　　　　　　whole　ovaries　of　pseudopregnant　rab－

　　　　　　　bits　in　15　days　after　intravenous　lnJec．

　　　　　　　tion　of　2001U　hCG．　The　fraction　con．

　　　　　　　tained　96μg　of　proteil1．　Right　panel：

　　　　　　　pregnant　uterus　having　fetus　sized　2　cm．

　　　　　　　The　fraction　contained　119μg　of　pro－

　　　　　　　tein．　●：bovine　PRL，　■：pQrcine

　　　　　　　growth　hormone，△：hCG．　Values　are

　　　　　　　the　mealls　of　duplicate　samples．
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Prolactin　receptor　in　rabbit　ovary　and　uterus

Bound／Free

0．04

0．02

■

　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　1．0　　2．0

　　　　1251－hPRL　added／tube（cpm×10一り　　　　　　Bound（fmo1）

Fig．3．　Left　panel：　Binding　of　1251－hPRL　to

　　　　　　　subcellular　fractions　of　2　whole　ovarles

　　　　　　　of　a　pseudopregnant　rabbit　in　15　days

　　　　　　　after　intravenous　injection　of　200　1U

　　　　　　　hCG．　The　fractions　were　incubated

　　　　　　　with　increasing　concentration　of　1251－

　　　　　　　hPRL　at　37℃　for　2　h，　demonstrating

　　　　　　　total　binding　（▲＿▲）．　Nonspeci丘c

　　　　　　　binding（■一＿一）was　at　the　co－exisレ

　　　　　　　ence　of　unlabelled　bovine　prolactin．

　　　　　　　Speci丘c　binding（●一●）was　expres－

　　　　　　　sed　as　the　difference　of　the　bindings　in

　　　　　　　each　tube　with　and　without　unlabelled

　　　　　　　prolactin、　Right　panel：　Scatchard　plot

　　　　　　　analysis　of　the　data　presented　in　left

　　　　　　　panel．　Bm（Maxilnal　binding　sites）was

　　　　　　　15．6fmo1／mg　of　protein。　The　subcel－

　　　　　　　lular　fractions　contained　96μ9　0f　pro－

　　　　　　　tein．

37℃was　rnuch　greater　than　that　at　20℃．

The　hinding　at　4°C　was　scanty．

Specificity　of　binding　of　prolactin　to　ovarian

and　uterine　preparations

　　Competition　experiments　performed　with

subcellular　particles　from　whole　ovaries　of

pseudopregnant　rabbits　and　pregnant　uterus

are　shown　in　Fig．2，　Bovine　prolactin　com－

peted　to　a　greater　extent　with　1251－labeled

human　prolactin　for　the　prolactin　binding

site・　Porcine　growth　hormone　was　less　po－

tent．　Human　chorionic　gonadotropin　was
absolutely　non－competitor　for　the　binding　of

prolactin．

Equilibrium　analysis　of　the　affinity　of　prola－

ctin　for　ovarian　and　uterine　binding　sites

　　The　speci丘c　binding　of　l25Llabeled　human

prolactin　　to　ovarian　and　uterine　particles

was　a　saturable　process　with　respect　to　pro－

lactin（Fig．3，4）．　The　value　of　the　dissocia一

　　20

ヨ

喜

量
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記

窒
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蜀
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Bound／Free

0．06

O．03

●

■

　　　　　　　　　10　　　　　　20　　　　　　30　　　　　　　　　　1．0　　2．0　　3．0

　　　1251－hPRL　added／tube（cpm　x　IO’4）　　　　　Bound（fmoD

Fig．4．　Left　panel二　Bin〔ling　of　12　・”　1－hPRL　to

　　　　　　　the　subcellular　fractions　of　the　rabbit

　　　　　　　pregnant　uterus　having　fruts　of　2cm

　　　　　　　Iength．　Methods　and　symbol　explana－

　　　　　　　tions　are　as　same　as　those　for　Fig．1．

　　　　　　　Right　panel；　Scatchard　plot　analysis

　　　　　　　of　the　data　presented　in　Ieft　panel．

　　　　　　　Bm＝13．4　fmo1／mg（the　subcellular　frac－

　　　　　　　tions　contained　119μ9　0f　protein）．

tion　constant　calculated　by　Scatchard　plot

analysis　of　data　was　approximately　1．2×

10－loM　at　37℃either　in　whole　ovaries　of

the　pseudopregnant　rabbits　or　in　a　corpus

luteum　of　the　pregnant　rabbit　having　fetus

of　2　cm．

Prolactin－binding　activity　in　reproduction

　　　The　bindings　of　1251－labeled　human　pro－

lactin　to　crude　membrane　fractions　obtained

from　ovaries　and　uteri　of　various　reproduc・

tive　states　were　determined　by　the　analysis

described　previously，　and　the　maximal　bind－

ing　sites　were　summarized　in　Table　1．　The

specific　binding　of　prolactin　to　various　ovarian

and　uterine　particles　had　a　dissociation　con－

stant　approximately　of　l．2×10－10M．

Discussion

　　This　is　the　presentation　of　the　occurrence

of　PRL　receptor　in　the　rabbit　ovarian　and

uterine　subcellular　fractions，　Shiu　and　Fri－

esen8〕demonstrated　the　ovary　of　the　preg－

nant　rabbit　binds　to　prolactin．　　Prolactin

receptors　in　the　ovary　have　been　identi丘ed

in　many　species．　Howevevr，　uterine　pro－

lactin　receptor　was　only　detected　in　rat

uterusi・12．　In　the　rabbit，　mammary　prolac－

tin　receptors　have　been　characterized，　where

《

d

ぞ
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Table　1．　Prolactin　binding　sites　of　ovarian　and　uterine　subcellular　fractions　in

　　　　　　　　the　various　reproductive　states．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　prolactin　binding　sites（Bm＊）

　　　　　　　status　of　rabbit　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ovary　mean＊＊＊　　　　uterus　mean＊＊＊

コ

1mmature

mature

mature

not　treated

10．9

10．9

13．4

10．5

5．1

days　after　hCG
treatment＊＊

13．5

17．4

17．6

10．9

21．2

15．6

11．7±1．0

7．8

5

pregnant

　　　　　　　　10

　　　　　　　　15

fetal　size　2cm

　　　　　　　　　7cm

Maximam　bin
ximal　binding

18．9＊＊＊＊

8．3＊＊＊＊

n．d．

10．6

14．9±1．6

　0

　0

5．2

1．1

n．d．

n．d．

18．1

2．8

　　　　　　　　　　　ding　sites　were　calculated　by　the　Scatchard　plot　analysis．

　　　　　　　　　　　　　sites（fmol／mg）calculated　by　Scatchard　plot　analysis．

was　obtained　from　either　two　ovaries　or　one　didelphic

one　whole　ovary　containing　corpora　lutea（＊＊＊＊）・　＊＊intravenous（

administration　of　2001U　hCG．＊＊＊values　are　means±S．E．M．

1．6±1．4

＊Bm＝ma－

Each　value

（11）11

uterus　of　one　rabbit　except

　　　　　　　　　　auricular　vein）

　　　　n．d．＝not　determined．

Kd　value　is　3．4×10一1°M9）and　1．2～2．9x

10－1°Min　a　more　recent　report6）．　Similar

result　was　obtained　here　in　rabbit　ovaries

and　uteri．　These　values　are　within　the

physiological　concentration　of　prolactin　fre－

quently　found　in　serum9）．　The　ligand　spe－

ci丘city　of　binding　of　1251－hPRL　to　rabbit

ovarian　and　uterine　homogenates　was　stud－

ied．　This　binding　seemed　to　be　speci丘c　for

PRL　receptor．　The　cross－reactivity　of　the

growth　hormone　may　be　probably　accounted

for　either　by　PRL　contamination　or　by　the

similarity　to　aminoacid　constituent　to　PRL．

Prolactin　binding　sites　were　detected　in　the

ovarian　and　uterine　subcellular　fractions　of

various　reproductive　states（Table　1）．　It　is

suggested　that　prolactin　in　the　rabbit　influ－

ences　the　Iuteal　functionlo）via　ovarian　prolac－

tin　receptor，　and　demonstrates　its　biological

effect　on　the　uterus，　for　example，　the　uterine

cOntractility4）．

References

1）Asselin，　J．　and　Labrie，　F．（1978）：Effects　of

　　estradiol　and　prolactin　on　steroid　receptor

　　levels　in　7，12－dimethylbenz（a）anthracene－

　　induced　mammary　tumors　and　uterus　in　the

　　rat．　J．　steroid　Biochem．9；1079－1082，

2）Hunter，　W．　M．　and　Greenwood，　F．　C．（1962）；

　　Preparation　of　iodine　1311abelled　human

　　growth　hormone　of　high　speci丘c　activity．

　　Nature（London）　194：495－496．

3’）Lowry，0．　H．，　Rosenbrough，　N．　J．，　Farr，　A．　L．

　　and　Randal1，　R．　J．（1851）：Protein　measure－

　　ment　with　the　folin　phenol　reagent．　J．　BioL

　　Chem．　193：265－275．

4）Mati，　J．　K．　G．，　Mugambi，　M．，　Muriuki，　P．　B．

　　and　Thairu，　K．（1974）：　Effect　of　prolactin　on

　　isolated　rabbit　myometrium．　J．　EndocrinoL

　　60：379－380．

5＞Ohono，　Y．，　Tamaya，　T．，　Motoyama，　T．，　Furu－

　　ta，　N．，　Boku，　S．　and　Okada，　H．（1978）；

　　Direct　effect　of　prolactin　on　rabbit　uterus．

　　Folia　Endocrinol．　Jpn．　54：289．

6）Perry，　H．　M．and　Jacobs，　L．　S．（1978）：Rab－

　　bit　mammary　prolactin　receptors．　Demon・
　　stration　of　a　late　puerperal　increase　in　af五11i－

　　ty．　J．　Bio】．　Chern，　253：1560－1564．

7）Saito，　T．　and　Saxena，　B．　B．（1975）：　Speci丘c

　　receptors　for　prolactin　in　the　ovary．　Acta

　　endocrino1（Kbh）　80：126－137．

8）Scatchard，　G．（1949）：　The　attractions　of　pro－

　　teins　for　small　molecules　and　ions．　Ann．



12（12） Prolactin　receptor　in　rabbit　ovary　and　uterus El不妊会誌　25巻1号

　NY．　Acad．　Sci．51：660－672．

9）Shiu，　R．　P．　C．　and　Friesen，　H．　G．（1974）：

　　Properties　of　a　prolactin　receptor　from　the

　rabbit　mammary　gland，　Biochem．　J．140：

　301－311．
10）Spies，　H．　G．，　Hilliard，　J。　and　Sawyer，　C．　H．

　　（1968）：Maintenance　of　corpora　lutea　and

　pregnancy　in　hypophysectomized　rabbits．
　En（locrinology　83：354－367．

11＞Thorell，　J．1．　and　Johansson，　B．　G．（1971）：

　Enzymatic　iodination　of　polypeptides　with
　1251to　high　speci丘c　activity．　Biochim，　Bio－

　phys．　Acta．251：363－369．

12｝Williams，　G．　H．，　Hammond，　J．　M．　and　Weisz，

　J．and　Morte1，　R．（1978）：Binding　sites　for

　loctogenic　hormone　in　the　rat　uterus．　Biol．

　Reprod．　18：697－706．

ウサギ卵巣，子宮におけるプロラク

　　　チンレセプターの検索

　玉舎輝彦，大野洋介，井出哲正，

　　　鶴崎俊秀，岡田弘二

（京都府立医科大学産婦人科学教室）

味がもたれ，PRLが標的組織　特に卵巣および子宮へ
影響することが近年明らかとなってきた．そこでこれら

組織にPRLが効果を及ぼすにはその組織への作用部位
である膜レセプターが存在すると考えられるので，ウサ

ギの卵巣子宮におけるPRLレセプターを検索し，特徴
を明らかにし，ウサギの種々の状態においてレセプター

の検索をおこなった．

　h・PRLとの特異的結合が卵巣子宮の10，000xg　pel－

letに存在し，これは37℃でtime－dependentなもので

あり，37℃で2時間で平衡になり，この結合は20°Cや
4℃（ほとんど結合はない）の2時間における結合量より

大きかった．この結合に対し牛PRLは強い帰合阻害を
示し，また豚成長ホルモンも多少結合阻害を示した．

Scatchard　plotによる解析により解離定数（37°C）は約

1．2×10－1°Mでほぼ一定し，最大結合部位数（flno1／mg）

は未熟ウサギ卵巣には11．7±1．0（n＝3），成熟ウサギ

（未処置）の卵巣では7．8（n二2）子宮では10．6（n＝1），

hCG投与後の成熟ウサギ卵巣では5日目で14．9±1．6
（n＝4）10日目で21．2（n＝1），15日目で15．6（n＝1），

子宮では5日目でL6±1．4（n＝4）であり，また妊娠ウサ

ギでは胎児長が2cmのとき卵巣では18．9（n＝1），子宮

では18．1（n＝1），胎児長が7cmのとき，卵巣では8．3
（n＝1），子宮では2．8（n＝1）であった．

　このように，ウサギにおいてPRLはそのレセプクー
を介して卵巣，子宮に効果を及ぼすものと考えられた．
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　　　　Abstract：Primary　cell　cultures　of　bovine　and　human　corpora　lutea　were　per－

formed　in　order　to　examine　their　morphologies　and　secretion　of　progesterone　and

estradiol－17βin　vitro．　The　procedures　of　cell　dissociations　and　cultures　using　Dispase

were　modi丘ed　techniques　of　Gospodarowicz，　D．　et　a12）．

　　　　Numerous　lipid　granules，　round，　vesicular　nucleus　with　two　or　three　rather　pro－

rninent　nucleoli，　were　seen　in　the　cells　in　the　presence　of　hCG．　The　superficial　fine

structures　of　those　cells　were　characterized　by　mutual　contacts　with丘lopodia－like　pro－

jections，　small　number　of　microvill量，　and　piling　up　tendencies．　The　mean　progesterone

production　of　control　culture　in　bovine　luteal　cells　is　approximately　O．6pg／cell／day．

This　is　very　near　to　the　data　of　Gospodarowicz，　D、　et　al．3）．

　　　　When　hCG（varied　from　5　to　501U／ml）were　added　in　culture　media，　all　mean

values　of　progesterone　productions　are　signi丘cantly　higher　than　those　of　controls
（P＜0．001）．

　　　　However，　the　mean　value　of　progesterone　production　at　1001U／ml　hCG　concentra－

tion　is　significantly　lower（P＜0．001）．

　　　　On　the　other　hand，　the　mean　progesterone　productions　when　prolactin　concentra－

tions　varied　from　O．1　to　100　ng／ml　had　a　highly　signi丘cant　decrease　than　those　of　con・

trols（P＜0，001）．

　　　　This　is　the丘rst　report　that，　by　using　cell　culture　technique　with　Dispase，　bovine

luteal　cells　have　a　tonic　dose－responsiveness　between　hCG　and　progesterone　production，

and　have　a　signi丘cant　decrease　of　progesterone　production　against　prolactin．

　　　　The　production　of　progesterone　by　human　luteal　cells　appeared　to　be　similar

tendency　to　bovine　luteal　cells；however，　the　difference　was　not　signi丘cant　because　of

small　number　of　samples．

Introductio皿

　　One　of　the　di伍culties　in　the　study　of

hormonal　responsiveness　of　endocrine　tissue

or　tissue　slice　culture　is　the　problem　of

gradient　diffusion　and　the　limited　exposure

of　hormone　sensitive　cells　to　added　tropic

hormones。

　　In　order　to　avoid　this　complication，　I　have

adopted　the　primary　cell　culture　technique

of　bovine　and　human　corpora　lutea．　This

communication　describes　briefiy　the　results

that　they　retain　the　biological　capacity　for

steroid　hormone　production，　responsiveness
toward　hCG　and　prolactin，　and　specific　light

and　electron　microscopic　apPearances，
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Materials　and　Methods

Luteal　cell　in　culture

1）Collection　of　luteal　tissue　for　cell　culture

　　Corpora　lutea　supuria　from　dairy　cows　of

mixed　breeds　in　estrous　cycle　and　the　human

corpus　luteum　in　menstrual　cycle　were　used。

Measurements　of　plasma　progesterone　and
estradiol－17β　（E2）and　endometrial　datings

were　also　carried　out　in　human　for　assess－

ment　of　endocrine　environment　and　luteal

function23）．　Ovaries　were　collected　as　soon

as　possible　following　slaughter　or　operation

and　transported　in　ice－cold　buffered　Hanks’

solution　to　the　laboratory，　where　they　were

immediately　dissected　free　from　adventitial

tissues，　The　dissociation　of　the　tissue　was

carried　out　as　already　described2‘）．　Because

of　the　variability　in　steroid　synthetic　ca－

pacities　of　corpora　lutea　from　different　cows，

each　hormone　assay　experiment　described
below　was　carried　out　with　cells　from　single

corpus　luteum．

2）Preparation　and　the　cell　culture　procedure

　　of　luteal　tissue

　　Corpora　lutea　were　dissected　and　mlnced

aseptically　with　a　scissors　in　the　Clean　Bench

（Hitachi　Horizontal　Blower　Type　No．1301）．

　　The　fragments　were　digested　with　1，000

PU／ml　bacterial　neutral　protease（Dispase12））

ill　Hanks’solution　at　37℃on　the　magnetic

stirrer　for　30　minutes．　Dispersed　cells　were

calculated　with　trypan　blue　vital　staining　on

the　Burker・Turk　hemocytometer　under　the

phase　contrast　microscope．　Cell　viabilities

of　bovine　and　hurnan　luteal　cell　suspensions

were　good　as　about　80　percent　for　the　total

period　of　those　experiments．

　　If　the　vital　cell　ratio　was　over　70　percent，

those　cells　were　diluted　to　the　concentration

from　l　to　100×104　cells／ml　and　transferred

to　Falcon　tissue　culture　dish　（No．3001）or

flask（No．3012）or　Lab－Tek　four　chamber
slide　in　the　incubator　at　37°C　in　air　contain．

ing　5　percent　CO2．　Observations　with　phase

contrast　microscope　were　performed　every－

day，　when　culture　media　were　exchanged

every　one　or　two　days．　Giemsa　or　Sudan

III　fat　staining　Preparations　were　made　on

the　last　culture　day　after　10　percent　form－

aldehyde　fixation　for　30　minutes．

　　Monolayer　cells　of　bovine　corpora　lutea

日不妊会誌　25巻1号

were　also　observed　by　transmission　and
scanning　electron　microscopes　with　the　same

methods　as　previously　stated25，27）．

3＞Addition　of　stimulatory　hormones　and
　　blocking　agents

　HCG（10t　No．46H・2H）and　prolactin（lot

No．　J－5A）were　obtained　from　Teikoku　Hor－

mone　MFG．　Co．，　Ltd．（Tokyo）．　Prolactin

（J－5A）synthes玉zed　from　the　bovine　pituitary

gland　was　pure　enough　to　use　as　a　standard

according　to　the　evidences　that　analyses　of

ultraviolet　absorption　spectrum　and　disc　elec－

trophoresis　demonstrated　no　other　hypophy－

sial　hormone　contaminations15）．

　　Colcemid　solution，　Penicillin・Streptomycin

solution，　and　Fungisone　were　all　purchased

from　GIBCO　（Grand　Island，　N．　Y．）．　The

last　antibiotics　concentrations　of　　culture

media　were　respectively，Penicillin・G－Sodium：

1001U／ml，　Streptomycin－Sulfate：100　mcg／ml，

and　Fungisone：10－15　mcg／ml．　Tissue　culture

media　which　consisted　of　lO　percent　fetal

calf　serum（GIBCO），45　percent　Leibovitz・

15medium，45　percent　F－10　medium，　and
approximately　O．2percent　sodium　bicarbonate

with　antibiotics　and　some　phenol　red　were

prepared．

　　The　pHs　of　culture　rnedia　were　corrected

to　7．20r　some　under　with　the　digital　pH

meter（Model　HG－3　made　by　Denki　Kagaku
Kogyo　Co．，　Ltd。，　Tokyo）and　the　hue　of

phenol　red．

4）Karyology　of　luteal　cells

　　The　seventh　day　culture　of　luteal　cells

proliferated　by　hCG（0ユIU〆ml）and丘broblast

growth　factor4・5）（50　ng／m1）was　utilized　to

chromosome　analysis　as　the　same　technique

of　human　lymphocyte　karyotyping22）．　The

culture　medium　was　all　exchanged　for　hypo－

tonic（O．6　percent）sodium　citrate　solution

after　the　15　hour　duration　of　colcemid（l

mcg／ml）induction　synchrony．　The　following

method　of　chromosome　analysis　was　same　as

previously　described24）．

5）Radioimmunoassay　of　progesterone　and　E2

　　in　culture　media

　　Both　progesterone　and　E2　were　measured

using　highly　speci丘c　radioimmunoassay　kits

developed　in‘‘Daiichi　Radioisotope　Labora－

torys．　Ltd．，　Tokyo”as　already　described20・21）．

し

，
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　　Their　contaminations　of　control　cultures

could　be　ignored　because　progesterone，　E，

and　prolactin　in　the　fetal　calf　serum（GIBCO）

of　culture　media　used　in　these　experiments

were　all　undetectable　by　each　radioimmuno－

assay・

Results

1）Morphology　of　the　luteal　cells　maintained

　　in　the　presence　and　absence　of　hCG

　　Four　to　six　hours　after　being　seeded　in

tissue　culture　dishes，　the　luteal　cells　attached

to　them　and　spread　out．　Luteal　cells　in

culture　typically　possesed　a　Iound，　vesicular

nucleus　with　two　or　three　rather　promlnent

nucleoli，　and　tended　to　take　on　a　polygonal

apPearance；typical　of　epithelial　cells　in　the

presence　of　hCG（Figure・1，　A，　B）。

　　In　contrast，　when　the　ce11s　were　main－

tained　in　the　absence　of　hCG，　they　were

elongated　and　tended　to　grow　in　a　disorgan－

ized　pattern（Figure－2），

　　Numerous　lipid　granules　could　be　seen，　in

spite　of　absence　of　hCG，　in　the　cytoplasm

orl　Sudan　III　staining　preparation（Figure・3）．

　　When　the　cells　were　seeded　at　low　density，

clusters　of　cells　displaying　an　epithelioid

morphology　were　present　as　Gospodarowicz
D．et　a1．　described　before1）．　F三gure－4　is　a

scanning　electron　micrograph　of　luteal　cells

grown　as　monolayers　in　the　presence　of　10

percent　fetal　calf　serumL．　The　superficial

員ne　structure　of　these　cells　has　the　features

similar　to　those　observed　with　phase　con－

trast　microscope．　The　appearance　of　piling

　　　or　mutual　contacts　with丘lopodia－like　pro－

　　　’　　of　those　monolayer　cells　were　found
up
Jectlons
by　scanning　electron　microscope　not　by　light

microscope．　Luteal　cells　in　monolayer　cu1－

ture　have　relatively　small　number　of　micro－

villi　as　compared　with　those　of　endometrial

cells．　The　cytoplasm　of　those　cells　was　well

differentiated　and　has　well　developed　agra－

nular　endoplasmic　reticula，　numerous　lipid

inclusions　by　transmission　electron　microscope

as　stated　before26）．　Figure－5　shows　human

luteal　cells　in　monolayer　culture　which　have

fusiform　shaped　cells，丘broblastic　scattered

proliferation，　and　low　platillg　e缶ciencies．

Figure－6　demonstrated　the　60，XX　karyotype

of　bovine　luteal　cells．　It　showed　the　asym－

metry　of　the　21　st　chromosome．　These　asym－

metric　chromosome　cells　were　3　from　24

karyotyped　cells．　There　is　no　denying　the

fact　that　those　cells　in　culture　have　a　possi・

bility　to　transform　in　vitro　during　long　term

incubation．

　　Gospodarowicz，　D．　and　Bialecki，　H．　re－

ported6）that，　in　some　cul　tures　of　bovine

granulosa　cells，　a　Robertsonian　fusioll　was

observed　between　chromosome　l　and　25．
The　karyotype　of　their　culture　remains　rela－

tively　stable　continueing　it　to　proliferate

beyond　the　60　th　generation，　as　tetraploid

cells　amount　to　15－25％　of　the　total　cell

populatiol1，　while　all　the　other　cells　exhibit

achromosome　number　varing　from　58－60．

2）The　effects　of　hCG　and　prolactin　on

　　progesterone　and　E2　secretion　by　cultured

　　lUteal　CellS

　　The　correlation　between　hCG　concentra－

tion　and　progesterone　production　of　bovine

and　human　luteal　cells　were　found　on　Fig－

ure－7．

　　It　can　be　seen　in　this　Figure　that　bovine

luteal　cells　produce　progesterone　best　at　20

1U／ml　hCG　concentration　in　culture　media・

All　mean　values　of　progesterone　productions

when　hCG　concentrations　vary　from　5　to　50

1U／ml　are　significantly　higher　than　those　of

controls　indicated　in　Table－1，　although　the

mean　value　of　progesterone　production　at

1001U／ml　hCG　concentration　is　signi丘cantly

lower（P＜0．001）．

The　production　of　progesterone　by　human

luteal　cells　appeared　to　have　a　similar　ten－

dency　with　bovine　luteal　cells；however，　the

difference　did　not　have　a　Ineaning　because

of　small　number　of　samples（Figure－7）．

　　工twas　thought　at　the　time　that，　in　bovine

luteal　cells，　hCG　receptors　were　all　saturated

over　201U／ml　hCG　concentration，　and　then

the　rest　uncombined　hCG　would　be　toxic

for　those　cells　in　such　closed　environment

in　vitro，　so　that　progesterone　production　was

reduced　at　the　too　high　concentration．

　　As　indicated　in　Figure－8　and　Table・2，　the

correlation　between　prolactin　concentration

and　progesterone　production　had　not　a　signi一

丘cant　dose－responsiveness；　however，　the

mean　progesterone　productions　when　prolac一
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Table　l　Correlation　between　hCG　concentration＆progesterone　production　in　bovine　luteal　celIs

hCG p：Mean±S．E．　ng／7．5　×　104　cells／24　hrs．

　51U／m1

20　〃　〃

50　〃　〃

100　〃　〃

59．47±17．47（n＝3）

67．19±20．73（n＝3）

55。38±13．45（n＝3）

10．90±　2．17（n＝3）

controlS 44．29±　8．98（n＝9）

＊　student’s　‘‘t”　test

control〈（P＜0．001）

〃　　〃

〃　　〃

（P＜0．OOI）

（P＜0．001）

control＞（P＜0．001）

signi丘cant＊

　　　　〃

　　　　〃

　　　　〃

100

遷

1。

塗

2，0

琶

1”e

　　　　　5　20　　　50　肌　　　　100㎎綱　　　　　　　「o　　　so　蹴　　　　loo㎎翻

Fig．8　Correlation　between　PRL　concentration＆progesterone　production

Table　2

PRL

Correlation　between　prolactin　concentration＆

progesterone　production　in　bovine　luteal　cells

p：Mean　S，E．　ng／7．5×104　cells／24　hrs．

0．1ng〆mI

　5　〃

20　〃

50　〃

100　〃

〃

〃

〃

〃

controls

29．34±6．36　（n＝3）

29．36±4．80　（n＝3）

35．46±7．36　（n＝3）

21．75±3．81　（n＝3）

24．98±2．72　（n　＝3）

P＜0．001

〃　　　　〃

〃　　　　〃

〃　　　　〃

〃　　　　〃

control＞

signi丘cant＊

　　　　〃

　　　　〃

　　　　〃

　　　　〃

44．29±8．98（n＝9）
1

－1＿＿一

＊　student’s　‘‘t”　test
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Table　3　The　daily　decreases　of　progesterone＆estradio1－17βproductions　in

　　　　　　　　cells　in　the　presence　or　absence　of　hCG

（A）：in　the　absence　of　hCG

the　lst　day

the　2nd　day

the　3rd　day

bOVine　IUteal

p（Mean±S．E．）ng／7，5　×　104　cells／24　hrs．

80，00±5．45

30．70±5．93

22．15±3．29

E2（Mean±S．E．）pg／7．5×104　cells／24　hrs．

38．19±3。09

31．58±1．71

23．15±2．83

（B）：in

　　1）

　hCG

the　presence　of　hCG

progesterone　production：ng／7．5×104　cells／24　hrs．

（IU／ml）

the　lst　day

the　2nd　day

the　3rd　day

O．1

59．49

26．49

28．23

5

94．36

43．43

40．61

　20

117．95

43．22

40．40

50

88．18

41．49

36．27

100

16．21

8．60

7．90

2）

hCG

estradiol－17βproduction：P9／7．5×104　cells／24　hrs．

（IU／ml）

the　lst　day

the　2nd　day

the　3rd　day

0．1

41．54

24．10

21．42

　5

52．44

11．38

16，06

20

45．97

10．71

9．37

50

34．05

14．73

16．06
　　　　　　　　1

100

43．92

30．12

20．75

tin　concentrations　varied　from　O．1　to　100

ng／ml　had　a　highly　signi丘cant　decrease　than

those　of　controls　applied　with　student’s‘‘t”

tests（P＜0．001）．

　　It　was　made　clear　in　Table－3　that　pro・

gesterone　and　E2　produced　by　bovine　luteal

cells　daily　decreased　irrespective　of　presence

or　absence　of　hCG．　But　human　luteal　cells

did　not　show　the　signi且cant　decrease　as　those

of　bovine　luteal　cells．　The　hormonal　data

of　human　luteal　cells　will　be　sure　to　express

in　detail　at　another　paper．　Neither　bovine

llor　human　luteal　cells　manifest　the　signi丘・

cant　dose－responsiveness　between　E2　produc－

tion　and　hCG　and／or　prolactin　concentration，

In　bovine　luteal　cells，　as　also　discussed　at

the　last　paragraph，　sum　total　stimulations　of

both　5ng／ml　prolactin　and　51U／ml　hCG

made　progesterone　best　of　each　condition

with　single　tropic　hormone27｝．　The　moderate

combination　of　hCG　and　prolactin　seemed
to　be　the　best　stimulation　for　cultured　luteal

cellS。

Discussion

　　There　have　been　many　reports　of　short

term　incubation　of　corpora　lutea　in　human

or　animals7・lo・11〕，　but　there　exist　few　reports

of　them　used　cell　culture　technique．　It　is

said　that　experiments　of　short　term　incuba・

tion　of　sliced　or　dispersed　corpora　lutea　have

great　differences　from　those　in　vivo．

　　Firstly，　in　those　of　sliced　or　dispersed　cor－

pora　lutea，　cell　viabilities　were　always　neg－

1ected．　In　this　point，　cell　culture　technique

has　an　advantageous　merit　because　of　their

viability　in　vitro　which　can　be　seen　by　phase

　　　　　　　　　　の
contrast　mlcroscope・
　　Secondly，

was　almost

of　gradient

of　hormone
hormOIles．

media　on
homogeneous
　　Thirdly，

mone　from
did　not　seem　to　be　a　production　of　hormones，

as　stated　ln　the　introduction，　1t

ignored　that　there　are　problems

　diffusion　and　limited　exposure

　sensitive　cells　to　added　tropic

The　addition　of　them　to　culture

monolayered　dishes　was　ideally
　　in　the　respect．

the　secretion　of　sex　steroid　hor－

those　short　term　conditions，　it
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but　seemed　to　be　merely　a　release　of　cyto－

plasmic　stored　steroid14｝．　Cell　cultures　were

more　similar　to　the　condition　in　vivo　than

those　of　short　term　incubation　systems，

though　experiments　have　many　technical
di伍culties．　In　the　meanwhile，　Papaionannou

and　Gospodarowiczi6｝（1975）showed　that　bo－

vine　luteal　cells　by　treatment　of　proteolytic

enzymes（e．9．　collagenase，　trypsin）retain　the

kinetic　characteristics　of　the　binding　of　hCG

to　the　receptor　sites．　After　the　treatment

with　Dispase，　they　have　also　maintained　the

capacities　of　progesterone　production　　and

responsiveness　to　hCG　for　about　a　week　as

showed　in　the　result　of　this　paper．

　　Of　course，　Gospodarowicz，　D．　et　aL　already

reported2）the　technique　for　the　isolation　of

bovine　luteal　cells　and　its　apPlication　to

metabolic　sites　of　them．　In　that　paper，　they

stated　that　the　proteolytic　enzymes　which

they　used　were，　collagenase，　hyaluronidase，

trypsin　and　DNase，　and　the　viability　after

the　treatment　of　them　was　over　90％with

trypan　blue　exclusion　test，　and　those　cells

were　sensitive　to　LH．　Lemon，　M．　et　al．

reported9）the　steroid　release　in　vitro　by　two

luteal　cell　types　in　the　corpus　luteum　of　the

pregnant　sow．　The　method　of　enzymatic
cell　dissociation　was　same　as　Gospodarowicz，

D。et　al，2）．　They　noticed　that　there　were

two　cell　types：one，　large　cells，　probably

derived　from　granulosa　lutein　cells，　the　other

small　cells，　from　theca　lutein　cells．　In　bo－

vine　luteal　cells，　this　phenomenon　is　not

clear　at　this　time．　Simmons，　K．　R．　et　al．

also　showed19）asingle　method　for　preparing

suspensions　of　ovine　luteal　cells　using　a　crude

collagenase．　Those　of　ewes　synthesized　pro－

gesterone　and　responded　to　the　addition　of

LH　or　hCG，　but　not　prolactin．

　　The　mean　progesterone　production　of　con－

trol　culture　in　bovine　luteal　cells　in　my　ex・

periment，　is　apProxユmately　o．6P9／cell／day；

however，　Gospodarowicz，　D．　et　al，　reported3｝

that　it　was　3pg／ce11／day　in　the　same　condi－

tion．　Both　data　are　very　near　in　spite　of

discrepancies　between　methods　of　progeste．

rone　assays；namely，　my　data　were　obtained

by　radioimmunoassay，　when　theirs　by　com－

petitive　protein　binding　assay．

　　On　the　other　hand，　this　is　the　丘rst　report

that，　by　using　the　cell　culture　technique，

bovine　luteal　cells　have　an　arc　shaped，　name－

ly　tonic　inhibitory　dose－response　curve　bet－

ween　hCG　and　progesterone　production，　and

have　a　signi丘cant　decrease　of　progesterone

production　against　the　prolactin　which　is

varing　from　O．1　to　100ng／ml．　As　for　pro・

Iactin，　in　human　granulosa　cells　in　culture，

McNatty，　K．　P．　et　al．　reported1ヨ）that　the

production　of　progesterone　in　vitro　requires

low　physilogical　concentrations　of　the　hor・

mone　whereas　high　concentrations　are　inhi－

bitory．　In　human　or　bovine　luteal　cells　in

culture，　prolactin　may　have　the　similar　acti－

vities　owing　to　the　result　of　this　paper．

　　It　should　be　recognized8）that　the　cow

differs　from　primates　and　rodents　in　at　least

two　important　respects．　The　ovaries　of　cow

and　other　large　domestic　animals　all　lack　the

relatively　large　amount　of　steroid　secreting

interstitial　tissue　so　prominent　in　the　ovaries

of　rodents．　In　addition，　the　cow　differs　from

primates　in　that　the　presence　of　the　uterus

is　required　for　normal　regression　of　the　corpus

luteum．　Hysterectomy　greatly

life　span　of　the　cyclic　corpus

thus　causes　prolonged　anestrus

In　primates，　hysterectomy　does

corpus　luteum　function，　and　the

of　prostaglandin　F2α　on　the　corpus

wou1d　appear　to　be　negligible17）

in　man，　high　amounts　of

progesterone　secretion　by
culture13），

supPress　prolactin　levels　in

galactorrhea　associated

hCG　and　prolactin　are　establis

portant　intrinsic　factors

mation　and　function　of　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　prolactin

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　granulosa

　　　　　　　　　and　ergocriptine　has　been　used　to

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　patients　with

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　amenorrhea．　LH　or

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　hed　as　to　im・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　controlling　the　for－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　young　corpus

luteum，　but　the　part　played　by　other　known

luteotropic　substances　which　now　include
various　steroids，　prostaglandins，　etc．，　remains

COnjeCtUral．

　　Saito，　T．　and　Saxen，　B。　B．　reported18）the

presence　of　specific　prolactin　receptors　in

ovarian　tissues　of　rat，　cow，　and　human．

They　said　that　it　was　likely　that　estrQgen

plays　a　role　in　the　regulation　of　prolactin

secretion　and　prolactin　binding　at　the　ovarian

level．　It　is　full　of　interests　to　the　author

that　too　high　concentrations　of　hCG　para－

doxically　reduce　the　progesterone　production

in　bovine　luteal　cells　in　culture，　and　sum

prolong　the

luteum　and
in　the　cow．

not　prolong
　　　influence

　　　　　luteum

　　However，

　　　　　inhibit

　　　　cells　in

、

」
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total　stimulation　of　both　moderate　hCG　and

prolactin　seems　to　be　best　as　the　luteotropic

condition．　Therefore，　it　is　tempting　to　spec－

ulate　that　an　early　pregnant　state　when　a

corpus　luteum　verum　is　stimulated　by　pro－

lactin，　hCG，　and　other　unknown　placental

hormones　would　have　a　key　to　elucidate　the

mechanism　of　the　luteal　function．　Further

experiments　designed　to　examine　this　spec－

ulation　are　now　in　progress．

　　Presented　before　the　31st　Annual　Scienti一

丘cMeeting　of　Japan　Society　of　Obstetrics

and　Gynecology，　Tokyo，　Apri14，1979．
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「1不妊会誌　25巻1号

