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概 要 活性 酸素種 系 と活性窒素種系並 びにそれ らの調節酵 素が黄体機能 調節 に対 して ど

のような関 係 を有 してい るか究 明す るた め、 ラッ ト黄体 にお けるMn-SOD、eNOS、iNOS

mRNAの 発 現動態 を解析 す る ととも にMn-SODとNOの ラ ッ ト培養 黄体化穎 粒膜細 胞 の

progesterone(P4)産 生能及びアポ トー シスへ の影響 につ いて検討 した 。hCG投 与0か ら

48時 間後過排卵及び妊娠2日 か ら20日 後 の妊娠 黄体 を実験 に供 した。Mn-SODmRNA発

現Mn-SOD蛋 白及びP4を 各 々northernblot法 、ELISA法 及びRIA法 で測定 した。 また、

eNOS、iNOSmRNA発 現 はcompetitiveRT-PCR法 にて検討 した 。Mn-SODmRNA発

現はhCG投 与7時 間後 及び妊娠14日 目に ピー クを示 した。 さ らに、Mn-SOD蛋 白はhCG

投与12時 間後 よ り増加 し、24時 間後 に ピー クを示 し、P4濃 度 と同 じ推移 を示 した。妊 娠

で はMn-SOD蛋 白は妊 娠16日 目 に ピー ク を示 した 。過 排 卵 にお け るeNOS、iNOS

mRNAは いずれ もhCG投 与15時 間後 に ピー クを示す増 減 傾向 を示 した。妊娠黄体 にお い

てeNOSmRNAは 妊娠全過程 に次第 に増強す る傾 向で あったが、iNOSmRNAは 妊娠12

日目よ り比較 的急激 に増強 し、妊娠 末期で ピー一クを示 した。一方、PMSG投 与48時 間後

の穎粒膜細胞 をGIT培 地で培養 し、NO発 生剤で あるSNAPとSIN-1及 びMn-SODを 添加

した結果 、SNAP、SIN-1は いず れ も用 量依存 的 にP4産 生を抑制 した が、Mn-SODと の

同時添加 によって いずれ のP4産 生能 も有意 に回復 した(p<0.01)。 また、SNAP、SIN-1の

添加によってDNA断 片化が認め られ、Mn-SODの 同時添加 によってDNA断 片化が 抑制

された。さ らに、SNAP及 びSIN-1の 添加 によ ってMn-SODmRNA発 現 は無添加群 よ

りそれぞ れ1.6倍 及び1.3倍 増強 した。以 上よ り、 ラッ ト黄体 機能調 節機 構 にお いて、Mn-

SODは 黄体 機能促進的 に、NOは 黄体 機能抑制 的 に作用 し、 各 々量 的、時 間的変化 を示 し、

かつ相互 にクロス トー ク しなが ら、そ の調 節に関与 して いる ことが示唆 された。

Abstractlnordertoinvestigatetheroleofoxygensuperoxideandnitric

oxide(NO)inregulationoflutealfunction,westudiedinvivomRNA



expressionofMn-SOD,eNOSandiNOSinratcorpusluteumandinteraction

betweenMn-SODandNOinregulationofIutealfunctioninculturedrat

luteinizedgranulosacells。

TheexpressionofmRNAandproteinlevelexpressionofMn-SODand

progesterone(P4)inthecorpusluteumweredetectedwithNorthernblot

hybridization,ELISAandRIA,respetively,duringsuperovulationand

pregnancy.ExpressionsofeNOSandiNOSmRNAweredetectedwith

competitiveRT-PCR.

