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論 文 内 容 要 旨

動物 は生後一定の期 間を経て性成熟 に到達 し、生殖活動を開始す る。

雌ラ ッ トを用 いた性成 熟到来 に関する研究は、1970年 代 にラジオィム ノァ ッセイ によって血中

生殖ホルモ ン濃度が測定され始めてか ら急速に進展 し、その結果、生後2～3週 齢の時期に血中

性腺刺 激ホルモ ン(GTH)濃 度 に特徴あ る変化が見 られることが明 らかになった。 この時期は

Ojedaに よ ってinf御tile期 と定義されたが、infantile期 に見 られるGTH分 泌 の機溝に関 し

ては、今 日までまだ十分に明らか にされて いな い。

本研究は、雌ラッ トのinfantile期 に見 られ る性腺刺激ホルモン分泌の特徴 を視床下部 一下垂

体 一卵巣系の中で考察 し、性成熟到来 との関連 を明 らか にする ことを 目的 とした.

1.infantile期 の性腺刺激ホルモ ンの分 泌調節について

視床下部および卵巣か ら分泌され る各生殖ホルモ ンの動態について検索 し、さ らにこれ らのホ

ルモ ンに対する下垂体 の反応性 にっ いても検討 し、視床下部一下垂体 一卵巣系機 能の相互 関係か

ら、雌 ラッ トのinfantile期 に おけるGTHの 分 泌調節 機構 を明 らかにしようとした。また、生

殖機能 に抑制的効果 を示す と考 えられている神経伝達物 質のうち、opioidpeptideを 取 リ上 げ、

この物質の性成熟過程 での関与について検 討しGTH分 泌 との関連 を調べた。

1)雌 ラッ ドの性成 熟に至るまでの性腺 刺激ホルモン分泌め動態 にっ いて調べた ところ、in-

fantile期 には血中性腺刺激ホルモン濃度 の上昇が確認 され、特にLHよ りもFSHの 上 昇が、

明 白であっ た(Fig.!)。
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2)性 成 熟過程の視床下 部のLHRH含 量 および下垂体の性腺刺激ホルモン含量の消長を調べ た.

そ の結果、視床下部の田RH含 量 は、5日 齢の幼若時でも検出され、25日 齢まで増加 した。また 、

下垂体のFSR合 量 は、20日 齢 まで増加 したのち25日 齢にかけて減 少した。下垂体 中のLH含 量

は20日 齢 まで増加 し、その後 はプラ トーとなった(Table1).

Table1.ChangesinthecontentsofLHRHhypothalamicLHRHandpituitarygonadotropins

duringsexualmaturationinthefemalerats.

Age

(day)

No.of

rats

HypothalamicLHRH

(ng/hypoしha工a自1us)

PituitaryFSH

(μ9/Pituitary)

PituitaryLH

(μ9/Piしuiしary)

5

工o

15

2C

25

8

ii

10

io

9

0.79ｱ0.06'

1.08ｱ0.05'

1.25.0.01'

1.4810.04ｰ

工り85±O.13d

0.18±0.02亀

0.8510.02"

1.73ｱ0.12ｰ

3.09ｱ0.02'

2.42ｱ0.08'

0.27ｱ0.02'

2.03ｱ0.25ｰ

4.31ｱ0.31ｰ

7.38ｱ1.16'

10.24ｱ0.76"

'JaluesaremeaniSEM .

a,b,c,d,e:Valuesinthesamecolumnwithdifferentsuperscriptsdiffersignificantly

(PくO,O工).

3)性 成 熟過程 の血 中エ ス トラジオール ー17β(E2)お よびエ ス、、トロジェンと特異的に結合

す るα一フェ トプロテ イン(α 一Frp)の 動 態 を調べた結果 、血 中E2は 出生 直後は高 く、infan一

しne期 以降急激に減少 する こと、 また、 α一FTPの 結 合能は9日 齢で約80%を 示 し、その後15日 齢

までは変化が見 られな かったが、!7ヨ 齢か らは緩やかに減少 しはじめ、30日 齢 までに急激に減少

した(Fig.2)。

一79一



104

80

60

40

(
.幽
}

』
羽
周
O
O
山
阿
O

ひ
信
州
眉
q
刺
漁

,

賃
咽
ω
J
O
臼
α
O
J
O
函
ー
イ
鰯

20
ー

O
l

O

911,131517192125

Age(days)

30

zoo

ρ
ミ

建

)
051

簿

マ

H
。
ぞ

田

岩

国

ー

O

I

OO1

50

O

Fiq・2Reエaヒi。 ・shipb・ ヒwee・p1・ ・mae・ 七・・di。 エー17β1・v・1・ ・d'a-f・ ヒ・P・ 。ヒ・i・

bindinqcapacエ ヒY.