細胞培養法による牛及びヒト黄体の

　　　in　vitroに於ける研究

　　　　吉　田　耕　治

九州大学温泉治療学研究所産婦人科
　　　（主任：門田　徹教授）

　牛及びヒトの黄体細胞の初代培養を行い，それらの

in　vitroに於けるprogesterone（p）やestradiol－17β

（E2）の産生，　hCGやprolactinに対する反応を検討

した．黄体を蛋白分解酵素（Dispase）で消化させ，初
代単層培養する方法はGospodarowicz，　D．　et　al．2）の

方法を一部改変して行つた．牛黄体細胞は，hCG存在
下では，多数の脂肪滴，丸い嚢胞状の核とその中の2～

3個の明らかな核小体を有していた．走査電子顕微鏡に

よる表面微細構i造は，少数のmicrovilliと，細胞相互

間のfilopodia様構造による連絡などが特徴的所見であ

つた。初代培養1週間目までのone　pointで培地に産

生されたP量はradioimmuneassayで測定して0．6
P9／cell／dayと，　Gospodarowicz，　D。　et　aL3）のCPBA

法で測定した値とよく近似していた．培地にhCGを
5－501U／mlの間で添加した時，　p産生は対照群より有

意に（P＜0．001）高かつたが1001U／m1の高濃度では

p産生は対照より低下した．一方培地中にprolactinが
0．1－100ng／mlの問で添加された時p産生は対照群より

抑制された．E2産生とhCG，　prolactin濃度との間で
はp産生ほどの有意な相関は認められなかつた．

　牛黄体細胞をDispaseで分解して初代培養したin

vitro系でhCGとp産生間にtonicな刺激・抑制関
係があり，prolactinはp産生に抑制的に作用すること

を明らかにしたのは本論文が噛矢である．ヒト黄体細胞

でも牛のそれと類似の傾向を認めたが有意なものではな

かつた．黄体のin　vitro研究は，従来からshort　term

incubation実験が多いが，それには，細胞の生存性や
均質性に対する配慮が欠けている点，またsliceを用い

るものでは添加された種々のホルモンが必ずしも一様に

細胞に浸透しない点，最後に最も本質的な難点として，

媒質中へのホルモン分泌が単に細胞内に蓄積されていた

ホルモンの放出に過ぎずホルモンの産生ではないのでは

ないかといつた欠点が多い．細胞培養法はこれに比して

よりin　vivoに近い点で有利であるといえる．

　（本論文の要旨は1979年4月の第31回日本産科婦人
科学会総会に於いて発表した．）

　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年9月11日）
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Fig．1

tAl：

Bovine　luteal　cells　in　culture　in　the　pre－

sence　of　hCG．

high　power　view；luteal　cells　possesed

around，　vesicular　nucleus　with　two　or

three　rather　prominent　nucleoli．

LBI：　low　power　view；they　tended　to　take

　　　　　on　a　polygonal　apPearance，　typical　of

　　　　　epithelioid　cells．

Fig，2　Bovine　luteal　cells　in　culture　in　the

　　　　　　　absence　of　hCG；they　were　elongated

　　　　　　　and　tended　to　grow　in　a　disorganized

　　　　　　　pattern．
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癒

纈

Fig．3　Bovine　luteal　cells　in　culture　in

　　　　　　　absence　of　hCG；numerous　lipid

　　　　　　　ules　could　be　seen　in　the

　　　　　　　the　Sudan　III　staining　preparation．

1ザ諺

　　　　　　　　　the

　　　　　　　gran圏

cytoplasm　on

Fig，4Ascannlng　electron　micrograph　of　bo－
　　　　　　　vlne　luteal　cells　grown　as　monolayers

　　　　　　　ln　the　presence　of　10　percent　fetal　calf

　　　　　　　serum．　Small　number　of　rnicrovill　and

　　　　　　　cellular　mutual　contacts　with丘lopodla－

　　　　　　　1ike　projections　were　fourld．

ヤ・姦

声瀦

Fig．5　The　colony　of　human　luteal　cells　m
　　　　　　　culture；　lt　has　　uslform　　shaped　cells，

　　　　　　　fibroblastic　scattered　proliferation　　and

　　　　　　　low　plating　e缶ciencies．　Giemsa　staining
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Fig．6　The　60，XX　karyotype　of　bovine　luteal

　　　　　cell；the　asymmetry‘）f　the　21　st　chromo－

　　　　　some　was　shown．　Its　details　were　seen

　　　　　in　the　body　of　this　paper．
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LH・α，βsubunitのRadioimmunoassay

による妊娠時の下垂体前葉機能の研究

Study　on　AnteriorPituitary　Function　during　Pregnancy

　　　by　Radioimmunoassay　of　LHα，βsubunits

慶応義塾大学医学部産婦人科学教室（指導：飯塚理八教授）

　　　　　　　横　倉　　恒　雄

　　　　　　　Tsuneo　YOKOKURA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　School　of　Medicine，　Keio　University

　　（Director：　Prof．　Rihachi　Iizuka）

　妊娠時の下垂体前葉の機能を臨床，基礎両面より検討する目的で，①human　LH・α，βsubunit，②rat

LH，　rat　LH一βsubunitの動態を分析した、対象は年齢19～34歳、性周期27～30日型の正常妊婦128例および

正常非妊婦人74例で，基礎i実験ではSD系妊娠ラットを用いた．ホルモン測定は米国NIAMDDよi〕提供

された各ホルモンをChloramine　T法により放射性ヨードで標識し，通常の二重抗体法により測定した．各

抗血清の特異性を検討した後のヒト妊娠時の妊娠6～40週のhLH一βの測定値は9．82－14．55　ng／ml　serum，

hLH一αは16．87～26．98　ng／ml　serum，正常非妊婦人のhLH一βは246．25　・一　632．71　ng／ml　serum　であつ

た．ラット妊娠モデルの妊娠4～23日のrLHの測定値は30～160ng／ml　serum，　rLH一βは8　－11　ng／ml

serumであった．一方ラット妊娠モデルにLH－RF　lμg負荷し，負荷後のrLH一βの一ヒ昇は妊娠前半で4．4

～ 4．5ng／ml　serum，後半では1．2ng／ml　serumの上昇がみられた．

　以上の研究結果により妊娠時において下垂体前葉の機能とくにgonadotropinの放出が抑制されているこ

とが観察された．

緒　　言

　妊娠時における内分泌機能の中枢とくに脳下垂体の機

能は，下垂体前葉gonadotropinと胎盤の絨毛性go・

nadotropinの化学構造が類似し，免疫学的交叉性を示

すためにホルモン測定による解明が困難とされてきた．

しかし近年各ホルモンのsubunitの研究が進むにっれ，

各gonadotropin問において化学構造が類似するα

subunitと，ホルモン特異性を示すβsubunitの存在

が認められてきた．すなわちPapkoff（1967）1）らによ

り羊および牛の黄体化ホ1レモン（LH）のαおよびβ

subunitが得られ，さらにHartree（1971）2），　Closset

（1975）3）らにょリヒトLH一α，βsubunit（hLH一α，β

subun量t）を得るにいたつた，またVandalem（1975）6），

Hagen（1975）7・8），　Loeber（1978）9｝らによりLH一β

subunitの　radioimmunoassay　が開発された．一

方Vaitukaitis（1972）10），　Ashitaka（1974）11），牧野

（1975）12）らにより　hCG一βsubunitのradioimmun－

oassayが開発あるいは測定され，妊娠時における各

gonadotropinが特異的に測定されるようになつた．し

かしヒト妊娠初期より産褥期にいたる全経過の下垂体

LHを統計的に充分処理しうる多数の対象を一貫して観

察した報告は少ない，一方Smith（1954）13）により妊娠

時の赤毛猿より下垂体を摘出した報告によると、下垂体

摘出後も妊娠を継続し分娩したと報告されており，妊娠

時における下垂体の役割を今一度検討することは意義あ

るものと思われる．本研究はヒト妊娠時において妊娠6

週より産褥期まで，さらに正常性周期をhLH一βsub－

unitおよびαsubunitのradioimmunoassayにて血

中LHを測定し，あわせてラット妊娠モデルを対象に
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LH－RFを負荷させラット妊娠時の下垂体予備能を検討

し，妊娠時における下垂体前葉の機能をヒトおよびラッ

トにて検討した．

研究対象および方法

　1）　hLH・βsubunit，　hLH－ar　subunit

　対象は慶応義塾大学病院および群馬県太田総合病院の

産婦人科外来を訪れた年齢19～34歳性周期27～300型

を有した正常妊婦128例，その後正常分娩した褥婦21例

および挙児希望で通院し，婦人科的疾患のない正常婦人

74例である．原則として採血は1名1回に限ったが，一一一一

部の妊婦については2回または分娩後に1回採血した．

全資料は採血後速やかに遠沈し血清を分離し，－20°C

に保存した．

　放射性ヨードの標識：hLH一βsubunitおよびhLH一α

subunit，またそれらの抗血清は米国NIHのNIAMDD

より提供をうけたradioimmunoassay　kitを使用した．

放射性ヨードの標識はChloramine　T法（Greenwood

et　al，1963）14）の一部変法を用いた　（図1）．すなわち

Nq讐’10r　Nq彗11

humqn　LH－6

Chbrqmin2　T

Shoke　th

Nq－metqblsdphαe

Kl　soしution

Gel－Filtrα吐ion

Dliu乳ゆn　Nq望「l　or　No讐ll　with　50μl　d　O　5M　Pho5phote

bulfer。　PH　71

Add　25μg　of　hurno【LH－B旧25」」l　of　OOIMPBS，　PH　7τ

（Buffer　tor　凸odlnq亀loτ1⊂OntOlns　No　prO皇eln）

　　　　Add　25」己1　〔75μg）　Chlorσmlne　T　501utoon（3mg’ml）

Shoke　the　reqctlOn　》曾三50［by　！σPPIng　fOt’15goc

　　　　Add　50μ1｛500月g｝No－metabisuゆhαlo（10mg’ml）to

　　　　stop　the　reaction

Add　100川【（1000　“9）Kl　soLution（10mg’mD

　　　　　　　Transfer　the　content50f　reaction　ve55el　to　the　surlace

　　　　　　　o琶SePhadex　G75　Cotumn

図1　Chloramine　T法によるhLH一βsubunit
　　　への放射性ヨードの標識の方法．

　　　Chloramine　T　25μ1（75μ9）を15秒聞作用

0．5M燐酸緩衝液（pH　7．1）50μ】中にてNa－i251また

はNa」3111mCiを用いhLH一βsubunit　2．5μ9に

Chloramine　T　25μ1（0．01　M燐酸緩衝液3　mg／ml）を

15～30秒間作用させ，Na－metabisulphate　50μ1（O．OIM

燐酸緩衝液10mg／m1）にて反応を停止させKI溶液を

100μ1（0．01M燐酸緩衝液10mg／ml）を添加した．標識

したホルモンは直ちにSephadex　G75のColumn（0．8

×10cm）にてorganicとinorganic　fraction　に分・離

し，fraction　tube　No．7を測定に使用した（図2）．

　抗体の力価の検討：O．OIM燐酸緩衝液（pH　7．1，1

％ゼラチンを含む）を使用し，抗hLH一β　subunit血清

1・10

5・los

1．105

5・104

1・10°

5tlol

日不妊会誌25巻1号

1 5 10　　　　　15　　　　　20　　　　　25　　　　29

frαction　number

図2　Sephadex　G　75のcolumn　による標識ホ
　　　ルモンの分離（c・lumn　size　O．8×10cm）

　　　fraction　tube　No．7を標識ホルモンとし

　　　て使用

を1：5000，　1：10000，　1：20000，　1；50000，1：

100000の各濃度に希釈し各試験管に200μ1を加え，標識

したホルモンをIOO／xl（10000cpm／tube）およびEDTA

100μ1（1％NRSを含む）とともに24～48時間4°Cで

incubationをした後，過剰の羊抗家兎γ一グロプリン

（群大，若林克已博士提供）を加えた．

　抗体の特異性の検討：抗hLH一βsubunit血清を1：

10000に希釈し各試験管に200μ1を加え，hLH・β　sub・

unit，　hCG一βsubunit，　hLH一αsubunit，　LER　907の各

ホルモンを0．1－－500ng用いて用量曲線を表わした．

　抗体とhCGの結合能：1：10000に希釈した抗hLH・β

subunit血清にhCG　O．1，1．0，10，50，100，3001U

の各濃度を加え，いかなる量で結合能が平衡に達するか

をみた．

　radioimmunoassayの実際：0．01M燐酸緩衝液（pH

7・1，1％ゼラチンを含む）を使用し，hLH一βsubunit

および抗hLH一βsubunit血清を用い，通常の二重抗体

法により測定した．すなわち1：10000に希釈した抗hL

H・βsubunit血清を各試験管に200μ1を加え全試験管

にhCG　51Uを添加し反応させた後に標準のhLH一β

subunitを0．1～300ng加え標準曲線とした．標識した

ホルモン100μ1（10000cpmftube）および0．05M　EDTA

（1％NRSを含む）を加え4日間4°Cにてincubation

をした後，過剰の羊抗家兎γ一グロブリンを加え遊離の
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hLH・βsubunitを除いた・資料中のhLH一βsubunit

はng／ml　serumで表わした．

　hLH・αsubunitもhLH一βsubunitと同様にChlo－

ramine　T法により標識し，抗体の特異性をhCG・β

subunit，　hLH一βsubunit，　LER　907と検討したうえで，

二重抗体法によりradioimmunoassayにて測定した、

資料中のhLH一αsubunitはng／ml　serumで表わし

た．

　2）　rLH，　rLH一βsubunit

　妊娠時の下垂体前葉の視床下部放出因子（LH・RF）に

対する反応を以下の実験動物により行つた．80～100日

齢のSprague－Dawley系成熟雌ラットを室温23°C，照

明時間5：00　・一　19：00時にコントロールし，発情期に交

尾させ精子が膣内に認められた日を妊娠第1日目（Day

1）とした．1μgのLH－RF（三共製薬株式会社）を

ラット妊娠モデルの妊娠前半の4日目（7例），8日目

（7例）および妊娠後半の17日目（6例），20日目（6

例）の4群に静注し，静注前および静注後30分に血液を

採取した．対照群として他のラット妊娠モデルの妊娠4

日目より分娩にいたる毎日採血し，採血後直ちに遠沈し

一 20°Cに凍結保存した．

　標識および測定：ラットLH（rLH）（NIAMDD　rat

LH　1－3）およびラットLH一βsubunit（rLH・βsub・

unit）は米国NIHのNIAMDDより提供されたradio－

immunoassay　kitを用い，　Greenwood　et　al（1963）14）

の一部変法によるChleramine　T法により，1．0～1．5

mCiのNa」251を2μgのrLHおよびrLH・βsub・

unitに標識した．　Chloramine　Tの作用時間は15～20

秒間とし，標識したホルモンは直ちにSephadex　G75

のColumn（0．8×10cm）に通した．実際の測定は4日

間4°Cにてincubationをした後，過剰の羊抗家兎γ・

グロブリンを加え通常の二重抗体法によった．資料中の

rLHおよびrLH一βsubunitはng〆ml　serumで表わ
した．

B1丁（・’●｝

60

30

（25）25

10　　　　　　　50　　 10　　　　　　　50　　100

　　　ng　hOrmone　l　tube

図3　抗hLH一βsubunit血清の特異性，

B’了（ツ．｝

hLH一βsubunitとの反応を100％とすると

hCG一βsubunitとの交叉反応率は7．9％

500

　　　　　　　hCG　iuhormone　ltubo

図4　抗hLH一βsubunit血清（1：10000）の
　　　hCG添加による結合能の変化．

　　　hCG　51U以上の濃度では結合能は平衡
　　　に達する

研究結果

　1）　hLH一βsubunit，　hLH一αsubunit

　hLH一βsubun玉tの放射性ヨードの標識において，

Chloramine　Tの作用時間が15秒間ではBITが70．08

％，20秒間では43．50％，30秒間では19．23％であり，

以後Chloramine　Tは15秒間作用させることにより

hLH一βsubunitに放射性ヨードを標識した．抗hLH一β

subunit血清の力価は1：5000ではB／Tが22．77％，

1：10000では21．31％，1：20000では18．12％，1：50000

では15．87％，　1：100000では9．93％であり，以下抗

hLH・βsubunit血清は1：10000に希釈したものを使用

した．抗hLH・βsubunit血清の特異性は図3の如く抗

hLH一βsubunit血清とhLH一βsubunitの反応率を100

％とするとhCG・βsubunitとは7．9％，　hLH一αsub－

unitとは3．4％，　LER　907とは0．41％の交叉反応率を示

した．図4には抗hLH一βsubunit血清とhCGとの結

合能の変化を示した．hCG　51U以一Lの濃度ではほぼ

直線的な結合能の変化が得られた．図5および6には

hLH・βsubunitのradioimmunoassayの標準曲線を示

した．図5は測定前に全試験管内において抗hLH一β

subunit血清にhCG　51Uを吸収させた際の標準曲線

であり，B／Tは26．63～4．56％の間にあり，　O．5　一・　100ng
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B’T〔．1。）

　　　　　　　　　　ng　hermOne　l　tube

図5　hLH一βsubunitの　radioimmunoassayに
　　　おける標準曲線．

　　　抗hLH一βsubunit」in・清にhCG　51Uを吸

　　　収させ使用

B’T（・’9）

図6

ng　hOrmone　／tube

hLH一βsubunitのradioimmunoassayに
おける標準曲線．

hCG非添加の抗血清を使用

のhLH一βsubunitの間で直線的用量曲線が得られた．

一一方図6はhCG非添加の抗血清を使用した標準曲線で

あり，B／Tは67．04～3．96％の間にあり，0．5～100ng

の間で直線的用量曲線を得た．図5および6の測定系に

よるヒト妊娠時の母体末梢血rli　LHを表1，図7およ

び表2に示した．妊娠6週より40週までの5週毎の平均

値は抗血清にhCGを添加させた図5の測定系では表1

の如く妊娠前半（妊娠6　’・　15週）では9．82～14．41ng／ml

serum妊娠中期（妊娠16～30週）では10．05～14．55ng／m1

表1　ヒト妊娠時（妊娠6～40週）における血
　　　清hLH一βsubunitの変動．

　　　抗hLH一βsubunit血清にhCG　51Uを
　　　吸収させ使用

weeks　of No．　of 5erum　hLH－B　level5

P「egnqncy Sαmpies meqn土SE．（n91ml　serUm）

6鳴10 16 14．4↑22．58

11－15 30 9．82亡1．70

16．20 10 1α05士2．7e

21噌25 8 10．54±2．56

26噂30 11 14．55±3．58

31－35 34 12．96士2．50

36－40 19 10．86士1．63

hLH■B
h9’rn［　Sorum

　　10　　　　　20　　　　　30　　35

　　　　　　weeks　of　pregnqncy

図7　妊娠中のhLH一βsubunitの変動

表2 ヒト妊娠時（妊娠6～40週）における血
清hLH一βsubunitの変動．

hCG非添加の抗血清を使用

weeks of No．　of Serum hLH－B【eveis

P「egnoncy Sqmp［eS meαn土SE （nglm［5erum）

6一 10 8 370．OO ±5619

11＿ 15 10 48200 士11359

16・ 20 9 598．22 士9834

21鞠 25 10 42760 士7131

26一 30 10 90200 士107、93

31一 35 9 78000 士85フ0

36一 40 10 49120 土日700
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表3　ヒト産褥期の血清hLH一βsubunitの測
　　　定値．抗hLH一βsubunit」i．清にhCG
　　　51Uを吸収させ使用

dqys　of　pos！pq巾m No， of sqmples serum　hLH－O　levelsmeonまS．E，（ng！ml　serum）

1　～　5

29～33

40－44

13

　6

　2

13．94宝1．21

6．9021．58

13．60土3，40

表4　正常非妊婦人の性周期における血清
　　　hLH・βsubunitの動態．
　　　hLH一βsubunitは妊娠時に比べ高
　　　値を示す

dqys　of No，　of 5erum　hLH－B　levels

men5trαU　Gycie SqmpleS meqn土SE〔nglmi　Serum）

1　－　4 8 296．25　士7944

5　－　6 11 414、45　±81．18

9　～　12 14 517．86　士8110

13　馬　16 21 63271　士7509

17　～　20 o

21　噂　24 12 246．25士52．75

25　～　28 8 277．OOま9082

ng／ml　se「um

1，1　00

1，000

500

　　　　　days　of　menstruat　cycle

図8　性周期におけるhLH一βsubunitの動態

（27）27

serum，妊娠後半（妊娠31～40週）では10．86～12．96ng／

ml　serumであり，妊娠全期間を通じて有意なピークは

認めれず，かつ低値を示した．一方hCG非添加の抗血

清を用いた図6の測定系では表2の如く妊娠前半（妊娠

6～15週）では370．00～482．00ng／ml　serum，妊娠中期

（妊娠16～30週）では427．60　－902　．　00　ng／ml　serum，妊

娠後半（妊娠31～40週）では491．20～780．00ng／ml　se・

rumであり高値であつた．表3は褥婦末梢血中LHを

図5の測定系で測定した結果である．分娩後1～5日で

は13．94ng／ml　serum，29～33日では6．90ng／ml　serum，

40～44日では13．60ng／ml　serumとヒト妊娠時母体末梢

血中LHと同様低値を示した．一方非妊時における

末梢血中LHを図5の測定系で測定すると表4，図8の

如く卵胞期では296．25（－517　．　86　ng／ml　serum，排卵期で

は632．71ng／ml　serum，黄体期では246．　25　・一　277．　00ng／ml

serumと高値を示した．

B’T（°’。）

　100

　50　　10

ng　hormone／tube

500

図9　抗hLH・αsubunit血清（1：10000）の
　　　特異性．

　　　hLH一αsubunitとの反応を100VE，とする

　　　とLER　907との交叉反応率は1．11？；，

　図9には抗hLH一αsubunit血清の特異性を示した．

抗hLH・αsubunit血清とhLH一αsubunitの反応率を

100％とするとLER　907とは1．11％，　hLH一βsubunit

とは0．33％の交叉反応率を示し，hCG一βsnbunitとは

ほとんど交叉性を示さなかつた．hLH一βsubunitと同

様に正常妊婦末梢血中LHをhLH一αsubunitのradio・

immunoassayにて測定した結果は表5の如く妊娠6～

40週の5週毎の平均値は妊娠前半（妊娠6－・・15週）では

23．45　一一　26。98ngfml　serum，妊娠中期（妊娠16～30週）

では18．46・－20．70ng／ml　serum，妊娠後半（妊娠31～40

週）では16．87　一　21　．　50ng／ml　serumであつたN
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表5　ヒト妊娠時（妊娠6～40週）における血

　　　　清hLH一αsubunitの変動

weeks　of No．　of serum　hLH一αlevels

P「egnoncy Somple5 meqnまS．巳（ng’ml　serum）

6幅10 9 26．98念1．30

11－15 10 23．45士1．48

16㌔20 8 20．70念0．87

21幅25 10 20．26士1．OO

26．30 10 18．46士t39

31－35 10 21．50土1．45

36噛40 11 16．87糞1．95

Rα匙LH（NIAMOD噌Rot　LH－RP－1〕

　ng’ml　se「um
200

100

　　　　　　　　　　Tmeqn・SD
T　　　　　（°），。。＿、s

　　　　　　　　（4）

4　　5　　6　　　　a　　g　IO　11　12　13　14　15　16　17　18　19　20　21　22　23

　　　　　DOy　of　Pregnancy

ng冨LH－B’ml

　　t6

　15

図10　ラット妊娠モデルにおける通常のrad　io－

　　　immunoassayによる血清rLHの動態．
　　　特異的なピークはみられない
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　　　　before　and　after　LH－RF　i．v．

図12　ラット妊娠モデルにおけるLH・RF負
　　　荷後のrLH一βsubunitの上昇・
　　　（負荷前一白柱，負荷後30分後一黒柱）

　　　妊娠後半に著明な抑制をみとめる

RatしH－n

n．9．’mユserum

20

10

T
mean＋SD

（　 ）　　 No　　 animats

轟矯轟帰く納醜き昂

ml　serumであつた．一方，図11には特異性の高いrLH一β

subunitのradioimmunoassayにょる測定値を示し

た．測定値は妊娠全経過を通じ8　・一　11ng／ml　serumで

あり，両者とも有意なピークは観察されなかつた図12

には妊娠前半の妊娠4日目，8日目および妊娠後半の妊

娠17日目，20日目の4群のラット妊娠モデルにLH－RF

を静脈投与し，投与前のrLH一βsubunitの測定値を白

柱，投与後30分後の測定を黒柱で示した．妊娠前半の妊

娠4，8日目の2群ではLH－RF投与後には4．4～4・5

ng／ml　serumのrLH一βsubunitの有意な上昇が認め

られたが，妊娠後半の妊娠17，20日日では1．2ng／ml

serumの上昇を認めたにすぎなかつた．

456789101112，31415151718192021Z223
　　　　　　Day　of　Pregnancy

図11　ラット妊娠モデルにおけるradioimmuno－

　　　assayによる血清rLH・βsubunitの動
　　　態．

　　　妊娠全経過を通じ著明な変化がみられな

　　　い

　2）　rLH，　rLH一βsubunit

　図10はラット妊娠モデルににおける通常のrLHの

radioimmunoassayによる測定値を示した．妊娠4日目

より分娩にいたる全経過を通じ測定結果は30～160ng／

考　　察

　妊娠時の下垂体機能にっいて，猿では下垂体摘出後も

妊娠の維持およびそれに続く分娩は可能であると報告さ

れているIs）．ヒトにおいては転移性乳癌の妊婦の下垂体

摘出の報告がLittle（1958）15）らによりなされている．

彼らによれば妊娠26週に癌治療として下垂体を全摘出し

乳房に放射線照射を施行し，さらにcortisone，　thyroid，

pitressinを補充しつっ妊娠36週にて分娩誘導し，生児

を得たと報告している．これらの報告は下垂体が妊娠維

持とくに妊娠後半には必ずしも必要ではないことを示唆

するものと思われる．一方ホルモン測定においては近

年Closset（1975）3），　Hagen（1975）7・8），　Vaitukaitis

（1972）10）らによつてhLHおよびhCGのαおよび

βsubunitの分離　radioimmunoassayの開発が行わ

㌧
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れるにいたり，ヒト妊娠時のhLHおよびhCGを特異

的に測定することが可能となつた．本研究ではhLH一β

subunitおよびαsubunitの標識をGreenwood
（1963）14）らの一部変法を用い，Chloramine　Tにょり

放射性ヨードを標識し，その反応時間を検討したところ

15～30秒間の間に有意差を生じた．このことはhLH一β

subunitのiedinationが通常のhLHのiodination

に比べ，より慎重さを要求されることを意味する．また

ホルモンのsubunitがLoeber（1978）19）らの報告に指摘

されている如く温度時間，pHに影響を受けやすく不

安定なものであることを裏付けるものと思われる．本研

究の抗hLH一βsubunit血清は1；10000に希釈し使用

した．本抗体と他のgonadotropinとの交叉反応率をみ

るとhCG一βsubunitとの交叉反応率が高く，これは

Vandalem（1975）16），　Hagen（1975）8）らの報告とも一

致した．抗LH一βsubunit血清と各濃度のhCGとの

結合能の変化ではhCG　51U以上の濃度で反応は平衡

に達したので，以後の測定では全試験管で抗hLH一β

subunit血清にhCG　51Uを吸収させた後抗体として

使用した．さらに本研究では抗hLH・βsubunit血清に

hCG　51Uを吸収させた抗血清とhCG非添加の抗血

清2っを用い，ヒト妊娠時の母体末梢血中LHを測定

することも試みた．hCGにあらかじめ反応させた抗血

清を用いた測定系ではhCG非添加の抗血清の測定系に

比べLHの測定値が有意に低値を示した．これはhCG

を吸収させていない抗血清では資料中に同時に存在する

hCGが免疫学的に干渉していることを意味するものと

思われる．Hagen（1975）7・8），　Thorel1（1976）16）らのヒ

ト妊娠時における末梢血中のhLH一βsubunitのra－

dioimmunoassayの結果とも一致した17）．かっAshi・

taka　（1974）u），　牧野　（1975）12），　Dattatreyamurty

（1975）18）らのヒト妊娠時におけるhCG一βsubunitの

radioimmunoassayによるhCGの動態と本研究の

hLH一βsubunitの動態は相関を示さなかつた．また本

研究における非妊時の測定値に比べ妊娠時のhLH一β

subunitの測定値が有意に低値である事から，ヒト妊娠

時においては中枢とくに下垂体前葉の機能はhCG，胎

盤のsteroid　hormoneなどの影響を受け抑制されてい

るものと思われる．また分娩後の血中のhLH一βsub－

unitは妊娠時と同様低値を示し，分娩後も長きにわたり

下垂体前葉のgenadotropinとくにLHの分泌が抑制

されている事が推察された．一方Parlow（1975）19）ら

により精製されたhLH一αsubunitに対する抗体を用い

て他のgonadotropinとの交叉反応を検討したところ

hCG一βsubunitとは0．1～100ngではほとんど交叉性を

示さずHagen（1975）20）らの報告とも一致した．本研究
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においてはhLH一βsubunitに比較してhLH一αsub－

unitの測定値は妊娠全期間を通じ高値を示した．これ

は妊娠時の血中hCGがきわめて高濃度であり上記の非

交叉の量をはるかに越えて測定系に作用したものと思わ

れる．

　またラット妊娠モデルにおいて下垂体のLH値は通

常のrLHのradioimmunoassay系に比較し，特異性

の高いrLH一βsubunitのradioimmunoassay系を用

いるとその値は低値を示したが，妊娠全期間を通じ測定

可能であつた．これはラット下垂体前葉より妊娠時も

LHの分泌が行われていることを示すものと思われる，

Madhwa　Raj（1971）21）らによリラットでは下垂体性

LHが妊卵の維持にluteotropic　factorの1っとして

重要な役割のあることを報告しており，ラット下垂体性

LHは本研究の測定では低値ではあるが妊娠を維持する

luteotropic　factorの1つとして作用していることがう

かがわれる．一方ヒトにおいては妊卵着床後早期より

hCGが分泌され，妊娠時の黄体機能と下垂体LHとの

関連は不明の点も少なくない．ヒト妊娠時の下垂体予備

能では下垂体前葉が抑制されているにもかかわらず，

Reyes（1976）22）らはヒト妊娠時においてLH・RFを負

荷しhLH一βsubunitの短期間の上昇を認め，　Nakano

（1974）23）らはFSHのわずかな上昇を認めている．いず

れにしてもヒトの場合は妊娠時に下垂体前葉のLH分

泌とLH分泌予備能が低下していることを示唆する結

果と思われる．本研究ではラット妊娠モデルで妊娠後半

では前半に比べLH－RF負荷後rLH一βsubunitの上昇

がわずかであったことから，ラット妊娠モデルでは妊娠

前半よりむしろ後半に下垂体予備能が抑制されているこ

とが観察された．

結　　論

　1．hLH・βsubunitのradioimmunoassayにおい

て放射性ヨードの標識，抗体の力価・特異性，測定感度

などを検討し，hCGの干渉をうけない測定系の開発が

できた．

　2．上記測定系を用いヒト妊娠時，非妊時の下垂体

LHを測定したところ，妊娠時における測定値は非妊時

に比べ有意な低値を示し，ヒト妊娠時における下垂体前

葉の機能は妊娠6週以後では抑制されていることが判明

した．

　3．radioimmunoassayにおいてhLH一αsubunitで

はhCGの免疫学的干渉をうけ，ヒト妊娠時の測定値は

hLH一βsubunitに比べ高値を示した．

　4．ラット妊娠モデルにおいてrLH一βsubunitを用

いた測定系でヒト妊娠時同様下垂体LHの分泌を認め
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たが低値を示した．

　5．視床下部放出因子（LH・RF）による同モデルの負

荷実験では下垂体前葉は妊娠前半よりむしろ後半に強く

抑制されていることが示唆された．
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　　　　　assay　of　LH．α，βsubunits

　　　　　　　　　　Tsuneo　Yokokura

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

　　School　of　Medicine，　Keio　University

　　To　investigate　the　anterior－pituitary　function

during　Pregllancy，　several　apProaches　were　made

by　measuring　blood　levels　of　hLH－ig　subunit

（hLH一β），　hLH・αsubunit（hLH一α），　rLH　and　rLH・β

subunit（rLH・β）．　The　immunological　a伍nity　of

hLH一βantiserum　was　7，9％with　hCG一β3．4％

（31）31

with　hLH一αand　O．41％with　LER907　as　com－
pared　to　100％with　hLH一β．　In　subsequent　hLH一β

assay　51U　of　hCG　was　added　to　each　reaction

tube　in　order　to　diminish　potential　cross－reacti－

vity　of　antiserum　to　hCG．　Serum　hLH一βlevels

in　normal　pregnancy　through　6　to　40　weeks　in

128　women　were　between　9，82　to　14．55　ng／ml

serum　when　absorbed　antiserum　by　hCG　was
employed．　There　was　no　significant　peaks　in

these　periods．　The　hLH一β1evels，　in　contrast，

were　between　370．00　to　902．00　ng／ml　serum　by

the　assay　with　non－absorbed　antiserum．　Serum

hLH一βconcentrations　through　l　to　40　days　in

postpartum　were　between　6，90　to　13．94　ng／ml

serum。　Serum　hLH一βvalues　in　women　with　28

days　menstrual　cycle　were　between　246．25　to

632．71ng／ml　seruln，　indicating　that　hLH一β1evels

were　signi丘cantly　decreased　through　pregnancy

and　postpartum　as　compared　to　the　values　from

non－pregnant　women．
　　The　cross－reactivity　of　anti　hLH一αserum　was

1．11％with　LER907，0．33％with　hLH一βand　not

reacted　with　hCG・βat　the　dose　of　Oユto　100　ng

as　compared　to　100％with　hLH・α．　Serum　hLH一α

levels　in　normal　pregnancy　were　between　16．87

to　26．9811g／ml　serum．

　　Serum　rLH　levels　in　the　intact　pregnant　rats

from　Day　4　to　parturition　were　between　30　to

160ng／ml　serum．　Serum　rLH一β　concentration

Ineasured　by　specific　rLH一β　assay　in　the　intact

Pregnant　rats　were　between　8　to　ll　ng／ml　serum．

The　increases　of　rLH・βper　ml　serum　were　4．4

to　4．5　ng　on　Day　4　and　8　after　intravenous　ad－

ministration　of　l．0μg　Qf　synthetic　LH－RF．　In

contrast　only　slight　responsiveness　to　the　hor・

mone　was　observed　oll　Day　17　and　20　ill　these

animalS．

　　The　data　suggest　that　the　anterior－pituitary

function　in　terms　of　LH　secretions　is　depressed

during　pregnancy　and　puerperium　in　both　women

and　rats．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年9月26日）



日本不妊学会雑誌
第25巻　第1号　1980

乳汁漏出を主訴としない無月経患者における

高プロラクチン血症スクリーニングの意義

Diagnostic　Signi丘cance　of　Prolactin　Assay　in　Amenorrheic

　　　　　Patients　without　Subjectively　Complaining

　　　　　　　　　　　　　of　Galactorrhea

大阪大学医学部産科婦人科学教室

小　池　浩　司

　Koji　KOIKE

塩　路　武　徳

Takenori　SHIOJI

青　野　敏　博

Toshihiro　AONO
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1）epartment　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Osaka