lntheinvitrostudy,granulosaceIlscoIlected48hoursafterPMSG

stimulation,wereculturedinGITmedium.AfteradditionofNOdonors,SNAP

andSIN-1,andMn-SOD,P4concentrationinthesupernatantwasmeasured

withRIA.DNAfragmentationwasdetectedaswell.Furthermore,effectof

SNAPandDIN-10nthemRNAexpressionofMn-SODwasalsoevaluatedwith

Northernblothybridization,

lnsuperovulation,Mn-SODmRNAwasdetectableduringthewholeprocess,

reachingpeakvalueat7hoursafterthehCGinjection.Mn-SODproteirI

startedtoincreaseat12hoursafterhCGinjection,reachingpeakat24

hours.P4showedthesameprofileasMn-SODprotein.ThelevelsofeNOSand

iNOSmRNAgraduallyincreaseafterhCGinjectionforupto15hoursand

decreasedafterwards.lnpregnancy,mRNAofMn-SODwasdetectableduring

thewholeprocess,reachingpeakatthe14thdayofpregnancy,whileMn-

SODproteinsreachedpeakatthe16thday.P4showedasimilarpatternwith



Mn-SODproteinuptothe12thdayofpregnancywhenitreachedpeak,but

graduallydecreasedafterwards.WhilemRNAofeNOShadthetendencyto

increasegraduallyduringpregnancy,mRNAofiNOSrapidlyincreasedfrom

the12thdayandreachedpeakatthelatephaseofpregnancy.

lnculturedratgranulosacells,productionofP4wassuppressedbySNAP

andSIN-1inadosage-dependentmanner.However,additionofMn-SOD

partiallyreversedthesuppressionrespectively(p<0.Ol).Similarly,

fragmentationofDNAwasinducedbyadditionofSIN-1andSNAP,butwas

inhibitedbyadditionofMn-SOD.Furthermore,mRNAexpressionofMn-SOD

inculturedgranulosacellstreatedwithSNAPandSIN-1wereincreased1.6

foldand1.3foldcomparedwiththeuntreatedcontrol.

WeconcludethatMn-SODisinvolvedinstimulation,whereasNOplaysa

roleinsuppressionoflutealfunction.lnaddition,Mn-SODandNOinteract

witheachotherinregulatingoflutealfunction.

緒 言

黄体機 能は黄体細胞 か ら分泌 されたprogesterone(P4)を 中心 と した性 ステ ロイ ドホル

モ ンによる増殖子 宮内膜 か ら分泌期子 宮 内膜へ の転換 及び着床 の成立 、妊娠 の維持 を目的

とす る。 この黄体機能 の調 節には視 床下部一下垂体一卵巣 系が関わ って いるが、近年 、そ

の調節要素 として活性酸 素種 系や活 性窒素種系等 のフ リー ラジカル とそ の調節酵 素が密接

に関係 している ことが 明 らかにな りつつあ る。Manganesesuperoxidedismutase

(Mn-SOD)は 活 性酸素消 去酵 素SODの 一種 で、細 胞 内の ミ トコ ン ドリア に局 在 し、活性

酸素な どによ り誘導 され る。 またnitricoxide(NO)はL一 アル ギニ ンか らnitricoxide



synthase(NOS)に よ って 合 成 され 、NOSに はendothelialnitricoxidesynthase(eNOS)、

induciblenitricoxidesynthase(iNOS)、brainnitricoxidesynthase(bNOS)の 三 つ の

タイ プが 存 在 す る。 黄 体 にお け るMn-SODとiNOS、eNOSの 局 在 は免 疫 組 織 化 学 的 方 法

によ って 明か され て お り(1、2)、 さ らにMn-SODは 排 卵 抑 制 作 用 を有 し(3)、P4分 泌 に対

し促 進 的 に働 いて い る こと(4)、 またNOは 排 卵 促 進 作 用(5)及 びP4の 分 泌抑 制 作 用(6)を 有

して い る ことが 報 告 され て い る。 しか し妊 娠 黄 体 に お け る活 性 酸 素 種 系 と活 性 窒 素 種 系 並

び にそ れ らの 調 節酵 素 の 動 態 さ らに両 者 が 黄 体 機 能 調 節 にお いて どの よ うな 関 係 を有 して

い る か は 未 だ 不 明 で あ る 。 今 回 わ れ わ れ は ラ ッ ト黄 体 に お け るMn-SOD、eNOS、

iNOSmRNAの 発 現 動態 をinvivoに お いて 解 析 す る と と も に、 ラ ッ ト黄 体 化 穎 粒 膜 細 胞 培

養 系 を用 い黄体 機 能 調 節 に対 す るMn-SODとNOの 相 互作 用 に関 して 検 討 した 。

研 究 対 象 と方 法

1.対 象

実験 動 物

人工 照 明 時 間5時 か ら19時 ま で 、室 温23℃ 、 湿 度50～60%の 空 調飼 育 室 にて 、 固型 飼 料

(ク レア 、 日本)と 水 道 水 を 自由摂 取 させ た 生 後26～28日 齢 のWistarImamichi系 雌 性 未 熟

ラ ッ ト(日本 三 協 ラ ボサ ー ビス)を 用 い た 。Pregnantmareserumgonadotropin(PMSG:

帝 国臓 器KK)501U、 そ の50時 間後 にhumanchorionicgonadotropin(

hCG:Sigma)251Uを 各 々腹 腔 内 に投 与 し、 過 排 卵 処 置 を行 い 、黄 体 を採 取 した 。 さ らに 同

系16週 齢 成 熟 雌 ラ ッ トを用 い 、発 情 前 期 に同 系 の 雄 ラ ッ トと交 配 させ て得 られ た 妊 娠 黄

体 を実験 に供 した 。 なお 膣 栓 の確 認 日 を妊娠0日 と した 。

2.実 験 方 法

1)過 排 卵 及 び 妊 娠 ラ ッ ト黄 体 にお け るMn-SODmRNA、Mn-SOD蛋 白、eNOS、iNOS

mRNA及 びP4濃 度 の動 態

過排 卵 ラ ッ トに 関 して はhCG投 与 直 前(0時 間)及 び 投 与1、7、12、15、20、24、39、

48時 間 後 にネ ン ブ ター ル 麻 酔 下 に て 、 両側 卵 巣 を 摘 出 した 。 黄 体 を 分 離 後 、 た だ ち に 液



体窒 素 にて急 速 冷 凍 し、-80℃deepfreezerに て凍 結 保 存 した 。 解 凍 後 、AGPC(Acid

GuanidiniumPhenolChloroform)法 を用 い て 、totalRNAを 抽 出 した 。Mn-SOD

mRNAの 発現 につ い て は 、totalRNA15μg/lineを1%ア ガ ロー ス ゲ ル に電 気 泳 動 し、

UVlight下 で28Sと18Sの リボ ゾー ムRNAバ ン ドを確 認 した 。Mn-SODprobe(大 阪 大 学

生化 学 教 室 よ り提 供)を 用 い て 、northernblot法 を行 った 。 なお コ ン トロー ル と して は

glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase(GAPDH)を 用 い た 。 また 定 量 分 析 は