4)下 垂 体細胞 培養 法によるイン ヒビンのバ イオ ァッセイを用 いて性成 熟過程で の卵 巣中 イン

ヒビン活性 の変化 を調べた結果 、15日 齢以降ではじめて検出され、卵巣重 量の増加 と一 致 して25

日齢 まで急激 に増加 した(Fig.3).ま た 、イ ンヒビンのR工A系 を確立 して血 中 インヒビン濃

度 を測定 した結果 、血,中イ ンヒ ビンはユ5日齢頃 から急激 に増加す ることが明 らかになった(Fig.

4)。 卵 巣 中イ ンヒビンの生物 活性 と免疫活性を比較す ると、20日 齢以降 イン ヒビ ンが増加 した

ときにおいて相 関が見 られた(Table2)。
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Table2.Comparisonbetweenbioactiveandimmunoactiveinhibin

inovaryduringsexualmaturationinfemalerat.

AGE No.ofRat

Bioactiveinhibir1.1〕

(U/Ovaries)

1π1munoactivei.nhibin2}

(U/Ovaries)

10day 6 UD 0.1910.03

15day 1工 UD 0.34ｱ0.07

20day 10 1.27ｱ0.39 0.60ｱ0.13

25day 9 4.83ｱ0.58 4.76ｱ0.57

1)

2)

ValuesaremeanｱSEM.

Bioactiveinhibinlevelswerecaluculatedusing

forparallel-lineassayintermsofPHSG-rOH.

ImmunoactiveinhibinlevelswereexpressedasU

ロ ひ
stat工st1CS

PMSG-rOH.
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5)性 成 熟に至るまでのGnRHお よ びインヒビンに対す る下垂体の反応性の変化を調べ た.GnRH

に対す る下垂体 の反応 性は性成 熟過程 で変化 し、infantile期 に増加す ることが 明らかに なっ

た(Fig,5).チ ャ コール 処理 した 牛卵胞液(bFF)を イ ンヒビ ン源 として腹腔 内注射 し、下

垂体のインヒビンに対す る反応 性を調べた。その結果、全 ての 日齢でbFFの 投 与量:に依存 した

FSH分 泌 の抑 制が観察 されたが、体重 当た り同量のbFF投 与 で比較すると、5 、10日 齢 より

も、20、25日 齢 の方が よリ少な い量 でFS}{分 泌 が抑制 された(Table3). .種 々 の日齢の雌ラ

ッ ト下垂体 を培養 し、bFFお よび インヒぐンを添加 してFSR放 出 の抑制率 を比較 した。その

結果、ユo日齢よ りも25日 齢のほ うが抑制の程度 は大 きかっだ(Fig.6)。
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Table3.Effectofadministrationofbovinefollicularfluid(bFF)onserumFSH

concentrationiΩfema王erats(mean±SEH)

bFFdose

(k1/100gBW)

Serum FSH (ng/ml)

!0day 15day 20day 25day

Saline

100

200

500

1000

18.62ｱ2.52

14.23ｱ0.67

13.26ｱ1.30

10.36ｱ1.28

8.76ｱ0.5!'

42,31ｱ2.80

34.01ｱ1.05'

31.93ｱ3.39

15.07ｱ0.53'

24.86ｱ2.7612.27ｱ0.36'

21.48ｱ2.6010.80ｱ1.08"

19.27± 工.71響.■7.8工 ±O。608冒

6.40ｱ0.56

2.92`0.25

2.56±O.06嘔 唇

工.97±OD1工 ●8

1.53ｱ0.15"

*Pく0 .05,本 ‡PくO.01and事**PくO.001comparedwithsalinecontrol.
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6)opi。idreceptOrantag。nistの ナ ロキソ ンを用 い、性成 熟過程でのopioidpeptideに 対 す