　　University，　Medical　School，　Osaka，　Japan

　乳汁漏出を主訴とする各種疾患群の診断・治療にとつて近年開発されたラジオイムノアッセイによるプロ

ラケチン（PRL）の測定は必須のものとなっている．今回我々は乳汁漏出を主訴としない多数の月経異常例

について血中PRLを測定し，排卵障害例に占める高PRL血症の頻度を調べ，問脳・下垂体・卵巣系機能

障害例におけるスクリーニンゲとしてのPRL測定の必要性について検討したp神経性食思不振症16例，

Kallmann症候群2例，　Sheehan症候群6例，多嚢胞卵巣（PCO）症候群31例，　Turner症候群7例におい

ては血中PRL値は正常範囲にあり，早発閉経症19例中1例に高PRL血症が発見された一　一．一方上記特殊疾患

を除く，乳汁漏出を主訴としない機能性無月経患者207例中18例（8．7％）に高PRL血症が発見された．そ

のうち続発第2度無月経群では63例中10例（15．9％）に高PRL血症が認められ，血中LHが正常範囲を示

す群には57例中11例（19．3％）に高PRL血症が認められた．一方挙児希望例84例に対してクロミフェンま

たはクロミフェンーHCG療法を行なっていたが，クロミフェンに無反応の群53例中10例（18．9％）に高

PRL血症が発見された．また乳汁漏出を主訴として来院した45例の高PRL血症患者を対照として，今回

のスクリーニングにて発見された高PRL血症患者18例の病因を比較検討すると，対照群ではChiari・Fro－

mme1症候群が48．9％を占めるのに比し，スクリーニング群では，下垂体腫瘍が50％，　Argonz・del　Castillo

症候群が33．3°／eを占めていた．高PRL血症を呈した63例中1例を除いて全例に多少なりとも乳汁漏出を認

めた．

　以上の検討成績から，無月経患者を診療するにあたり乳房の検査とともに，高PRL血症をスクリーニン

グすることが望ましいことが明らかとなつた．

緒　　言

近年のプロラクチン（PRL）のラジオイムノアッセーイ

（RIA）系の確立1）により，　PRLが性周期に密接な関係

を持っていることが明らかとなつた．乳汁漏出無月経症

候群やPRL産生性一ド垂体腫瘍の診断や治療効果の判定

に今や血中PRLの測定は必須のものとなつている．し

かし最近まで我が国で利用していたPRLのRIAキット

はその多くが米国NIHから提供をうけてきたため，測

定できるのは一部の研究室に限られ，広く臨床応用され
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るまでには至つていなかった．近年，我が国でもPRL

のRIAキットが開発され，一一般診療機関での実用化も

普及しつっある．

　現在までに乳汁漏出無月経症候群における血中PRL

の動態およびPRLとゴナドトロピンとの相互関係にっ

いては，ほぼ明らかにされてきた2，3），今回我々は乳汁

漏出を主訴としない多数の月経異常例において第一ラジ

オアイソトープ研究所より提供を受けたキットを用いて

血清中PRLを測定し，排卵障害例に占める高PRL血

症の頻度を調べ，間脳下垂体卵巣機能障害例における

スクリーニングとしてのPRL測定の必要性を検討し
た．

〔Standard｝

（33）33

（Serum　sample）（Norspecific　binding）

Buffer　500μ1 Buffer　600μ1

研究対象および方法

　1．PRLスクリーニングの対象

　神経性食思不振症16例，Kallmann症候群2例，　Sh－

eehan症候群6例，多嚢胞卵巣（PCO）症候群31例，

早発閉経症19例，Turner症候群7例を含む，間脳・下

垂体・卵巣系疾患による排卵障害例81例の血清PRLの

基礎分泌値を測定して各疾患群に占める高PRL血症の

頻度を調べた．なお今回対象としたPCO症候群とは第

1度無月経でクmミフェンに反応せず，血中LHがや

や高値でFSHが正常域の，いわゆる内分泌学的に

PCOパターンを示す症例と定義した．

　また上記特殊疾患を除く，乳汁漏出を主訴としない，

年齢16～41歳の機能性無月経患者207例を対象として血

中PRLの基礎分泌値を測定した．そして原発無月経と

続発無月経，あるいは第1度無月経と第2度無月経に分

けて高PRL血症の出現頻度を検討した．さらに挙児希

望例84例に対しクロミフェン及びクロミフェンーHCG

療法を行ない，クロミフェン療法による排卵の有無と高

PRL血症の頻度との関係を検討した．

　さらに乳汁漏出を主訴として来院した45例の高PRL

血症患者を対照として，今回のスクリーニングにて発見

された高PRL血症患者の病因および乳汁漏出程度を比

較検討した．

　2．ホルモン測定法

　血清中のLHとFSHは既に我々が報告した2抗体

泣を用いるRIAで測定した4）．また今回の血中PRL

のスクリーニンゲには第一ラジオアイソトープ研究所よ

り提供を受けた，プロラクチンキット「第一」を用い

た．なお今回の無月経症に対するスグリーニングに先だ

って，PRL　RIAキットに対する基礎的検討を加え，また

正常刀経周期を有する婦人の血中PRLを多数測定し，

il三常値を定めた．

　1）　プロラクチン測定用RIAキットの検討

・tandar・PRL1・・μ1紳
、1… ヅ

PRL｝讐1100μ1

　　　1　＼
　　　　　　　Buffer　100μ1Antiserum　10eμ1

　　　1　／
incubate　f。r　3days　at4℃

　l　　l　　l
Second　ant且body　100μ1

　　l　l　　l
incubate　for　18　hrs　at　4℃

　　l　l　　l
，ent，if。g・f・r　30mi・・t　2000G

　　l　　l　　｛

Preclpitate

　　　　　　　　l　l　↓
　　　　　　　count　radioactivity

　　　　　　　〆　　　＼　　＼
　　　　　　　　　　　　　x　　　　　　論…轟1・1N
　　　　　　　l　　　　　l
　　　Standard　curve　Data　reading

図l　Radioimmunoassay　procedure　for
　　　prolactin

B　N〆Bo－N　l％1

　100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

Mean±SE
　　n＝10

1．56　3．125　6，25　12．5　　25　　　50　　100　　　200

　Prolactin　concentration（ng／ml）

図2　　Standard　curve　for　prolactin

　プUラクチンキット「第一」について，標準ヒト

PRLを用いた標準曲線，添加回収試験　再現性につい

て検討した．なお測定操作の概略は図1に示した通りで

ある．

　i）標準曲線

　本キットによつて得られた標準曲線の平均値と標準誤

差を図2に示した．1．56・－200ng／mlの範囲で良好な標

準曲線が得られ，最小検出量は1．56ng／mlであった．
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　ii）　添加回収試験

　PRL濃度の分つている健常人血清に12。5，25，50

ng／mlのPRLを添加し，その回収率を調べた．その

結果，回収率は平均97．3±10．9％とほぼ満足すべき値を

得た．

　iii）　再現性

　同一キット内で10回測定して得た測定内の変異係数

（C，V．）は10．5％，また2種類のサンプルにっいて6回

測定した測定間の変異係数はそれぞれ11．1％および11．6

％であつた．

　2）　正常，月経周期婦人の血中PRL値

　正常月経周期を有する婦人5例を対象として卵胞期，

排卵期，黄体期の月経周期の各時期にそれぞれ連続する

3日間にわたり早朝空腹時に採血し，血中PRL値を測

定し平均値±標準誤差を求めた．その結果は卵胞期10．5

±2．Onglml，排卵期10．0±2．2ng／ml，黄体期11．9±2．3

ng／mlであつた．また全測定値の平均値は10．8±12

ng／mlであつた．

結　　果

　1．間脳・下垂体・卵巣系疾患における高PRL血症

　　　の頻度

　間脳・下垂体・卵巣系の既知の疾患による排卵障害例

における高PRL血症の頻度を検討した結果，神経性食

思不振症16例，Kallmann症候群2例，　Sheehan症候

群6例，PCO症候群31例，　Turner症候群7例におい

ては血中PRL値は正常範囲を示し，全く高PRL血症

は認められなかつた，早発閉経症19例中1例に高PRL

肺

　　　　表1

　　　　Etiology

Anorexia　nervosa

Kallmann’s　syndrome

Sheehan’s　syndrome

PCO　syndrome

Menopause　praecox

Turner’s　syndrome

Functional　amenorrhea

Incidence　of　hyperprolactinemia　in　various　anovulatory　conditions

No．　of　patients

　examined

　　　16

　　　2

　　　6
　　　31

　　　19

　　　7

　　207

No．　of　patients　with　　　Serum　PRL
hyperprolactinemia　Mean±SD（nglml）

0

0

0

0

1

0

18（8．7ソも）

6，6±1．1

8．4±0．6

5．4±1．2

8．2±0．8

9．3±2．1

6．6±1．7

表2　1ncidence　of　hyperprolactinemia　in　patients　with　functionaI

　　　amenorrhea　complaining　of　no　galactorrhea

No。　of　patients

　examined

Primary　amenorrhea

Secondary　amenorrhea

　　　Am．1°

　　　Am．2°

21

160

88

63

No．　of　patients　with
hyperprolactinemia

0

16

6

10

表3　Gonadotropin　levels　and三ncidence　of　hyperprolactinemia

Gonadotropin
　（mlU／ml）

LH
　　　＞19．0

　19．0～4．6

　　　〈4．6

FSH
　　　＞14．0

　14．0～　6．4

　　　〈6．4

No．　of　patients

examined

80

57

29

35

73

58

No．　of　patients　with
hyperprolactinemia

（9の

（％）

4

11

3

4

9

5

5．0

19．3

10．3

11．4

12．3

8．6

0

10．0

6．8

15．9
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表4　1ncidence　of　hyperprolactinemia　and　response　to　clomiphene

Response　to　clomiphene

Responders　to　clomiphene

Nonresponder　to　clomiphene

N（，of　patients

　examined

　　　31

　　　53

No．　of　patients　with
hyperprolactinemia

　　　　　1

　　　　10

（％）

（3．2）

（18．9）

（35）35

表5　Etiological　classification　of　hyperprolactinemic　patients　with　amenerrhea

Etiology

Pituitary　tumor

Argonz－del　Castillo　syndrome

Chiari・Frommel　syndrome

Primary　hypothyroidism

Due　to　drug

Others

　　　Total

Pt．　complained
Of　galaCtorrhea

5（11．1）

4（8．9）

22（48．9　　）

4（8．9）

6（11．3）

4（8．9）

45（　100　g！，）

Pt。　diagnesed　by

PRL　screening

　　9（50．0）

　　6（33．3）

　　1（5．6）

　　0（0　）

　　0（0　）

　　2（11。1）

　18（100％）

血症が発見された．なお上記疾患群の血中PRLの平均

値を表1に示した．

　2．機能性無月経患者における高PRL血症の頻度

　乳汁漏出を主訴としない機能性無月経患者207例中18

例（8．7％）に高PRL血症が発見された．そのうち原

発性無月経群では21例中0例であるのに比し，続発性第

2度無月経群では63例中10例（15．9％）と高PRL血症が

高率に発見された（表2）．

　また血中ゴナドトnピンの基礎分泌値と高PRL血症

の頻度との関係を検討すると，血中LHが正常範囲を

示す群に57例中11例（19．3％）と高い傾向がみられた

が，血中FSHとの間には相関関係がみられなかつた
（表3）．

　一方挙児希望例に，クロミフェン及びクロミフェンー

HCG療法を行ない，クmミフェン療法に対する反応と

高PRL血症の頻度との関係を検討すると，クPミフェ

ンに反応する群では31例中1例（32％）と低率である

のに比し，クロミフェンに無反応の群では53例中10例

（18．9％）と高率に高PRL血症が発見された（表4）．

　3．PRLスクリーニングにて発見される高PRL血

　　　症患者の特徴の検討

　乳汁漏出を主訴として来院した45例の高PRL血症患

者を対照として選び高PRL血症を示す機能性無月経患

者の病因および乳汁漏出の程度について比較検討した．

病因は乳汁漏出を主訴とする群においてはChiari・Fr－

ommel症候群が48．9％と大部分を占めているのに対

し，スクリーニングにて発見された群においては下垂体

腫瘍が50％，Argonz－del　Castillo症候群が33。3％と多

くみられた（表5）．また乳汁漏出の程度についてみる

60

50

40

30

20

10

％

0

　％
60

50

40

30

20

10

0

Pt．　complained　of

galactorrhea

Pt．　diagnosed　by

PRL　screening

（琳）　（＋）（＋）　（±）（一）

（十）Spontaneous　lactation　　　　　　（十）Several　drops　by　expression

（十）Easily　spouting　by　expression（±）Slightly　oozed　by　expression

　but皿・t　sp。・tane…　　（一＞N・lact・ti・n　by・・pressi・n

　　図3　Grade　of　galactorrhea　observed　in

　　　　　hyperprolactinemia

と，スクリーニング群は全般に乳汁漏出の程度が少ない

傾向を示した（図3）．スクリーニングにより発見され

た下垂体腫瘍患者の乳汁漏出の程度は＋～±が89％を占

め，原発性不妊症が89％を占めていた．なお，高PRL
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血症を呈した63例中1例を除いて全例に多少なりとも乳

汁漏出を認めた．

考　　案

　高PRL血症は間脳・下垂体・卵巣系の機能障害を

招くことが知られている．機能性無月経例における高

PRL血症の占める割合については従来より諸家の報告

があり，Glassら5）は6．6％（45例中3例），　Bohnetら6）

は10％（118例中12例），Strauchら7）は20％（189例中

38例），SepPalaら8）は28％（25例中7例）と，報告して

いる．しかしこれら対象者の中には乳汁漏出を主訴とす

る無月経患者も多数含まれており，本来PRLスクリニ

ーニングの対象となるべき，乳汁漏出を主訴としない患

者における頻度を表わしたものではない．今回の我々の

結果をみると，乳汁漏出を主訴としない機能性無月経患

者の8．7％（207例中18例）に高PRL血症が発見されて

いる．

　Bohnetら6）は17例の高PRL血症患者を検討して，

その内分泌学的特徴は，①黄体ホルモンによる消退出血

を認める，②血中エストラジオール値は正常かやや低

値，③クロミフェンに対して無排卵，④LH低値，⑤

FSH正常値，⑥LHの律動性分泌の欠如，などの諸点

であると報告している．しかし今回の我々の成績では第

2度無月経群（15．9％）や血中LH値の正常範囲を示す

群に高率に高PRL血症が発見された．この成績は，高

PRL血症の90％（31例中27例）は第2度無月経で，血

中エストラジオールは低レベルであるにもかかわらず，

血中ゴナドトロピンはヒ昇していないというFranks

ら9）の報告と一致し，ネガティブ・フィードバックの障

害を示唆している．またクロミフェンに無反応群（18．9

％）に高PRL血症が多く発見された成績は諸家の成

績6・9）と一致する．高PRL血症患者がクロミフェンに

反応を示しにくい原因としては，高PRL状態ではLH

の律動性分泌が欠如していることやプロモクリプチンに

ょりPRL値を低下させるとクロミフェンに対する反応

性が回復してくることから6），おそらく内因性ゴナドト

ロピン放出ホルモン（Gn・RH）が減少しているためと考

えられる，

　多毛を伴う無月経やPCO症候群にも高PRL血症が

発見されることが報告されているlo，11）．　Thornerら12）

は高PRL血症患者の16％（44例中7例）にPCO症候

群が発見されたと報告している．しかし今回の我々の成

績においてはPCO症候群31例中1例も高PRL血症

は発見されなかった．その理由はPCO症候群の診断基

準の違いによるものと思われる．すなわち我々はクロミ

フェンに無反応で，Yenら13）が報告したように血中LH

が中等度上昇し，FSHが正常範囲内にあるものをPCO

症候群とした。しかしPCO症候群の一部は血中LH，

FSHは正常値を示すが高PRL血症の結果，副腎由来

のアンドロゲンが増加し14），二次的にPCO症候群を呈

するものがある．今回の調査で高PRL血症の見っから

なかつたのは後者に属するものがPCO症候群に含まれ

なかつたことによるものと考えられる．

　高PRL血症に乳漏症が発生する率については諸家の

報告は一致していない．Franksら15）は高PRL血症の

35％に，Bohnetら6）は53％に，　Thornerら12）は80％

に，Berghり16）は87％にそれぞれ乳汁漏出を認めてい

る．今回の成績では，高PRL血症を呈した63例中1例

を除いて全例に多少なりとも乳汁漏出を認めた．この我

々の成績は，無月経婦人において，たとえ少量であつて

も，乳汁漏出を認めれば病因として重要であることを示

している．また，おそらくこうした諸家の報告の不一致

は乳房診察の徹底の程度や触診の技術および，乳漏症に

対する関心の程度にもとずくものと思われる．今回の成

績は乳房診察の重要性を示すとともにPRL測定成績と

の一致を示している．

　Jonesら17）は無月経患者中の下垂体腫瘍の頻庄は2．2

％（177例中4例）と報告している．今回の我々のスク

リーニングにおいても2．9％（207例中6例）とほぼ同程

度の症例が発見された．またStrauchら7）は高PRL血

症患者中12％（119例中14例）に下垂体腫瘍を発見した

と報告している．この成績は乳汁漏出を主訴として来院

した高PRL血症患者群における下垂体腫瘍の占める率

が11．1％である我々の成績とほぼ一致する．これらの成

績に比べて，今回のPRLスクリーニングにて発見され

た高PRL血症急者群においては，下垂体腫i瘍が50％，

Argonz－del　Castillo症候群が33．3％を占めていた．今

回発見された下垂体腫瘍患者の89％が未妊婦人であ

り，乳汁漏出の程度も（＋）～（±）が89％を占めていたた

め，乳汁漏出を主訴とすることは少なく，また問診や乳

房の軽い圧迫のみでは乳漏症を確認することが困難な状

態にあつた．このように，乳汁漏出を主訴としない無月

経婦人中に発見される高PRL血症患者に下垂体腫瘍

が高率に発見されたので，下垂体腫瘍の早期発見には

PRLスクリーニングが最も有効な手段であると考えら

れる．

　稿を終るに臨み，ヒトPRLのラジオイムノアッセイ

キットを提供された第…ラジオアイソトープ研究所お11

び2nd　IRP－HMGを下さったNational　Institute　for

Medical　Research，　London各位に感謝します．

　なお本論文の要旨は第52回口本内分泌学会総会（昭和

、
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54年6月，京都）および第24回日本不妊学会総会シンポ

ジゥム（昭和54年9．月，札幌）において発表した．
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Diagnostic　signi丘cance　of　prolactiIl

assay　in　amenorrheic　patients　with－

　　　　out　subjectively　complaining

　　　　　　　　　　　of　galactorrhea

　　　Koji　I（oike，　Toshihiro　Aono，

Takenori　Shioji　and］Keiichi］Kurachi

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　Osaka　University，　Medical　School，

　　　　　　　　　　　　　Osaka，　Japan

　　In　order　to　study　the　incidence　rate　of　hyper・

P「olactinemia，　serum　prolactin（PRL）1evel　was

assayed　in　288　patients　with　amenorrhea，　of

who皿，81　cases　had　known　et董010gy　in　the　hypo－

thalamus，　pituitary　or　ovarian　system　and　remain・

ing　207　cases　had　no　known　causal　factors．　All

of　the　patients　had　not　subjectively　complained

of　galactorrhea．

　　Hyperprolactinemia　was　not　found　in　any　pa－

tients　with　anorexia　nervosa，　Kallmann’s　syn－

drome，　Sheehan’s　syndrome，　polycystic　ovary

syndrome　and　Turner’s　syndrome．　Whereas，　one
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Qut　of　19　patients

raised　PRL　levels。

women　were　discovered　by　screening　test

patients　with　functional　amenorrhea．

expression，　galactorrhea　was　con丘rmed

of　63　women．　Hyperprolactinemia　was　found　in

relatively　high　rate　especially　in　patients　with

secondary　amenorrhea　who　did　not　respond　to

progestogen　administration，　and　patients　who

failed　to　show　ovulation　by　clomiphene　treat－

ment．　Study　on　the　etiologic　factor　of　hyper・

with　menopause　praecox　had

Eighteen　hyperprolactinemic
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　207

　　　　　　　　　　　　　　　　　　By　breast

　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　620ut

prolactinemia　reveale〔l　high　incidence（，f　pituitary

adenoma　in　patients　with　functional　amenorrhea，

On　the　other　hand，　Chiari－Frommel’s　syndrome

was　found　to　be　the　main　factor　among　45　pa－

tients　who　subjectively　complained　of　galactor－

rhea．

　　From　the　present　results，　it　is　suggested　that

both　breast　examination　and　PRL　screening　are

indispellsable　for　the　diagnosis　of　the　etiologic

factors　in　amenorrheic　patients．

　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年10月5L71特掲）
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　　　Abstract：　The　cervical　structural　composition　was　investigated　histologically　by　use

of　Hansen’s　modified　stain　method　and　histoplaniometric　procedure　from　the　sexually

mature　nonpregnant　women，　the　normal　pregnant　women　and　the　cervical　incompetent

patlents・
　　　　There　were　little　individual　variation　of　structural　component　in　the　nonpregnant

cervix．　In　the　nollpregnant　cervix　the　value　of　collagen　content　was　signi丘cantly

dominant　than　that　of　muscle　content，　which　decreased　from　the　upper　portion　of　the

cervix　downward．　The　differences　of　structural　component　were　not　signi丘cant　between

the　anterior　wall，　the　lateral　wall　and　the　posterior　wall．　The　middle－anterior　was

nearly　similar　to　the　mean　value　of　all　portions　ill　the　cervix．

　　　　The　value　of　muscle　in　the　cervix　during　early　pregnancy　was　greater　than　in　the

nonpregnant　group．　Conversely，　collagen　content　was　less　than　that　of　the　nonpregnant

9，。up　Th・p・egna・t　ce・vix　n・a・t・・m・・nt・i・・d　m・・e・・her　c・nt・nt・・ha1・th・t・f

the丘rst　trimester，　Changes　of　collagen　fiber　in　early　pregnancy　and　changes　of

ground　substances　near　term　seem　to　be　concerned　with　ripening　of　the　cervix，

　　　　In　all　study　groups　the　highest　percentage　of　muscle　of　the　cervix　was　obtained

from　the　incompetent　cervix．　These　findings　suggest　that　disproportion　of　structural

composition　of　the　cervix　may　be　a　factor　in　production　of　cervical　incompetency．

Introduction

　　It　is　well－known　that　the　human　cervix

uteri　is　rigid，　but　during　pregnancy　it　must

retain　the　conceptus　in　the　uterine　cavity

and　near　term　it　may　become　softer　and

shorter，　beginning　labor　the　cervical　canal

can　be　dilated　to　10　cm　in　diameter　without

injury．　These　speci丘c　actions　of　the　cervix

uteri　have　been　interesting　for　obstetricians，

but　little　has　been　known　about　the　mecha－

IlisM　of　alterations　of　the　cervical　structural

composition．　Danfoth　and　coworkers1，2）have

attempted　to　show　that　the　human　cervix

uteri　is　composed　mainly　of丘brous　connec一

tive　tissue　containing　little　muscle．　There－

fore　it　seems　clear　that　dynamic　changes　in

the　cervix　during　Pregnancy　and　in　labor

are　based　on　changes　of　the　structures　of

the　cervix，　especially　on　those　of　the　con－

nective　tissue．　On　the　other　hand，　it　is　fact

that　the　sphincter　like　activity　of　the　cervix

has　been　observed　by　use　of　balloons3），radio－

graphies4）or　cervical　insu田ation　method5）．

Most　investigations　of　the　structure　of　the

cervix　have　depended　upon　histological　and

histochemical　methods．　Recently　chemical

studies　have　been　made　especially　for　the

connective　tissue　in　the　cervix．

　　The　purpose　of　the　present　studies　is　to
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estimate　histologically　the　structural　compo－

sition　of　the　nonpregnant　cervix　（Part　1．），

and　the　pregnant　cervix，　further　to　compare

the　structure　of　normal　pregnant　cervix　with

that　of　the　clinically　incompetent　cervix
（Part　2．〉。

Part　1． Structural　Composition　of　the

Human　Cervix　Uteri　in　Non－

P「egnancy

Materials　and　Methods

　　The　materials　were　obtained　from　the　cer－

vix　uteri　of　six　patients　who　had　undergone

total　hysterectomy．　The　reasons　for　opera－

tion　were　leiomyoma　of　the　corpus　uteri　with－

out　abnormalities　in　the　cervix．　The　patients

were　sexually　mature　nonpregnant　women

日不妊会誌　25巻1号

and　aged　29　to　42　years．　The　clinical　details

of　the　subjects　in　this　study　are　shown　in

Table　1．

　　Immediately　after　hysterectomy　the　cervix

was　amputated　as　far　as　the　internal　os　and

the　endocervix　was　excised．　Each　cervix

was　then　divided　into　g　portions，　namely，

the　upper　portion，　the　middle　portion　and

lower　portion　of　the　anterior　wall，　posterior

wall　and　left　lateral　wall　of　the　cervix
（Fig，1）．

　　Then　all　cervical　tissues　were丘xed　im－

mediately　in　10％formalin　solution　for　48

hours　or　more，　and　paraf丑n　blocks　were　pre－

pared，　from　which　sectiolls　of　5μthickness

were　cut．　After　depara鐙nisation　and　dehy・

dration，　all　specimens　were　stained　by　Han－

sen’ s　modi丘ed　method〔：haematoxy－picro－fuch－

sin　method）．

1

　　No．　of　case

Age
Gravida－para

Structural

composltlon

Muscle（％）

Collagen　（％）

Blood　vessels（％）

Others　（％）

Table　l

　l

42

5－2

4．8

74．8

11．8

8．6

Proportlons　of　structural　composition　in

2

40

2－1

3．7

76．1

16，3

3．9

the

　5

cerVlX

3

38

3－2

5．0

79．2

11．7

4．1
」

4

41

5－2

5，6

74．6

12．1

7．7

29

5－2

1　　　6

　　　　　38

1　　3－3

Mean±s．d，

38

7．1

75．9

11．7

4．5

4．1

80．1

11．0

4．8

5．1±12

77．0±2．3

12．4±1．9

5．8±2．0

イn：t

1cm

Fig．1

　　L：

　　M：

　　u：

Portions　of　the　cervix　uteri

Lower　portion　of　the　cervix

Middle　portion　of　the　cervix

UpPer　portion　of　the　cervix

Fig．2

～

Determination　of　percentage　of　muscle

content　with　the　integration　ocular．

The　highest　possible　number　of‘‘hits”

is　25．　With　10“hits”there　is　a　mus－

cle　content　of　40％．

L
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　　The　distribution　of　the　tissue　cornponents

was　determined　by　use　of　a　Zeiss　integrating

eyepieCe6・7），　WhiCh　replaCed　One　Of　the　ey－e－

piece　of　a　standard　microscope．　This　device

is　etched　with　25　intersecting　crosshair（Fig．

2）．　This　method　serves　to　determine　the

volume　percentage　of　the　stained　components，

To　each　of　the　grid　squares，　the　muscle　cells

which　happen　to　lie　beneath　are　apportioned

as‘‘ hits”。　Percentage　composition　can　be

determined　by　dividing　the　tota1‘‘hits”

scored　for　the　each　stained　tissue　element

by　the　total　25　‘‘hits”　scored，

　　For　example，　if　10‘‘hits”are　found　in

a　field，　the　percentage　proportion　of　the

muscle　in　each　field　is　40　per　cent　（10／25）

（Fig．2）．　In　this　study　a　magni行cation　of

×400was　found　to　be　convenient，　alld　suc－

cessive　30　丘elds　of　a　tissue　section　analyzed

were　examined．　The　total　for　the　g　portions

of　one　cervix　uteri　provided　6750　grid　read－

ings　（25×30×9）．

Results

　　The　each　structural　composition，　namely

muscle，　collagen，　blood　vessels　and　others

was　colored　clearly　by　the　Hansen’s　modi丘ed

stain　method，　to　be　well　distinguished，

　　The　results　for　the　different　subjects　by

use　of　the　integrating　eyepiece　are　summa－

rized　in　Table　1，　Percentage　of　structural

compositions　in　the　different　portions　of　the

cervix　is　recorded　in　Table　2．　and　3．　No

signi丘cant　differences　of　the　percentage　of

structural　content　were　detected　between　the

six　patients，　and　a　standard　deviation　in

each　mean　of　percentage　of　structural　con－

tent　was　smaller　than　2．3％（Table　1）．

　　The　value　of　each　structural　coMpositio；1

in　the　cervix　was　as　follows：The　value　of

muscle　ranged　from　3．7　to　7．1％，　with　a
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mean　value　of　5．1％，　and　the　value　of　col－

lagen　varied　between　74．6　and　80．1％，　with

an　average　of　77．0％，　blood　vessels　had　a

mean　value　of　12．4％（range　11．0～16．3％）

and，　others　had　a　lnean　value　of　5．8％（range

3．9～8．6％）（Table　1）．

　　The　lower　portion　of　the　cervix　seemed

to　contain　less　muscle　than　the　middle　por－

tion　and　the　upPer　portion　of　the　cervix，

then　the　muscle　content　of　the　cervix　in．

creased　from　the　lower　part　upward，　whereas

the　value　for　collagen　of　the　upPer　portion

were　lower　than　those　of　the　lower　portion

（Table　2）．　The　value　of　blood　vessels　and

others　seemed　to　show　a　small　difference

Table　2

　Portion　in
　the　cervix

　Structural
composltlon

Muscle（％）

Collagen（％）

Blood　vessels
　　　　　　　　　（％）

Others　（％）

Proportions　of　structural　composi－

tion　in　the　lower，　middle，　and　up－

per　portlon

　　　I

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I

［Lower　I　Middle　Upper

0．2　1　4．3

81．4　　・　77．6

12．3　　　　13．3

6．0　　　5．4

10．6

71．9

11．7

5．8

；Mean
　　　±s，d，

．5．1±1．2

77．0±2．3

112．4±1．9

15．8±2．0

Table　3　Proportions　of　structural　composi・

　　　　　　　　tion　in　the　anterior，　lateral，　and

　　　　　　　　posterlor　portlon

Portion　in
　the　cervix

　Structural

composlt】on

Muscle（％）

Col1agen（％）

Blood　vessels
　　　　　　　　（％）

Others（％）

．A・te－．…L。t。，al　lP・・t・：Mean±，．d．

　　　　rヱorl　　　　　　　　　　　　r】or

4．6

77．4

11．9

5．5
j

4．5

76．9

12．6

6．1

5．5

76．0

12．0

5．7

5．1±1．2

77．0±2．3

12．4±1．9

5．8±2．0

Table　4　Proportions　of　structural　composition　in　the　middle・anterior　portion

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ニ

　　　　No．　of　case　　　I　　1　　　　　2　　．　　3　　　　　4

St・u・1竺・al・・m・r・i・i・n．⊥一一一　　t　i　l

M。，cl。（％）　　16．4．3．711．8　5．6　i
C。11。g。n（％）　…74．5177．4，82．7174．61
Bl・・d・esse1・（％）．・・．6　i・3．g　i・2．・…・3．4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

Ot璽r（16）一一．一．一．一．－L　7・旦一⊥4・9－」3・4－一一一一一⊥『t41一

　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　5　　　　6　　’Mean±s．d．

　　　　　　　1

7．4｛7．6「5．4±2．3
76．8　77．oI77．2±3．0

　11．8　　　　11．7　　i　　12．4±1．0

．弓・0　3・6　5・°±2・1
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between　the　lower，　the　middle　alld　the　up－

per　portion　of　the　cervix，

　　The　results　for　the　anterior　wall，　the　left

lateral　wall　and　the　posterior　wall　were　near－

ly　similar（Table　3）。　The　value　of　each

structure　in　middle　anterior　portion　coincided

closely　with　the　mean　of　all　portion　in　the

cervix（Table　4）．　Therefore　the　value　of　the

Iniddle　anterior　portion　of　the　cervix　was

adopted　as　representative　value　for　each　pa－

tient　in　Part　2．　of　this　study．

Discussion

　　The　I・｛ansen「s　Inodified　stain　method

emploied　ill　our　studies　could　distinguish

collagen　fibers　from　muscle飾ers　more　in－

tensely　than　the　Van　Gieson　method．　The

distribution　of　muscle，　collagen，　blood　vessels

and　others　in　the　cervix　uteri　was　determined

by　use　of　an　integrating　eyepiece，　which　con・

forms　to　the　standardized　point　count　method

of　quantitative　morphologic　analysis6）．and　its

reliability　rnay　be　increased　by　scanning　a

larger　area　of　the　section　in　the　field．

　　In　our　investigation　the　human　cervix　con－

tained　small　amount　of　muscle　component
but　a　rich　content　of　collagen　element．　This

丘nding　conformed　to　those　of　Danforthl，2｝，

Buckinghams），Schwalm7），and　others9・1°・11・12）．

No　signifcant　differences　in　the　mean　pro－

portion　of　strtlctural　composition　were　found

between　each　of　the　cervix．　On　the　basis　of

our　investigation　it　is　reasonable　to　presume

that　the　muscle　content　of　the　cervix　de－

creases　gradually　by　aging．　This　findings

are　essentially　similar　to　those　of　Schwalm7｝

who　reported　that　the　menopausal　uterine

cervix　contained　appreciably　less　muscle　than

those　of　the　cervix　in　the　period　of　sexual

maturity．　The　proportions　of　structural　com－

position　in　the　anterior　wall，　the　lateral　wall

and　the　posterior　wall　of　the　cervix　were

almost　the　same　pattern　in　all　six　cases．　This

is　agreement　with　Schwalm’s7）report，　which

further　showed　that　the　difference　was　not

significant　between　the　inner　layer　and　the

outer　layer　in　the　cervix．

　　The　upper　portion　of　the　cervix　seemed

to　contain　more　muscle（10．6％）than　that

of　the　middle（4．3％）and　that　of　the　lower

（0．2％）．The　each　value　is　smaller　than　that
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in　Duane’s11）report，　but　its　decrease　of　mus－

cle　content　from　the　upper　to　the　lower

portion　of　the　cervix　shows　same　tendency，

Therefore　these　facts　suggest　that　function

of　muscle　element　in　the　upPer　portion，　es－

pecially　internal　os，　can　not　be　ignored，　but

alteration　of　collagen　seems　to　have　implica－

tions　of　considerable　for　cervical　functions

during　Pregnancy　and　in　labor．

　　The　author　will　attempt　to　report　in　Part

2．the　investigations　made　on　the　cervix

during　pregnancy　by　technique　similar　to

those　adopted　here，　and　the　author　deter－

mined　to　select　the　critical　zone　of　the　mid－

dle－anterior　portion　of　the　cervix，　because

the　percentage　of　structural　component　in

this　portion　was　shown　very　similar　to　the

average　of　all　portions　in　the　cervix　and　it

was　easy　to　obtain　such　tissue　from　the　cer－

vlx　at　operatlon・

Summary

　　The　cervical　structural　compositions　were

investigated　histlogcally　by　use　of　Hansen’s

modi丘ed　stain　method　and　histoplaniometric

procedure　from　the　sexually　mature　nonpreg－

nant　women，　This　stain　method　could　clea－

rly　distinguish　collagen　fibers　from　muscle

丘bers．

　　There　were　little　individual　variat三〇n　in

proportion　of　cervical　structural　component・

　　In　the　cervix　the　value　of　collagen　con－

tent　was　signi丘cantly　dominant　than　that

of　muscle　content，　which　decreased　from

tlle　upper　portion　of　the　cervix　downward．

　　The　differences　of　structural　compollent

were　not　signi丘cant　between　the　anterior
wall，　the　lateral　wall　and　the　posterior　wal1．

The　value　for　the　middle－anterior　portion

was　nearly　similar　to　the　mean　value　of　all

portions　in　the　cervix．

Part　2． Structural　Composition　of　the

Human　Cervix　Uteri　During
Pregnancy

　　In　our　observations　of　Part　1．　the　nonpreg－

nant　human　uterine　cervix　was　con丘rmed　to

be　composed　predominantly　of　the　connec－

tive　tissue，　mainly　collagen丘bers，　with　an

average　of　only　about丘ve　percent　smooth

「
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muscle　．

　　　The　purpose　of　the　present　studies　is　to

estimate　histologically　the　structural　compo－

sition　of　the　pregnant　cervix　uteri　and　to

compare　the　incompetent　cervix　with　the

early　pregnant　or　near　term　pregnant　cervix．

The　cervix　uteri　of　31　sexually　mature　non－

pregnant　women　were　examined　as　controL

Materials　and　Methods

M．Nakanis

　　The　materials　were　obtained　from　the

cervix　uteri　of　16　pregnant　women　who
ranged　from　22　to　41　years　of　age．　The　12

patients　were　near　term，　the　two　patients

were　in　the丘rst　trimester　of　normal　preg－

nancy　and　the　remaining　two　were　in　the

second　trirnester　of　pregnancy　with　clinical

cervical　incompetency　characterised　by　the

cervix　being　dilated　more　than　2　cm　without

any　symptoms．
　　The　two　patients　in　the丘rst　tr玉mester　of

pregnancy　were　multipara，　whose　cervi－
cal　tissues　were　removed　after　total　hyste－

rectomy．　The　reasons　for　operation　were

complication　with　leiomyoma　of　the　corpus
uteri，　and　the　middle・anterior　portion　in　the

cervix　was　examined．

　　Six　of　the　12　patients　near　term　were

　　　　　　　　　Table　5

Structural　composition

　　　　Study　groups

　hi　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（43）　43

multipara　and　the　remaining　six　were　nu1－

1ipara，　of　which　five　were　nulligravida，　The

materials　near　term　were　obtained　from　the

middle－anterior　portion　of　the　cervix　at　the

time　of　cesarean　section．

　　The　two　patients　with　cervical　incompe－

tency　had　undergone　Shirodkar’s　operation，

at　the　operation　the　cervical　tissues　were

taken　from　the　middle－anterior　wal1．

　　Additionally　the　control　materials　were

obtained　from　the　middle－anterior　portion　of

the　cervix　of　31　patients　who　had　undergone

total　hysterectomy，　of　which　reasons　were

leiomyoma　of　the　corpus　uteri　witllout　ab－

normalities　in　the　cervix．　The　techDics　em－

ployed　have　been　described　in　Part　1．

Results

　　The　results　and　clinical　details　of　the　four

study　groups　are　listed　in　Tables　5，6，7　and

8．　In　the　control　nonpregnant　biopsies，　the

percentage　of　muscle　content　varied　froln

1．3％to　11．0％　with　mean　percent　of　5．1．

The　percentage　of　collagen　content　varied

from　69．7？6　to　82．7％，　with　mean　per　cent

of　76，9．　Blood　vessels　had　a　mean　of　12．6　g・t，

and　others　had　a　Inean　value　of　5．3％（Ta－

ble　5）．

Proportions　of　structural　composition

Nonpregnant　group（as　control）

First　trimester　pregnant　group

Near　term　grQup

Cervical　incompetent　group

No．　of

　case

　　1

2

r 「
No．　of

cases

　　31

　　2

　　12

　　2

Table　6　Clinical　details　and

　　　　　　　　pregnant　group

Muscle（96）

proportlons

　　　　　　　Gesta－
Gravida
　　　　　　　tional
／Para
　　　　　　　weeks

　　5／3　　8

3／3

Clinica

Dilatation
of　cervical

canal（cm）

0

1details

15 0

Labor
pain

（一）

（一）

5．1±2．6

11．2±3，2

12。6±4．1

15．4±0．8

　　　0f

1

　　　in　the　four　study　groups

C・11・g・n（96）B1°° 19搾ssels

76．9±3．3

68．4±1．4

56．5±2．8

60．6±3．1

structural　composit玉on

Procedure　Indication

hysterectomy　myo皿a　ut．
　　　　　　　　　　　　　　　co「p・

hysterectomy　myoma　ut．
　　　　　　　　　　　　　　　corp・

　　　　　　　　　　Mean±s．d．

Others（％）

　12．6±1．4　　　　　5．3±1．4

　11．5±1．2　　　　　8．9±0．6

　12．7±1．6　　　　 18．3±2．9

　15．6±1．7　　　　　8．3±0．6

0f　the　first　trimester

Proportions　of　structural　composition（％）

Muscle

8．6

C・11agen

69。5

Blood
vesselS

　12。5

Others

9．4

　13．1　　　　67．6　　　　10．8　　　　　8．5

11．2±3．268．4±1．411．5±1。28．9±0．6
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　　　　　　　Table　7　Clinical　details　and　proportions　of　structural　composition　of　the　near　term　group