BAS2000コ ン ピュ ー タ ー(富 士 フ ェル ム)で 行 った 。Mn-SOD蛋 白及 びP4の 測 定 につ いて

は摘 出 した卵 巣 組 織 を液 体 窒 素 に入 れ 、 ホ モ ジ ネー ト、 ソニ ケ ー ト後 、遠 心 分 離 した 。 上

清 中Mn-SOD及 びP4をELISA法(rabbitIgGantiratMn-SOD抗 体 、 大 阪大 学 生化 学 教 室

よ り提 供)及 びRIA法(DPcP4kit、 日本DPcコ ー ポ レー シ ョ ン)に て 測 定 した 。 さ らに 総

蛋 白量(BCAproteinassaykit、PIERCE)よ り換 算 し、Mn-SOD濃 度 とP4濃 度 と した 。

eNOS、iNOSmRNAの 発 現 は 同 法 で抽 出 したtotalRNAを 用 いて 、competitiveRT-

PCRに て検 討 した 。 な おcompetitorの 作 成 につ いて 、competitiveDNAconstruction

kit(宝 酒造)に て 各 々eNOSはsenseprimer5'GGAGCCTGGGCCACCC-

TGCGGTACGGTCATCATCTGACAC3'、antisenseprimer5'CAGCTTCCCCCA-

CTGGATCCGCGTGAGTATTACGAAGGTG3'、iNOSはsenseprimer5'TGGA-

AAGAGTACGGTCATCATCTGACAC3'と ㎝tisenceprimer52AC飴C㎜CCA-

TGCAGCGCCATCCTGGGAAGACTCC3'の そ れ ぞ れ440bpと334bpのDNA

competitorを 作 成 した 。RTに つ い て 、01igo(dT)をprimerと してMLVreversetrans

criptase(molonystrainmurineleukemicvirusreversetranscriptase、BRL、Inc.)に

てtotalRNAサ ンプル1μgを 用 い て 、42℃1h、95℃5min.に て10μ1のcDNAを 作 成 し

た。PCRはeNOSで は ヒ トのsenceprimer5'GGAGCCTGGGCCACCCTGCG3'と

antisense-primer5'CAGCTTCCCCCACTGGATCC3'(7)、iNOSはRatの

senseprimer5'GCCTCCCTCTGGAAAGA3'とantisenceprimer5'TCCATGC

AGACAACCTr3'で(8)、107copiesのeNOS及 びiNOSのDNAcompititorと 一緒 に



eNOSで は94℃1min、65℃1min、72℃30sec30cycleに てeNOSの549bpcDNAと

competitorの440bpDNAを 、iNOSで は94℃1min、56℃1min、72℃30sec30cycle

にてiNOSの500bpcDNAとcompetitorの334bpDNAを 増 幅 した 。targetとcompetitor

はそ れ ぞ れ 単 一 なbandで あ る こ と を確 認 し、negativecontro1と してMLVreverse

transcr-iptaseの 無添 加 サ ンプ ル を用 いた 。 定 量 分 析 はNIHimageソ フ トで行 っ た 。

妊 娠 ラ ッ トに 関 して は 、 妊娠2、4、6、8、10、12、14、16、18、20日 目の 黄体 を採

取 し、過 排 卵 ラ ッ ト黄体 と同様 にMn-SODmRNAの 発 現 動 態 につ いて はnorthernblot

法 で、Mn-SOD蛋 白及 びP4濃 度 の 動 態 につ い て はELISA法 及 びRIA法 で 、 ま た 、eNOS、

iNOSmRNAに つ い てcompetitiveRT-PCR法 で 検 討 した 。 な お 過 排 卵 黄 体 と妊娠 黄 体 と

のMn-SODmRNAの 発 現 を 比 較 す る た めhCG投 与7時 間 後 の 過 排 卵 黄 体 、妊 娠2日 と妊 娠

14日 の黄体 を用 い 、 同様 にnorthernblot法 でMn-SODmRNA発 現 を検 討 した 。

2)培 養穎 粒 膜 細 胞 へ のSNAP、SIN-1及 びMn-SODの 添 加 に よ るP4産 生能 、 ア ポ トー シ

ス誘 導 及 びMn-SODmRNA発 現 に対 す る影 響

1)と 同 系 ラ ッ トにPMSGを 投 与 し、48時 間 後 に卵 巣 摘 出 、26G針 で 卵 胞 を穿 刺 し、 穎 粒

膜細 胞 を採 取 した 。0.1%ピ ア ル ロニ ダ ー ゼ(Sigma)で30分 間 処 理 し、PBS(一)で2回 洗 浄 後 、

2.5x105/ml個 細 胞 に な るよ う にGIT培 地(和 光 純 薬)で 調 整 した 。 そ れ ぞ れ24we11組 織 培

養 皿 に500μ1、60mm組 織 培養 皿 に4mlを5%CO2、95%02の 条 件 下 で培 養 し、 トリバ

ンブル ー 染 色 にて85%以 上 の細 胞 の 生 存 を確 認 した 。 前 培 養24時 間後 、以 下 の添 加 実 験

を行 った 。

