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黄体機能を考える―臨床へのフィードバック
黄体機能と活性酸素
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黄体機能と活性酸素

石川睦男＊玉手健一＊千石一雄＊

黄体機能にスーパーオキサイド(o2-）や過酸化水素などの活性酸素が関与している

ことが少しずつ解明されてきている。活性酸素の半減期がきわめて短いため，02-を

消去するＳＯＤに着目して研究を進めた結果，ヒトとラットにおいて，黄体形成とと

もにMn-SODが上昇し，かつprogesteroneの産生と相関していた。しかし，ヒトと

ラットではMn-SODとＣｕ,Zn-SODの挙動が異なり，種特異性が存在していた。

量体２個からなり細胞質に大量存在する。また，

とくに肝臓や赤血球中に多く，血中レベルは溶

血の影響を強く受ける2)。Mn-SODはミトコン

ドリアに局在し，Ｃｕ，Zn-SODと異なりＫＣＮ

で失活されないので区別できる。本酵素は

ＴＮＦやIL-Iなどのサイトカインで誘導され，

TGFによって発現が抑制される。EC-SODは

三口■口燃・》
活性酸素とは，われわれが呼吸する大気中の

酸素よりも活性化された酸素およびその関連分

子の総称で，生体内では，スーパーオキシド

(02-)，過酸化水素（Ｈ202）およびヒドロキシ

ラジカル（ＨＯ･）の３種類が問題となり，主に

図１のような抗酸化酵素のはたらきで代謝され

る')｡02-の細胞内での寿命は短く,拡散距離も

短く，さらに02-は生体内を通過できないた

め，０２－を生成する部位にＳＯＤが存在してい

なくてはならない｡これを反映して進化の過程

で，内因性の反応で02-を生成する細胞小器官

や部位にＳＯＤの含有量が高くなっているわけ

である。スーパーオキシドジスムターゼ(ＳＯＤ）

は０２－消去する酵素で，下記の反応を触媒す

る。

２０２．－＋2Ｈ+→Ｈ２０２＋Ｏ２ 

ヒトには表１に示した３種類のＳＯＤが存在

している。Ｃｕ,Ｚｎ~ＳＯＤはＣｕとＺｎをもった単
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一産婦人科の実際一