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Clinical　details　　　　　　　　　　　　　　Proportions　of　structural　composition（％）

塁言§3fA・・櫨・ll翻騰細宕・騰邑1・di・a・i・n　M・・cl・C・11・g・n羅・・hers

　　1　　　32　　　　0／0　　　41　　　　　L5　　　　－－　　　c．s．＊　　　c．p．d．　　　　　10．6　　　　56．3　　　　12．0　　　　21．1

　　2　　　30　　　　3／1　　　　36　　　　　　2．0　　　　　－　　　　c．s．　　　placenta　　　　　6．3　　　　　58．0　　　　　14、9　　　　20．9

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P「evla

　　3　　　　26　　　　　1／1　　　　　39　　　　　　　3．0　　　　　　十　　　　c，s．　　　　c，p．d。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　previous　c．s．13．3　　　　　56．9　　　　　15．1　　　　14．7

　　4　　　31　　　2／1　　　39　　　　　4．0　　　　－　　　c．s．　　　c．p．d．　　　　　18．8　　　　54．5　　　　13．5　　　　13．3

　　5　　　25　　　　0／0　　　　42　　　　　3．0　　　　　－｛－　　　c．s．　　　c．p．d．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pエm．＊　　　16．0　　　55，7　　　10．9　　17．3

　　6　　　22　　　　0／0　　　　40　　　　　1．5　　　　　－－　　　c．s．　　　c．p．d．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b．p．＊　　　　　　14．5　　　　56．0　　　　　12．3　　　　17．2

　　7　　　31　　　　2／1　　　　40　　　　　　1．5　　　　　－　　　　c．s．　　　　c．p．d．　　　　　　　9。0　　　　　54．6　　　　　13，2　　　　23．2

　　8　　　27　　　　1／1　　　　40　　　　　1．5　　　　　－　　　c．s．　　　c．p．d．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　previous　c．s．17．13　　　　　52．7　　　　　12．0　　　　18．0

　　9　　　30　　　　2／1　　　　39　　　　　1．0　　　　　－　　　c．s．　　　c．p．d．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　previous　c．s．　8．3　　　　　62．7　　　　　10．4　　　　18．7

　　10　　　24　　　　0／0　　　　39　　　　　0　　　　　　－　　　 c．s．　　　c．p．（1．　　　　　　7．8　　　　　59．8　　　　　11．8　　　　20．6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P・Lm・

　　11　　　23　　　（｝／0　　　　42　　　　　LO　　　　－　　　c．s．　　　c．p．d．　　　　　14，0　　　　58．0　　　　12．0　　　　16．0

　　12　　　25　　　　1／0　　　　40　　　　　1．5　　　　　十　　　c．s．　　　c．p．d．　　　　　15．6　　　　53．6　　　　13．6　　　　17．3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mean±s．d．12．6±4．156．5±2．812．7±1．618．3±2．9

　　　＊　c．s．：cesarean　section，　P．r．m．：prernature　rupture　of　Inenbranes，　b．P．：breech’presentation，

　　　　　　　Table　8　　Clinical　details　and　proportions　of　structural　conlPosition　of　the　cervical　incoln－

　　　　　　　　　　　　　　　petent　group

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Clinical　details　　　　　　　　　　　　　　Proportions　of　structural　composition（％）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）ilata一

噛1ぎfA・嶋繍鞭鴇・p…ed・・e　l・dica・i－M・・cl・C・11・g・・羅・・hers

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（cm）

　　1　　　41　　　2／0　　　25　　　　　2。0　　　　－　　　　Shirodkar’s　cervical　　　　　15．9　　　　　58．9　　　　　16．5　　　　8．7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0peratlon　lncompetency

　　2　　　30　　　3／0　　　21　　　　3。0　　　　－　　　Shirodkar’s　cervical

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　operation　incompetency　14．8　　　63．2　　　14．2　　7．8

Mean±s．d． 15．4±0圃．860．6⊥3．1　15．6±1．7　8．3±0．6

｝

「

　　The　value　of　each　structural　composition

in　the丘rst　trimester　pregnant　group　was　as

follows（Table　6）：　The　muscle　content（11．2

％、　was　greater　than　that　of　the　control

group，　and　the　the　mean　of　collagerl　content

decreased　to　68．4（ノ・6，　and　the　blood　vessels

element　had　a　mean　value　of　11．5％，　and

the　other　element　had　a　mean　value　of
8．9％．

　　The　results　of　the　near　terl皿group　were

as　follows（Table　7）：　tlle　muscle　content

（12．6％）was　greater　than　that　of　the丘rst

trimester　pregnant　group，　and　the　mean
value　of　collagen　content　decreased　markedly

to　56．5％，　the　blood　vessels　had　a　mean　value

of　12．7％　and　the　other　element（18．3％）

rose　to　a　level　which　is　about　four』times

the　control　level．　In　the　value　of　near　term

group　no　signi丘cances　were　detected　between

multipara　and　nullipara，1〕ut　the　mean　value

of　muscle　content（15，9％）in　three　cases　at

term　when　the　cervical　canal　was　dilated
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3cm　or　rnore　increased　more　extremely　than

in　the　nine　cases（11、5％）whose　cervical

canal　was　slightly　dilated．

　　The　value　of　the　cervical　incompetent

group　was　follows（Table　8）：the　highest

value　of　muscle　in　the　four　study　groups

was　obtained　from　this　group（15．4％）．　The

mean　value　of　collagen　content（60．6％）was

smaller　than　that　of　the丘rst　trimester　preg．

nant　group，　and　the　blood　vessels　elelnent

had　a　mean　value　of　15．6％，　and　the　other

content　was　8，3％．

Discussion

　Ill　this　study　the　proportion　of　structural

composition　of　the　pregnant　cervix　uteri

were　investigated　histologically，　and　it　was

observed　that　the　pregnant　cervix　uteri　con－

tained　muscle　content　much　more　than　in

nonpregnant　cervix，　conversely　collagen　ele－

ment　in　the　pregnant　cervix　was　less　than

that　of　the　nonpregnat　cervix．　The　preg－

nant　cervix　had　more　other　content　than

in　the　control　group．　Such　changes　in　pro－

portion　of　structural　component　of　the　cervix

during　pregnancy　were　most　remarkable　at

term．　This丘ndings　conformed　to　those　of

Schwalm　etaL　7），　Dubranszky1°）and　Strauss12）．

　　There　exists　a　considerable　literature　on

the　proportion　of　structural　composit圭on　in

the　cervix　uteri，　but　little　work　has　been

done　to　study　on　signi丘cance　of　cervical

muscle　element　which　is　less　than　collagen

content．　In　previous　studies　contractility　of

the　cervix　was　demonstrated　by　use　of　bo1・

loons3），　radiographies4）or　in　vitro　and　cer－

vical　insuffulation5）．　Ichizo5）reported　that

muscular　resistence　was　called　cervical　spasm

and　that　sphincter－1ike　activity　of　the　cervix

was　affected　by　administration　of　some　drugs，

On　the　other　hand，　Danforth2）claimed　that

the　contractile　ability　of　the　cervix　was

negligible　when　compared　with　that　of　the

corpus．　In　our　investigation　muscl曾content

in　the　cervix　increased　during　early　preg－

nancy．　This丘nding　conformed　with　those

of　Schwalm7＞、　These　results　apparently　in－

dicate　that　muscle丘ber　enlarges　during　early

pregnancy．　Except　other　element，　no　signi－

ficant　difference　in　the　composition　of　the

cervix　hetween　the　early　pregnant　group

and　the　near　term　group　was　seen．

　　The　structure　and　role　of　the　connective

tissue　in　the　cervix　have　been　observed　1〕y

rnany　　investigators．　　In　　previous　papers，

Danforth13）and　Buckingham14）described　that

the　basic　structure　of　the　human　cervix　was

mainly　the　connective　tissue，　of　which　the

outstanding　components　was　collagen．

　　Moreover　their　studies　showed　that　during

pregnancy　and　prior　to　labor，　the　collagen

行bers　appeared　to　be　swollen　and　enlarged，

1〕ut　the　integrity　of　the　fiber　bundles　was

not　otherwise　changed，　and　that　the　collagen

fibers　post　partum　were　smaller　and　very

highly　branched，　and　they　gave　the　impres－

sion　of　dissociation　of　the　component価r量ls

one　from　another．　Uneki15〕reported　that

collagen丘ber　bundles　of　the　cervix　became

looser　and　separated　more　widely　through

gestation　in　the　rats．　In　our　investigation

the　percentage　of　co11agen　content　decreased

from　77％in　nonpregnant　cervix　to　57％in

near　term．　This価ding　was　in　agreernent

with　Harkness’s16）report　described　that　total

volume　of　collagen　increased　as　development

of　pregnancy，　but　its　concentration　declined

because　enlargement　of　cervical　volume．　It

is　clear　that　the　result　is　closely　concerned

with　dissociation　of　collagen五bers．

　　On　the　other　hand，　Danforthユ3）suggested

that　the　fundamental　change　in　the　connec．

tive　tissue　might　concern　the　ground　sub－

stance　rather　than　the　collagen　itself．　There－

fore　he　reported　that　ground　substance　mass

（evidenced　by　water　concentrations）appeared

to　increase　significantly　during　pregnancy，

reaching　a　maximum　at　term　and　immedi－

ately・after　deliverry．　The　ground　substance

is　composed　of　mucopolysaccharides，　plasma

protein，　noncollagenous　protein，　electrolyte

and　water．　By　histochemical　method，　Kon－

do17）described　that　t1ユe　value　of　acid　mu－

copolysaccharides　in　women　during　pregnancy

was　greater　than　ill　nonpregnant　patients．

Nakaya18｝investigated　chemically　that　the

value　of　hyaluronic　acid　was　higher　in　early

pregnancy　and　at　term，　then　the　value　at

term　was　highest　of　all　groups．　In　our　his－

tological　observation　the　ground　substance

during　pregnancy　apPeared　to　be　other　ele－

mellt，　which　was　higher　thall　ill　nonpreg－

nant　group　ancl　the　highest　value　of　other
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content　was　obtained　from　near　term　group．

　　By　the　rate　of　S3s　uptake，　Richard19）ob一

served　that　the　rate　of

synthesis　increased　near

gested　that　alteration　in

droitin　sulfate　synthesis

the　progesterone－estrogen

volved　in　the　rnechanism

tation　and　effacement．

considered　that　the　changes

ground　substance　in　　the

concerned　with　the　cervical

pregnancy，　and　dilatation

canal　in　labor．

　　It　was　expected　that

muscle　content　ill　the

group　might　indicate　an

betWeen　that　in　the丘rSt

near　terrn，　but　coDtrary

proportion　of　muscle

increased　mostly　all　the

chondroitin　sulfate

term　and　he　sug－

the　rate　of　chon．

due　to　changes　ill

　ratio　rnay　be　in－

　　of　cervical　dila－

　It　is　accordingly

　　　in　collagell　and

　　CerVIX　Uterl　are

　　　ripening　during

　　　of　the　cervical

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　proportion　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cervical　incornpetent

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　intermediate　value

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　trimester　and　that

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　to　expectation，　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　content　in　this　group

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　groups．　　In　other

words，　the　value　of　collagen　content　decreased．

　　From　this丘nding　it　appears　that　cervical

incompetency　has　an　abnormal　proportion　of

structural　compositioll　of　the　cervix’vN・hen

it　happen　to　become　soft　and　swellell　and

dilate　without　any　symptoms　ill　the　second

trimester．　ID　previous　paper，　Buckingham8｝

described　histologically　the　collagen，muscle

ratio　ill　clinically　incompete煎cervices，　and

he　reported　that　the　percelltage（，f　muscle

in　the　cervical　incompetent　groし1p　was　higher

than　in　the　control　group，　but　there　were

some　exceptions．　Therefore，　he　suggested

that　the　lack　of　correlation　of　cervical　struc－

ture　might　be　a　factor　in　production　of　cer－

vical　incompetency．　These　findings　seem　to

well　coincide－with　（）ur　ol〕servation．　In　case

report，　Roddick20；pointed　out　that　the　lnus－

cle　tissue　of　the　incompetent　cervix　was

abnormally　abundant，　and　the　connective
tissue　was　abnormally　scanty，　and　this　dis－

propotion　was　presumed　to　be　the　defect

which　prevented　the　cervix　from　carrying
out　its　proper　function．　Danforth21）has　at－

tempted　to　classify　the　cervical　incolnpetellt

patient　to　three　groups　as　follows：

　　The仕st　group　includes　the　cases　in　which

the　cervix　is　mechallically　illjured，　this　group

conforms　to　opinion　of　Lash22）．　The　second

group　includes　the　cases　in　which　there　is

no　injury　alld　the　cervical　contours　are　nor一
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mal，　but　the　structure　is　defective，　it　is　so

called　muscular　cervix．　In　the　third　group

there　is　no　prior　injury　and　the　structure　is

normal，　but　the　cervical　barrier　is　rendered

incompetent　by　premature　triggering　of　fac－

tors　normally　producing　softening，　effacement

and　dilatability　at　term．　Kondo17）observed

aremarkably　high　value　of　acid　mucopolysac－

charides　in　the　cervical　incompetent　group，

and　suggested　that　acid　mucopolysaccharides

might　play　important　roles　in　the　ripening

and　dilatation　of　the　cervix．　In　this　series

the　value　of　other　content　in　the　second

trimester　with　cervical　incompetncy，　being

concerned　with　value　of　ground　substance　was

nearly　similar　to　that　of　the丘rst　trimeater．

Based　on　these丘ndings　the　following　esti－

mations　are　drawn：During　early　pregnancy

changes　of　collagen　丘ber　occur　very　slowly

in　the　cervix，　contrary　ground　substances

change　acceleratively　near　term，　further　such

changes　seem　to　result　from　various　collage－

nases　and　estrogens　increasing　as　develoP－

ment　of　pregnaDcy．　Structural　disproportion

of　the　cervix　rnay　stimulate　to　render　in－

colnpetent・

Summary

　　The　cervical　structural　composition　was
investigated　histologically　by　use　of　Hansen’s

modi丘ed　stain　method　and　histoplaniometric

procedure　from　the　pregnant　women．
　　The　value　of　Inuscle　in　the　cervix　during

early　pregnancy　was　greater　than　in　the　non－

P・egnant　g・・up．　C・nversely・・11・g・n・・nt・nt

was　less　than　that　of　the　nonpregnant　group．

The　pregnant　cervix　near　term　contained

more　other　content　than　that　of　the丘rst

trlmester．
　　Changes　of　collagen　fiber　in　early　preg－

nancy　alld　changes　of　ground　substances　near

terln　seem　to　be　concerlled　with　ripening　of

the　cervix．

　　In　all、　study　groups　the　highest　percen－

t・g・・fm・・cl・・f　the　ce・vix　w…bt・ined

from　the　second　trimester　with　cervical　in－

competency．　These　findings　suggest　that
disproportion　of　structural　composition　of　the

cervix　may　be　a　factor　ill　production　of　cer・

vical　illcompetency．

，
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人子宮頸部の構成組織に関する研究

　　　　　　　　　　　　　中　西　正　美

　　　　　　　　　愛知医科大学産婦人科学教室

　性成熟非妊婦人，正常妊婦（初期，末期）および頸管

不全症患者の子宮頸部についてヒストプラニオメーター

をもちいてその組成を筋肉，コラーゲン，血管，その他

の4成分に分け組織学的に研究を行ない，次の結果を得
た．

　非妊子宮頸の組織比には個人差を殆んど認めず，コラ

ーゲンの占める割合は筋肉成分に比し明らかに優勢であ

った．その筋肉成分は子宮頸部の上方より下方に向うに

従い減少を示した．子宮頸の前壁，側壁，後壁における

組成比には差がなかつた，また子宮頸中部前壁の組成比

は頸全体の平均値と最も近似の値をとったのでPart　2．

ではこの部を検索の対象とした．

　妊娠初期には子宮頸は一段と筋肉成分の割合を増し，

コラーゲン成分の減少を認めた．一方，妊娠末期にはそ

の他の成分（基質を意味する）の著増を認め，これらの

変化が頸部の成熟に大きく関与していると考えられる．

　頸管不全症患者頸部の筋肉成分比は妊娠初期，末期に

比し高値を示し，こうした頸部の組成の不均衡は頸管不

全症発生の一つの因子であると推論される．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：　54年7月27日）
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頸管粘液におけるLysozyme

Lysozyme　in　Cervical　Mucus

新潟大学医学部産科婦人科学教室（主任：竹内正七教授）

　　須藤寛人　森田和雄i
　　Norihito　SUDO　　　Kazuo　MORITA

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　Niigata　University　School　of　Medicine

　（Director：　Prof．　Shoshichi　Takeuchi）

　原因不明不妊症患者の真の原因追求に興味を抱いている著者らは，頸管粘液におけるライソザイムに関し

て検討を加え，以下の結果と示唆を得た．

　1）頸管粘液のライソザイム含有量はほぼ20～25xtg，／ml（分布5　－60，ug／ml）であり，血清中より多量であ

つた．2）頸管上皮組織のライソザイム含有量は，卵管上皮組織の約5倍，子宮内膜，子宮筋層組織の約10倍

であつた．3）1），2）より頸管腺なかんつく頸管粘液中ライソザイムの静菌作用（non・speci丘c　defence　me－

chanism）の重要性が示唆された．4）原因不明不妊症婦人におけるライソザイムの分泌傾向はコントロール

群と差はなかった．5）ライソザイムには精子凝集作用や精子不動化f乍用は有しないと判断された，6）5）よ

り頸管粘液に稀れに認めうる精子凝集作用，精子不動作用は抗原抗体反応によると老えうる余地を残した．

緒　　言

　1922年Flemingは種々の器官や組織の中に自然免疫

の因子である物質を発見し，これをLysozyme（ライソ

ザイム）と名づけた1）．本物質はβ一Glucosamidase又

はMuramidaseと別称される分子量約14，000の129個

のアミノ酸残基よりなるpolypeptideの加水分解酵素

（Muramnic　acidとN－acetyl　glucosamineを切断す

る物質）である2）．本物質は，グラム陽性群およびグラ

ム陰性群の細菌に対して，静菌作用や溶菌作用を示すこ

とが早くから知られていた．ヒトにおいては，唾液や涙

などの外界に接する粘膜を洗う液体中に多量に含有され

ていて，生体を細菌からまもる非特異的抵抗性（non－

specific　defence　mechanism）因子として重要視されて

いる2）．

　子宮頸管部は，子宮体部や卵管を無菌状態にしておく

ための大切な関門（Barrier）とみなされる．頸管腺よ

り分泌される頸管粘液は，精子の上行性を助けるという

作用の他に，各種細菌，マイコプラズマ，ウィルス等の

上行感染を阻止している作用があると考えられる．

　不妊症と免疫の関連性に興味を抱いている著者らは，

①頸管粘液中にはどのくらいのライソザイムが含まれて

いるか，②原因不明不妊症婦人患者に，ライソザイムの

低分泌傾向や逆に高分泌傾向が認められるか，③ライソ

ザイムが精子凝集作用や精子不動化作用を有しているか

という点に焦点をしぼり検討を加え，若干の興味ある知

見を得たので報告する．

実験材料と実験方法

　1．頸管粘液検体：1978年に当科不妊外来を受診した

患者で，原因不明不妊症と診断された婦人，夫が無精子

症と診断された婦人およびその他の原因による不妊症婦

人の排卵日頃の頸管粘液を採取した，無精子症不妊症の

妻は健康婦人とみなしえることからコントロール群と考

えて取扱った．これらの頸管粘液検体の一部について，

①原液中にあるライソザイム量を測定し，②著者らの行

う頸管粘液抽出法3）にて得られた頸管粘液抽出液（Sol－

uble　fraction）におけるライソザイム測定を行つた．6

－ 20°Cに1週間，2週間および1カ月保存した頸管粘

液抽出液のライソザイムを測定し，凍結融解の本物質へ
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の影響を調べた．

　2．内性器組織検体：子宮筋腫で子宮および卵管全摘

出術を受けた2症例の摘出物の一部を測定に供した．即

ち，子宮頸管上皮，子宮内膜，卵管上皮，子宮筋層を広

さ約5mm×5mm，厚さ1mmで切片をとり，重量を
測定し，これらの検体をライソプレートの中に埋没させ

た．8時間後に溶菌直径を測定し，各組織についてmg

あたりのライソザイム量を比較した（図1）．

　　■

卵管上皮

　　■

子宮内膜

　　■

頸管上皮

　　■
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図1　内性器組織中のライソザイム量の測定法

　3．ライソザイム測定法二〇ssermanのlysoplate4）

の変法である渡辺の方法5）を用いた．即ち，Micrococc－

us　Lysodeikticusを基質とした1％アガロ・一一スプレート

を作成し，直径2．5mmの穴をあけ，検体5μ1を注入し

た．incubationは予備実験より4°C，8～12時間とした．

ライソザイムのスタンダードとしてNeuzym⑪（エーザ

イ）を溶解希釈して用いた．予備実験より，スタンダー

ドの溶菌直径は，1μ9／m1から50Pt9／mlの間では，片

対数グラフ上，直線を示した．

　4．ライソザイムの精子に対する影響：3名の健康男

子から用手的に採取された精液を用いた．精子数を40×

106／m1にPBSで調整し，　Neuzyme⑪の各種希釈液と

37°Cでincubation後，精子凝集作用，精子不動化作

用の有無を検索した．当科で行う微量血清精子凝集試験

および微量血清精子不動化試験6）に準ずるマイクロテス

トとして検索した．

実験結果

　1．頸管粘液原液におけるライソザイム量

無精子症不妊症婦人（11名）の頸管粘液原液におけるラ

イソザイム量は平均21．4±18．7μg／mlで，原因不明不妊

症婦人（5名）での平均は24．6±16．9であつた（図2）．

最低は5μg／m1，最高は65μg／mlとかなりのばらっきが

あり，この両群での有意差はなかった，不妊症婦人（10

名）の血清中のライソザイム値は平均10．5±1　．　8Ptg／ml

であつた．

不妊婦人血肩

　n＝20

図2　頸管粘液原液および」flL清におけるライソ

　　　ザイム量

μ9／ml
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図3　凍結融解によるライソザイムの失活性

　2．凍結融解によるライソザイムの失活性

　3検体の頸管粘液抽出液中におけるライソザイムを測

定し，凍結融解後の測定値と比較したところ，2週間ま

での凍結では全く活性の低下は認められず，1カ月では

若干の活性の低下が認められたに過ぎなかった（図3）．

　3．頸管粘液抽出液におけるライソザイム量

　無精子症不妊婦人（15名）のライソザイム量は21．5±

12．7μg／ml，原因不明不妊症婦人（13名）では24．1±

12．5，その他の不妊症婦人（9名）では18．6±8．6であ

った（図4）．最底は5．0μ9／mlで，最高は51μ9／mlと

ばらつきが大きいが，3群での統計上の有意差はなかつ

た．

　4．内性器組織中のライソザイム量の比較

　頸管上皮組織中のライソザイム量は10．8μg／ml，およ



50　（50）

μ9／ml

60

50

40

30

20

10

●

■

：

T
響
：

無輌子症不妊婦人騨

　n；15

o一

†
：

●

…

原因不明不姫症婦人群

　n＝13

頸管粘液におけるLysozyme

●

：

十
●

軸

■

ξ

｛

∈

誇

その他の不妊蝿人“

　n＝9

図4　頸管粘液抽出液におけるライソザでム量

日不妊会誌25巻1号

　5．ライソザイムの精子凝集作用および精子不動化作

　　　用

　ライソザイム濃度5　／t9／ml～500μ9／m1における精子

凝集作用は全く認められなかつた．また精子不動化作用

もないことが分つた（図5）．

表1　内性器組織中のライソザでム量

症　例

細　織

　頸管上皮
　子宮内膜
　子宮筋層
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図5　Neuzyme⑪の精子運動率におよぼす影響

び16．8μg／m1と最も高く，卵管上皮組織中の約5倍，子

宮内膜や子宮筋組織の約10倍であることが分った（表
1）．

　ライソザイムに関する研究は，Flemingの発見以来，

膨大な数にのぼるT）．抗生物質の発見以前には抗炎症剤

として臨床応用もなされ，この流れは現在にまで至って

いる．最近の話題は①本物質に抗ウイルス作用7），抗腫

瘍作用8）の認められること，②免疫学上，白血球の食食

能を抗進させる機序の解明の参考となつたこと8），③単

球白血病の補助診断に用いられる可能性のあること5）な

どがあげられよう．

　子宮頸管部，なかんずく頸管粘液は生理的状態におい

て，常時外界からの異物に対して，防御的な働きを有し

ているだろうことは容易に考えられる．またこの防御機

構の破綻が不妊症と関係していることも予想できる．し

かるに，これらの点を考慮したうえでの，頸管粘液中の

ライソザイムの研究は意外と少なく，わずかにSchum－

acher一派の論文9）をみるにすぎないと思われる．しか

し彼の論文では，本物質の不妊症成因との関連における

検討はなされていないと言えよう．

　ライソザイムの定量法としては3～4種の方法がある

が，著者らはライソザイム活性を微量定量したいという

目的で，Micrococcus　Lysodeikticusを溶解した寒天

平板にライソザイムを作用させて溶菌の度合を計る方法

を採用した．

　頸管粘液中の物質を全く正しく定量することは至難で

あろう．著者らが一応行いえた，頸管粘液原液検体にお

ける定量，および抽出操作を経て得た液体検体における

定量の結果から，本物質は血清中濃度を越える多量であ

ることが判明した．

　頸管上皮，子宮内膜，子宮筋層，および卵管．L皮の各

組織中のライソザイム含有量の比較において，頸管上皮

組織に最も多く含まれていることが分り，改めて，頸管

腺の自然静菌作用の重要性が強調できた．

　原因不明不妊症婦人群とコントロール群における量的

比較においては特に有意な差は認められなかった．原因

不明不妊症婦人群の中で，45μg〆mlの高分泌症例が認め

られたが，コントロール群においても同程度の症例が認

められた．また異常低値を示す症例を発見することはで

きなかつた．このことから，原因不明不妊症婦人には頸

管部の防御機能が低下していて，感染症が起りやすく，

そのために不妊症になつているという推察は成し難いと
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いう示唆を得た．

　頸管粘液における細菌等に対する防御機能を有する物

質としては，ライソザイムの他にラクトフェリンが知ら

れている9）．前者が細菌膜の電気的価電を変えることに

よって，後者は鉄イオンをキレートすることによって細

菌の増殖を押え，かつ溶菌的に作用しているらしい．

頸管粘液における免疫学的防御機能，換言すればSpe－

cific　defence　mechanismにはSecretory　IgAが主役

をなしていると考えられる10）．この点に関する著者らの

これまでの検索においては，原因不明不妊症婦人の一部

において，Secretory　IgAの多量分泌症例があることを

認めている11）．それではSecretory　IgAの増加は何に

起因したものであるか，各種細菌等に対する総抗体量と

して増加しているのか，あるいは精子局所抗体として増

加しているのかは現在のところ不明である．

　Schumacherの論文中12），1％ライソザイム液は精

子を非特異的に凝集させたという写真入りの記載がなさ

れている．原因不明不妊症患者の頸管粘液にin　vitro

で精子凝集作用のあることを初めて詳細に記載した著者

らは13），この点に興味を感じた．しかし，著者らの本実

験結果では，生理的レベルの約10倍以上の濃度における

ライソザイム液中でも，精子凝集作用は認められなかつ

た．ライソザイムの精子不動化作用も同様にして全く認

められなかつた．このことは，頸管粘液における精子凝

集作用，精子不動化作用には特異的精子免疫が関与して

いるのではないかという，著者らの仮説を支持しつづけ

る意味を持っものと思われた．

　（なお本論文主旨は第24回口本不妊学会において発表

した）．
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Lysozyme　in　cervical　mucus

　　Norihito　Sudo　and　Kazuo］Morita

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

Niigata　University　School　of　Medicine

（Director：Professer，　Shoshichi　Takeuchi）

　The　clear　mid－cycle　cervical　mucus　were　ob－

tained　from　patients　visited　to　our　infertility

clinic　in　1978．　Lysozyme　concentration　was　as－

sayed　in　the　fresh　cervical　mucus　as　well　as　in

the　extracted　supernatants　by　modified　Ossermaゴs

lysoplate　method．　The　fo110wing　results　were

obtained．

　1）The　average　concentration　of　lysozyme　in

cervical　mucus　was　20－25μg／ml（ranged　5－60μg／－

ml），　This　is　much　higher　than　the　average　value

in　sera．　2）The　concentration　of　lysozyme　in

the　cervical　epithelial　tissue　was　approximately

5times　higher　than　that　in　tubal　epithelial　tissue

and　10　times　higher　than　that　in　endometria1／

myometrial　tissue．3）No　signi丘cant　difference

of　average　lysozyme　cQncentration　was　observed

between　a　group　of　women　with　unexplained
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infertility　and　a　group　of　supPosedly　　fertile

women．　4）　Commercially　available　lysozyme

（Neuzyme⑪）showed　no　agglutinating　or　immo．

bilizing　effect　to　spermatozoa．

　　The　obtained　results　suggest　that　lysozyme　in

genital　tract　especially　in　cervical　mucus　can　be

regarded　as　quite　important　being　non－sPeci丘c

local　defence　mechanism　in　women．　The　ab－

normal　hyper－secretory　or　hypo－secretory　states

which　possibly　could　suggest　the　local　occult

口不妊会誌25巻1号

infection　among　infertile　women，　were　not

demonstrated　in　this　limitted　study．　The　sperm

agglutinating　phenomenon　in　cervical　mucus　in

vitro，　reported　by　us　previously，　was　probably

not　influenced　by　lysozy卑e．　This　study　le正t　a

possibility　to　concider　that　the　ag91utinating

activity　could　be　due　to　the　antigen－antibody

reactlon　to　spermatozoa．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年10月18日）
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水素ガス・クリアランス法によるうさぎ

　　　　　　　　卵管血流量の測定

Measurement　of　Blood』ow　of　the　Rabbit　Oviduct

　　　　by　Hydrogen－Gas．Clearance　Method

東邦大学医学部産婦人科学教室

宮　　崎　　　　憲

　　Ken　MIYAZAKI

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Toho　University，

　　　　　　　　　　School　of　Medicine

　水素ガス・クリアランス法を用いて，うさぎ卵巣内および卵管，子宮筋層内の血流量を測定し，以下の成

績を得た．

　発情期においては卵巣血流量がもっとも大であり，以下，卵管膨大部，卵管峡部，子宮角上部，子宮角中

部の順であつた，

　交尾後24時間においては卵巣および卵管膨大部血流量は著明に増加したが，卵管峡部以下には有意の変動

は認められなかった．

　交尾後72時間では卵巣，卵管膨大部血流量は減少の傾向を示し，卵管峡部血流量が著増して膨大部より大

となった．

　交尾後120時間では卵巣，卵管の血流量は減少してほぼ発情期の状態に戻り，子宮角中部の血流量がやや増

加を示した．

　交尾後240時聞においては子宮，とくに子宮角中部の血流量の増加が著明となつた．

　以上の如く妊娠の成立過程においてうさぎ内性器血流量には微妙な局所的変動があることが証明された

が，とくに卵管膨大部と峡部の血流が交尾後の時間にともなって異った変動を示すことは従来全く注目され

なかつた点であり，卵管機能解明への一つの手掛りになるものと思われる．

　　　　　　　　　　緒　　言

　排卵後の卵は卵管に摂取され子宮まで移送されるが，

この間に卵管内においては受精および受精卵の初期分割

が行われ，子宮内においては胞胚期に達した受精卵と母

体組織との直接のinteraction，すなわち着床が起こる．

卵が子宮内に到達するには通常排卵後数日を要するが，

この間卵輸送の原動力になるものは卵管の線毛運動と卵

管壁の蠕動運動であり，また着床に到るまでの受精卵に

対する栄養素や酸素の供給には卵管および子宮の分泌物

が関与するものとされている1・tg）．したがって性器各部

位における筋収縮や粘液分泌等の機能は排卵後の時間あ

るいは卵移動の経過に従つて微妙に変化するものと考え

られ，それにともなつて各部の血流量にも変動を生ずる

ことが予想されるが，これに関する詳細な研究はほとん

ど見られない．

　今回水素ガス・クリアランス法を用いて雌うさぎ内性

器血流量の変化を交尾後経日的に測定し興味ある結果を

得たが，本法は組織に径0．01mmの細いセンサーを刺

入し，水素ガスを吸入させるのみで血流量測定が可能

で，生体に対する侵襲が極めて軽いことが特徴であり，

すでに脳，心筋，腎，肝，膵，胎盤などで微小な組織レ

ベルの血流量測定に用いられている．
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実験対象および方法

　二＝・一ジーランドホワイト種の成熟雌うさぎを使用

し，発情期群（13匹），交尾後24時間群（9匹），72時

間群（7匹），120時間群（6匹），240時間群（6匹）の

計6群41匹にっき測定を行なつた（図1）．

ネンプタール静脈麻酔

・コー・一 、ain，　＿
　　10A　　旧．A　　　　　　　測定

図1　実験配置図

　ネンブタール2　．　5mg／kg静注による麻酔後開腹して所

定の各部位にセンサーを刺入し，呼吸数，心拍数四肢

麻痺，瞳孔散大などを参考にして全身状態が安定してか

らface　maskにより100％水素ガスを30秒間吸入させ，

組織内の水素ガス濃度を測定する．吸入停止後の組織内

水素ガス濃度の減衰曲線よりその半減時間（T1／2）を求

め，Kety　and　Auklandt1）の次式により血流量（F）を

算出した．

　　　F一甥｝m1／mi・／・・（・）式

　吸入水素ガスとしてはヒト，イヌにおいて，5％ある

いは10％水素ガスを用いている報告もあるが，予備実験

によりうさぎの呼吸数，心拍数，血液性状に及ぼす影響

を検討した結果，100％水素ガスを0．51／minの流量で30

秒吸入される方法を採用した．

　センサーは径O．Olmmの白金電極の中央に1mmの

幅に白金黒処理を施したもので（写真1），刺入部位は

卵巣では卵巣間膜に近い卵巣門部（写真2），卵管では

Cali

日不妊会誌　25巻1号

采より3cm内側（卵管膨大部）および子宮卵管接合部よ

り3cm外側（卵管峡部），子宮では子宮卵管接合部より

1cm下方（子宮角上部）および5cm下方（子宮角中

部）とした．卵管，子宮の刺入部は間膜附着の反対側と

し，刺入の深さは約1mmである．不関電極は銀一塩化

銀電極で腹直筋内に刺入した．測定装置はPHG　300型

（エム・ティ技研製），レコーダーは幅広2チャンネルレ

コーダー（大倉製）を用い，関電極への負荷電圧は0．1V

とした．

　血流量測定後は，卵管血管の透徹標本作成のため11本

光電製MPU－O．5型血圧トランスデ＝一サーにて注入圧

をモニターしつつ墨汁を腹大動脈に注入してから内性器

を摘出し，flushing　methodにより卵の存在を確認した．

交尾後24時間群では卵はすべて卵管内より回収され，交

尾後72時間群では一部子宮内にあるものもあつたが，こ

Hydrogen
騨 contalnig
saline

Ag　Pt

stirrer

OO

図2　Test　Chamberの実験配置図

吸入 　　　　　　吸人

図3　卵管問膜における純水素ガス吸入時間と減衰曲線
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図6　卵巣血流阻止実験
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図5　卵管血流量に対する麻酔剤の影響

