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ニワトリ卵胞穎粒膜におけるう°ラスミノーゲン・アクチベーター活性と

小卵胞の急速成長相への転移との関係
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ニワトリにおいて，小卵胞の急速成長相への転移にエストラジオール176(E2)の関与が報告されているが，細胞外マト

リックスの再構築に関与することが知られているう．ラスミノーゲン・アクチベーター(PA)の関与については未だ十分には

検討されていない。そこで，本実験では頼粒層細胞で合成されるPAが急速成長相への転移に関与するか否かを検討した。

本実験では，最大卵胞(Fl)の排卵18時間前に相当する時期に，白色レグホーン種産卵鶏から，大きさが9番目の卵胞

(F9)からF1までの卵胞を採取した。卵胞の重量測定後，卵胞膜と穎粒膜を単離し，卵胞膜におけるE2濃度をラジオイ

ムノアッセイで，頼粒膜におけるPA活性を色素基質を用いる方法で,DNAをジフェニルアミンの変法で測定した。さら

に，別の個体から同様に採取した卵胞から組織切片を作成し，卵胞組織を観察した。

卵1句重量はF6からF5にかけて有意に増加し，その後はほぼ直線的に増加した。卵胞重量増加量を卵胞表面積で除して

算出した物質移動率は,F6からF5にかけて有意に増加し,F5からF4にかけてピークを示した後，その後は卵胞の発育

に従い減少した｡PA活性とE2濃度は，共にF8からF7にかけて有意に増加し,F7において最も高い値を示した後，卵

胞の発育に従い減少した。顎粒膜のDNA含量はF9からF5にかけて徐々に増加した後，その後はほぼ一定で推移した。

穎粒層細胞層はF9からF7までは3～4層と密であったが,F6では2～3層となりF5からF1においては単層であった。

これらの結果から，本実験では小卵胞の急速成長相への転移はF6で起こったと推察され，転移直前のF7においてPA

活性とE2濃度が共に増加し，しかも最も高い値を示したことから，小卵胞の急速成長相への転移にE2のみならず，頼粒

膜におけるPA活性も関与していると示唆された。

キーワード：プラスミノーケン・アクチベーター，頼粒膜工ストラジオール176,卵胞急速成長相，ニワトリ

卵胞の順位制が途中で入れ替わることはない。また，ニワトリの

卵胞は，産卵期になると，通常，毎日1個ずつ小卵胞が急速成長

相へと転移する(Zakariaeml.,1983,1984a,1984b)｡

このような卵胞発育において，約24時間の周期であるニワト

リの排卵周期中において，急速成長相への転移は，最大卵胞の排卵

8～14時間前に相当する時期に高い頻度で起こる(ZakariaaaJ.,

1983;Zakaria"",,l984b)。しかもこの時期にステロイド産生

阻害剤であるAminogulutethimideを投与すると，小卵胞の急

速成長相への転移率が有意に減少し，卵胞の卵胞膜外居細胞で生

産されるE2が著しく減少したことから,E2が急速成長相への転

移に重要な役割を担っていると推察されている(Imaigml.,1998)。

フ・ラスミノーゲン・アクチベーター(PA)は，活性の無い酵素

前駆体であるプラスミノーゲンを，セリンプロテアーゼの一種で

あり線維を溶解する酵素であるプラスミンに変換する蛋白質であ

る(Robbins"".,1967)｡ニワトリの卵ll包におけるPAは,

Urokinase-Type(uPA)とTissue-Type(tPA)の2種類が存在

するが(TillyandJohnson,1987;Poilits"".,1990;Johnson

"".,1997),tPAの方が量的に少ないことからuPAがPAの主
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成熟したニワトリの卵巣には，数千個の卵胞が存在し，卵胞ヒ

エラルキーを形成している。これらの卵胞は，直径10mm以上の

黄色卵胞と直径5～1Ommの黄色卵胞，直径2～4mmの白色卵

胞と直径1mm以下の白色卵胞に大別される(Gilbert,1971)。一

般的に直径10mm以上の黄色卵胞は急速成長相に入った卵胞で，

この相に入った卵胞は急速に卵黄を蓄積して，7～9日間で重量は

約0.5gから16～199へと，直径は約8mmから30～40mmへと

成長し，排卵可能な成熟卵胞となり，排卵される(Gilbert,

1971)。卵胞は，急速成長相に入った卵胞から順次排卵され，通常
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体であると考えられている(Lafranceer".,1993;Johnson"