る反応性の変化 を調べた。その結果、ナロキソ ン投 与による血 中GTH濃 度 は工5日齢 までは増 加

したが 、20日 齢以降で は有意な増 加は見 られなかった(Fig.7)。

7)以 上 の結 果か ら、infantile期 のGTH分 泌 には、前半期 の上昇 は視床下部か らの田RHと

下垂体 の反応性に依存 し、後半の急激な減 少は、 α一FTPの 減 少 に伴 うエス トロジェンのフィー ド

バック機能の確立 と、卵巣か らの インヒビン分 泌 とイン ヒビンに対す る下垂体 の反応性の増 加が

関係 していることが明 らか にな った.ま た、内因性。pi。idpeptideも 関 係 して いる可能性が示さ

れた。
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且. infanしile期 の性腺刺激ホルモ ン分 泌の性成熟到来への役割について

雌 ラッ トのinfantile期 に特徴的 に見 られる血 中GTH分 泌 の性成熟過程 での俊割 と、その性

成熟到来に対す る生理 的意義を検索 した。

《照明条件 を変えた場合の性成熟 の到来 と性腺刺激ホルモ ンの分泌》

1)雌 ラ ッ トの性成熟の 到来 は照明時間によ り影響 を受 け、連続照明(LL)条 件 下で飼 育すると

促進 し、連 統暗黒(DD)条 件 下 で飼育する と遅 れるこ とが示 された(Table4).ま た 、初回発情

あるいは初 回排卵時の卵巣機能 に関 しては、正常照明(LD)条 件 下 で飼育 したもの と同様 に正常で

あるこ とが明 らかになった(Table5)。

2)性 成 熟到来 まで照 明条件 を変えて飼育 した場合のGT}王 分泌 および卵巣の発達 を観察 した

結果、卵巣重量の増加 はLL区 で早 く、DD区 では遅 れることが明 らかになった。 また 、infantile

期 に見 られるFSHの ピ ークは、LL区 で早 くDD区 で遅れた。血 中LH濃 度 は、個体 による変動が

Table4. Effectofcontinuouslightinganddarknessontheageofva8inalopening

(V.0.)andfirsヒ8strus巳ndbodywθighしat;〉.O,(Hear1土SE呂).

Lighting

conditionn

Ageof

vaginalopening

ageof

firs七esヒrus

No.ofestrus

atV.0.α)

80dy暫 θ三ghし

acv.o.(s)

LD

LL

DD

44

38

37

34.0ｱ0.3

30.8±Q.3咀 暉・

40.310.5"'

34.110.3

30,9土G.38咀 鱒

41.2土0,5・,・

40(so.s%)

32(84.2%)

32(86噛5男)

1G工 ●2土2噸6

97。2土 工.5

111.Ot3.9

率‡率PくO.001ascomparedしoconしro1(LD).

Table5. Effecしofconしinuous工ightinganddarknesson

andthenumberofovaatfirstestrus .

fipstovulaし 工on

Lighting

cond正 ヒion

Presenceofova

二nampu正1a(鬼)

No,ofova

(MeantSEH)

Ova1'ian胃eighし

(mg;Hean士SEH)

LD

LL

DD

9/11(81.8%)

7/8(87.5%)

is/liCso.s%〉

8,8土O.6

8.6tO.2

7.9圭0.5

32.311.4

31.1士3.1

32.612.2
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大 きく、顕著な差は見 られなかったが、LD区 では工5日齢 でピー クを示 したのに対 し、

日齢、DD区 では2!日 齢 で ピー クを示 した(Fig.8)。
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3)性 成 熟到来 までの血 中インヒビンの動態について調べた結果 、血中イ ンヒビン濃度 の増加

は、LL区 で早 く、DD区 では遅 れることが明 らかになった(Fig.9)。

4)以 上 の結果か ら、infantile期 のGTH分 泌 の上昇が起 こる時期 は、 その後の卵巣の発達

開始時期 に影響 し、さ らに性成熟到来の時期 に関与 していることが 明らかになった。
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《neonatar,infantiLe期 に おけるGnRH投 与 の性成熟到来に及ぼす 効果 》

1)neonatal期 あ るいはinfanUle期 初 期にG酬 を5日 間投 与 し、その後 の性成熟 の到来 を調

べた。その結果、infantHe期 以前 に外因性GnRHを 投 与す ることによ り、性成熟 の到来 の促進 が

可能で あることが示 された(Fig.10)。

2)infantile期 初 期 にGnRHを 投 与 した個体 で、血 中GTH濃 度 の動 態および卵巣重量 の増加

につ いて調べた。その結果 、処理個体の血 中GTH濃 度 は無処 置個体 と比べ て早 い時期か ら高 く、

卵巣重 量の増加 も早か った(Fig.!1)。

3)以 上 の結 果か ら、neonata王 期 あるいはinfantile期 の 内分泌環境 を調節 するこ とによ り、

性成 熟到来 の調節が可 能なことが示 された。
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以上 、本研究 は・雌ラ ッ トの性成熟過程 にお いてinfantne期 前 半 は視床下部一下垂体系 の機

能でGTH分 泌 の上昇が起 こ リ、infantile期 後 半は、卵巣 由来 のホルモ ン(特 にエス トロジェ

ンとイン ヒビン)の フ ィー ドバ ック機構も作動 し・GTHが 急 激 に減 少す ることを明 らかに した .