表lヒトに存在する３種類のＳＯＤ

Ｍｎ－ＳＯＤ EC-SOD Cu,Ｚｎ－ＳＯＤ 

分泌性（細胞外）

135,000 

四量体

１Ｃｕ，１Ｚｎ 

細胞質

３２，０００ 

二量体

1Ｃｕ，１Ｚｎ 

分布

分子量

サブユニット

金属

(モノマーあたり）

染色体

特徴

ミトコンドリア

８８，０００ 

四量体

１Ｍ、

２１ｑ２２ 

家族性筋萎縮性側索硬化

症で遺伝子に変異

糖化を受け失活・断片化

６q21 

サイトカイン，ホル

ポールエステルで誘

導される

４pter-q21 

へパリン結合ドメイ

ンを持つ

活性阻害

豚

什
什
升

＋
＋
＋
 

+卜＋ 

血液中に存在し，肺，膵臓，乳汁中などにもみ

られる。ＣｕとＺｎを１分子ずつ含有し，ヘパリ

ン結合ドメインを持つ糖蛋白質である。本酵素

はインターフェロン~γで増加し，TGF-βで抑

制される3)。

黄体退縮においては，各種の卵巣において白

血球やマクロファージの浸潤が黄体に認められ

ている。これらの細胞は過酸化水素に産生する

能力を有し，細胞障害をもたらすことは可能で

ある。Behrmanらは一連の研究では，黄体に増

加したＨ２０２が，ＬＨ受容体複合物の急激なデ

センタイゼイションによりＡＴＰの減少をもた

らし黄体退縮作用を発現していることを見い出

した。また，xanthineoxidaseは黄体の過酸化

水素の発生源としての意義を見い出してい

る4)－６)。また,Suginoらはラット黄体にＳＯＤ活

'性と過酸化脂質の変動を報告している7)。

活性酸素はきわめて短い半減期のため，生物

学的作用の役割を明確にすることはできない。

そのため，われわれは０２－を消去するＳＯＤに

着目して黄体機能における活性酸素の役割を検

討してきた成績を解説する8)。

黄体の退縮は細胞機能の変,性の代表的なもの

の１つで，生殖機能においては正常かつ必須の

過程である。おそらく，卵巣機能に酸化過程が

関与していることを最初に示唆した事実は，

ＬＨが黄体のアスコルピン酸を減少させたとい

う観察と考えられる。黄体退縮作用の有する

ProstaglandinF2aもまたアスコルビン酸を減

少させ，自然の退縮と同様の効果を示す。また，

卵巣におけるＬＨのアスコルビン酸減少は，

SODやperoxidase活性を増加させる｡最近,黄

体退縮に活性酸素が関与している報告がみられ

てきている。すなわち，過酸化水素は卵巣の

ＡＴＰの減少や,gonadotropin依存のｃＡＭＰや

Progesteroneの産生の減少をもたらす。

アスコルピン酸は０２－との反応`性はＳＯＤに

比べて7,000分の１であるが，ヒドロキシラデ

ィカル（ＨＯ･）との反応性は高いため，生体内

ラジカル消去機構に必須なはたらきをしてい

る。

さらに，アスコノレピン酸のラジカル補足の生

体反応として重要なものにビタミンＥの再生

作用，すなわちアスコルピン酸が生体膜表面に

おいてラジカルとなったビタミンＥのラジカ

ルを受け取り，ビタミンＥを再生する作用があ

る。
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表２ラット黄体におけるＳＯＤの局在

SOD活性
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図２過排卵ラット卵巣中Mn-SODおよび

progesterone濃度

染色性は認められたが，Mn-SODの強い染色

性が認められた,)-11)。

2．ラット卵巣におけるＭｎ－ＳＯＤｍＲＮＡお

よび蛋白の動態

免疫染色における結果を考察し,ｈＣＧ投与後

のラット卵巣中Ｍｎ－ＳＯＤｍＲＮＡおよび蛋白

質の経時的変化をNorthernblotおよび

ELISA法にて検討した。また同一検体の

progesterone濃度をＲＩＡ法にて測定した。過

排卵ラット卵巣におけるＭｎ－ＳＯＤｍＲＮＡは

全時期をつうじて発現しており，発現のピーク

はｈＣＧ投与後7～１２時間であった。また，Ｍｎ－

ＳＯＤ蛋白質はｈＣＧ投与１２時間後より増加し

はじめ２４時間後に26.8,9/ｍg/proteinと最

高値となり，４８時間後では漸減し，同組織の

proge-sterone濃度と全く同じ推移であった

(図２)。この成績よりラット黄体機能にＭｎ－

L薄ラット黄体期における活性酸素j､１Jﾊﾞー

1．Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤおよびMn-SODのラット卵

巣における分布，局在

過排卵処置ラットの卵巣を用いて各ＳＯＤの

局在性を検討した。組織化学的にBeauchamp

らのnitrobluetetrazolium法（ＮＢＴ法）を用

いてＳＯＤ活性の局在をみた。その結果,黄体に

おいて強いＳＯＤ活性を認めた。また,免疫組織

学的局在についてはAvdin-Biotinperoxidase

complex(ABC)法にて検討した｡Ｃｕ,Zn-SOD

は黄体には，ほとんど染色されなかったが，

Mn-SODは黄体細胞に強い染色性を示した｡さ

らに，ＨＣＧ投与後のラット黄体のMn-SODの

染色性をみると，ＨＣＧ投与時間が経過するに

つれてMn-SOD染色性が増加していった。ま

た，妊娠黄体においては，強いＣｕ，Zn-SODの

－１２６３－ 
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表３ヒト卵巣におけるＣｕ,Zn-SODとMn-SODの局在

Ｍｎ－ＳＯＤ 

ＡＢＣ 

SOD活性

ｍＮＢＴ 

Cu,Ｚｎ－ＳＯＤ 

ＡＢＣ 染色法
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図３Progesterone濃度別における卵胞液中各