24wel1培 養 系 に各 々s-nitroso十acetylpenicillamine(SNAP、NO発 生剤 、 和 光 純

薬)10-5M、10-4M、10-3MとSNAP10-3M+Mn-SOD(和 光 純 薬)1031U/mlを 、3-

morpholino-sydnonimine(SIN-1、NOの 発 生剤 、 和 光 純 薬)10-6M、10-5M、10-4

MとSIN-110-4M+Mn-SOD1031U/mlを 添 加 し、24時 間 培 養 後 上清 に お け るP4濃 度 を

測 定 した 。

60mmの 培 養 系 にお いてSNAP10-3MとSNAP10-3M+Mn-SOD1031U/ml、SIN-1



10-4MとSIN-110-4M+Mn-SODIO3mMを 添 加 し、ApopLadderkit(TaKaRa)に て

DNAを 抽 出 した 。laneご とに20μgを1.5%ア ガ ロー ス ゲ ル に電 気 泳 動 し、DNA断 片 化 の

有 無 につ いて検 討 した 。 さ らに60mm培 養 系 にSNAP10-3M、SIN-110-4Mを 添 加 し、

24時 間 培 養 後 、細 胞 よ りtotalRNAを 抽 出 し、1)と 同様 にnorthernblot法 で検 討 した 。

3)統 計 方 法

SNAP、SIN-1及 びMn-SOD添 加 に よ るP4産 生 へ の影 響 につ い て の統 計検 定 は

Student,st-testを 用 い て 、5%未 満 の危 険 率 を もっ て有 意 差 あ りと した 。

結 果

1)過 排 卵 及 び妊 娠 ラ ッ ト黄 体 に お け るMn-SODmRNA、Mn-SOD蛋 白、eNOS、

iNOSmRNA及 びP4濃 度 の 動態

過 排 卵 ラ ッ ト黄 体 に お け るMn-SODmRNAの 動 態 に 関 して は 、 全 過 程 中 で発 現 が 認 め

られ 、hCG投 与7時 間後 に ピー ク を 示 した 。Mn-SOD蛋 白量 はhCG投 与12時 間後 よ り増

加 し、24時 間後 に26.8ng/mgproteinと 最 高 値 とな り、 同組 織 中のP4濃 度 と同様 に推 移

した(Fig1)。eNOSmRNAはhCG投 与15時 間 後 ま で 次第 に増 強 し、 そ の後 減 弱 した 。

iNOSmRNA動 態 の発 現 はhCG投 与 後 高 い レベ ル を維 持 し、15時 間 後 に0時 間 の7倍 と ピ

ー ク を示 した(Fig2)
。

妊 娠 黄体 に関 して は全 過 程 でMn-SODmRNAの 発 現 が認 め られ 、 妊 娠14日 目に ピー ク

を示 した 。Mn-SOD蛋 白量 は妊 娠16日 目 に182.Ong/mgproteinと ピー ク を示 した が 、

P4は12日 目に は ピー ク に 達 し、 そ の 後 徐 々 に低 下 した(Fig3)。eNOSmRNAは 全 過 程 に

お いて 次 第 に増 強 す る傾 向 を 示 し、 一 方 、iNOSmRNAは 妊娠12日 目よ り比 較 的急 激 に

増強 し、 妊 娠 末期 で ピー ク を 示 した(Fig4)。 過 排 卵 のhCG投 与7時 間 後 と妊 娠14日 目の

Mn-SODmRNAの 発 現 の 比較 で は 、 妊 娠14日 目はhCG投 与7時 間 後 の黄 体 に 比 し4倍 高 い

mRNA発 現 を示 した(Fig5)。

2)培 養穎 粒 膜 細 胞 へ のSNAP、SIN-1及 びMn-SODの 添 加 によ るP4産 生能 、 ア ポ トー シ

ス誘 導 及 びMn-SODmRNA発 現 へ の影 響



24well培 養 系のP4産 生に対 して、SNAP、SIN-1は 用 量依存的 に抑制 を示 し、SNAP

10-3MとSIN-110-4Mの 添加 によ り、 コン トロール と比較 して1%、5%ま で抑 制 した。

一・方、Mn-SOD1031U/mlの 同時添 加 によ り、各 々22%、29%ま で有意 に回復 した

(p<0.01)(Fig6)。

一方、60mm培 養 系においてSNAP10-3M及 びSIN-110-4Mの 添加 によってDNA断

片化が認め られ 、Mn-SOD1031U/mlの 同時添加 によって、いず れ もDNA断 片化 が 抑制

された(Fig7)。 また 、同系 にお いてsNAPlo-3M及 びsIN-110-4M添 加 によって培養

穎粒膜細胞 のMn-SODmRNA発 現 は無添加群 に比 し、各々1.6倍 及び1.3倍 の増加 を示 し

た(Fig8)。

考 察

活性酸 素種 の重要な ターゲ ッ トは細胞 内 にあ るミ トコ ン ドリアであ り、そ こに局在 して

いるMn-SODは 細胞活 性 に対 して重 要 な保護 因子 と して働 いてい る(9)。 我 々は以前 、 ヒ

ト及び ラッ ト卵巣 でのCu,Zn-SOD及 びMn-SODの 局在性 に関す る検 討 よ り、黄体 におい

てはMn-SODの 強 い局 在 を認 め、 さ らにMn-SODは 黄体形 成 、維 持 に重要 な役割 を有 し

ていることを報告 した(1、10、11、12、13)。 また 、Heslaetal,(4)、Miyazakietal,(14)