　　　④：Nembutal静注直後
　　　⑬：Nembutal静注後30分
　　　◎：Nembutal再度静注直後

図7　PGE1による卵管膨大部血流量の変化

れは対象から除外した．交尾後120時間群では全例子宮

内より回収された．交尾後240時間群はすべて着床を完

了し，子宮の念珠状腫大が認められた．

実験成績

　1．基礎実験

　1）Test　chamberによる測定

　内容が100m1になると自然に流出するような2孔式の

test　chamber（図2）に電極を挿入し，水素ガスを溶解

させた生食水で満たしておく．っいでmagnet・stirrerで

撹搾しつっ，流入口から水素ガスを含まない生食水を定
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流量で注入し，chamber内の水素ガス濃度を測定して

行くと液の流出とともに水素ガス濃度の減衰曲線が描か

れる．その半減時同を測定して（1）式により計算した値

を流液量として流出孔からの実際の流出量と比較したと

ころ，両者は極めてよく一致した．またうさぎ生血を用

いても同様の結果を得た．

　2）　水素ガス吸入時間

　100％水素ガスを流量O．5／／minで30秒，1分半および

5分間吸入させた場合の組織内濃度を卵管間膜において

測定したところ，間膜組織内濃度は1分半でほぼ飽和に

達するが，3者はほぼ同様の減衰曲線を描き，半減時間

にも相異は認められなかつた（図3）．すなわち，組織内

水素濃度は必ずしも飽和に達しないでも，血流量測定に

は差しつえないものと考えられた．また30秒および60秒

の吸入例にっいて呼吸数および心拍数を測定したとこ

ろ，30秒ではanoxiaによる影響は全く見られなかった

が，60秒吸入ではともに軽度ながら増加が認められた

（図4）．

　以．ヒにより本実験では水素ガスo．5〃minの流量で吸

入時間をすべて30秒とした．

　3）麻酔剤の影響

　ネンブタール2．5mg／kgを30分間隔で2回静注し，第

1回注射の直後と，第2回注射の直前と直後に卵管膨大

部の血流量を測定したが，変動は認められなかつた（図

5）．この程度の量のネンブタール使用は性器の血流量

には影響を与えないものと考えられる．

　4）血流阻止実験

　水素ガス吸入後に卵巣組織内水素濃度を測定しっっ卵

巣問膜をコッヘル鉗子にて挾圧し，短時間後にこれを解

除する実験を行つたところ，急激に減衰しつつあつた曲

線は挾鉗後ほぼ平行状態を保ち，挾鉗解除後に再び下降

しはじめた（図6）．組織内水素濃度が血流量に応じて

減少することは明らかである．

　5）薬剤投与による血流量の変化

　末梢血管の弛緩あるいは収縮作用を有する薬剤を使用

した際の卵管膨大部血流量の変化を測定した．血管拡張

薬であるacety1・choline　2μ9／k9静注およびprosta－

91andin　Eユ，10μ9／ml生食永の1ml局所滴下により血流

量の増加が認められ（図7），収縮薬であるepinephrine

1μ9／kg静注およびnorepinephrine　5～10μ9／kg静

注にて血流量の減少が認められたが，prostaglandin

F2・a’　10，（t9／ml生食水の1m1局所滴下では影響が認められ

なかった．

　2．内性器血流量

　各実験群における内性器各部の血流量測定の結果は表

1～5に示す如くである．

口不妊会誌　25巻1号

表1　発情期群の内性器血流量（単位ml／min／gr）

　　　　部位

個体番号
卵　巣 膨大部 峡　部 子宮角上部 子宮角中部

2．57

2．89

3．08

2．31

2．80

2．95

2．17

2．15

L20

1．65

Lア3

231
1」4

1．39

3．65

1．25

1．73

3．47

2．20

3．oo

L20
0．35

178
1．50

0．55

1．38

t23

0．69

0．46

1．08

0」7

0．ア0

！．‘3

L27
1．16

0．69

0．63

0．4ε

139
0．68

0．59

Moan±SO 2．46±0．55 2．17±0』O 1．14±0．46 0．92±0．31 0．75±0．33

表2　交尾後24時間群 （単位ml／min／gr）

　　　部位

個体番号
卵　巣 膨大部 峡　部 子宮角上部 子宮角中部

14

15

16

17

18

19

20

21

22

5．05

4．11

3．50

3．80

4．15

4．00

4．62

4．05

3．72

2．90

2．95

4．00

3．25

3．50

0．30

0．77

1．12

1．10

1．52

135
1．20

O．52

0．45

0．46

1」2

0．82

0．45

0．23

0．77

0．呂0

0．35

0．52

Me朋±SD 4，24±0．49 3．4ア±0．47 1．05±O、37 0．75±0．41 o。52±o，20

表3　交尾後72時間群 （単位mlmin／gr）

郎位
翻　巣 膨大鶴 峡　郎 子宮角上部 子宮角中部

個体番号

23 3．01 365 o．54 0．87

24 3．33 4．15 2．13 0．85 1．10

25 3．15 3．75

26 2．2ア 2．89 3．75 032 0．16

27 1」0 1．60 0．85

28 3．2ア 3．10 2．go 0．45

29 3．00 2．50 2．85 0．52 0．85

M6an±SD 3』0土O．35 2．75±o．99 2，94±078 0．59±020 0．75土0．35

表4　交尾後120時間群 （単位ml／mil1／／gr）

　　　部位

個体捧号
卵　巣 膨大部 峡　部 子宮角上部 子宮角中部

30 L52 1．32 0．71 1．24

31 2．アo 2』4 2．15 1』7 o．87

32 2．20 2．31 1．03 o．75

33 4．00 3．01 3．08 o．58 0．82

34 o．go 1．62 0．90 0．60 o．98

35 1．50 2．20 1．50 0．85 1二20

Mean±SD 2．14±Lo1 2，28±0，40 1．66±0．75 O．92±0，48 0，98±0．19

表5　交尾後240時間洋 （単位mls！min／gr）

　　　部位

個体番号
卵　巣 膨大部 峡　部 子宮角上部 子宮角中部

36

3ア

38

39

40

41

350
3．OO

2．η

L20

2．10

4．46

2．60

2．．00

1．90

2．05

220
LOO
1．03

0．80

1．50

1．05

1．20

0．ア0

2．Oア

1．95

2．30

1．30

1．50

Mean±SD 2．52±0．80 250±0，96 1，30±O，50 0．98±0．21 ，1．82±0，37
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　　　時的変動

　1）　発情期群（表1）

　卵巣血流量は2．46±O．55mLimin／’grで最も大であり，

以下卵管膨大部2．17±0，80，卵管峡部1．14±0．48，子宮

角上部0．92±0．31，子宮角申部0．75±0．33であつた．卵

巣および膨大部血流量は峡部以下に比し有意差をもつて

大である（P＜O．01）．

　2）　交尾後24時間群（表2）

　卵巣4．24±0．49，卵管膨大部3．47±0．47，卵管峡部

1．05±0．37，子宮角上部0．75±0．41，子宮角中部0．52±

0．20で，卵巣および卵管膨大部は発情期に比し著明な血

流量の増加を示している（p＜0．01）．峡部以下は発情期

よりやや減少を示すが有意な変動ではない．

　3）　交尾後72時間群（表3）

　卵巣3．00±O．35，卵管膨大部2．75±0．99と24時間群よ

りやや低下しているが，発情期群に比べればなお高値を

示している．卵管峡部においては2．94±O．78と膨大部を

やや上廻り卵巣に匹敵する血流量を示し，発情期群，24時

間群より2．5倍以上の増加である（p＜0．01）．子宮角上

部は24時間群よりさらに低下，子宮角中部はやや増加し

発情期群と同様の値を示すが，いずれも卵巣，卵管に比

し有意に低値である（p＜0．01）．
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　4）　交尾後120時間群（表4）

　卵巣2．14±1，01，卵管膨大部2．28±0．40と72時間群

よりさらに低下し，発情期群との間に有意差を認めな

い。卵管峡部も1．66±0．75と低下し，ふたたび膨大部よ

り小となるが，なお発情期群，24時間群よりはやや高値

である．子宮角上部は0．92±O．48とやや増加して発情期

群と同様の値を示し，子宮角中部も0．98±0．19と前期に

比し増加の傾向が見られる．

　5）交尾後240時間群（表5）

　卵巣2．52±0．80，卵管膨大部2．60±0．96と120時間群

よりやや大であるが有意の変動ではない．卵管峡部は

1．30±O．50とさらに低下して発情期の値に近づき，子宮

角上部は0．98±O．21で120時間群と有意差を見ない．子

宮角中部はL82±0．37と120時間群に比しても2倍近い

著増を示し，子宮角上部との間にも有意の差が見られた

（p＜0．05）．

　6）卵管以下の血流量の変動を各部位ごとにまとめて

見ると，卵管膨大部では交尾24時間，峡部では72時間にピ

ー クを有し，子宮角上部は明瞭ではないが240時間後，

子宮角中部では240時間後に明らかに最大値を示す．こ

れは排卵後の卵の性管内移動状況との関連を示唆する興

味ある所見である（図8）．

　3．卵管血管の形態的変化

　卵管血流量の経時的変化の裏づけとして，卵管壁内微

小血管の形態的変化を検討するため，墨汁注入標本を作

製し実体顕微鏡下で観察した．

　発情期の卵管膨大部では外径の太い血管が網目状構造

を形成し，さらにこれが微小な樹枝状血管に分枝して血

管密度は大であつた（写真3）が，峡部ではこれに比し

て極めて血管に乏しく，少数の微細血管が散在するのみ

であった（写真4）．

　交尾後24時間群においては膨大部，峡部ともに発情期

とほぼ同様の所見であつた．

　交尾後72時間群においては膨大部では発情期群とほぼ

同様であつたが，峡部においては発情期に比しはるかに

血管が豊富となり，網目状を呈する太い血管，樹枝状の

微小血管が存在して膨大部に近い形態を示していた（写

真5）．

　交尾後240時間群では膨大部，峡部ともに発情期群と

ほぼ同様の所見であつた（写真6）．

考　　察

　血流量の測定法IT）としてはradioisotopeで標識した

microsphereの静注法，電磁血流計，主として四肢の血

流量測定に使用される指尖脈波法，水素ガス・クリアラ

ンス法と同じく組織レベルでの血流量測定に用いられる
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交叉熱電対法，また近年では超音波ドップラー法などが

行われている．今回著者が用いた水素ガス・クリアラン

ス法はKety16），　Aukland7）らにより開発されたもので，

組織レベルでの血流量測定には最適とされており，本邦

でも最近富永ら5）がイヌの骨格筋血流量測定に，鈴木ら4）

が悪性腫瘍の微小循環測定に，森ら2）が局所心筋血流量

測定に応用しており，また臨床的にも筋ジストロフィー

の血流量測定に用いられつつある．

　本法の原理は次の如くである．動物に水素ガスを吸入

させ組織内の水素ガス濃度を適当に高めた後に水素の供

給を止めると，組織中の水素ガス濃度は組織血流量に応

じて減少して行くが，この際の血流量Fと水素ガス濃度

の半減に要する時間T1／2の間には，　Kety16）にょり

F一λ・
職ml／mi・／grという理論式が成立し・T　・／・

を測定することによりFを算出できることが知られてい

る．但しこの式が成立するためには，1）組織内動脈血流

入量と静脈血流出量とが等しい，2）組織が均質で，3）

ガスが組織内に均等に分布する，4）ガスの組織内濃度

と組織静脈側毛細血管内濃度の問に瞬間的に拡散平行状

態が成立する，5）ガスの動脈血による再循環がないとい

う仮定が必要であるが，水素ガスについては脂溶性で

拡散性が極めて大であり，また水／水素ガス分配係数が

O．018と低いことから，少なくとも3），4），5）の条件は

ほぼ満たされるとされている．またAukland7）にょり

λは水素ガスでは1としてよいとされている．

　組織中の水素ガス濃度の測定は次の如く行われる．す

なわち組織内に細い白金一白金黒電極を刺入して適当な

負荷電圧を加えると，電極表面では水素が電解され周囲

組織との間に濃度勾配を生ずるため水素ガス分子の拡散

により拡散電流が発生する．この電流は水素ガス濃度勾

配に比例するが，電極表面の水素濃度は0と見なしてよ

いので結局組織中の水素濃度に比例することになり，水

素供給停止後の電流を連続的に増幅記録することにより

水素濃度の半減時間を知ることが出来る．

　実際の測定はエム・テイ技研製水素ガスクリアランス

式組織血流計（PHG・300）を用いたが，この装置が理論通

り水素ガス濃度に比例した電流を検出しうるか否かを立

木5）に準じてtest　charnberにて検討したところL電流減

衰曲線より算出した流液量と流液量実測値はよく一致し

た．また生体内における卵巣間膜挾鉗実験で，血流阻止

後の卵巣内水素濃度が平行状態になり，挾鉗解除後直ち

にもとの減衰曲線を描いたこと，および血管拡張剤，収

縮剤の使用によりそれに伴う組織内血流量の増減が見ら

れたことは本装置による測定値が生体内においても実際

の血流量をよく反映することを示すものと考えられる．

　内性器組織内血流量についてBlasco8）らは非妊発情

日不妊会誌　25巻1号

期家兎でRI法（85St，141Ce）による測定を行ない，卵

巣1．40±0．14，卵管1．44±0．13，子宮角部0．75±0．06，膣

壁0．30±0．04ml／min／grで左右差はなかつたと述べてい

る．今回の成績と比較すると卵巣血流量はかなり小であ

り，卵管，子宮の血流量はそれぞれ今回の卵管峡部，子

宮角「†1部に相当している．Duncan13）は同じくRI法に

より分娩期近くのうさぎ性器の血流量を測定し，卵巣

4．6±0．7，卵管1．0±O．3，子宮筋6．7±0．8rnl／min！gr

としており，子宮筋層内血流には部位による一定の変化

はなかったと述べている．水素ガス・クリアランス法を

用いた測定ではDicksoni2）が発情期fうさぎにおいて卵

管0．588ml／min／gr，子宮O．584ml／min／grとしており，

これは今回の測定値よりかなり低い．

　内性器組織内循環血液量を著者の如く交尾後の時間的

経過とともに測定している報告は未だ見当らないが，性

器各部における血流量が交尾後の時間によりそれぞれ特

有な変化をすることは極めて興味深い．卵巣および卵管

膨大部はともに交尾後24時間目に最大値を示すが，こ

れはおそらく排卵および卵摂取時における卵巣，卵管

膨大部の機能充進を裏付けるものであろう．排卵は交尾

後約11時間で起こるので，その前後においては卵巣血流

量はさらに大きいのではないとか考えられるが今後なお

検討したい．今回は卵管内における卵の存在位置までは

確認していないが，Boiling19）はうさぎ卵が膨大部一峡

部接合部までは速かに運ばれ，ここで24～48時間停滞し

受精を行なうとしている．交尾後72時間においては卵は

すでにかなり子宮内に到達しているとされており，事

実子宮内から回収される例も見られたが，今回の72時間

群としたものはこれを除いて卵管内のみから卵が回収さ

れたものに限つた．したがつてこの群においては卵はお

そらく大部分峡部に存在したものと思われるが，峡部血

流量はこの群で最も大であつた．120時間群では卵はす

べて子宮内にあつたが着床は完了しておらず洗瀞により

容易に回収された．この時期においては卵巣，卵管の血

流量は既に減少しており，一方子宮においてはやや増加

の傾向が見られるが著明ではない．着床の完了した240

時間群になると子宮とくに子宮角中部において著明な血

流量増加が見られた．

　この様に卵の存在部位に応じて性器各部の血流量が増

加する機序については明らかではないが，卵管壁の血管

形態を墨汁注入標本で観察した結果から，卵管峡部にお

いては72時間群で血流量増加を裏づけると思われる血管

の拡張，血管密度の増加が見られた．ただし膨大部におい

てはこの関係は明らかでない．Bodkhe9），斉藤3）らは家

兎卵管峡部のnoradrenalin量は非妊時には膨大部より

高く，排卵後3～5口頃までは減少するとしているが，

6
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これにより卵管壁の運動性の低下，血管の拡張が起こり

血流量の増加を来すという可能性も考えられる．ただし

卵管の運動性にっいては必ずしも一致した見解は得られ

ておらず，Aref6）らは膨大部一峡部接合部において交

尾後運動性が元進するが次第に減弱して72時間後に安定

すると述べているのに対し，貴家らは峡部において交尾

後60～70時間で運動が活発になつたとしており，是永1）

も摘出卵管峡部の自発運動が交尾後48時間で一旦減弱

するが，その後恢復するといっている．一方prosta－

glandinの卵管運動に及ぼす影響にっいても最近若干

の興味ある文献10・11，20）が見られ，今回の基礎実験にお

いてPGE1が明らかに卵管血流量を充進させている

ことと関連して興味ある問題であり今後なお検討した

い．

ま　と　め

　水素ガス・クリアランス法によりうさぎ内性器の血流

量を測足し，卵の存在部位において血流量が増加すると

思われる興味ある成績を得た．　Glass15），　Freese14），　Roy18）

らはembryo－environmental　interactionすなわち卵の

存在が卵管内膜の活動性に影響を及ぼすという現象を指

摘しているが，血流量に関しても同様の現象が存在する

ものと想定される．妊娠成立機序の解明，不妊原因の追

求に関して今後性器組織内血流量測定が大きな意義を

持つものと期待される．

　本稿の要旨は第57回日産婦関東連合部会，第79回日不

妊学会関東部会，第24回日不妊学会総会において発ゴし

た．

　稿を終るに臨み，御指導御校閲いただいた木下佐教

授，百瀬和夫助教授に感謝いたします．さらに御助言を

いただいた第1生理学教室鳥居鎮夫教授，第1解剖学教

室橋本長助教授，衛生学教室大本美称子助教授に感謝致

します．尚，共同研究者であり，直接御指導下さいまし

た黒沢忠彦講師に感謝します．また御協力をいただいた

動物センター前原時司氏，藤枝志太病院病理市沢末広

技師，エム・ティ技研清村孝一郎氏並びに御鞭捲を賜わ

つた産婦人科教室員各位に深謝致します．
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Measurement　of　blood．flow　of　the

　　　rab「bit　oviduct　by　hydrogen－

　　　　　　　gas－clearance　method

　　　　　　　　　　　　Ken　IM【iyazaki

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　Toho　University，　School　of　Medicine

　　Blood　flow　of　the　internal　reproductive　organs

in　nonpregnant　and　pregnant　rabbits　were　studied

by　hydrogen－gas－clearance　method．

　　1）In　nonpregnant　rabbit，　the　ovarian　blood

flow　was　2．46±0．55　ml／min／g　（mean±SD），　the

ampullary　2．17±0．80，　the　isthmic　1，14±0．48，　the

corしLnal　O．92±0．31　and　the　corporeal　O．75±0．33

respectively．

　　2）In　pregnant　rabbit　at　24　hrs．　post　coitullI

（p．c．），　the　ovarian　blood　flow　was　424±0．49，

the　ampullary　3．47±0，47，　the　isthmic　1．05±0．37，

the　cornua1　0。75±0．41，　the　corporeal　O．52±0．20

mllmin／g．

　　3）At　72　hrs　p．　c．，　the　ovarian　blood　flow　3．00

±0β5，the　ampullary　2．75±O．99，　the　isthmic　2．94

±0．78，the　corporeal　O．75±0、35　m1！min／g．

　　4）At　120　hrs．　p．　c．，　the　ovarian　blood　How　2．14

日不妊会誌　25巻1号

±1．01，the　ampu11ary　2．28±0．40，　the　isthmic　1、66

±0．75，the　cornual　O．92±0．48，　the　corporeal　O．98

±0．19ml／min／9．

　5）At　240　hrs．　p．　c．，　the　ovarian　blood　fiow

2，52±0．80，the　ampullary　2．60±0．96，　the　isthmic

1．30±0．50，the　cornual　O，98±0．21，　the　corporeal

L82±0，37　ml／min！g．

　　6）There　were　signi丘cant　differences　in　blood

flow　between　the　ampulla　and　isthmus　in　both

nonpregnant　and　　pregnant　rabbits　at　24　hrs．

p，c．There　was　also　signi丘cant　difference　between

the　ovarian　and　ampullary　flows　in　nonpregnant

rabbit．

　　The　blood　flows　of　ovary　and　ampulla　increased

up　to　24　hrs．　P．　c．　during　Pregnancy，　but　no

differences　were　noted　between　the　ovary　and
ampulla　at　72　hrs．，120　hrs．　and　240　hrs．　p．　c．

　　The　is重hmic　blood　flow　at　72hrs，　p．　c．　was

greater　than　that　of　nenpregnancy，　at　240　hrs．

P・c・

　　These　data　suggest　that　distinct　functional　re．

gions　of　oviduct　exist　and　that　the　tubal　blood

flovLTs　are　segmentally　variable　according　to　the

gestatiて）nal　age，　especially　during　Preimplantation

stage　in　which　embryo－tubal　interaction　is　oper一

　　の
atlve．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年10，月30日）

■
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写真1 センサーと不関電極
　　　　（スケール1mm）

写真4　発情時の峡部．×40

　　　　写真：2
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卵巣のセンサー刺人部位

懸削・購玉矯

写真5　交尾後72時間の峡部。×40

写真3 発情時の膨た部．X40
　　　（スケール1／100mm）

写真6　交尾後240時間の峡i’i・iS．×40
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胚一子宮内膜相関について

とくに着床期周辺の子宮内膜組織に発現

　　　　する特異的蛋白

Some　Aspects　of　Nidus－Endometrial　Relationships：　with

　　Special　Reference　to　the　Uterine　Speci丘c　Proteins

　　　　　　　which　Appear　in　the　Endometrial

　　　　Tissue　at　the　Initial　Stage　of　Implantation

由

東京慈恵会医科大学第1産婦人科学教室（主任：蜂屋祥一教授）

　　　　　　　　篠　　塚　　正　　一

　　　　　　　Masakazu　SHINOZUKA

1st．　Department　of　Obstetr玉cs　and　Gynecology，

　The　Jikei　University　School　of　Medicine

　　　（Director：　Prof．Shoichi　Hachiya）

　卵分割制御機構解明の一助としてラット着床期周辺での子宮内膜組織の生化学的推移をSDS　ge1・electrop・

horesisにより検討し，さらに，それらの血清蛋白画分との比較を行なつた．

　1）実験動物は，Wistar－Imamichi系雌性ラットを片側卵管結紮，交配，妊娠せしめ，　D3．5よPD7．5に

至る血清，ならびに子宮内膜蛋白を得，これをSDS　gel－electrophoresisに供した．

　2）非結紮側子宮，即ち妊娠側子宮の蛋白画分を結紮側子宮の画分と比較すると，D3．5，　D4．5では差異を

示していないが，D5．5～D7．5では異なった泳動パターンを示していた．

　3）　非結紮子宮に発現する特異的蛋白画分は，同一個体より得られた血清蛋白画分とは明らかに異なつて

いた．

　4）D5．5における特異的蛋白画分の分子量は41，000．　D6．5では16，500．22，000．26，000．38，000．71，000．

89，000．140，000．D7．sでは28，000，43，000．46，000．82，000．108，000．138，000を示していた．

　5）以上の特異的蛋白画分は，内膜において新しく生成されたものと考えられ，さらに卵の発育に対応し

て異なった性質を示しており，このことは，これらの子宮内膜に発現している画分が卵の発育に段階的に重

要な役割を果していると推察された．

緒　　言

　ヒト成熟卵と精子の合胞，すなわち受精は卵管膨大部

において成立し，さらに排卵7日目に至り子宮内腔に到

連したのち着床が成立することはよく知られた事実であ

るが，この受精より着床までの7口間，受精卵は卵管分

泌液，および子宮内分泌液によつて灌流され数回の細胞

　本文中においては次の略語を用いている．

　　　U．F．：Uterine　Fluid
　　U．S．　P．：Uterine　Speci丘c　PrQtein（s）in　uter－

　　　　　　　ine　tissue

分裂ののち，胚盤胞（もしくは胞胚）へと発育しつつ，あ

る種の内因性もしくは外因性の蛋白分解酵素の作用を受

けて艀化と透明帯の除去ののち，着床準備状態のとと

のった内膜に対してattachmentが開始され，続いて

invasionが起こるとされている．

　これら卵の発育過程において卵の発育を支配している

因子としては，その一つとして内分泌因子が大きな意義

　　　S．P．：Speci丘c　Protein（s）　in　uterine　fluid

　　　　Ra．：Rabbit

　　　　Mo．：Mouse
　　　Ham．：Hamsteτ
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を果していることは疑いもない事実であるが，卵に対す

るより直接的な意味をもっているのは子宮内膜であり，

またそれの分泌する子宮内分泌液（uterine　fluid，以下

U．F．と略記）の果す機能を見逃すことは出来ないとい

えよう．

　現在では，このU，F．にっいての概念はよく知られ

て，それに関する報告は枚挙にいとまがないが，卵の発

育環境にこのU．F．が大きな意義を持つているとする

1965年のKunitake　et　al（rat）34）の報告をもつてU。

F．の概念の噂矢とする．Kunitake等は妊娠ラット血

清ならびにU．F．のge1－electrophoresisによi’）少なく

とも9種の蛋白画分が存在し，かつまたこれら画分は血

清中には存在しないと報じている．

　近年Tucker＆Schultz（Ra）56）等は抗家兎血清抗体

を妊娠家兎より得，そのうちで血清とは異なつた少なく

とも5種の物質の存在をUE中に確認し，これらが

おそらくは子宮内膜由来であろうとしている、このよう

に妊娠時U．F．中に特異的に発現する画分を木下，木

村30）はspecific　protein（以下S。　P．と略記）と称し

ているが，このような卵の発育に直接的に関与されると

考えられるU．F．中のS．P、の由来を明らかにし，さ

らには卵分割制御機構，着床機構解明の追求の一助とし

て木下等29）の片側妊娠ラットを用いて行ない，着床期子

宮内膜に発現する蛋白，特にそのうちでも特異的組織蛋

白（uterine　speci丘c　pretein以下U．　S．　P．と略記）

をSDS　gel－electrophoresisを用いて検出し得たので，

このU．S．　P．とU．　F．中のS，　P．との関連性につい

て考察した．

実験方法

　1．Reagents

　Tris　（hydroxymethyl）aminomethane，　Glycine，

EDTA－Na2，　Acrylamide（monomer），　Bis・Acrylam－

ide，　Sodium　Dodecyl　Sulfate，　Dithiothreito1（D．

T．T．），　N，　N，　N’，　N’－Tetramethyl・ethylenediamine

（TEMED）は半井試薬，　Ammonium　Persulfateは関

東化学，Coomassie　Brilliant　Blue（R－250）はBio　Rad

Lab．，Bromophenol　BlueはSigmaより，gamma－g1－

obulin，　Ovalbumin，　Cytochrome　C，　Chymotripsi－

nogen，　Albumin，　MyoglobinはSchwarzman，　A1－

bumin　Stock　Standard（bovine　albumin　5　mg／ml）

は第一化学薬品より入手した．

　II．　Stock　solutions

　O．04M　Tris，0．02M　sodium　acetateならびに1mM

EDTA－Na2を含むacetic　phosphate　buffer（pH　7．4）

を緩衝原液とし，これを10倍希釈し電気泳動用緩衝液に

（63）63

供した．

　5％disc　gelの作成にはacrylamide　40mg，　bis－

acrylamide　1，5gを水にて溶解100mlとし，このacr－

ylamide　2．5mlにacetic　phosphate　buffer（pH　7．4）原

液2，0ml，10％SDS　O．2ml，1．5％（NH4）2S2082．Om1，

0．5％TEMED　1．Om1，さらにH20　12．3mlを加えた．

　sampling　bufferは0．4％SDSを含む200mM　Tris－

HC1（pH　8．0）にbromophenol　blueならびにdi－

thiothreitol（DTT）を溶解した．

　皿．実験動物

Wistar－lmamichi系雌性成熟処女ラット（体重180～

220gm）をクレア動物より入手，飼育した．飼育条件は

室温24°C，オリエンタル飼料および水を自由に摂取せし

め，日照時間は朝7時より13時間とした．性周期を腔ス

メアーにて確認ののち，右背部切開を加え右側子宮を牽

出，血管損傷なきよう注意しっつutero－tubal　junction

を2号絹糸またはテフロン糸にて結紮し，腹膜ならびに

腹腔を縫合，約2週間後，膣スメアーにて排卵性周期を

確認，発情前期または発情期夕刻，成熟雄ラットと同

居，交尾せしめ，翌朝，膣栓ならびに腔スメアーによる

膣内精子確認の口をもつて妊娠第10，D・（以下D1，

Dl．s，　D2．5…Dnと略記）とした．妊娠第3日の午後

（D3．5とする）からD7．5の片側結紮ラットを断頭，完

蜘．憩敬熱髄y＄of鷺鰻輩・

ヂ

写真1

響

　　　　塾　　鱗

　　　　盤、　轟　　．

Macroscopic丘nding　of　the　pregn－

ant（right）and　non－pregnant　（left）

uteri　on　the　6th　days　of　pregnancy．

全な潟血により血清を採取，開腹すると，結紮側は妊娠

していないが，処理を行なわなかった左側子宮のみが妊

娠状態を呈することになる（写真1）．

　a）　組織蛋白液の抽出と処理
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　これらのD3．5，　D4．5，　D5．s，　D6．5ならびにD7．sの結

紮ならびに非結紮側の子宮を摘出した．

　非妊娠子宮，すなわち結紮側子宮の一方の断端より

4°C，2m1の200mM　Tris・HCI（pH　8．0）を注射器を

もつてU．Eを回収，また妊娠側子宮においては卵の

回収とU．F．の回収ののち，氷冷下において，間膜縁

長軸に沿つて子宮内腔を展開，濾紙をもって過剰の緩衝

液ならびにU．F．を除去，子宮内膜のみを採取し，それ

を2mlの200mM　Tris・HCIをもつて，ホモジネーシ

ョン，さらに30秒間の超音波処理を行なつた．

　この組織ホモジネートを日立分離用超遠心器rotater

R、65を用い，4°C，12，000×gの遠沈を行ない組織蛋

白試料とし，使用前まで一20°Cの氷冷下に保存した．

　組織抽出液を二波長法による蛋白定量を行ない，ま

た，Weber＆Osborn57）ならびに，　Surani53）の行なつ

た方法のSDS　polyacrylamide　gel　electrophoresisを

行なつた，すなわち，既にstock　solutionとして作成

されている40mM　DTTならびにBPBを含む200mM
Tris・HCIにprotein　solutionを添加，60°C　30分間，

または95℃5分間のincubationを行ない，　sample

中のS－S結合を離断せしめ，これを5％polyacryl－

a皿ide　gelにapplyした．その際，蛋白量は計算にょり

25～50μ9をgel　discにapPlyした．　ge1作成の方法

は既に述べた通りである，

　電気泳動はATTO社製，冷却型電気泳動装置に泳動

カラム（5mmφ×70mm）を装置，　M．　S．社製定電圧電

流装置（Mode130－SR）をもつて6μA／tube　250Vの条

件にて泳動を続け，泳動距離約55mmの位置に達した

ことをtracking　dyeにより確認し，通電中止，　gelを

カラムより取り出し，陽極のtracking　dyeの位置をロ

ットリング用インキをもって標識したのち0．25％co－

omassie　brilliant　blue（R・250），45％ethano1を含む7

％acetic　acidの染色液にて染色を行なつた。さらに7

％acetic　acidにて脱色し，これらを島津社製，　UV－

190double　beam　spectrophotometerに，同社製のgel

scanner　GSL・3を装置，550nmの波長でscanningを

行ない，記録紙に描記せしめ，gel全長（tracking　dye

の位置）に対する，それぞれの画分のR．f，を計算によ

り求めた．

、
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決定し，これを前項に述べたと同様の方法でDTT処

理，25μgの蛋白量を電気泳動に供した．

　IV．分子量の測定

　組織ならびに血清を電気泳動法によつて得られた画分

の分子量測定のため，Schwarzmann社より入手せる標

準蛋白（albumin，γ一globulin，　ovalbumm，　cytoch－

rome　C，　chymotrypsinogen，　myoglobin）にDTT処

理を行ない，5％gelにapply，5％SDS　gel－elec・

trophoresisにおけるcalibration　curveを得た．

幽 毛　　　　　　　　　　　　｝　　　中　一tVt　　、甲　　【

Fig．2・c

　b）　血清蛋白の処理

　実験ラット断頭の際に得られた血液を1，500rpm，10

分間の遠沈により血清を得，これを200mM　tris－HCIを

もって150～200倍に希釈，Lowry法により蛋白濃度を

結 果

　1　5％ge1による血清蛋白の経目的推移

　Fig　1・a～1・dは5％SDS　gel・electrophoresisにょ

り得られた血清蛋白のdensitogramである．D4．s’－D7．5

（Fig　1・a・一　1－d）至るdensitogramはそれぞれ殆んど差

異は認められない．

　H　結紮側（非妊娠側）と非結紮側（妊娠側）子宮組
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　　　織蛋白の経日的推移