ＳＯＤ濃度の比較

＊：Ａ－ａ：ｐ＜0.05,↑：サンプル数

SODｍＲＮＡの発現から蛋白合成が密接に関連

し合っていることが示された。Ｍｎ－ＳＯＤｍＲ

ＮＡおよび蛋白はその調節遺伝子由来の活性型

サプレッサーがsuperoxideanionによって不

活性型となり,Mn-SOD構造蛋白質遺伝子が発

現することにより誘導・合成されることが報告

されている'3)｡したがって,排卵過程のきわめて

早期にsuperoxideanionを中心とした活性酸

素が発生・増加し，Ｍｎ－ＳＯＤｍＲＮＡおよび蛋

白を誘発すると推測される。これは以前報告し

たＳＯＤ投与による排卵抑制実験の結果と時間

的に一致しており，ｈＣＧ投与直後から７時間後

には活性酸素が発生し，黄体機能に対して促進

的にはたらくものと考えられる'0)~'3)。

1．Ｃｕ,Zn-SODおよびMn-SODのヒト卵巣

における分布・局在

正常性周期を有する婦人で，子宮筋腫および

子宮頚癌患者で手術時採取した黄体期の卵巣な

らびに子宮外妊娠時の黄体,および体外受精-胚

移植患者より得た穎粒膜細胞を用いた。以上，

すべての検体使用に際しては，患者本人の同意

を得た。－次抗体をおのおの，ヒト肝臓のＭｎ－

ＳＯＤおよびヒト赤血球のＣｕ，Zn-SODに対す

るモノクローン抗体を用い,ラット同様のＡＢＣ

法による免疫染色を行った｡ＡＢＣ法による免疫

組織学的検討ではMn-SODは吸引穎粒膜細胞

においてもMn-SODが強く局在していた。さ

らに子宮外妊娠における妊娠黄体および非妊娠

－１２６４－ 
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時黄体のいずれの黄体細胞においてもＭｎ－

ＳＯＤは比較的強く認められた。一方，Ｃｕ，Ｚｎ－

ＳＯＤは血管上皮細胞を中心とした成熟卵胞萸

膜細胞層，妊娠黄体の辺縁に認められるのみで

あった。以上，ＳＯＤの分布を表３に示す。ヒト

およびラット卵巣およびＳＯＤの局在検討よ

り，黄体のＳＯＤの分布はMn-SODが中心であ

り広く分布するのに対し，Ｃｕ,Zn-SODは比較

的限局した部位にのみ存在し，またヒトとラッ

トとはその分布が異なり，ＳＯＤ分布に動物種で

差のあることが判明した。

2．ヒト卵胞液中Mn-SODおよびＣｕ，Ｚｎ－

ＳＯＤ濃度

体外受精-胚移植患者より採取した卵胞液中

各ＳＯＤ濃度を，ELISA法により測定した。な

おMn-SODの測定感度は２～200,9/ｍ/で同

時再現性ＣＶ値3％であり，Ｃｕ，Zn-SODの測

定感度は3.13～200ng/ｍ/でＣＶ値は3.6～

4.7％であった。また同一検体のprogesterone

濃度をＲＩＡ法にて測定した。ヒト卵胞液70検

体をprogesterone濃度より３群に分け,おのお

のの各ＳＯＤ濃度を比較した(図3)。各群のＭｎ

－ＳＯＤならびにtotalSOD濃度には差を認めな

かった。しかし,Ｃｕ,Zn-SOD濃度はprogester‐

one高値群ほど減少し，progesterone高値群の

Cu,Zn-SODは低値群より有意に低い値であっ

た(p＜0.05)。この卵胞液中Ｃｕ，Zn-SODの由

来は免疫組織学的検討より芙膜細胞層，ことに

血管上皮と考えられ，排卵の進み黄体化した高

progesterone群のＣｕ，Zn-SODが低いことは

卵胞成熟過程のなかで芙膜層より卵胞液中に分

泌・蓄積されたＣｕ，Zn-SODがそのLHsurge

とともに発生した０２－により急激に消費され

ていく結果と考えられた（図３)ｕ)~'3)。

よって惹起されると考えられた。すなわち黄体

機能，ことにprogesterone産生能に対しＭｎ－

ＳＯＤが促進的に関与していることが推測され

た。

最近，Suginoらはラットの黄体の活性酸素

がProgesteroneで抑制されることを報告し

た'4)｡また,Sohalらは酸化物質の生成と抗酸化

能は遺伝子の微妙な制御を受けており，この酸

化還元のバランスが個体発生から老化にいたる

一連の過程において，逆に遺伝子発現を調節す

る重要な因子としてはたらくと報告している。

また，エネルギー代謝の効率化にともなう抗酸

化酵素の進化が微生物から哺乳類まで系統的に

研究されてきている。しかし，排卵・受精・分

割および着床の過程において，卵細胞および初

期胚は急激かつ正確に細胞内でのエネルギー代

謝の効率化を行っていることが明らかであるに

もかかわらず，十分な研究がなされていないの

が現状である。今後，この領域においても活性

酸素-消去系の研究が発展することを期待した

い。
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