また、infantile期 のGTH分 泌 に内因性opioidpepしideが 関与す る可能性 を提示 した。さ らに、

infantile期 のGTH分 泌 の起 きる時期が性成 熟到来の時期に関連 があるこ とを明 らか にした。

これ らの成 果は、これ までの雌 ラッ トの性成熟到来機構 に新知見 を加 えたもの と考 える。
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審 査 結 果 の 要 旨

雌 ラ ットは,生 後2-3週 齢 でinfantHe期 と いわ れ る時期 に入 り,血 中 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン

(GTH)濃 度 が一 時的 に増加す る。本 研究 では,こ の ようなホルモ ン分泌の特徴 を視床下部 一下

垂体一卵巣系 で とらえ,性 成 熟到 来 との関連 を追求 した。

まず,性 成熟 に至 るまでの雌 ラ ットのGTH分 泌 について しらべ,infantile期 に おけ る血 中濃度

の上昇 は卵胞刺激ホルモ ン(FSH)で 特 に顕著な ことを確認 した。つ いで,血 中GTH濃 度 に関

連 のある視床下部の:黄体形成 ホル モ ン放 出ホル モン(LHRH)お よび下垂体 のGTH含 量 を しら

べ,前 者は測定終 了時の25日 齢 まで±曽加を続け,後 老はFSH含 量 が20日 齢 で ピークを示す ことを

明らかに した。GTHの 分 泌には卵巣 のエス トラジオール ー17β(E2)お よ びイ ンヒビンの関与

も考え られ るので,そ れぞれの動態 を調べた。血 中E2は 出生直後 からinfantlle期 まで高値を続 け

るが,こ の間は α一 フェ トプ ロテイ ンとの結 合に よってE2の 作 用が抑え られ,そ れ以降にE2作

用が発 現 され る可能性を示 した。 また,イ ンヒビンのR工A系 を確立 し,生 物 活性 と免疫活性 の両

面か ら動態 を調べ,20日 齢 ごろか らイ ンヒビン活性が急増す ることを示 した。次 いで,性 成熟 に

至 るまでのGnRHお よびイ ンヒビンに対す る下垂体 の反応 を しらべ,infantile期 のGTH分 泌 の

うち前半期 の上昇は視床下部か らのLHRH分 泌 と下垂体 の反応性 に依 存 し,後 半 の減 少 ば α一

フ ェ トフ.ロテイ ンの減少に伴 うエス トロジ ェンの フ ィー ドバ ック機構 の確立 と,卵 巣 イン ヒビン

に対す る下垂体の反応性が関与 していることを明 らかに した。 また,内 因性 オ ピオイ ドペ プタイ

ド関与 の可能性 も示 した。

infantHe期 のGTF[分 泌 の生理的意義を明 らか にす るた め,照 明条 件を 変 えた場 合 のinfantile

期 の 変化 と性成熟到来 との関係 を しらべた。その結果,処 理区におけるlnfantile期 のFSHピ ー ク

は対照区に比べて連続照 明で早 ま り,連 続暗黒で遅延 したが,此 の結果 はそ の後 の性成熟到来の

順序 とも一致 した。 また,neonatal期 またはinfantile期 にGnRHを 投 与 した結果,処 置個体の 血

中GTH濃 度 は対照に比べて早い時期か ら上昇 し,卵 巣重量の増加 も促進 される ことがわか った。

以上,本 研 究は雌 ラッ トの性成熟過程にみ られるinfantHe期 のGTH分 泌 を中心 に ホル モ ンの

相互関係を明 らかにす る とともに,infantHe期 のGTH分 泌 増加 と性成熟 到 来 との関 係 を実証 し

た。 これ らの成果 は,性 成熟到来の機構に新知 見を加 えた ものであ り,著 者は農学博士の学位 を

授与 されるに値す る と判定 した。
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