　Fig　2－a～2－eは，各妊娠日数における妊娠側と非妊

娠側子宮組織蛋白のdensitogramである．　D3．5～D4．5

（Fig　2・a～2・b）では相互に差程の差異は明らかでな

く，ほぼ同一のパターンを示している．D5．s（Fig　2－c）の

densitogramの比較では，妊娠側にalbumin画分より

の陽極側，R．　f，0．62の位置に軽度のshoulderが発現し

ていることが明らかとなつてきている．D6．s（Fig　2－d）

では妊娠側と非妊娠側との差異は更に明らかとなってき

ており，非妊娠側では認めることのないR．f．0．27，

0．40，0．46，0．63，0．77，0．82，　O．90の7つの画分（矢印）

が発現していることが明らかである．さらに，D7．s（Fig

2－e）においては，特異的に発現する画分数（U．S．　P）はR．

f．O．28，0．36，0．44，0．60，0．62，0．73の6コに減少し

たにもかかわらず，それらはDs．sに比較すると，より

高分子の画分へと推移していることが確認された．

　皿　U．S．　P．と血清とのdensitogramの比較

　血清と組織蛋白の電気泳動は全く同一条件で行なつて

いるため，その中に含まれている蛋白は同じ条件で泳動

されると考えられる．したがつて，同一個体の前項1の

結果によって得られた血清のdensitogramとHの結果

によつて得られた妊娠子宮組織蛋白中U．S．　P．の比較

検討を行なつたが，U．　S．　P．として検出された画分は

血清中に存在しない画分であることを明らかとし得，こ

のことは，U．　S．　P．が妊娠子宮内膜組織において生成

されたものであるといえる．

　IV　5％SDS・gelの検討

　5％SDS・gelがcoverし得る分子量の範囲を検討し

た．この際のgelも，血清，ならびに組織蛋白を行な

ったge1と同一の条件で作成したものである．標準蛋

白としてはγ・globulin（M．　W．：160，000）albumin

（M．W．：62，000）chymotrypsinogen（M．　W．：25，700）

myoglobin（M　W．：17，200）cytochrome　C（M．　W．：

11，700）を泳動した．これらの標準蛋白泳動後のR．

f．を算出し，それらのR．f．を横軸に，分子量を縦軸

として，分子量に対するR．f．をプロットすると，　M．

W．：160，000のr－globulinより，M。　W．：11，700のcy－

tochrome　Cに至る範囲において5％gelはほぼ直線関

係を示すことが明らかであり（Fig．3），未知試料を泳動

した場合，分子量160，000－11，700の間ではこの表を用

いて，分子量の推定が可能であることが明らかとなつた．

　V　U．S．　P．の分子量

　Fig．4上段は既に述べたごとく，各妊娠日数におい

て特異的に発現するU．S．　P．のR．　f．を示し，下段

にはIVの項で述べたstandard　curveである．この表

によって，U．　S．　P．として発現した画分の分子量を求
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Fig．3　The　standard　curve　for　SDS－GELS

　　　　containing　596　acrylamide

めると，D3．5からD4．5の間ではU．S．P．は認められ

なかったが，Ds．sではM．　W．：41，000．　D6．5ではM．

W．：16，500．22，000．　26，000．38，000．71，000．89，000．

140，000．D7、sではM．　W．：28，000．43，000，46，000．

82，000．108，000．138，000と各妊娠日数で異なつた分子

量の画分が発現していた．すなわち，D5．5では低分子で

あったものが，D6．5，　D7．sにおいては，　U．　S．　P．はよ

り高分子の物質として発現してきたとの事実が明らかと

なつた．
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考　　察

篠　塚　正

　子宮内膜組織の妊娠時，とくに妊娠成立期周辺におけ

る形態的，機能的変化はきわめて多彩である．従来より

その代謝回転，酵素活性の推移等から分子生物学的レベ

ルに至るまでの報告はきわめて多く，また形態的に，酵

素組織化学的，超微形態的な観察も多い．

　このうちでも脱落膜細胞の形成機転，ならびに，その

意義に関する研究も多いが，その実験系の一つとして去

勢ラットに対するsteroid　hormone投与による実験

すなわち，偽妊娠状態もしくは，子宮内膜にpseude－

deciduaを形成せしめ，これを脱落膜と同一の性格とし

て解釈し報告している文献も多い．

　木下他29），遠藤18）は，この偽脱落膜と脱落膜とは形態

的な類似性を認め得たとしても，本質的に異質のもので

あることを片側妊娠ラットをもって証明し，さらに，そ

の核酸代謝，酵素活性の面より追求してきている．

　彼等によれば，ラットの片側の卵管を結紮し，妊娠せ

しめた揚合，当然，非結紮側の子宮には妊娠が成立する

が，他方，結紮側では妊娠を認めないのみならず，それ

が，妊娠側子宮と同一内分泌環境にありながら脱落膜形

成を認めないことより，妊娠成立に不可欠な脱落膜形成

には内分泌的因子のみならず，それに加えて卵が子宮内

膜に存在することが子宮内膜にある作用を及ぼした結果

として脱落膜形成が誘発されたと報じている．山本等60）

もまたC14－Glycineを片側妊娠ラットに投与して，妊娠

側に蛋白合成と合成率の充進したことを報告し，また，

最近，木下，木村30）も同様，妊娠側子宮組織で産生され

る蛋白画分中に妊娠に伴なう蛋白物質の存在を検出して

いる、

　今回の成績は，卵分割制御機構と子宮内膜機能との関

連性を解明する一つとして，そこで産生される特異的蛋

白の変化を経日的に検討するとともに，U．　F．ならび

に，S．　P．との関連性について検討したものである．

　U．F．中にみられるS．　P．についてはArthur＆

Daniel（Ra）4），　Beier（Ra）7）等により，　blastokinin，

uteroglobinという名称で研究され，これが多くの研究

者により卵分割，着床に際して，何らかの制御因子であ

るとの報告も多い．また，rabbitにかぎらず，　mouse4i），

roe　deer1），　fur・seal15），　pig，　rat52），等々の多くの種に

っいてS．P．の報告がある，

　従来よりの報告の傾向について，木下，木村30）は

①　血清中に認められず，子宮腔内に特異的に認められ

　　ることを証明したもの47・49）

②　U．F．画分のうち，経日的に増加する画分を証明

　　し，これをS．P．としたもの34・47・54）

（67）67

③　S．P．が何らかのbiological　activityをもつこと

　　を証明したもの（denudation．卵分割など）40・45・54）

④　S．P．の生化学的性状（ホルモン結合性5），酵素活

　　性48），分子量42）など）

の4つに要約するとともに，さらに，

⑤　S。P．が子宮内膜においてU．　S．　P．として産生さ

　　れ子宮腔に放出されること，

も着床の機序解明に大きな意義があることを提唱してい

るが，とくにこの⑤についての問題を中心として血清か

ら子宮細胞への蛋白の入る機序とU．S．　P．からU．　F．

への生成機序を実験結果とあわせて文献的考察を行ない

たい．

　1．血清蛋白成分の子宮内腔への輸送

　従来よりU．F．と血清蛋白との比較，特に電気泳動

法ならびに免疫電気泳動法による両者の検討が，Sch－

wick（Ra）50），　Kunitake　et　al．（Rat）34），　Beier（Ra）6），

Iritani　et　a1．（Ra）26），　Kirchner（Ra）81），　Hamana

＆Hafez（Ra）24），　Dies（Ra）i6）ならびにSurani

（Rat）52，53・54・55）等により，またBeier（Ra）10）は子宮腔

内への血清蛋白の選択的透過性とともにS．P．の発現は

子宮内膜分泌機能の充進によるとしている．とくにU．

F．生成の最初の段階である血管より子宮内膜組織に入

る機序にっいてはCline　et　al．（Mo）1a），　Shapiro

（Ra）51），　Hanscom（Ra）25），　Restal（Sheep）46），　Iritani

et　al．（Ra）26）ならびに01iphant（Ra）43）等により明らか

にされてきており，また，Martin（Mo）39），　Pappas44），

Hamana＆Hafez（Ra）24），　Kunitake（Rat）34）等は，

estradiol・17βにより子宮内血管の透過性の充進するこ

とを報じている．

　Aizawa＆Meuller3）の報告したごとく，　estrogenが

細胞合成を充進させることとあわせて考察すると，今回

の実験結果において，血清と異なった画分が子宮内膜組

織に出現した事実はestrogenの作用により血管の透過

性充進→血清蛋白の子宮組織への透過→子宮内膜組織で

の蛋白合成とその蓄積という一連の過程が存在すること

を示唆するものである．

　Finn＆Martin（Mo）2t），　Lundkvist（Rat）37）等は

estradio1・17βと胚との作用により，子宮内膜組織，特に

脱落膜細胞が形態的変化を示すということや，Kirchner

（Ra）32＞が家兎のS．　P．すなわちuteroglobin抗体を用

いて，螢光抗体法によつてestrus　phaseの初期よりこ

のuteroglobinが内膜腺上皮において形成されはじめ

る過程を報じていることからも，妊娠時にある種の物質

が子宮内膜組織で形成されることは形態的にも既に裏付

けられている，

　Aitken（roe　deer）1）はこのようにestrogenの作用を
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受けて生成された蛋白は，さらに次の章で述べるごと

く，再びestrogen作用のもとに子宮内膜上皮細胞の活

発な分泌充進作用の結果，子宮腔内に放出される過程を

報告している．

　2。U．　S，　P，の子宮内膜での産生機序

　estrogenによる子宮内膜での蛋白合成誘導作用と，

その機序にっいては既にその一部にっいて触れたが，と

くに妊娠時に子宮内膜に発現するU．F．ならびにS．

P．の子宮内膜での生成機序については内分泌因子に由

来するとの多くの実験的事実が知られている．

　Aitken（Mo）2），　Beier（Ra）8），　Pratt（Mo）45）はestra－

diol－17βを遅延着床動物に投与することにより，蛋白

合成が促進され，U．　F．中にS．　P．が発現することを

報じている．

　形態的裏付けとしてBeier（Ra）9），　Finn＆Martin

（Mo）21）は去勢マウスに対して同様にestradiol－17βを

投与することによって，腺の分泌が充進すること，なら

びにこの反応はprogesterone投与よりも強いことか

ら，estrogenがS．　P．の産生に関与すると報告した．

　このようなestrogen説に対してArthur＆Daniel

（Ra）4）は去勢家兎に胞胚を移植し，同時にprogester－

oneを投与するとU．　F．の産生の増大と同時に，その

中のS．P．（uteroglebin）が生成されるとしている．

　以上のように，estrogenもしくはprogesteroneい

ずれかのsteroidによりS．　P．が誘導されるという説に

対して，Feigelson　et　a1．（Ra）19），　Surani（Rat）53，54，55）

等はestrogen，　progesterone双方のsteroidに依存し

て産生されるとしている．

　以上のごとく，S．　P．の生成が単一のホルモンによる

ものか，または，2種のホルモン作用に依存するかにっ

いては対象とする動物の種により，またその研究方法に

より不明な部分が多いといえよう．

　冒頭において述べたごとく，木下等（Rat）29），　Lun－

dkvist（Rat）s7）により，子宮内膜の形態変化は妊卵の有

無に依存するという事実，さらには今回の実験により得

られた知見は，U．　Eそのものを検討したものではな

く，子宮内膜におけるU，S．　P．を検討したものではあ

るが，少なくともU．S．　P．の産生には内分泌因子に加

えて，妊卵の有無とに深い依存性があることを示した結

果といえよう。

　3．子宮組織からのU．S．　P．の分泌機序

　このように子宮組織で産生される物質（U．S．　P．）

が，続いていかなる機序で子宮腔内へS，P．として分

泌されるかについて文献的考察を加えてみたい．

　Aitken（roe　deer）1），　Beier（Ra）10）はestrogen作用

により血管から子宮内膜組織を経由して内膜細胞から子

日不妊会誌　25巻1号

宮腔へのselective　transportが存在することを報じて

いる．すでにその一部をのべたごとく家兎のS．P．（ute・

roglobin）はGulyas＆Krishman（Ra）22）およびJo－

hnson（Ra）2e）により精製されており，　anti－uteroglobin

を用いた螢光抗体法によるその内膜での局在性をみる

と，主に子官内膜上皮細胞に限局することが知られてい

る．Kirchner（Ra）32）もまたestrus　phaseの初期に特

異的蛋白が内膜腺上皮細胞に認められ，D3～D4におい

て最高に達し，その後は次第にtrophoblastへと拡散す

る状態を観察している．

　Beier（Ra）9）は家兎のestrogenic　phaseではその内

膜上皮は何らの分泌性を示さないが，妊娠のD5～D6

にかけて，腺上皮刷子縁に多数の分泌穎粒が存在し，こ

れが腺腔内に向かい細胞突起の形をとつてU。F．とし

て放出されることを報じ，さらにこの現象はestrogen

投与によりさらに強調されるが，また逆に過剰のestr－

ogen投与によつて抑制されることをも報じている．

このような細胞内物質の分泌とその制御機構については

現在まだ不明の部分が多いが，私見を加えるならば，

estrogen作用によって産生された物質が，さらにes－

trogenによる子宮内膜細胞膜透過性の元進という条件

のもとで分子量60，000～80，000程度までの蛋白が分泌さ

れる可能性は十分推察される．

　4．U．　F．の生物学的性質

　卵の分割，発育，艀化，透明帯の除去，着床という一

連のreproductive　processに関しては従来より幾多の

報告があるが，U．　F．ならびにS．　P．もこれらpro・

cessの中で重要な意義があると考えられている．

　従来より卵の発育をつかさどる栄養源として，古くは

Zondek（human）により91ycoproteinの存在が，ま

たLeathem　et　al．（Rat）36），　Finn＆Bradl（Mo）20），

Finn＆Martin（Mo）21）ならびにMauer＆Beier

（Ra）40）等により子宮内膜で産生される蛋白の存在が重

要な意義を持つことが指摘されてきている．

　Kirton＆Hafez（Ra）33），　Iritani　et　al．（Ra）27），　Le－

wis＆Ketchel（Ra）s5）等はU．　F．が精子のcapacit－

ationに関連するとし，　Surani（Rat）52）はS．　P．が卵の

denudation　と　attachment　に，　さらにLutwak－

Mann（Ra）s8）は胞胚の代謝と，expansionに関与すると

報じている，その後もArthur＆Daniel（Ra）4），　El・

Banna＆Daniel（Ra）17），　Finn＆Martin（Mo）21），

Pratt（Mo）45）等により種々の動物において，その生物

学的意義は認められてきているが，さらに詳細な検討と

して，Weitlauf（Mo）59）はU．　F．が卵のdiapauseか

らの分i裂に関連すること，B6vingii），　Roberts＆Par－

ker（Cow）48）等はU．　F．中の91ycosidase　act玉vity，

H
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特にβ一N－acetylglucosaminidase，β一N－acetylgalacto・

saminidase，α一fucosidase等の活性が，卵の接着と関連

性があること，このような91ycoproteinのcatabolic

なメカニズムと1ysosome活性化との関連1生についても

追求されてきている．

　この卵の活性化と卵の接着という一連の過程のうちで

も，S。　P．とそのtime　speci丘cな性格にっいては多く

の事実が知られている．

　E1・Banna＆Danie1（Ra）17）は，ホルモン投与をした

家兎子宮内膜のsephadex　G－200により得られた6種の

画分を用いて，そのそれぞれを種々の段階の卵と培養

し，観察した結果，彼等によってblastokinin又は，

uteroglobinと称せられるS．　P．は，これがすべての時

期の卵に対して，DNA合成促進作用を示すことを報告

しているが，特にtime　speci丘c　effectの点については論

じてはいなかつた．これに対して，Hall，et　a1（Ham）2s）

は糖蛋白の一種と老えられるS．P．を経日的にge1・

electrophoresisにより検討し，　D2において発現した

S．P．はD4においてはより高分子の物質に変化してく

るとし，Tucker＆Schlutz（Ra）56）は，このようなS・

P．が一種のpolypeptideであり卵分割のstageによつ

てその生物学的，生化学的性質が異なるとしている．

Petzoldt（Ra）はpHや，　Na，　K，　Ca．等の電解質の経

日的変化を報じている．

　Lutwak－Mann（Ra）38）やKirchner（Ra）32）は小分子物

質の同様の推移を証明している．

　今回の結果において，D7．5に発現するU．　S．　P．は

この時期にのみ特異的に発現しており，D6．5とは異な

る分子量の画分が認められた．妊娠口数を追つて観察す

ると，経日的に画分数も増加し，また大きな分子量へと

推移していく過程が存在していた．

　このように子宮内の代謝相が妊娠早期，とくに着床期

周辺において変化するという事実は，rabbit7・12・14・40・56），

mouse4i），　fur－seal15），　pig，　rat，　dog等において報じら

れているが，このように経日的に推移するU．F．中の

S．P．の性格はどのような意味を有するのであろうか．

　Mauer＆Beier（Ra）40）はinて伽oにてD6より得

られた未分画のU．F．を8－cell　stageの卵に加えても

発育しないにもかかわらず，morulaeに対して同様の条

件で培養を行なうと，やや発育は遅延するが，胞胚まで

分裂することを報告している．遅延着床動物に対する

estrogenの投与で静止状態にあつた卵を油性化させる

ことも，Weitlauf（Rat＆Mo）58），　Aitken（roe　deer）1）

により知られている．Surani（Rat）52）は遅延着床ラット

を用いてprogesterone投与期間中，卵100－cell　stage

まで分裂と発育が進行するにもかかわらず，その後に
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estrogenの投与がなければ卵の分裂が誘発されない事

実を報告している．同様の結果はRoberts＆Parker

（Cow）47）によつても得られている．

Weitiauf（Mo）59）は，遅延着床ラット中のU．　F．画

分中には卵分割抑制物質の存在を示唆する報告をしてい

る，

　卵分割制御機構に関しては不明な点が多いが，文献的

考察ならびに今回の結果とをあわせて考えると，子宮内

膜と卵の代謝の同調性が存在することが確かめられた．

ま　と　め

　今回の研究はU．F．の生物学的，生化学的性格を検

討する前段階として，U．　F．の由来を子宮内膜と血中蛋

白中に存在する画分を比較することにより検討したもの

であるが，一血中に存在しない蛋白が，子宮内膜組織蛋白

中に発現したという事実は，それらの蛋白が，卵ならび

に内分泌的環境を受けて内膜細胞でU．S．　P．として産

生されたという事実を証明したものであり，かつまた，

それらが経日的推移を示していることは，それらU．

S．P．が卵の発育段階に応じて性格を変え，さらに次の

卵の発育に影響を及ぼしていることを証明しているとい

えよう．

　しかしながら，このように産生されたU，S．　P．が

U．F．として子宮内膜にどのような機序で放出されるか

にっいては不明な点が多い．もとより，胚一内膜の相互

関係は，相互の相互作用によD刻々と変化するものと考

えられるが，着床前には卵の発育は子宮内分泌液により

灌流され，またそれに依存している状態であることに反

し，着床後の卵は子宮内膜とより密接な相互関係を形成

させるといえるが，これらの問題はU．S．　P．の研究を

通じて今後の課題としたい．

結　　論

　U．F．ならびにその画分に存在するS．　P．の由来を

追求する目的で，片側妊娠ラットを実験モデルとして用

い，次の結論を得た．

　1．血清蛋白ならびに子宮内膜組織蛋白を分画し比較

した結果，血清とは異なった蛋白画分がU．S．　P．とし

て子宮内膜蛋白中に存在することが確認された．このこ

とはまた，U．　S．　P．が子宮組織において産生されるこ

とを推察させた．

　2．U、　S．　P．画分は従来より考えられているごとく，

単一の画分ではなく，また，妊娠の進行にともない次第

に多くの高分子の画分へと推移してくる過程が明らかと

なつた．

　3．U．　S．　P．の生物学的意義は不明であるが，その
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画分の経日的推移より考察すると，卵の発育段階に応じ

て生物学的に異なつた作用機序を段階的に持つものと推

察された．

稿を終るに臨み，本研究を終始御指導，御校閲を賜わ

りました蜂屋祥一主任教授ならびに直接御指導いただき

ました木下英夫講師に深甚の謝意を表します．

なお本論文の要旨は第24回不妊学会総会において発表

した．
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　　　　Some　aspects　of　nidus－endometrial

relationships　with　the　special　reference　to

　　　　the　uterine　speci丘c　proteins　which

　　　　　　　　apPear　in　the　endometrial

　　　　　　　　　tissue　at　the　initial　stage

　　　　　　　　　　　　　　of　implantation

　　　　　　　　　　　Masakazu　Shinozuka

lst．　Department　of　Obstetrics　and　Gynecology

　　The　Jikei　University　School　of　Medicine

　　　　　（Director：　Prof．　Shoichi　Hachiya）

　　The　characters　of　rat　uterine　endometrium　on

the　initial　stage　of　pregnancy（from　D3．5　to　D7．5

0f　pregnancy）were　discussed　using　the　unilaterally

pregnant　rat　by　the　method　of　SDS　gel－electro－

phoresis．

　　The　following　results　were　obtained　to　elucide

the　or玉gin　　of　pregnancy　speci丘c　proteins　and

these　biological　characters．

　　1．　Several　speci丘c　uterine　proteins　which　had

different　R．　f．　to　each　others　from　that　of　serum

proteins　were　detected．　These　results　are　indicat－

ing　that　these　fractions　may　be　synthesized　in

the　uterine　tissue　components　corresponding　to

endocrine　and　nidus　factors，

　　2．　On　the　day　of　D5．5，　a　uterine　specific　pro－

tein（M．　W：41ρ00）appeared．

　　3．　On　the　D6，5　and　D7．5，　seven　or　six　speci丘c

proteins　ranging　from　16，500　to　140，000　M．　W．

were　detected．

　　4．　Those　results　indicate　that　the　electro－

phoretical　characters　of　those　specific　proteins　are

different　to　each　another　correspollding　to　ovum

developl皿ent，and　that　these　fractions　are　origina－

ted　from　endometrium　which　may　play　a　impor－

tant　role　for　nidus　development　and　attachment

to　endometrium．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年11月7日）

←
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FAILURE　TO　STOP　THE　REDUCTION　OF　BLOOD　PRESSURE

　　IN　PREGNANT　SPONTANEOUSLY　HYPERTENSIVE　RATS
　　　　　　　　　　FOLLOWING　INDOMETHACIN　TREATMENT

■

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Teruhiro　Nakada＊，＊＊

＊Section　on　Biochemical　Pharmacoloy，　Hypertension－Endocrine　Branch，
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　　　　　　Pharmaceutical　University，2630　Sugitani，　Toyama，　Japan

　　　　Abstract：　The　blood　pressure　declining　eflect　of　preganancy　was　observed　in

spontaneously　hypertensive　rats（SHR）and　Wistar　Kyoto　rats（WKY）．　To　evaluate

whether　prostaglandin　is　involved　in　reduction　of　blood　pressure　in　SHR　before　deli－

very，2．5　mg／kg　body　weight　of　indomethacin　was　given　to　animals　intraperitoneally　three

times　daily　on　late　gestational　term．　Such　treatment　delayed　the　date　of　delivery　for　2

days，　but　the　pressor　response　was　similar　in　indomethacin－treated　rats　and　control

rats．　Whilst，　neither　single　injection　of　indomethacin（5　mg／kg　body　weight）nor　oral

administration　of　it（2．5mg／kg　body　weight，　twice　daily　for　consecutive　4　days）10wered

the　blood　pressure　of　nonpregnant　SHR．　Though　magnitude　was　low，　similar　pressor

response　has　been　obtained　in　WKY．

　　　　Thus，　the　possibility　that　prostaglandin　plays　an　important　role　for　ameliorating

the　high　blood　pressure　in　pregnant　SHR　or　reduction　of　blood　pressure　in　pregnant

WKK　appears　to　be　less　likely．

■

Introduction

　　In　a　stem　colony　of　spon　［aneously　hyper－

tensive　rats（SHR），　the　average　blood　pres・

sure　of　female　rats　are　lower　than　that

of　age－matched　male　animals1）．　Recently，

10wering　effect　of　pregnancy　in　blood　pres－

sure　of　SHR　was　reported2），　however　there

is　still　a　matter　of　dispute3）．　The　cause

of　such　phenomenon　is　not　known，　but　pre－

sumed　to　be　due　to　an　abnormal　secretion

of　progesterone　or　prostaglandins．

　　To　investigate　whether　prostaglandins　is

one　of　the　involved　factors　in　the　hypotensive

process　of　pregnant　SHR，　indomethacin　was

administered　to　pregnant　animals．

KEY　WORDS；
　livery

prostaglandin，　hypotension，　de一

Materials　and　Methods

　　Rats　from　the　NIH　strain，　SHR／N，　of

spontaneously　hypertensive　rats（SHR），　ini－

tially　separated　by　Okamoto　and　Aoki4）and

normotensive　NIH　Wistar　Kyoto（WKYIN）
rats　from　the　parent　colony　of　SHR　in　Kyoto，

Japan，　were　obtained　from　the　Animal　Pro－

duction　Section　of　the　National　Institutes　of

Health．　Female　animals　were　used　through

the　present　studies　except　mating　period．

Eighteen　female　WKYIN　and　17　female
SHRIN，20－22　weeks　of　age，　were　succes．

sively　dated　pregnancy　with　male　animals　of

the　same　strain　in　divided　cages　in　isolators

after　vaginal　smears　proved　to　be　estrus，

After　removing　male　animals，　female　rats　of

each　strain　were　divided　into　two　groups

for　following　treatment：　vehicle・treated

WKYINlo｝，　indomethacin－treated　WKY／N8），
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vehicle－treated　SHR／Ns）and　indomethacin－

treated　SHR／N9〕．　Intraperitoneal　injection

of　2．5mg／kg　body　weight　of　indomethacin，

three　times　daily，　started　in　the　19th　gesta－

tional　day　and　continued　until　the　onset　of

delivery．　Indomethacin（Merck，　Sharpe＆
Dohme，　Rahway，　N．　J．）was　supplied　in　a

solution　of　OユM　phosphate　buffer（pH　7．4）

and　4％ethano1（95：5，　v／v）．　Each　control

rat　was　given　an　equal　volume　of　the　vehicle．

Systolic　blood　pressure　and　heart　rate　in

these　conscious　rats　were　determined　by

Physiograph（Desk　Model，　Type　DMP－4A，　E

＆MInstrument　Co，　lnc．　Houston，　Texas）

repeatedly　from　g　a．m．　to　ll　a．m．　by　minor

modi丘cation　of　Pfeffer　et　a1．5）．　In　pilot

studies　to　check　the　pressor　response，　single

injection　of　indomethacin　（5　mg／kg　body

weight，　i．　p．）or　oral　administration　of　it

（2。5mg／kg　body　weight　twice　daily　for　con－

secutive　4　days）in　addition　to　control　vehicle

treatments　were　performed　in　nonpregnant
female　rats．　The　former　experiment　included

16WKYIN　and　21　SHRIN　at　3　months　of
age　and　　the　latter　one　consisted　of　21

WKYIN　and　21　SHRIN　at　5　weeks　of　age

Table　1

日不妊会誌　25巻1号

as　depicted　in　Table　2　and　3．

　　Student’s　t－test　was　applied　to　analyze　the

signi丘cance　of　differences　between　means，

Results

01〕served

・ SHRIN　already　on　the

and

on
systolic　blood　pressure　on　the　day　of　delivery

of　the　former　group　being　100±2（SE）mm

Hg　and　the　latter　disclosed　115±6（SE）mm

Hg．　SupPressed　pressor　level　of　each　strain

continued　l　day　post　parturition（Table　1）．

　　Treatment　of　indomethacin　delayed　the
date　of　delivery　for　2　days，　however　similar

hypotensive　patterns　were　observed　in　each

strain．　The　blood　pressure　of　the　indome－

thacin・treated　WKYIN　and－SHR／N　on　the
days　of　delivery　disclosed　105±4　and　113±4

mm　Hg（mean±S．　E．），　respectively．　These

1）EFFECTS　OF　DELIVERY　AND　INDO－
　　METHACIN　ON　BLOOD　PRESSURE
　　OF　PREGNANT　RATS．
　　Reduction　of　blood　pressure　could　be

　　　　　　　　　in　vehicle－treated　WKYIN　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19th　gestational　day，

　　　　the　blood　pressure　dropped　maximally

　　　the　21th　gestational　day．　The　average

Effect　of　indomethacin　on　blood　pressure　and　heart　rate　of　pregnant－WKY／N

and－SHRIN

Systolic

blood

P「essu「e
（mm　Hg）

Anirnal　treatment

Heart　rate

（beat／min）

Vehicle－treated　WKY／N
　　　　　　　　　　　　　　　　　（10）

Indomethacin－treated
　　　　　　　　　　WKY／N（8）

Vehicle－treatedSHR／N
　　　　　　　　　　　　　　　　　（8）

Indomethacin－treated
　　　　　　　　　　　SHR／N（9）

Vehicle－treated
　　　　　　　WKY／N（10）

Indomethacin－treated
　　　　　　　　WKYIN（8）

Vehicle－treated
　　　　　　　　　SHRIN（8）

Indomethacin・treated
　　　　　　　　　SHR／N（9）

　　　Systolic　blood　pressure

　　　Days　prior　to　delivery

　　　3　　　　　2　　　　　1

123±3＊＊＊　119±4＊＊＊　103±3

122±3＊＊　　121±4＊

（mm　Hg）

　Day　of
　delivery

100±2

115±3＊　　105±4

159±3＊＊＊149±4＊＊＊　131±5＊　　115±6

162±3＊＊＊　158±3＊＊＊　146±3＊＊＊　113±4

419±13＊＊　406±15＊　　412±13＊　　372±8

433±16＊　　415±4＊

437±8＊

445±9＊

400±14

and　heart　rate（beat／min）

　　　Days　post　parturition

　　　1　　　　　2　　　　　3

116±4＊＊　　120±3＊＊＊　124±2＊＊＊

118±4＊ 122±4＊＊　　125±2＊＊＊

143±5＊＊　　159±5＊＊＊　161±3＊＊＊

127±3＊

383±18

　140±3＊＊＊　161±3＊＊＊

382±13　　401±17

362±20416±17＊　431±7＊＊　　428±10＊

457±19＊　　447±13＊　　389±16421±20　　424±26

442±12＊　　428±14 391±17423±20

Indomethacin（2．5mg／kg　body　weight）was　given　intraperitoneally　bef

MATERIALS　AND　METHODS．　（）：number　of　animals．
values　obtained　at　various　days　and　the　ones　obtained　at　the　day　of　delivery：＊P＜O．05，

＊＊＊p＜O．0025．　Values　are　expressed　as　mean±SEM．

　　　　　ore　delivery．

ComparisoIls　are　mad

425±14

433±14＊　　441±16＊

　See　details　in

　　ebetween　the
　　　　　　＊＊P＜0．Ol，

う

1
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Table　2　Effect　of　intraperitoneal　injection　of　indomethacin（5　mg／kg　body　weight）on

　　　　　　　　blood　pressure　of　nonpregnant　3－month・old　WKY／N　and　age－matched　SHR／N

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Systolic　blood　pressure（mm　Hg）

Animal　treatment

Vehicle－treated　WKY／N（11）

Indomethacin－treated　WKY／N（5）

Vehicle・treated　SHRIN（15）

Indomethacin－treated　SHR／N（6）

Values　are　expressed　as　mean±SEM．

Significance　of　the　diff

Table　3

mlnutes　post　1．　P．1nJectlon

　　0

121±2

121±6

155±2

163±5

　　　（）

erence　of　blood　pressure

　　　　　　　20

　　　　　125±3

　　　　　124±5

　　　　　157±2

　　　　　165±6

number　of
in

40

　　　　　　anlma　s．

each　group：P＞0，1

1

124±3

117±3

155±1

170±4

Effect　of　oral　administration　of　indomethacin（2．5mg／kg．　body　weight　twice　daily）

on　blood　pressure　of　5・week－01d　nonpregnant　WKYIN　and　age－matched　SHR／N

Animal　treatment

Vehicle－treated　WKY／N（10）

Indomethacin－treated　WKY／N（11）

Vehicle－treated－SHR／N（10）

Indomethacin－treated　SHR／N（11）

　　Blood　pressure　of　each　rat　was

　　AND　METHODS．
　　Significance　of　the　diff

　　　　0

　　120±3

　　122±3

　　129±4

　　128±2

deternlined

Systolic　blood　pressure（mmHg）
days　post　per　os　administration

　　1

114±3

125±4

129±4

123±4

fromga．m．

　　　　　　　2

　　　　　119±2

　　　　　123±3

　　　　　124±3

　　　　　132±4

to　ll　a．m．　See

　　　　　3

　　　120±2

　　　127±3

　　　129±3

　　　133±4

details　in

　　　　　animalS．

4

Values　are　expressed　as　mean±SEM．　　　　number　of

erence　of　systolic　blood　pressure　in　each　group：P＞0．1

values　contrasted　with　121±4　and　158±3mm

Hg（mean±S．　E），　respectively　2　days　prior

to　delivery，　and　122±4　and　140±3mm　Hg
（mean±S．　E．），　respectively　2　days　post　par－

turition（Table　1）．

　　Though　magnitude　was　low，　bradycardia

was　accompanied　by　delivery　in　each　strain
（Table　1）．

2）EFFECT　OF　INDOMETHACIN　ON
　　BLOOD　PRESSURE　OF　NONPREG－
　　NANT　RATS．
　　Intraperitoneal　injectioll　of　5　mg／kg　of　in－

domethacin　caused　no　significant　change　of

blood　pressure　in　3－month・old　female　WKYIN

and　age－matched　SHRIN　after　20　and　40

minutes（Table　2＞．　Vehicle　treatment　to

WKY／N　or　SHRIN　did　not　alter　the　pre－

drug　value　on　the　blood　pressure　of　each

rat　strain．　Thus，　the　possibility　that　the

stimulus　of　i．p．　injection　pρight　alter　the

blood　pressure　can　be　excluded．

　　Oral　administration　of　indomethacin，2．5

mg／kg　twice　daily　for　consecutive　4　days，

had　no　significant　effect　on　blood　pressure　of

125±4

124±3

130±3

133±4

MATERIALS

5－week－old　WKYIN　and　age－matched　SHRIN
（Table　3）．

1）iscussion

Though　the　possible　role　of　indomethacin

repression　of　acetylation　of　cyclo－oxyenase　by

［acetyl－3H］aspirin　was　not　so　rapid　or　com－

plete　as　inhibition　of　enzyme　activity6），

the　half－life　of　indomethacin　as　a　prosta－

91andin　synthesis　inhibitor　in　plasma　in　rat

was　relatively　long7）．　In　addition，　intra・

venous，　subcutaneous，　per　os　or　intraperi－

toneal　administration　of　indomethacin　proved

to　be　effective　to　inhibit　the　biosynthesis　of

prostaglandins　if　moderate　dosage　of　indo－

methacin　can　be　applied3・8’12）．

　　The　results　reported　here　may　help　to

elucidate　the　problems　of　conflicting　reports

concerning　antihypertensive　effects　of　preg－

nancy　in　hypertensive　animals2・3）．　It　is

well　known　that　prostaglandins　are　essential

for　the　expedient　onset　and　regular　process

of　parturition．　Administration　of　indome－

thacin，　su任icient　to　inhibit　the　synthesis　of
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prostaglandins，　holds　over　gestation　in　the

rats8｝　and　rhesus　monkeys13）．　This　study

showed　similar　result　that　pregnancy　in

WKYIN　and　SHR／N　was　prolonged　by　the

intraperitoneal　injection　of　indomethacin
（Table　1）．

　　According　to　Chester　et　aL8）．　indome－

thacin，2mg“1　days’1　given　by　mouth　on
gestational　days　20　and　21，　caused　delays　of

delivery　for　16－25　h　in　rats．　In　pilot　studies，

the　administered　dosages，2．5　mg／kg　body

weight　twice　daily　for　consecutive　4　days　and

5mg／kg　body　weight（i．　p．）seems　to　be

enough　to　inhibit　the　prostaglandin　synthesis

of　the　nonpregnant　rats．　Non－hypotensive

effect　of　indomethacin　was　clarified　by　the

acute　or　chronic　experiment（Table　2　alld　3）．

　　Whilst　renomedullary　prostaglandins　with

marked　hypotensive　and　natruretic　requisi－

ties　have　been　regarded　as　renewed　interest

in　the　fields　of　experimental　hypertension，

the　data　presented　in　Table　l　apPeared　to

show　prostaglandins　provoked　noblood　pres－

sure　reduction　　prior　to　　the　delivery　　in

WKYIN　and　SHRIN．　On　the　basis　of　ava－

ilable　evidence，　the　possibility　that　a　decrease

of　plasma　progesterone　concentration　before

parturition14〕might　be　related　to　the　redu・

ction　of　blood　pressure　in　the　pregnant　rats

cannot　be　denied．　Mechanism　which　unde－

rlies　this　physical　phenomenon　remains
unresolved．
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13：83－91，1967，

高血圧自然発症ラットの妊娠時の血圧変動

　　…一とくにインドメサシン投与の

　　　　　影響を中心として一

　　　　　　　中　田　瑛　浩

Section　on　Biochemical　Pharmacology　Hyper－

tension・Endecrine　Branch，　National　Heart，

　　Lung　and　Blood　Institute，　National

　　　Institutes　of］Elealth，　Bethesda，

　　　　　Maryland　20014　U．　S．　A．

（1）ウィスター京都ラット｛WKY），およびその選択

（77）77

的兄妹交配により作製された高血圧自然発症ラソト
（SHR）では出産前後に著しく血圧が下降した。（2）イ

ンドメサシン2．5mg／kg体重を1日3回，妊娠後期の

WKY，　SHRに投与すると，それぞれ出産日は2目間
遅延するが，両者の降圧の程度はインドメサシン非投与

の対照妊娠動物のそれとほぼ同じである．（3）非妊娠

WKY，　SHRにインドメサシンを急速に腹腔内投与（5
mg／kg体重）しても，消化管内投与（2．5　mg／kg体重，

1日2回，4日間）を行つても血圧は下降しない．

　以上の成績より，WKY，　SHRの出産前後の急激な
血圧下降に，プロスタグランディン過分泌が関与してい

ないことが判明した．

　　　　　　　　　　　　（受付：昭和45年9月7H）

　現住所　冨山医科薬科大学医学部泌尿器科学教室
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Hiroshi　TERASHIMA

Saga　Social　Insurance　Hospita1，　Saga

　昭和50年4．月より昭和52年3月までの2年間に社会保険佐賀病院産婦人科不妊外来を初診した挙児希望夫

婦155例につき統計的観察を行つた。

　1）不妊外来患者の頻度は2．76％であり，原発不妊57．4％，続発不妊42．6％であつた．

　2）　ほぼ完全な検査，治療を行い得た113症例の妊娠率は49．6％の高率であつた．

　3）初診時年齢は原発不妊で27～28歳にピーク（33．7％）を形成し，続発不妊では，23～32歳の問に平均

化していた．初診時年齢と妊娠率との関係は認めなかつた．続発不妊では不妊期間の短い程妊娠しやすい傾

向がみられた．5年以上不妊の15例では1例の妊娠もみなかつた．

　4）　虫垂切除等の開腹術の既往のある例の妊娠率は低く，続発不妊の最終妊娠との関係では人工流産後の

妊娠率が低かつた．

　5）　不妊因子では原因不明の機能性不妊が最も多く，排卵障害がこれに続いた．妊娠率との関係では卵巣

因子が最も高く（66．7％），機能性不妊がこれに続き（65．9％），黄体期の治療も高率（41．1％）であった．

　6）　流産率は比較的低率（11．4％）であり，児の性別では男児が多かつた（58．8％）．

1緒　　言

　最近の不妊領域における検査や治療の進歩は著しいも

のがあり，また同時に児を欲して外来を訪れる夫婦の頻

度も増加の傾向にある．今日，一般病院においても不妊

領域に対する最低限の検査治療は必須の時代であると考

えられる．我々は昭和50年4月より社会保険佐賀病院に

不妊外来を開設し，以来今日まで4年が経過したのでこ

の間の臨床統計的検討を妊娠成功例を中心として行つ

た．

II対象ならびに方法

　昭和50年4月より昭和52年3．月までの2年間に社会保

険佐賀病院不妊外来を初診した155例を対象とし，昭和

53年10月まで追跡調査した．なお妊娠例の検討を行う際

の対象としては上記155例中，1年未満の不妊や，充分
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Prim．　inf．