は家兎 においてMn-SODの レベル はP4と 一致 し、潅流実験 においてはMn-SOD添 加 によ

りP4産 生が著 明に充進す る と報告 してお り、 さ らにSuginoeta1,(15)は ラ ッ トにおいて

活性型SODはP4の 産 生 を促進す る こ とを報告 して いる。本研究 では過排 卵 黄体 において

Mn-SODmRNAの 発現 が認 め られ 、そ の発現パ ター ンよ り十 数時間遅れて蛋 白の一致 し

た推移が認 め られ 、また 、Mn-SOD蛋 白動態 はP4濃 度 の変 化 と極 めて一一致 したパ ター ン

をとることが確認 され た。 以 上よ りMn-SODは 排卵 周辺期 にお ける黄体機能 に対 して促

進的作用 を有 している と考 え られた。一方、妊娠黄体 においてはMn-SODmRNAと 蛋 白

量の変化 は一致 してお り、妊娠初期 ではMn-SODは 黄体 機能促 進 作用 を有 している と考

えられたが、妊娠 中期以 降は過排卵 とは異な る動態 を示 してお り、黄体退縮機能 において

は妊娠黄体 と非妊娠黄体 では異な るメカニズムが存在す ることを示唆す るもの と推測 され



た。

一・方、NOに ついて免疫組織学 的検 討 よ りiNOS、eNOSは 広 く卵巣組織 に局在 し、黄体

にお いて も強 く発現 して いる ことが明 らか とされ て い る(2)。 しか し、NOSも しくはNO

が黄体 において どのよ うな生理 的意義 を有 して いるかは種 々の異な る報告が認 め られ、未

だに一定 した見解 は得 られ ていない。Voorhiseta1,(6)は ヒ ト穎粒膜細胞 にお いてNOは

黄体退縮作用 を有 している ことを示 してお り、 また 、01sonetal,(16)は ラ ッ トにおいて

NOの 黄体 退縮作用 を報告 して い る。一一般 にNOは 黄体 退縮作用 を含 むステ ロイ ド産 生 抑

制作用 を有 している と考 え られ るが、一方、Antebyetal,(17)はNOの 血管拡張作用 によ

りエス トラジ オ ール 産 生を 元進す る と報 告 して いる 。今 回 我 々は 過 排卵 黄 体 に お いて

eNOS、iNOSmRNAの 発現 を認 め、hCG投 与15時 間後 にiNOSmRNAは コ ン トロー ルの

7倍 の高 発現 を示 し、そ の後P4産 生が 低下 し始 める こと、 また妊 娠黄 体 にお いてiNos

mRNAは12日 目よ り急激 に増加 し、18日 目に ピー クに達す る経 時的変化 を示 す ことを明

らかに した 。黄体形成 が進 んだ状態 でNOが 黄体 退縮 作用 を有 す るとす るな らば、強 力な

NO合 成酵 素であ るiNosの 急 激 な増加 は妊娠黄 体 におい て も黄体 退縮作用 を示す もの と

考え られ る。 さらにNOはcyclooxygenaseを 活性化 し、PGF2α 産生 を間接的 に促進 す る

(18)こ とか ら、妊娠 末期 にお いてNOは 分娩発 来 の誘 因 として 間接的 も しくは直接 的役割

を有 して いる ことが推測 され た。 また培 養 ラ ッ ト穎 粒膜 細胞 にお いてNO供 給 剤 で あ る

SNAP及 びSIN-1は 用 量依 存的 にP4の 産生 を抑制 し、SIN-1はSNAPの10分 の1の 濃度 で

SNAPのP4産 生抑 制作 用 と同等の作 用 を示 した。 また、SIN-1はNOを 産 生す る と同時 に

02一 も産生す る ことか らSIN-1の 強力な黄 体機能抑制作 用はONOO一 の産 生を介 す る可能

性が推 測 された 。 また、Mn-SODの 同時 添加 によ りSNAP及 びSIN-1に よるP4産 生 の抑

制が有 意 に回復す ることか らMn-SODは 黄体 退縮抑制 作用 を有 して いる こ とが示唆 され

た。

培養 ラッ ト穎粒膜細胞 にお ける検 討で はSNAP及 びSIN-1の 添加 によってDNA断 片化が

誘導 され、Mn-SODは これ らのアポ トー シス誘導 に対 して抑制的 に作用す ることが示 さ