Sec．　inf．

　Total

中村元一・寺島　博

Table　l

　　No．　of　cases　　　control

Infertile　women　and　pregnancy　rate

89（57．4）

66（42．6）

155（　100）

70

43

113

な検査治療を行い得なかった症例等を除外した113例を

対象とした．

　不妊検査としては，基礎体温，頸管粘液検査，Hu－

hner　Test，子宮内膜生検，テレビ透視下の子宮卵管造

影法，月経血培養，HARによる尿中LH半定量等で

ある．また男性の精液所見としては，精子数40×106／

ml，運動率80％以上を正常とした．

preg．　cases　　　preg．　rate

　　34　　　　　　　　　48．596

　　22　　　　　　　　　51．296

56

III結　　果

49。6％

（79）79

　1）頻度：この間の外来新患患者総数は5，617名であ

り不妊外来患者155名はその2．76％にあたる．

　2）　原発不妊，続発不妊の割合：原発不妊89例（57．4

％），続発不妊66例（42．6％）で原発不妊がやや多かつたt

妊娠率はTable　1のごとく前記の113例を対象とする

と原発不妊70例中34例（48．5％），続発不妊43例中22例

（512％）全体として113例中56例（49．6％）の高率であ

つた，

　3）　初診時年齢と妊娠率：Fig．1に示すごとく原発

不妊では27～28歳にピークがあり，25～28歳の間に過半

数（64．0％）が占められた．これに対し続発不妊では25

歳から31歳の間にゆるやかな山を作り，平均化してい

た．年齢と妊娠率の関係はFig．2のごとくで，原発不

Age

Sec． inl．

20≧

2ト22 Prim．［nf．

23鞠24

25～26
ll Il11

27軸28 1川lll

29噌30

3ト32

case

33噌34

35≦　一 cas

30 20 Io　　No． of　patients lo 20 30 40

Fig．1　Age　distribution　on　first　visit

妊，続発不妊ともに特に年齢との関係は認められなかっ

た．

　4）　不妊期間と妊娠率：不妊期間はFig．3に示すよ

うに，原発不妊，続発不妊ともに1～1．9年にピークが

あり，その後徐々に減少していく傾向がみられた．結婚

％

Age

20≧
一

21陶22

23～24

ec． lnf． 25剣26 Prim． 1

27噌28

29～30

31～32

33噌34

35≦

lOO 50 Preg．　rate 50

tnf．

100

Fig．2　Relationship　between　the　pregnancy

　　　　rate　and　the　age　on　first　vis量t

lnf．　period　｛year，

1＞

1剛1．9 1闇lll　　　　　酬U川川1

2－2．9 田

　Sec．

ase

Inf．

3｝3。9

4－4．9

5－5．9

6噌6．9

7剛7．9

8≦

日川L

II

II　Il
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　　　　　C6S

30　　　　　　20　　　　　　「O　　　　　　No．　of　patients　　　　iO　　　　　　20　　　　　　30　　　　　　40

％

Fig．3　1nfertile　period　distribution

lnf．　peri。d｛year）

ec．　lnf．
Prim、1

1｝L9

2陶2，9

3・－3．9

4－4．9

5～5．9

6軸6．9

7≦

100　　　　　　　　50　　　　　　　　　P「e9・　「ate　　　　　　　　　50　　　　　　　　10

lnf．

Fig．4　Relationship　between　the　pregnan・

　　　　cy　rate　and　the　infertility　period

　　　　on　first　visit

後1年未満の初診例も合計17例あり早期受診の傾向がう

かがわれた．不妊期間と妊娠率との関係はFig．4のご

とく，原発不妊では不妊期間が1～5年未満の例では不

妊期間との間に相関は認められず42．9…50．0％の妊娠率
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Table　2　Previous　treatment

Previous　treatment
Case

Yes

No

24（27．0）

65（73，0）

Prim．　inf．

　　　　Preg．
　　　　Case

　　　　7（20．6）

　　　27（79．4）

Sec．　inf．

　Case

13（19．7）

53（80．3）

Preg．

Case

3（13．6）

19（86．4）

Total

　Case

37（23．9）

118（76．1）

Preg．

Case

10（17．9）

46（72．1）

（）：％

であり，続発不妊では不妊期問の短い程妊娠しやすい傾

向が認められた．一方，不妊期間5年以上の15例では，

原発不妊，続発不妊ともに1例の妊娠も認められなかつ

た，

　5）他院受診の有無と妊娠率：Table　2のごとく原発

不妊で27％，続発不妊で19．7％が他院を受診し何らかの

治療を受けていた，しかし妊娠例においては他院受診例

は，原発不妊，続発不妊でそれぞれ20．6％，13．6％を占

めるに過ぎなかつた，

　6）　既往手術と妊娠率：不妊外来患者のうち虫垂切除

術を既往にもつ患者はTable　3のように155例中39例

Table　3　Relationship　between　past　history　of

　　　　operation　and　pregnancy

ApPendectomy

Operation　of　ovary

R－v－futeri

Ectopic　pregnancy

Re・laparotomy

Others

None

Infertile

women
39（25．2）

　6（3．9）

　3（1．9）

　3（1．9）

　2（1，3）

　3（1．9）

103（66．5）

Pregnant

　cases

8（14．3）

1（1．8）

2（3．6）

45（80．4）

（25．2％）であり，それに対し不妊患者妊娠例では56例

中8例（14．3％）に過ぎなかった．また開腹例全体をと

つてみればFig．5のごとく不妊患者全体に対する割合

lnf．　women

Preg．　cases

o lOO％

3L6 68．4

16」 83．9

■■1・剛・my（＋）［コ1・par。t。・y　l－l

　　Fig．5　Past　history　of　Iaparotomy

（31．6％）に比べて妊娠例（16．1％）は有意に少なかっ

た．

　7）不妊因子分類：ルーチンの検査で不妊因子が見つ

からなかつたものを「機能性不妊」とし，このうち基礎

体温表で黄体機能不全が疑われるものを「黄体機能不全

疑い」として分類した．また全ての検査を終了し得な

かつたものを「不明」として不妊因子別に分析した．

Table　4のように原発不妊，続発不妊とも機能性不妊が

最も多く，それぞれ24例（34．3％），17例（39．6％）を

示し，排卵障害のある卵巣因子が原発不妊で18例（25．7

％），続発不妊で15例（34．9％）と続いた．男性因子は原

発不妊で11例（15．7％），続発不妊で3例（7．0％）と少

なかつた、また複数の不妊因子をもつ混合因子は合計9

例にみられたが今回は主たる原因と考えられる因子に分

類した．

　8）　不妊因子と妊娠率：Table　5に示すように卵巣因

子の妊娠率が33例中22例（66．7％）と高いのが特徴的で

あり，また，機能性不妊41例中27例（65．9％）も高率を

Table　4　1ncidence　of　the　causal　factors　of　infertility

Prim．　inf．（％） Sec．　inf．（％）

Ovulatory　disturbance

Tubal　factor

Uterine　factor

Endometrial　factor

Functional　infertility

（CLI　susp．）

Male　factor

Unknown

Total

18（　25．7）

1（1．4）

1（1．4）

3（4．3）

24（　34．3）

15（　21．4）

11（　15．7）

12（　17．1）

70（100．0）

15（　34．9）

5（11．6）

1（2．3）

0（0．0）

17（　39．6）

11（　25．6）

3（7．0）

2（4．7）

Total　　（96）

33（　29．2）

6（5．3）

2（1．8）

3（2．7）

41（36．3）

26（　23．0）

14（　12．4）

14（　12．4）

43（100．0） 113（100．0）
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Table　5　Causal　factors　and　pregnancy　rate

Prim．　inf．（％）

Ovulatory　disturbance

Tubal　factor

Uterine　factor

Endometrial　factor

Functional　infertility

　（CLI　susp）

Male　factor

Unkllown

　Total

0

　pregnant　cases
　　　（N＝43＞　o

non－pregnant　cases
　　　（N＝49）

12／18（　66．7）

0／1（0．0）

1／1（100．0）

1／3（33．3）

18／24（　75．O）

12／15（80．0）

2／11（　15．7）

0／12（　0．0）

34／70（　48．6）

86 953100

　　　　　　　　6o．1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1ooo．？ノ

H・hner　Test口（＋）脇（±）圏（一）

Fig．6　Huhner　test　and　pregnancy

示した．一方，男性因子は14例中2例（14．3％）と低率

であった．

　9）Huhner　Testと妊娠率：各種検査のうちHuh－

ner　Testと妊娠との関係を調べてみた．対象はHuh－

ner　Testを行った全例とした．当院におけるHuh－

ner　Testの判定基準は鏡検（400倍）にて運動精子数

10以上を陽性（＋），1～9を疑陽性（±），0を陰性

（一）とした．なお陰性または疑陽性の場合は3周期以

上検査を繰返しその中で最も良い判定をとつた．Fig．6

に示すように妊娠例中37例（86％）はHuhner陽性で

あったが，4例（9．3％）は疑陽性であり，2例（4．7

％）は陰性例であった．逆にHuhner陽性例の妊娠率

は67例中37例（55．2％），疑陽性例は17例中4例（23．5

％）であつたが陰性例でも8例中2例（25．0％）の妊娠

Sec．　inf．（％）

10／15（　66．7）

2／　5（　40．0）

1／1（100．0）

0／0

9／17（52．9）

6／11（　54．5）

0／3（0．0）

0／2（0．0）

22／43（　51、2）

Total（％）

22／33（　66．7）

2／　6（　33．3）

2／2（100．0）

1／　3（　33．3）

27／41（　65．9）

18／26（　69．2）

2／14（　14．3）

0／14（　0．0）

56／113（　49．6）

（81）81

成立が認められた．

　10）　妊娠への有効療法：Table　6のごとくで，最も

多かったのは排卵誘発の19例（33．9％），次いで黄体刺激

療法の15例（26．8％），黄体ホルモン補充療法8例（14．3

％）と続き，黄体期の治療が合計23例（41．1％）の多く

を占めた．その他，Asherman症候群の癒着剥離術で1

例，子宮内膜症に対する6カ月間の偽妊娠療法で1例の

妊娠をみた．HSG，通水後の妊娠（施行と同一周期）は

9例（16．0％），また無治療妊娠は18i列（32．1％）であ

った，このうち黄体期の治療について検討してみた．

Fig．7は基礎体温表上黄体機能不全疑い例と，正常例

とで治療周期（黄体刺激療法または黄体ホルモン補充療

法）の妊娠の成立をみたものである．黄体機能不全疑い

例では34．1％が治療周期に妊娠しているのに対し，正常

周期では治療周期妊娠は9．1％に過ぎなかつた．また黄

体刺激療法で36．1％，黄体ホノレモン補充療法では29．2％

の妊娠率であり，黄体刺激療法の方がやや有効であっ

た．

　11）　初診より妊娠までの期間：初診から半年以内に

全体の62．5％にあたる35例が，また1年以内には83．9％

Table　6　Successful　treatment　in　pregnancy

Prim．　inf．（％） Sec．　inf．（％）

Ovulation　inductien

Corpus　luteum　stimulation

Replacement　therapy

Operation

Pseudopregnancy　therapy

AIH
Hydrotubation

HSG
Huhner　test

No　therapy

11（32．4）

12（35、3）

3（8．8）

〔〕（0．0）

1（2．9）

0（0．0）

3（8．8）

1（2．9）

9（26，5）

！l（32．4）

8（36．4）

3（13．6）

5（22．7）

1（4．5）

0（0．0）

1（0．0）

2（9．1）

3（13．6）

2（9．1）

7（31．8）

Tota1（96）

19（33．9）

15（26．8）

　8（14．3）

　1（1．8）

　1（1．8）

　1（1．8）

　5（8．9）

　4（7．1）

11（19．6）

18（32．1）
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にあたる47例が妊娠しており，原発不妊，続発不妊には

差は認められなかつた（Fig．8）．

　12）続発不妊の最終妊娠と妊娠率：最終妊娠で最も

多かつたのは自然流産の22例（33．3％），次いで満期産

の21例（31．8％），人工流産の17例（25．8％）であった．

妊娠率との関係では，満期産の38．1％，自然流産の40．9

％に比べて人工流産では23．5％と妊娠率の低下がみられ

た（Table　7）．

　13）　妊娠成立後の経過：56例の妊娠のうち転院等に

よる不明の10例，現在妊娠中の2例を除く44例について

みてみると，Table　8のごとく36例（81。8％）が満期分

娩，クロミッド妊娠の双胎例1例を含む3例（6．8％）

が早産で，流産は5例（11．4％）に過ぎなかつた．児の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　8

Fu11　term　delivery

Premature　delivery

Spontaneous　abortion

Total

Pregnancy　at　present

Unknown

No．　of

cases（％）

Full　term　delivery　　　　21（31．8）

Premature　delivery　　　　1（1．5）

1．U．F。　D．＊　　　　　　　　2（3．0）

SpontaneQus　abortion　　　22（33．3）

Artificial　abortion　　　　17（25．8）

Ectopic　pregnancy　　　　　　3（4．5）

＊Intra　Uterine　Fetal　Death

Pregnancy
　（％）

8（38．1）

1（100．0）

0（0．0）

9（40．9）

4（23。5）

0（0．0）

性別では，40例中23例（57．5％）が男児，17例（42．5

％）が女児であつた．男児が多いと言われるクロミッド

妊娠例17例をとつてみると男児10例（58．8％），女児7

例（41．2％）であり総計との間に有意差はなかつた．児

の体重では満期産児36例の平均は3046．7±401。6（SD）

grであり，このうち妊娠中毒症等の異常のなかった28

例のみでは3117．0±378．2grであった．

IV　考　　按

　外来患者に対する挙児希望者の割合は各施設で異な

り，約2％から約30％までの幅がみられるが，一般病院

における最近の報告では，稲葉6）3．5％，古賀7）2．2％，

品田9）2．OS°／，，秦le）3．55％等の報告のように2～4％

程度であり当院における2．76％は平均的な値と思われ

る．

　不妊症の定義として不妊期間をどの位にするかも報

告1・6・7，15）により異なるが，我々はアメリカ不妊学会の定

義のごとく1年以上を不妊期間とした．原発不妊，続発不

妊の割合は原発不妊の割合でみてみると当院の57．4％に

対し，三上1）の66．4％，東出3）の72．7°／。，稲葉6）の70．5

％，品田9）の61．4％，加藤15）の72．S°／．eglの報告があり，

やはり続発不妊より多い傾向がみられた．

　妊娠率は全体として49．6％の高率であつたがこれは対

象を①昭和521’3月までの初診者に限り，少なくとも1

年7カ月間追跡調査した事，②当科で充分な検査治療を

受けた者に限った事，③大学病院等と異り，一・次患者が

Outcome　of　pregnancy

Prim．　inf．（％）

24（85．7）

2（7．2）

2（7．2）

28（100．0）

1

5

Sec．　inf，（％）

　12（　75．0）

　1（6．3）

　3（18。7）

　16（100．0）

　1
　5

Total（％）

36（81．8）

　3（6．8）

　5（11．4）

44（100．0）

　2

10
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多く，また難治性のものが少なかつた事，④地方病院のた

め患者との密着が強く，充分な追跡調査が出来た事等に

よるものと思われた．これは古賀7）の諸検査終了者の妊

娠率40％，品田9）の34．4％等一般病院からの報告で妊娠

率が高いのとよく一致する．原発不妊，続発不妊別にみ

ると，各施設の報告は続発不妊の妊娠率が高く，特に稲

葉6），古賀7），伊東12），上田13）らで続発不妊の占める割

合がかなり高いが，当科では原発不妊の妊娠率がやや高

いものの有意差は無く，ほぼ等しい結果であった．

　初診時年齢では原発不妊が27～28歳にピークを作り，

続発不妊では特にピークを作る事なく平均化している

が，これは小畑18），品田9），伊東12），三浦14）ら多くの報

告者も述べているところである．初診時年齢と妊娠率と

の関係では両者間に特別な関係を認めないという興昧深

い結果が得られたが，秦10）も35歳以上の群においても妊

娠率の落ち込みが無いという同様の結果を報告してい

る．

　不妊期間と妊娠率の関係では原発不妊，続発不妊とも

に不妊期間5年以上の例では妊娠を見なかったが，東

出3），秦1°），白川11），伊東12）らも5年以一1二の不妊期間は

妊娠率が特に低下すると報告しており，5年間という時

期に一つのcritical　periodを置いてもいいように思わ

れる．しかし，一・方では三上11）は不妊期間7年までは年

毎に妊娠率の低下をみるものの，8年以上の原発不妊13

例中6例（46．2％）の妊娠を見たと報告している．

　他医受診の有無については，原発不妊27％，続発不妊

ユ9．7％であつたが，当院と似た環境と思われる伊勢崎病

院9）でもそれぞれ24％，19％と報告しており同様の結果

であつた，他医受診例では妊娠率が低下しているのは難

治例の多い事をよく物語つている．しかしながら他医で

無意味なホルモン療法を受け，当院でその治療を中止し

た途端に妊娠した例もあり，患者の正しい把握と適切な

治療の必要性を痛感させられる．

　既往手術と妊娠との関係では，不妊患者全体と妊娠例

における虫垂切除術患者の占める割合はそれぞれ，25．2

％，14。3％であり，妊娠例では有意に少なかつた．これ

は既往開腹手術例全体でも同様の傾向であつた．手術後

の炎症，癒着等が卵管，卵巣等の因子に影響を及ぼして

いるものと考えられる．

　不妊因子と妊娠率の関係では卵巣因子が33例中22例

（66．7％）と高い妊娠率を示したのが注目されるが，こ

れは最近の排卵誘発剤，誘発法の進歩によるものと推察

される．また藤村5），品田9），白川11）ら多くの報告とも一

致する．これに対し男性因子によるものの妊娠率は14．3

％の低率であり，治療法の困難さを示している．

　Huhner　Testと妊娠との関係をみてみると陰性例8
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例中2例（25％）に自然妊娠が成立しており，Huhner

Testが必ずしも妊孕性を反映しているとも言えないよ

うであり，その判定基準とともに，判定法そのものも再

考する余地があるように思われる．

　妊娠への有効療法では先にも述べた治療法の進歩を反

映し，排卵誘発法が最も有効であつたがこれは多くの報

告4，5・s・9・11・12）とも一致する．今回の調査で特徴的であっ

たのは黄体期の治療により多くの妊娠をみた事である．

地方病院の性格上詳しいホルモン測定や，内膜日附診を

併用出来なかつたが，基礎体温表上の黄体機能不全例

で，黄体刺激療法や黄体ホルモン補充療法が妊娠へ有効

な治療法の一つである事が示唆された．しかしながら逆

に基礎体温表上では正常と思われた患者の場合は，無治

療周期に比べても妊娠率が向上しているとは思われなか

った．いわゆる機能性不妊患者に対して外来でやみくも

に黄体刺激療法や，黄体ホルモン補充療法を繰り返すの

は，我々不妊外来にたずさわるものとして厳にいましめ

ねばならないと思われる．

　続発不妊における最終妊娠では，自然流産（33．3％），

満期産（31．8％），入工流産（25．8％）の順であつたが，

白然流産が最も多いという報告は東出3），伊東12），上

田13）らにも見られ，一方，三上1），稲葉6），三浦14）らは

正常産を第1位に挙げている．しかしながら妊娠率とい

う点からみると満期産の38．1％，自然流産の40．9％がほ

ぼ同じ数値なのに対し，人工流産は23．5％と低下してい

るのが特徴的であり，やはり安易な中絶は後々悔いを残

す結果になり易い事を示唆した．

　妊娠後の経過では流産率は11．4％に過ぎず，正常妊娠

に比べてほぼ同程度の流産率であつた．不妊患者の流産

率に関しては，小畑8）の原発不妊で33％，続発不妊で25

％，品田9）の21％，東出4）の19．2％等やや流産し易い傾

向にあるようであるが，当科では，古賀7）の6．2°／。，稲

葉6）の11，4％等の報告と同様低い値が得られた．これは

妊娠後，積極的な安静療法を勧めた事も一つの要因であ

つたかと思われる．

　児の性別では男児57．5％，女児42．5％と男児が多かっ

たが，白川1：）も男児63％，女児37％と報告している．た

だし男児が多いと言われるクロミッド妊娠のみをとりあ

げても男女の比は変らず，この結果が全くの偶然なの

か，または何かの要因が存在するのか，興味ある所見と

思われた．

　稿を終わるに臨み，御校閲頂いた滝一郎教授，御指導

頂いた楠田雅彦助教授．永田行博講師に深謝致します．

　本論文の要旨は，第23回日本不妊学会九州支部総会，

1978，鹿児島，並びに日本産科婦人科学会佐賀地方部会，
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　　　　　wOmen　in　Saga　SOCial

　　　　　　　insurance　hospital
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　　　　のirector：Professor　Ichiro　Taki）
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　The　statistical　studies　were　performed　on　159

infertile　women　who　visited　out・patient　clinic

for　infertility　of　Department　of　Obstetrics　and

Gynecology，　Saga　Social　Insurance　Hospital　from

1975　to　1977．

　　1．Of　159　infertile　women，89（57．4％）were

primary　infertility　and　66（42．6％）were　secon・

dary　infertility．　The　incidence　Qf　infertile

women　to　total　outpatients　of　this　department

was　2．76％．

　　2．　Ages　of　wolnen　with　prilnary　infertility

ranged　from　20　to　36　years　with　a　peak　at　27　to

28years．　In　secondary　infertility，　ages　ranged

fronユ　23　to　32　years　equally．

　　3．　Infertile　periods　were　for　l　to　8　years　with

a　mean　of　2　years，　and　65　（45．09・6　’）　visited　our

clinic　within　2　years．

　　4．　The　highest　rate　of　successful　pregnancy

was　observed　in　functional　infertile　group　cate・

golized　by　the　cause　of　infertility，　then　followed

by・va・i・n　dy・functi・n　and　tub・1・bstru・ti・n・

　　5．Fifty　six（49．6％）of　113　women　with　com・

plete　examination　for　infertility　became　pregnant

after　treatments，　and　47（83．9％）became　pregnant

during　the丘rst　year．

　　6．Pregnancy　rate　of　women　with　Qvarian
dysfunction　was　66、7％and　that　of　unexplained

infertility　was　65．9％．

　　7．　There　was　no　relationship　between　preg－

nancy　rate　and　age，　however，　women　with　infer－

tile　period　of　more　than　5　years　did　not　succeed

in　pregnancy．　The　pregnancy　rate　of　women
with　a　history　of　appendectomy　or　artificial　abor－

tion　was　lower　than　that　of　others．

　　8．As　clinical　outcome　of　56　pregnant　cases，

36women（81．8％）had　mature　infants　with　nor－

mal　deliveries．　There　were　5　cases（11．6％）of

abortions．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年8刀110）
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　昭和49年1，月から昭和53年12月までに当不妊外来へ挙児を希望し訪れた患者数は766名で，延べ不妊患者数

は外来患者総数の8．0％にあたり，うち165名が妊娠した．妊娠165名の約半数（79名）は不妊期間2年以内で

あり，初診時年齢分布では，26～30歳群に最も妊娠率が高かつた．

　症型別にみると，散発性無排卵周期症（71．4％），機能性子宮出血（44．4％），卵管因子（43．5％），機能性

不妊症（43．1％），無排卵周期症（39．2％）などに多く妊娠がみられた．治療内容の主なものは，clomiphene

による排卵誘発（17。1％）及び黄体機能賦活（13．5％），卵管疎通bAi検査後（14．7％），卵管通水法（8．8％）

などであるが，有効治療不明が24名（14．1％）も占めていた．

　またclomipheneによる排卵誘発成績では，276名に投与し230名，即ち1145投与周期中840周期に排卵が

あり，73．4％の排卵率で，うち52名，18．8％が妊娠に成功している．

　転帰は，満期分娩75．4％，流産20．3％，妊娠継続中4．3％であり，流産率が高かつた．

はじめに

　近年，特に排卵誘発剤の開発には目をみはるべきもの

があり，一般臨床への応用にともない，不妊に関する一

般の知識普及および治療の必要性が認識されるようにな

り，結婚後間もない婦人でも挙児を希望して，受診する

機会が増加している．

　また各種ホルモンの微量測定法の進歩により，系統的

検査，さらにより詳細な病態把握が可能となり，かつては

排卵誘発することが不可能と考えられていた患者でも，

妊娠の可能性が見出せるようになつてきた．

　加えて不妊症治療の究極の目的は，妊娠の成立から満

期分娩によつて健児を得ることにあり，不妊症治療後妊

娠例について，retrospectiveに分析検討を加えること

は，今後の不妊症診断，治療の上で有意義であるので過

去5年間の不妊外来における妊娠例の分析検討を試み

た．

　1．不妊患者数と妊娠率

　徳島大学医学部産婦人科不妊外来へ昭和49年1月より

昭和53年12月までの5年間に挙児を希望して来院した患

者は表1の如くである．即ち5年間の挙児希望者数は

766名（新患数674名）で，このうち不妊外来を訪れた延

べ患者数は1269名であつた．挙児希望者数766名中，原

発不妊は529名（69．1％）で，237名（30．9％）が続発不

妊であつた・そして各年度別の不妊患者頻度をみると，

年々増加の傾向があり，結局5年間では，外来患者総数
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表1　不妊外来患者頻度と妊娠率

H召孝049壬1三

　　50

　　51

　　52

　　53

合　計

外来患者総数　挙児希望者数　　新患数　　不妊頻度

3188

3140

3221

3217

3073

15839

221

236

259

278

275

1269

135

138

137

125

139

674

6，9％

7．5％

8．0％

8．6％

8．9％

8．0％

妊娠数

　23

　29

　35

　46

　32

165

妊娠率

10．4％

12．3？6

13．5？。

16。5％

11．6％

13．0％

日不妊会誌25巻11｝

原発不妊

　18

　15

　20

　24
　18

　95
（529）

続発不妊

　　5

　14
　15
　22

　14

　70
（237）

註　48年以前からの患者数は92名であ1〕，従つて挙児希望患者数は4g年以後の新患数674名を加えた766名と

　　な1），補正妊娠率は165／766×100＝21．5％となる．

表2　不妊患者年齢分布と妊娠率

亭

　　　　　　　　～25歳

Z〈女壬患者』数　　　　194（25，3％）

妊娠例数　　38（23．0％）

攻壬　　女辰　　♪・終　　　　　　19．696

26～30歳

424（55．4％）

107（64．9％）

　25．296

31～35歳

125（16．396）

17（10。396）

　13．6°∴

表3　初診II寺不妊期間と妊娠率

　36歳～

23（3．O％）

3（1．8　g・6）

　13．0％

合　計

　766

　165

不妊患者数

妊娠例数
妊　娠　率

1年未満

　91

　31
34．1％

1～2年

164

　48

29．3％

2～3年

　136
　　33

　24．3％

15，839名の8．0％を占めている．不妊患者頻度は不妊期間

のとり方，報告機関の性格などにより，かなりの幅がみ

られており，各大学病院の報告では，楠田1）の10．9％，

加藤2）の6．3％，小畑3）の7．6％，東出4）の11．6％などであ

り，このほぼ中間に位置している．

　また不妊患者延総数1269名のうち，5年間で165名が

妊娠に成功しており，妊娠率は13・0％，各年度別でも毎

年10％以上を示している計算となるが，実際は挙児希望

者数766名中165名が妊娠しており，妊娠率は21．5％とな

る．そして原発不妊における妊娠率は18．0％，続発不妊で

は29．5％となつており，明らかに後者の方が高く，これ

は伊東5），高田6），東出7）らの報告と同じ傾向を示してい

る．

　2．初診時年齢分布と妊娠率

　挙児を希望し来院した766名の初診時年齢分布をみる

と，表2のように，25歳以下194名（25，3％），26～30歳

が424名（55．4％），31～35歳125名（16．3％），36歳以一ヒ

が23名（3．0％）であり，26～30歳群のみで約半数以上

を占めている．これに妊娠例をあてはめてみると，やは

り26～30歳群が107名（64．9％）と約2！3を占めており，

次いで25歳以下，31’－35ue，36歳以Eの順となってい

3～4年

116

　30

25．996

4～5年

66

　9

13．6％

5年以一E

193

14

7．30。

合　計

766

165

る．これは初診時年齢分布と同じ分布をしており，一般

には，初診時年齢が若いものほど妊娠率が高く，加齢に

伴つてそれが低くなると報告8・9）されているが，今回の

調査では，25歳以下の群が，26～30歳群に劣っている．

これは挙児希望の熱意の差によつて，通院治療を中止す

るものが多かつたことによるものであろう．

　3．初診時不妊期間と妊娠率

　表3は初診時不妊期間と妊娠率をみたものであるが，

不妊期間5年以上で外来を訪れたものが193名と最も多

く，また4～5年で訪れたものが66名と最も少なかっ

た．これは大学病院の特徴によるものではないかと思わ

れる．また妊娠例数をみると，不妊期間1～2年のもの

が48名と最も妊娠例が多く，結局不妊症とは健全な夫婦

が2年以上経過しても妊娠しないものとする定義から

は，不妊症とは診断できないものが79名，47．9％も妊娠

していることになる．これは医学的知識の普及と共に結

婚後間もなくても婦人科を訪れるものが多くなつたこと

を示しており，逆に不妊症における不妊期間について

も，よく考えねばならないことを示唆している．

　そして妊娠率からみると，不妊期間の短いものほど妊

娠率が高いという傾向がみられており，特に不妊期間4
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表4　妊娠成立までの治療期間と年齢

0～3カ月

3～6カ月

6カ月
　　～1年

1～2年

2～3年

3～4年

合　計

　　　26～
～ 25歳　　　　30歳
9

5

12

7

4

1

38

28

25

19

25

9

1

107

31～
　　　36歳～　合計　35歳

　4　　　1　　　42

　1　　　0　　　31

3

7

1

1

17

1

1

0

0

3

35

40

14

3

165

年以上になると，加速度的に妊娠率は悪くなつている．

　4，初診から妊娠までの治療期間

　妊娠165名の初診より妊娠までの治療期間を分類する

（87）87

と，表4のような成績であつた．初診から1年以内の妊

娠が108名，1－・　2年の妊娠が40名で，結局2年以内の

治療期間で148名，約90％が妊娠している．楠田9）も不

妊婦人の中で比較的容易に治療可能な症例は，大半が通

院2年以内で妊娠に成功すると述べており，従つて，2年

以上にわたる治療での妊娠は少なく，逆に不妊症治療と

しては，最低2年問の治療を続ける必要があるといえる．

　治療期間の最も長いものは，3年5カ月の治療によっ

て妊娠している．

　5．症型別分類と妊娠率

　挙児希望者766名中確定診断し得た581名の症型を分類

し，更にそれぞれの妊娠率を示したものが、表5であ

る．残りの185名は確定診断を下し得ないまま，途中よ

り治療中断をした症例であるが，約1／4を占めており，

　　　不妊因子

　　第一度無月経
内
　　第二度無月経分

泌　無排卵周期症

　　散発性排卵卵

巣　乳汁漏出症
因
　　機能性子宮出1血
子

　　黄体機能不全

例数

　64

　30

　51

　7

　3

　9
　63

表5　不妊因子別頻度と妊娠率

頻　度

227

（29．6？6）

妊娠例数

　　19

　　1
　　20

5

2

4

21

卵
管
因

子

子

宮

因

子

卵管閉塞，狭窄

卵管痙攣

仮性卵管閉塞

子宮発育不全

子宮奇型

子宮筋腫

子宮内膜因子

子宮内膜症

子宮内腔癒着

頸
管

フーナー異常

頸管無力症

29

38

25

10

15

9

16

15

6

8

1

　92
（12層（）？6）

，

　71
（9．3％）

　　9
（1．2％）

15

0

25

0

0

4

1

0

0

1

0

妊娠率

　　乏精子症
男
　　無精子症
性
　　精子無力症
因

　　精子死滅症
子

　　逆行性射精

　　機能性不妊症

　　確定診未定
　　　　検査不充分例

　　　台　　計

64

41

9

2

1

65

185

766

　117

（15．3　96）

（8。596）

（24．1gも）

6

2

0

0

0

28

17

171

72

（31．7？6）

　40
（43．596）

　　5

（7．0％）

　1（11．1％）

原発不妊

　11
　　1

　11
　　1

　　2

　　1

　15

続発不妊

8

0

9

4

0

3

6

8

0

14

0

0

3

1

0

0

1

0

　8
（6．8％）

（43．106）

（9．2％）

5

2

0

0

0

16

6

98

7

0

工1

0

0

1

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

12

11

73
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これが不妊外来の大きな問題点の1つであり，かつ又妊

娠率を低下させる原因ともなつている．

　不妊因子別分類では，内分泌・卵巣因子が227名と

29。6％を占めており，次いで男性因子117名15．3％，卵

管因子92名12．0％，子宮因子71名9．30／o，機能性不妊症

65名8．5％，頸管因子9名1．2％の順となつている．

　機能性不妊症は，本来黄体機能不全症の一部も含む

が，今回は明らかにBBTと血清プロゲステロン1°・11）

より黄体機能不全症としたものとは別に扱い，排卵性月

経があり，両側卵管が疎通し，子宮にも筋腫その他の異

常を認めず，精液検査所見も正常なるものを，機能性不

妊症として分類した．

　また卵管因子中，仮性卵管閉塞が25名あるが，これは

卵管疎通性の検査施行後，妊娠した症例であり，HSG

や通気が単なる検査だけではなく治療としても十分意義

があるということを示している．

　男性因子中，無精子症が41名もあり，これは絶対的な

不妊であり，本来の不妊症治療という面からは除外すべ

きものかもしれない．また精子無力症9名，精子死滅症

2名，逆行性射精1名が男性因子に含まれている．

　次いで，妊娠成功例165名を因子別にみてみると，黄

体機能不全症，無排卵周期症，第一度無月経な・ど内分

泌・卵巣因子が72名と最も多く，卵管因子40名，機能性

不妊症28名，男性因子8名，子宮因子5名．頸管因子1

名の順となるが，これを因子別の妊娠率でみると，卵管

因子が43．5％と最も多くなり，次いで機能性不妊症の

43．1％，内分泌・卵巣因子31．7％などの順となる，

　また直接積極的な治療を行なうことなく，妊娠した17

名は，本来機能性不妊症に入るべきものかもしれない．

なお習慣性流産の症例は除外してある，

　さらに原発，続発不妊別でみると，男性因子，子宮因

日不妊会誌　25巻1号

　　表6　妊娠成功例の治療内容

Clomid十hCG
Clomid十Et
Sexovid

hCG

HMG十hCG
CIomid十HMG十hCG
Kaufmann，　Holmstrom

Premarin

CB　154

Clomid休薬中

Sexovid休薬llI

子宮卵管造影後

卵管通気後

卵管通水

子宮内膜掻爬

子宮筋腫核出術

AIH
AID
夫のホルモン療法

その他

合 計

46

6

3

8

3

1

3

1

2

18

1

23

2

15

1

4

6

2

1

24

170

子などは当然のことながら原発不妊に多く，その他の因

子も，既に報告8・9）されている如く原発不妊に多い傾向

がみられた．

　6．妊娠例における有効治療法

　妊娠165名に有効であつた治療内容を列記すると表6

の如くであった．

　排卵障害群においては，clomiphene，　cyclofenil，

CB－154，　HMG－HCG，　clomiphene－HMG・HCG療法な

どを行い，rebound療法としては，　Kaufmann療法，

Clomid十hCG
CIomid十Et
Sexovid

hCG

HMG十hCG
Clomid十HMG十hCG
Kaufmann，　Holmstr・m

Premarin

CB　154

　　　合　　計

　　表7

第一度無月経

原発

6

1

0

0

1

1

0

0

2

11

月経異常患者の妊娠例におけるホルモン療法

続発

　3

　0

　1

　0

　0

　0

　2

　0

　0

6

第二度無月経　無排卵周期症　散発性排卵　機能性子宮出1血

原発

　0

　0

　0

　0

　1

　0

　0

　0

　0

1

続発

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

原発

　5

　2

　0

　1

　1

　0

　0

　1

　0

10

続発　原発

7

0

0

0

0

0

0

0

0

7

1

0

0

0

0

0

0

0

0

1

続発

　2

　0

　0

　0

　0

　0

　0

　0

　0

2

原発　続発
合　計

0

0

0

0

0

0

1

0

0

1

2

0

0

0

0

0

0

0

0

2

26

3

1

1

3

1

3

1

2

41
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第一度無月経

第二度無月経

無排卵周期症

散発性排卵

機能性不妊症

機能性子宮出血

　　合　計

投与例数

67

30

51

　7

112

　9

276
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表8　Clomidによる排卵誘発成績と妊娠率

排卵例数

　　51

　　3
　　49

　　7

　112

　　8

230

投与周期数

343

111

201

29

447

14

1145

Holmstrom療法，　premarin，　E・P　injectionなどを行

い排卵を誘発しその結果41名が妊娠に成功した．

　その内訳を症型別に分類したものが表7であり，第一

度無月経17名，第二度無月経1名，無排卵周期症17名，散

発性無排卵周期症（以後散発性排卵と略）3名，機能性子

宮出血3名の41名で，この殆んどが，無排卵周期症と第

一度無月経で占められており，第二度無月経はHMG－

HCG療法で1名が妊娠しているのみであり，治療の非

常に困難なことがわかる，

　その他の療法として通水法にて15名が妊娠している

が，通水療法の内容は，ウロキナーゼ36001U，デキサ

メサゾン2mg，抗生物質を生食水20m1に溶かして1周

期1－一　2回施行，6カ月間で一応のクールとしている。

また先に述べた如く，HSG，　Rubin　test後妊娠した，い

わゆる卵管仮性閉塞が25名もあり，この検査法は治療効

果もかなり期待でき，大切といえる．子宮因子では子宮

筋腫核出術後4名が，子宮内膜掻爬後1名が妊娠してお

り，頸管因子の1名と乏精子症の6名はAIHにて妊娠

している．

　しかし有効治療不明が24名（14．1％）もあり，不妊症

治療のむずかしさを象徴しているようである，

　7。clomiphene　による排卵誘発成績妊娠率

　clomipheneによる各症型別の排卵誘発成績，妊娠成

功率をまとめたものが表8である．

　clomipheneを投与した276名の患者のうち230名（83．3

％）即ち1145投与周期中840周期（73．4°／。）に排卵し，

18．8％の妊娠率であつた．

　倉智12）はclomipheneによる排卵率は59．5％，妊娠

率は12．1％と述べており，野口13）の排卵誘発率70．4％，

妊娠率33．3％という良い成績の報告もあるが，今回の成

績は，投与例あたり82．6％，周期あたり66．6％，妊娠

率22．9％と報告している金岡工4）の成績とよく一致してお

り，また高い排卵率を示したのも，後述するように，積

極的に機能性不妊症などに投与した為であろう．

　各症型別にみると，当然のことであるが，機能性不妊

排卵周期数　　排卵率

　　185　　　　　　53．9？6

　　12　　　　　　10．8？も

　　168　　　　　　　83．6％

　　26　　　　　89．7％

　　436　　　　　97．5？ム

　　13　　　　　　92．9曾6

　　840　　　　　　73．496

（89）89

妊娠数　妊娠率
10

0

14

3

23

2

52

14．9％

　0
27．5％

42。9％

20．596

22．2％

18．896

症が112名中112名，447周期中436周期，97．5％と最も高

い排卵率を示し，次いで機能性子宮出血の92．9％，散発

性排卵の89．7％，無排卵周期症の83．6％の順となつてい

るが，第一度無月経においては53．9％，さらに第二度無

月経では10．8％という低い排卵率であった．

　その結果，52名（18．896）が妊娠した訳であるが各症型

別では，散発性排卵が7名中3名（42．9％）と高率の妊

娠率を示し，次いで無排卵周期症の順と続いている．

　また排卵性周期を有している機能性不妊症及び黄体機

能不全症に対しても，当科では既報15）の如く，積極的

にclomipheneを投与しており，その結果23名（20．5

％）が妊娠した．

　機能性不妊にclomiphene療法が有効である理由とし

ては，clomiphene投与により卵胞期のgQnadotropin

の分泌増加，卵胞成熟の促進がおこり，その結果黄体機

能の活発化が引き起こされるためとか，clomiphene投

与によつてtrue　ovulatery　cycleが得られるためなどが

考えられる．

　また’更に投与次周期から休薬6ヵ月以内の無処置期間

に19名が妊娠しており興味深い．これはclomipheneの

持ち越し効果（carry　over　effect）であることが示唆され

るが，休薬することによりclomipheneの抗エストロゲ

ン作用も解除されることになり，妊孕性の充まつたこと

によることも考えられる．

　以上のことよりclomipheneをやたらに長期間投与す

ることは，かえつて頸管粘液量の減少，子宮内膜腺の発

育遅延をおこすので，連続投与は3回程度とし，必ず数

ヵ月間の休薬期間をおくことが必要である．

　8．ゴナドトPピン療法と妊娠

　表9のように昭和50年1月から54年7月までの4年7

カ月間の治療患者数は40名，117周期であつた．排卵周

期は第一度無月経で66％，第二度無月経で49％で，6大学

の集計16）では各々75，2％，63．1°／。であり、当科ではやや

悪い成績であつた．妊娠例は8例（2096）で2例の双胎

妊娠と2例の流産を認めた．尚，卵巣過剰刺激症候群は



90　（90）

第一一度無月経

第二度無月経

無排卵周期症

　谷計

当不妊外来における最近5年間の妊娠例の検討

表9　HMG－hCG療法と卵巣過剰刺激症候群（OHS）
　　　　　　　（S．50．1－S．54．7）

投与例

症例数

　17

　21

　2

40

周期数

51

64

2

117

排卵例

　症例数

8（47％）

16（79％）

　2（100％）

26

（659。）

妊娠例
　周期数

25（　49％）　　　　　　　　2

42（　6696）　　　　　　　　5

　2（100？％）　　　　　　　1

69　　　　　　　　　8

（59？6）　　　　　　　　　　（200／，）

日不妊会誌　25巻一1号

OHS例
軽　度

0

3

1

4

中等度

　0
　2
　1

（18％）

3

原発不妊

続発不妊

合　計

分　娩

60

44

104

頻　度

79．oo。

71．0°。

75．496

　　　表10　妊娠の予後

流　産　　　頻　度　　妊娠継続中

14

14

28

Jewelewicz17）のcriteria　による　‘‘mild”が4例，

18．4％

22．596

20．396

‘‘ moderate”が3例の計7例18％で第二度無月経に

は1例もみられなかつた．Jewelewiczらの報告17）の
‘‘ mild”が20％，　‘‘moderate”が7％，‘‘severe”

が1．8％に比べやや低い．

　9．妊娠成功例の臨床経過

　一般的に不妊婦人においては，妊娠に成功しても，流

産率が高いといわれている．今回の成績でも表10の如

く，他医紹介などの転医例が27名もあり，これを除く

と，満期分娩は138名中104名．75．4％であるのに対し，

流産例が28名，20．3％もみられている．楠田9）は分娩

52．6％に対し16．7％の流産率，東出7）も分娩51．3％に対

し13．5％の流産率を，また高野18）は25．6％の流産率を報

告している。

　今回の流産例の中には2名の子宮外妊娠，2名の人工

中絶を含んでいるが，これらを考慮しても，自然妊娠例

の流産率は10～11％と報告19）されているので，やはり高

い流産率といえる．そして原発，続発不妊別についてみ

ると，続発不妊の方にやや流産率の高い傾向がみられ

た、

　また多胎妊娠に関しては，clomiphene投与にて妊娠

した52名中4名に双胎妊娠がみられ，うち1名が流産に

終つている．そしてゴナドトロピンを投与した4名中2

名にも双胎妊娠がおこっており，うち1名は妊娠27週流

産している．

　分娩出産した104名のうち1例も奇形は認められなか

った．

　10．症型別妊娠経過

2

4

6

頻　度

2．6％

6．5％

4．3，6

転　医

　19

　8

　27

表11　不妊因子別妊娠の予後

内分泌・卵巣因子

卵管因子

子宮因子
頸管因子

男性因子
機能性不妊症

そ　の　他

査、、1・

分娩

44

21

3

二L

7

20

12

流産

14

　9

　2

　0

　0

　4

　1

妊　娠
継続中

　1

　1
　0
　0
　0
　2
　2

合　計

95

70

165

　　　　　　　　　　108　　　　　　　6

妊娠例171（重複診断6例含む）中転医27例を除く

合計

59

31

　5

　1

　7
26

15

144

　妊娠経過を各症型別にみると，表11のようであつた．

この表からは症例数にかなりの差があり，この比率から

比較するのは適当でないと思われるが，傾向としては，

子宮因子，卵管因子，内分泌・卵巣因子，機能性不妊症

の順に流産が多くみられた．これを更に詳しく述べる

と，子宮筋腫4名中2名（50．0％），卵管因子31名中9

名（29．0％），黄体機能不全症19名中5名（26．3％），第

一
度無月経17名中4名（23．596），機能性不妊症26名中

4名（15．4％）などが主なものであつた、

　また男性因子，頸管因子においては流産はみられなか

つた．

　稿を終るにあたり，不妊外来の診療に携わつていただ

いた，坂出回生病院産婦人科部長古本忠弘博士，森下一・

講師，奈賀脩助手に感謝致します．
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Clinical　observation　on　the　pregnant

　　　cases　in　our　infertility　clinic

　　　　　　　　　during　5　years

　　Goro　Matsuka，　Toshihisa　Masuda，

　　Kenichi　Yoshizaki，　Yasunobu　Inui，

　　Tsuneo　Mimura，　Satoru　Takeuchi，

Shuji　Yamano　and　Hisatoshi　Takahashi

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

Tokushima　University，　Medical　SchooI

　The　statistical　observation　on　165　successful

pregnallt　cases　of　the　infertile　women　who　had

visited　on　our　sterility　clinic　for　5　years　from

January　1974　to　December　1978　was　examined．

　The　total　nulnber　of　infertile　women　who
visited　on　our　clinic　during　5　years　was　766，　and

the　frequency　of　sterility　amounted　to　8．0％in

our　outpatient　diseases．　The　infertile　periods

on丘rst　visit　of　79　successful　pregnant　cases　was

less　than　2　years．

　The　highest　rate　of　conception　was　noted　in

group　of　age　26－30，　that　is　25．2％　of　this　group

succeeded　in　pregnancy．

　Analysis　of　the　correlation　between　the　clinical

status　and　effectiveness　of　various　treatments

was　performed．

　The　pregnancy　rate　in　anovulatory　group　with

occassionally　ovulatory　cycle　（71．40／o），　functional

uterine　bleeding　（44．4％）　and　anovulatory　cycle

（39．2％）were　high，　in　ovulatory　group　with　tubal

obstruction　（43．5％），　functional　sterility　（43．1％）

and　corpus　luteum　insufficiency（33．3％）were　also

high．

　The　treatments　which　succeeded　in　having

pregnancy　were　mostly　clomiphene　citrate　tllerapy

in　women　with　ovulatory　failure，　and　effective

treatments　in　ovulatory　group　were　HSG　or
kymoinsufHation　（14．7％〕，　activation　of　luteal

function　by　clomiphene　citrate　（13．5％＞and

hydrotlユbation（8．8％），　but　240f　them　had　no

therapy　（14．10，6）．

　The　rates　of　ovulation　in　clomiphene　citrate

group　were　83．3％by　cases　and　73．496　by　cycles，

and　pregnancy　rates　were　18．8％．

　As　clinical　outcome　or　consequence　of　these

patients，75．4％of　them　terminated　as－normal

and　full　term　delivery，　however，20．3％　were

aborted．　The　incidence　of　abortion　was　higher．

　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年10月22日）
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　昭禾1150隼7月より昭和54年6月までの問に挙児希望で来院した558名を対象とし臨床統計的分析を行つた．

　（1）　初診時年齢分布は25歳より30歳迄が最も多く認められた．原発不妊で20歳以下が2例，原発，続発不

妊併せて39歳以上が7例認められた，

　（2）不妊期間に関しては1年より3｛卜迄が最も多数であつたが，不妊期間1年以内の来院が原発不妊50例

（14．5％），続発不妊51例（23．8％）あり，不妊症に対する患者側認識の向上が推定され，その対策の必要性が

痛感された．

　（3）不妊原因としては卵巣因子21．6％男性因子25．9％と高率を占めたが，精液検査が45．1％の施行率であ

るから男性因子による不妊症はより高率である可能性もあり，routine検査としての精液検査の必要性が示唆

された．

　（4）妊娠成功例は153例（29，2％）であり，その誘因となつた検査，治療法は，子宮卵管造影術が41例と

最も多く，次は排卵誘発による30例であつた．

　（5）　習慣性流産例35例の検討では，子宮腔内癒着症等の器質的疾患が16例に認められた．

　19例の原因不明例のうち12組24人の夫婦の染色体分析を行つたところ5人に転座型等の染色体異常が認め

られた．

1．緒　　言

　東海大学病院家族計画外来では，不妊症，不育症の患

者のみでなく避妊を希望する患者も対象としており広く

家族計画全般に関与する診療を行つている．また不妊期

間も特に限定せず挙児希望で来院した場合には不妊期間

1年以内でも相談に応じ指導を行つている．

　今回，昭和50年7月の当科開設より昭和54｛f・　6月迄の

約4年間の症例について臨床統計的検討を行ったので報

告する．

　　　　　　　　　2．検索対象

　昭和50年7月1日より昭和54年6月30日までの3年11

カ月間に当科家族計画外来受診者687名の内，不妊又は

不育症を主訴とする挙児希望の患者558名を対象として

検討を行つた．この中には35名の習慣性流産症患者が含

まれている．
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25・26砺笏

　　　　345　　　Total　　214

Fig．1　Distribution　of　age

3，結　　果

　（1）　患者年齢分布（Fig．1）

　不妊期間に関わPなく，妊娠歴の全くない者を原発不

妊，流産分娩等の妊娠歴を有している者を続発不妊とし

て検討を行つたが（以下同じ），当科初診時の年齢分布を

みるに，原発，続発不妊ともに25歳より30歳迄が最も多

く，原発不妊では27～28歳に高いピークが認められた．

　原発不妊で20歳以下2例，また原発，続発不妊併せて

39歳以上が7例認められた．

　（2）　不妊期間（Fig．2）

Prim．S†eril． Period Sec。S†eri1．

・・撒雛笏 くIY 笏雛笏多笏51

74 微、z，物， 卜2 勿z’・雛彩、5

7ア 、／　笏繍、 2－3 髪笏髪36

・2　物 3～4 29

　　　物50

4～5 15

19物 5～6 16

62 笏笏．雛 6＜ 1’影22

　　　344　　　　Total　　　214

F三g，2　Period　of　sterility

　当科受診迄の不妊期間は，原発不妊では不妊期間1～

3年での来院が多く151例（43．9％）であつた．また6

年以上が62例（18．0％）も認められた．前述せる如く挙

児希望で来院した患者を全て不妊症又は不育症として取

（93）93

扱つているため1年未満が50例（14．5％）と比較的多数

認められた．

　続発不妊では1年未満から3年迄が最も多く特に1年

未満が51例（23．8％）と多数を示したのは前回妊娠が流

産で，その後直ちに挙児希望にて当科を受診した患者を

含んでいるためである．

　（3）　他診療機関受診歴（Fig．3）

・・・・…il．購難灘擁

S㏄．S†erll．

　　　　　214｛383％）

　　　　　　　　　　　　　　I　　　l78〔36・4％1

　　　　　　　下o曾αl　　　　　　　　　　PT
　　　　　　　55e　　　　　（55　tるひ　24　44．o’le）

　　　　　　PNT　Fbtients　rK）t伽・eαed　prew◎usly

　　　　　　　PT　　Pq舗en↑s†尼o†ed　prevlously

　　Fig．3　History　of　previous　treatment

　昭和50年7月新設という当科の特殊性を考慮し当科受

診前に他診療機関で検査治療を受けたか否かを検討し

た．

　原発不妊では168例（48．8％）に他医受診の既往があ

り，続発性不妊では78例（36．4％）が他医受診の既住を

有している．これらの患者は紹介，又は患者の転居，又

は近くに当科が新設された等の理由により当科を訪れて

いる．

　（4）検査施行率（Table　1）

Table　l　Examination

H．S．　G．

Rubin　test

En〔10met．　biopsy

Semen　exam．

Huhner　test

Menst，　b1．　cu1，

464（83．2u（」）

394（70．6u6）

322（57．7％）

252（45．2？o）

173（31．096）

208（37．3　？，6）

　不妊期間1年未満例，又は習慣性流産例，他診療機関

より検査結果を記載せる紹介状持参例等を除き，当科初

診者はroutine検査を系統的に全て受けるよう指導を行

なっている．初診時Fig　4に示すパンフレットで検査

項目の説明を行ない，虫ず1ヵ月間基礎体温測定を行な

わせ，次周期の高温相70目に内膜検査を行ない以後経

血培養i，子宮卵管造影術と順次行なつている．

　各検査項目別に施行率をみるに子宮卵管造影術が最も

高率であり，これに比較して子宮内膜検査が低率なの
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当大学病院家族計画外来開設後の臨床統計
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　GYO24　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鞭　　　　鱗房こ

　Fig．4　Program　of　routine　examination

は，無排卵症や，特に原発不妊では子宮ゾンデの挿入も

不可能で内膜採取を施行しえなかつた症例があったため

である．

　糖液検査は252例（45．2％♪と約半数しか行なわれて

いない，

　（5）　不妊原因（Table　2）

　不妊原因を因子別に検討してみると，卵巣因子が原

発，続発不妊とも高頻度であり，また男性因子が原発不

妊で乏精子症，無精子症を併せると102例（33．5％）に

認められ，続発不妊でも18例（11，3％）に乏精子症を認

めた．乏精子症は4～5目間禁欲後に用手法により精液

を採取させ，精子数30×106m1以下のものとしている．

　機能性不妊はroutine検査で特に異常を認めないに

もかかわらず2年以一L不妊のもので，腹腔鏡検査を行な

った症例も含んでいるが，必要事項とはしていない．

　原因不明群が原発不妊47例（15．5％），続発不妊81例

（50．9％）と高値を示したのは，routine検査現在施行

中の例や，何らかの理由により検査を全て終了しえなか

つた症例を全て含んでいるためである．なお習慣性流産

例35例はこの中に含まれていない．

　（6）検査，治療別妊娠成功例（Table　3）

　習慣性流産例を除外した523例中妊娠成功例は153例

日不妊会誌25巻1号

Table　2　Cause　of　sterility

　　　　Endometritis

　　　　AdhesionUterUS
　　　　Myoma
　　　　Anomaly

IPrim．　Steril．

Cervix

Oviduct

（⊃varium

Polvic　Endometriosis．

Semen　Azospermia

　　　Oligospermia

Functional

Unknown

Total

1

1

3

5

14

23

75

17

18

84

14

47

304

Sec．　Steril、

　　　1

　　　2

　　　0

　　　2

Table　3　Cause　of　pregnancy

Induced　Ov．

H．S．　G．

Rubin　test

Hydrotubation

Endomet．　Curet．

A，1．H．（A．1．　D．）

Pseudopreg．

DANAZOL
Treatment　for　luteal　insuff．

Hydrotubation，　Induced　Ov．

Gynecol、　exam．

Therap．　Asherman’s　Synd．

Laparo．　Induced　Ov．

Unknown

　　　　　　Tota1

6

18

25

0

0

18

6

81

159

30

41

2

4

3

10（2）

1

1

10

3

7

1

2

38

153

（29．2％）であった．

　各項目別の妊娠件数は子宮卵管造影術施行後の妊娠例

が41例と最も多く，次いで排卵誘発による妊娠が30例で

あり，AIDによる2例の妊娠例は他診療機関へAID

のみを依頼し妊娠した症例である．

　原因不明例はroutine検査終了後検査結果に特別異常

を認めないため基礎体温測定のみにて数カ月経過を追つ

ていたところ妊娠した例と，同様routine検査終了後

又は，検査中に患者側の都合で来院を中止し数ヵ月後に

再び来院した時には妊娠が成立していた例を含んでい

る．

　（7）　習慣性流産例の検討（Tal〕le　4）

t
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　　　Table　4　Cause　of　habitual　abortion

　　　　Anomaly　　　　　　　　　　　1（　2．9％）
UterUS
　　　　HypQplasia　　　　　　　　　　　　　　　2（　5・7％）

Intra　uterine　adhesion　　　　　　　　　　　6（17．1％）

Cervical　insuf丘．　　　　　　　　　　　　　　　　　　4（　11．41｝6）

1嘩膿欝盤｝°n　　・（8・6％）
Unknown　　　　　　　　　　　　　　　19（54．3％）

Tota1 35（100．096）

　2回以上連続して流産を繰り返した場合を習慣性流産

症とし，末梢血，血沈，梅毒血清反応，トキソプラズマ

検査，一般検尿を行ない，さらに子宮卵管造影術を行つ

ている．

　35例中一一i般検査で異常を認めた例は全くなく，子宮卵

管造影術により子宮腔内癒着症6例，子宮頸管不全症4

例等が認められた．これら器質的又は機能的異常の認め

られた例ではその治療法を施行しているが，この様な検

査により全く異常が認められない例が19例（54．3％）存

在した．

　著者等はこの様な原因不明習慣性流産例では患者によ

く説明を行ない同意が得られたならば夫婦両者の染色体

分析を行なつている．

　12組24人の染色体分析を行ない，5人に転座型の染色

体異常を認めた（Table　5），

Table　5　Analysis　of　karyo　type

1　　　46，XY，　t（7q－，10p十）

2　　　46，XY，13p－

3　　146，XX，21p－
4　　：46，XX，　Dp一ト

5　　146，XY，　inv（9p十，9q－）

　　　　（total　12　couples）

4．考　　案

　挙児希望にて来院した患者の初診時年齢分布は，原

発，続発不妊共に25～30歳に最も高率であったのは三

ヒ1），品田2）等の報告と同様である．20歳以下の2例は

不妊期間も1年以内であり真の不妊症とはいい難いが，

最近の不妊症への認識の向上を反映していると考えられ

る．この様な症例では著者等は基礎体温を測定させ排卵

日や妊娠可能な時期の説明を行ない，患者の要望が強け

れば頸管粘液検査，Huhner検査を行ない，経過を追う

ようにしている．

　39歳以上が7例認められたが，この様な症例では不妊

期間も長く治療困難なことが多い．また年齢的に妊娠率

（95）95

の低下や，Down症等の先天異常児の発生率の上昇等，様

々な問題を含んでおり検査治療の施行に困惑することが

少くなくない．患者の社会的条件も加味してcase　by

caseの判断が必要であると考えられる．

　不妊期間に関しては従来3年以上の不妊期間の例を不

妊症として取扱つていたが，最近では柚木3）等は2年以

一ヒ，三上1），五十嵐4）等は1年以上経過している揚合には

不妊症として検査治療を行なうべきであると報告してい

る．当科では，原発不妊50例，続発不妊51例が不妊期間

1年以内で来院している．1年以内の不妊期間で不妊症

として取扱うのは必ずしも妥当とは言えないが，著者等

は原発不妊では基礎体温を測定させ妊娠可能な時期の説

明を行ない定期的に来院させて経過を追求している．ま

た流産歴を有している続発不妊では積極的に検査治療を

開始している．

　当科受診前の他診療機関受診歴では，原発不妊48．8

％，続発不妊36．4％が他医で検査，治療を受けた既往が

あり，その中には他機関での検査施行途中に当科へ転医

し，しかも紹介状等今まで施行した検査結果を持参して

いないため，routine検査を最初から施行しなければなら

なかつた例も多く含まれている．不妊症の検査治療開始

前に，現在大学病院，官公立病院等の不妊症外来で行な

われているroutine検査は，ほぼ同様であり，特に差

はないから、routine検査は同一医療機関で受けた方が

良い結果となることが多いし，また家庭の事情で他医療

機関へ移る場合は申し出があれば，施行した検査結果を

記載した紹介状を記載することをよく説明し指導を行な

っておく必要性が痛感される．

　不妊原因の各因子別検討では卵巣因子と男性因子が高

率を示した．乏精子症，無精子症の男性因子は原発不妊

102例（33．5°／o）続発不妊18例（11．3％）と高値を示し

たが，精液検査が252例（45．1％）にしか施行されなかつ

た事を老慮すると，実際の男性因子による不妊はより高

頻度である可能性も考えられ男性因子検査の重要性が認

識される．続発不妊で乏精子症が18例（11．3％）に認め

られたが，三上1），楠田5）等も指摘しているところであり，

秦6）等の如く続発不妊では精液検査を除外するという報

告もあるが，著者等は原発続発不妊共に精液検査は必

ず施行すべきであると主張したい．

　治療別に妊娠成功例をみると，子宮卵管造影術施行後

に41例妊娠が成立している．品田2），高野7）等も同様の

報告をしており，本検査法が優れた治療効果を有してい

ることを示していると考えられる．

　排卵誘発法としてはclomid，　sexovid，　HMG・HCG

等を使用しているが，最近の内分泌学の進歩はめざまし

く，今後卵巣因子が原因の不妊症ではさらに妊娠率が
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向上すると考えられる．

　　直接的な誘因不明な妊娠例はroutine検査終了後特に

異常を認めないため，経過観察を行なっていたところ妊

娠した例や，患者が一時来院を中止し、数カ月後に来院

した時は妊娠が成立していた例であり，それまでに施行

した検査治療法の総合効果とも考えられる．このような

例が38例と多数認められるところにも不妊症治療の難か

しさが現われており，著者等はroutine検査後，特に異

常な結果のない例や軽度異常があり一一・定期間治療を行な

っても妊娠成立しえない例では，一時来院を中止させて

患者の精神的安定を図る試みも行なつている．

　　習慣性流産症は従来の検査法では異常を発見出来ず原

因不明とされる例が多かつた．当科では患者の同意が得

られれば・この様な症例で夫婦双方の染色体分析を行なつ

ている．12組24人中5人（20．8％）に転座型等の染色体

異常が認められた．今後原因不明な習慣性流産例では分

染法による染色体分析を可能ならば施行すべきであると

考えられた．

　な才5縛scI論文’の｝要旨は冒首24吟Il1本イ｛女壬’学4≧総∫さ一否幸陵1葺し
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ユ975．

日不妊会誌25巻1号

Statistical　analysis　on　the　infertile

　　　　　　women　in　our　family

　　　　　　　　　　planning　clinic

　　Shigeoki　Hayashi，　Yukihiko　Shiozuka，

　　　Tatsuo　Yamato，　Moichiro　Hayashi，

　　　　　　　　　　　Kazuo　Kobayashi

Masato　Inoue，　Takiko　Kenjo，　Akikazu　Fujii

Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，

　　　School　of　Medicine，　Tokai　University

　　The　statistical　studies　on　558　infertile　momen

who　visited　our　family　planning　clinic　durillg

last　four　years　from　July　1975　to　June　1979　were

performed，

　　1、　The　age　distribution　of　the　patients：　The

majority　of　our　patients　were　25－30　years　old

when　first　seen．　Two　cases　were　under　the　age

of　20　and　7　were　39　years　or　older．

　　2．The　infert量1e　periods：Most　of　our　pati－

ents　had　had　1－3　years　of　exposure　to　conception

when　丘rst　calne　to　our　clinic，　while　50　cases

with　primary　infertility　（14．5％）and　51　with

secondery　infertility　［23．896）　had　been　exposed

for　less　than　one　year．　These　丘gures　clearly

indicate　that　the　infertile　women　tend　to　seek

advice　and　treatment　earlier　than　before．

　　3．　Etiology　of　infertility；　Of　all　of　the　cousa－

tive　factQrs，25．9％were　of　male　origin．　Since

complete　semen　analyses　were　performed　in　only

45．1％　of　our　infertile　couples，　male　factors

nユight　be　in　fact　more　involved，　suggesting　the

importance　of　the　semen　analysis　as　a　routine

examination　for　infertility．21．6％were　classi丘ed

as　tubal　dysfunctions　and　were　the　highest　amo・

ng　female　factors．

　　4．　Pregnancy　rate：　The　over　all　pregnancy

rate　was　292％，153　pregnancies　were　analysed

in　terms　of　therapy．　The　highest　pregnancy　rate

（26．8％）was　achieved　after　tubal　insu田ation　and

hysterosalpingography　without　any　other　treat・

ment，　fQ工lowed　by　Qvulation　induction　with　a

19．6％pregnancy　rate．

　　5．　Habitual　abortion：35　patients　with　ha・

bitual　abortion　were　included　in　this　study．

Organic　abnormalities　such　as　intrauterine　adhe－

sions　were　detected　il116　cases。　Of　the　remain－

ing　19　cases，12　couples　were　subjected　to　chro・

mosolne　analysis，　revealing　translocation　in　5

cases．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（受付：昭和54年10月22日）
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地方部会講演抄録

第83回日本不妊学会関西支部集談会

日時1979年7月7日
場所　関西医科大学専門部学会第1講堂

1．Gonadotropin療法における細胞診の意義

堀越順彦・芦原孝三・中島徳郎

余語郁夫・椹木　勇

　　　　　　　（関西医大産婦）

　HMG・HCG療法に当つて，卵巣の過剰刺激反応を防

止し，排卵時期を決定するためには，卵胞の成熟状態の

適確な把握が極めて重要である．今回，頸管粘液検査と

膣細胞診をとりあげ，実際のHMG・HCG療法に当つ

て，これらと血中estrogenとの相関について検討し

た．その結果，HMGに反応した症例では，　HMGの投

与が進むに従つて血中estradiol（E2）は増加したが，

頸管粘液所見は必ずしもこれに伴つた変化を示さないも

のもみられた。また，細胞診では，maturation　index

とkaryopicnotic　indexに1ま定型的な推移は認められ

なかつたが，eosinophilic　index（EI）が比較的E2レ

ベルと平行した変化を示した．全体として，頸管粘液所

見がE2ともつともよく相関し，次いでEIとなった．

2．高ゴナドトロピン性無排卵に対するHMG・HCG

　　療法と排卵

堤　博久・小池浩司・高田満

塩路　武徳・三宅　侃・安田　基

南川淳之祐・宮崎正敏・青野敏博

倉智敬一（大阪大産婦）

　女性不妊症の中で無排卵が不妊の原因である患者に対

して排卵を誘発することは治療上最も重要である．無排

卵症に対して各種の排卵誘発剤が大きな効果をあげてい

るが，卵巣障害を主因とする高ゴナドトロピン性の無排

卵症に対して有効な治療法がないのが現状である．我々

はLH，　FSH共高値の卵巣性無月経患者で挙児希望の

強い患者21例に試験的にHMG・HCG治療を行つた．

排卵率は15．5％と予測通り低かつたが，連続して排卵す

る例も認められ，その際のHMG使用量は比較的少なく，

HMG・HCG治療にクロミフェンのprimingが有効で

あることを認めた．高ゴナドトロピン性無排卵症の代表

として，続発性無月経の1例と原発性無月経を呈する，

karyotypeがXXp一を示すTurner症候群の1例につ

きHMG－HCG治療の経過を基礎体温，頸管粘液およ

び各種ホルモン測定により検討したところ排卵を認め

た．以上の成績より高ゴナドトロピン性無排卵症であっ

ても排卵を誘発できる可能性が残されていることが示唆

された．

3．HMG・HCG治療におけるHyperstimulationと

　　血中ホルモン動態

　　　松岡賢光・麻生武志・蘇　鈎焼

　　　堀江克行・泰井俊造・西村敏雄

　　　　　　　　　　　（京都大産婦）

奥田喜代司・杉本　修（大阪医大産婦）

　HMG・HCGにょる排卵誘発後の妊娠例における血中

ホルモンの経時的変動パターンの分析を試みた．第1度

無月経の3症例4周期に対しHMG　150～2251U／day，

7～11日間，HCG　3000～　IOOOO　IU／day，2～4日間投

与し，plasm　LH，　FSH，　PRL及び9種のステロイドホ

ルモンの変動をRIAにより検討した．卵巣腫大の認め

られた症例ではestradiol，　androstenedioneはHCG

　　　ノ投与開始時には他に比べて著しい高値で，それまでの

HMG投与量とは明らかな関連が認められなかつた．

progestinsはHCGに切り換えた後，卵巣腫大例で著

明な高値を示し過剰排卵がうかがわれた．特に双胎例で

の14日前後にみられる著しい高値は単胎例に比して絨毛

組織より多量に分泌されるhCGにより卵巣におけるス

テロイド産生が著明に賦活されたと考えられる．また

卵巣腫大のうち1例では卵巣腫大の経過とほぼ一致し

てprolactinが高値を示すなどの興味深い所見が得られ

た．

4．不妊外来における最近1年間の妊娠について

草西洋・東山秀聲・岡田弘二

　　　　　（京都府立医大産婦）

挙児を希望して産婦人科を受診する婦人の数は増加傾
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向にあるが，我々の不妊外来の患者数も最近著しく増加

している．この度，昭和53年度に於ける不妊外来患者

763名の不妊原因別及び治療項目別の妊娠成立とその後

の経過につき集計を行い検討を加えた．排卵障害では

127例／141例に排卵が誘発され42例に妊娠成立した．黄

体機能不全では54例／252例に妊娠成立し，卵管因子では

4例／73例，男性不妊因子では2例／98例であった．全症

例の妊娠率は124例／763例（16。3％）で流産率は15例／

124例（12．1％）であつたが，高度精子減少症と途中脱

落例を除外すると妊娠成立は123例／672例（18．3％）と

いう良好な成績をえた．これは主に排卵障害と黄体機能

不全に対する治療後の妊娠成立が多数例にのぼつたため

と考えられる．一方卵管因子，男性不妊因子例では低い

成績であり，今後の治療法の改善向上がのぞまれる．

5．卵巣のblood－follicle　barrierについて

和田裕充・片山和明・望月真人

東條伸平（神戸大産婦）

　卵巣のblood・follicle　barrierの透過性が，　PMS－

HCG　estradiol，progesterone，histamineによりどの様

に修飾されるのかを検索した．

　実験動物は成熟家兎を使用した．

　対照群には，PMS　300単位を静注し卵胞発育を促し，

9時間目に1311・RISA　200μCiを耳静脈より投与した．

9時間半目に卵巣摘出と採血を行い，卵胞液と血清

のRISAの濃度を比較したものを％であらわし，こ

れを透過率とした．以上の対照群に加え，PMS追加又

はHCG投与群は8時間半日に各々1000単位を静注し，

estradiol又はprogesterone投与群は7時間目に各々

10mg，100mgを皮下投与，　histamine投与群は8時間

55分目tV　9時間半目にかけて総量500mgを投与した．

　透過率は，対照群29～59％・PMS追加投与群48～63

％・HCG投与群40～68％，　estradiol投与群45～66％，

progesterone投与群43～66％，　histamine投与群47～

68％であった。

　estradio1投与群とhistamine投与群では有意に透過

性の充進する傾向がうかがえ，又，PMS追加投与群も

軽度充進する傾向がうかがえたが，その他の群では有意

差はなかつた．

6．透明帯除去ハムスター卵子と融合する豚精子の微

　　細構造的観察

今井　裕・丹羽皓二・入谷　明

　　　　　　　　（京都大・農）

豚精子の授精能獲得にともなつて誘起される先体反応

目不妊会誌25巻1号

と透明帯除去ハムスター卵子との膜融合前後の豚精子の

形態的変化を透過型電子顕微鏡により観察した．豚精子

を単純な合成培地である修正KRB液中で前培養して

も先体反応は誘起されないし，精子の透明帯除去ハムス

ター卵子への侵入も認められないが，雌豚子宮内で5時

間培養した精子には先体反応がみられ，またこれらの精

子は容易に卵子と膜融合する．膜融合は，これまで報告

されてきた哺乳動物におけるそれと同様に，精子頭部後

領域の細胞膜と卵子細胞膜との間で起こるが，精子の核

質の拡散から前核期に至る過程は，豚卵子内で豚精子が

示す動態とは異なり，この過程の形態的変化を支配する

未知の物質がハムスター卵子内に存在することを示唆す

る．

7．人精子Subcellular　fractionによる不妊婦人血

　　中精子不動化抗体の吸収実験

窪田耕三・伊藤健一郎・高田喜嗣

香山浩二・礒島　晋三

　　　　　　　　（兵庫医大産婦）

　原因不明不妊婦人の血中に特異的に補体依存性精子不

動化抗体が検出されるところから不妊症発生原因の1つ

として精子免疫の関与が注目されている．又，この不妊婦

人血中に検出される精子不動化抗体が洗源精子及び無精

子症患者精液によつても吸収されるところから，この精

子不動化抗体の対応抗原として精子自身の抗原並びに精

子表面に付着している精漿抗原，即ち精子付着抗原の関

与も考えられている．現在我々は抗体吸収実験法を用い

て精漿並びに精子より対応抗原の分離精製を試みてお

り，今回我々は洗瀞人精子をsubcellular　fractionに

分画し，各分画の抗体吸収作用，並びに洗瀞精子をパパ

イン酵素分解して得た可溶性分画の吸収能力について検

討した．人洗糠精子の凍結融解並びにhomogenization

による可溶性分画及び細胞膜分画に抗体吸収活性が存在

した．また洗潅精子の限定的パパイン分解によつて可溶

性抗体吸収活性成分を分離することができた．

8．精巣血管の微細構造

高山秀則・友吉唯夫

（滋賀医大泌尿羅科）

　ヒト正常成人の精巣内毛細血管の透過型電顕による

観察所見について述べる．BennetらによるA－1一α

型に属することは明らかであるが，精巣内毛細血管には

pericyteおよび基底膜の外層に，もう1層の細胞層に

よつて不完全ながら取り巻かれた型の血管と通常の型の

血管の2種が認められた．前者は問細胞と接して存在す

♂
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る時にもつともよく観察される．毛細血管の内腔へは内

皮細胞質のpseudopodia様の突起がみられるが，他の

内分泌臓器にみるごとき発達したmicrovillousな突出

は稀である．内皮細胞間の接触部ではdesmosome様構

（99）99

造，複雑なinterdigitation，　O．2　一・　O．8μのgap形成，

microvilli様突出による咬合などの種々の接触様式がみ

られ，複雑な代謝によるtransportが行なわれているこ

とを物語る．
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