れた。Kanetoetal,(19)はSNAPは 用量依存 的 にハムス ター膵臓 β細胞 のアポ トー シ

スを誘導す ると報告 し、Brannstrometa1,(20)、Narkoeta1,(21)は 培養 ヒ ト及び ラ ッ

ト穎粒膜 細胞 においてIL-1β はPGF2αrecepterの 発現及 びPGF2α の産 生 を促進 させ、

一方 、宮崎 ら(22)はPGF2α は黄体 細胞 にアポ トー シス を誘導 し、Mn-SODはPGF

2α によって誘 導 された黄体 細胞 のアポ トー シスを抑制 す る と報告 され てい る。IL-1β は

iNOS誘 導作用 を有す ること よ り、NOとPGF2α の両者が アポ トー シ ス誘導 に関連 して い

ると考 え られ る。今回 の検 討で はPGF2α 及びFas、Bax、Bcl-2familyな どアポ トー シス

関連遺伝子 との関連は検 討 してお らず、黄体退縮 メカ ニズム にお けるアポ トー シス とNO

との明確な 関係は未だ不明で あるが、NOが 黄体退 縮 時 のアポ トー シス誘 導 に促進的作用

を有 し、かつMn-SODは これ を抑制す る と推測 され る。

さ らにMn-SODとNOの 両者が どのよ うな相 互作用 によって黄体機能 を調節す るか は現

在 のところ全 く不明で あるが。種 々 の報告 よ りiNos誘 導剤で あ るLPs、IFNγ 、TNFα 、

IL-1β はMn-SODの 誘導剤 で もある ことが明 らか とされて お り(23)、NOSとMn-SODの

間に密接な相互作用 の存在す る ことが示 唆 され る。Sugayaetal,(24)はmicroglialBV-2

細胞 においてSNAPやLPS投 与 に よ りMn-SOD蛋 白が 増加 し、iNOS阻 害剤 で あるNILの

添加 によって、Mn-SODが93%抑 制 された と報告 して いる。 またBradyeta1,(25)は

L2細 胞(ラ ッ トtypeE肺 細 胞)を 用 い たRT-PCR法 によ る検 討か らIFNγ 及びTNFα は

iNOSmRNA誘 導作用 を有 してお り、iNOSmRNAの 誘導後SODmRNAの 発現 の増強 も

認め られ る こと、さ らにiNos転 写 の活性 因子 で あるNF-kB活 性 の特異 的抑 制剤 で あ る

PDTC(pyrrolidinedithiocarbamate)に よって 、IFNγ 及びTNFα によるiNOSmRNA誘

導が抑制 され ると同時 にSODmRNAの 発現 も抑制 され る ことを報告 され てい る。本研 究

において 我々は培養穎 粒膜細 胞へ のNO供 給剤 で あ るSNAP及 びSIN-1の 添加 に よ りMn-

SODmRNAが 誘導 され る ことを明 らか に した。また、排卵後期 にお いてiNOSmRNA発

現 は著 しく増強 して い る ことを考 慮す る と、iNosの 発現 増強 によ り産 生 され るNOが

Mn-SODを 誘導 し、妊娠 初期 にお ける妊娠黄 体 の形成 、維持 に何 らかの影 響 を与 え る こ



と が 示 唆 さ れ た 。

結 論

ラ ッ ト黄 体 に お い てMn-SODは 黄 体 機 能 促 進 作 用 を 、NOは ア ポ トー シ ス 誘 導 を 介 し

た黄 体 機 能 抑 制 作 用 を 有 す る こ と を 示 し た 。 さ ら にNOの 黄 体 退 縮 作 用 に 対 しMn-SODは

抑制 的 に 働 く こ と を 示 した 。 一 方 、NOはMn-SOD誘 導 作 用 を 有 す る こ と を 明 らか に し た 。

以 上 よ り ラ ッ ト黄 体 機 能 調 節 機 構 に お い てMn-SOD及 びNOは 量 的 、 時 間 的 変 化 を 有 し 、

相 互 に ク ロ ス トー ク しな が ら、 そ の 調 節 に 関 与 し て い る こ とが 示 唆 さ れ た 。
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