(zZ_,1997)。ニワトリの卵胞におけるuPAは主に穎粒層細胞で合

成され，成長した卵胞より発育途上の卵胞において活性が高く

(PolitisetaZ.,1990;Tillyei".,1992;Lafrance"a/.,1993;Li

g"j"1997),しかもPA活性が排卵誘起ホルモンとして知られる

黄体形成ホルモン(LH)よって抑制される(TillyandJohnson,

1987)。これらの報告から，鳥類では穎粒層細胞で生産されるuPA

は卵胞発育に関与すると考えられている。しかしながら，小卵胞

の急速成長相への転移に頼粒層細胞のPAが関与するか否かにつ

いては未だ十分には検討されていない。

そこで本実験では，小卵胞の急速成長相への転移に,PAが関

与する可能性があるか否かを検討するために，9番目に大きい卵

胞(F9)から最大卵胞(F1)までの卵胞を採取し，それらの卵胞

において，色素基質を用いて願粒膜におけるPA活性とラジオイ

ムノアッセイを用いて卵胞膜におけるE2濃度を測定すると共に，

卵ll句重量、卵胞に取り込まれる物質移動率を算出し，また，卵胞

発育に伴う頼粒盾細胞盾の組織変化を観察した。

材料と方法

供試鶏

本実験で使用したニワトリは，白色レグホーン種産卵鶏（24～

30カ月齢）と雄鶏（24ケ月齢）である。産卵鶏は岐阜大学付属農

場無窓鶏舎内で点灯開始を午前5時とする14時間照明:10時間

暗黒の明暗周期条件下で，餌と水は自由に摂取させた。産卵鶏は

最低3週間以上産卵記録を取り,1クラッチの長さが4から6で，

比較的規則正しくクラッチを繰り返し，クラッチ間の休産日が1

日であるニワトリのみを使用した。また，雄鶏は岐阜大学付属農

場開放鶏舎にて飼育し，餌と水は自由に摂取させた。本実験は，

実験動物の管理と使用に関する指針(ILARandNRC,1996)に

従って実施した。

試料の採取

最大卵胞(F1)の排卵18時間前に相当する時期に，ニワトリを

断頭屠殺し，9番目に大きい卵胞(F9)から最大卵胞(F1)まで

の卵胞を採取した。F9,F8,F7については見た目の大きさでは

序列の判断ができない場合があったため，重量に加えて直径を測

定し，序列を明確にした。重量を測定した後,Gilbertらの方法

(1977)に従って卵胞膜と穎粒膜を分離し，卵胞膜の湿重量を測定

した後，それらの検体を直ちに液体窒素で凍結させ,E2とPA活

性測定時まで-80｡Cで保存した。同様の時期に採取し組織観察に

供した卵胞は採取して重量測定後，速やかに固定液（ブアン液お

よびModifiedKarnovsky固定液）に入れた。

う。ラスミノーゲンの精製に使用した血清は雄鶏から採取し，精

製当日に常法に従って血清を得た。

物質移動率の算出

物質移動率は，卵胞の単位表面積当たりの1日における物質移

動率(mg/cm2/day)として,WarrenandConrad(1939)の方

法に従い，序列n-1番目からn番目にかけての卵1句重量増加量を

序列n-1番目とn番目の卵胞表面積の平均値で除して求めた。な

お，卵胞の1日当たりの重量増加量は(g/day)は，同一個体から

採取した卵胞の序列n番目から序列n-1番目の重量を差し引く

J2

ことにより算出し，卵胞の表面積(Cm2)は,Smith(1959)の方

法に従い，卵胞重量(9)の2/3乗に定数の4.83を掛けることに

よって求めた。

穎粒膜におけるPA活性の測定

頼粒膜のPA活性はTillyとJohnson(1987)の色素性合成基

質を用いる方法を一部変更して測定した。この方法は，プラスミ

ンがバリンーロイシンーリジンのトリペプチドを認識して分解する

性質を利用する方法で，トリペプチドに色素性のパラニトロアニ

リンを結合させた色素性合成基質(D-Val-Leu-Lys-para-nitro-

anilidedihydrochloride,Sigma)とう．ラスミノーゲンを検体中

に添加することにより，検体中のPAにより生成されたプラスミ

ンの作用により，色素性合成基質より遊離したパラニトロアニリ

ン(para-nitro-anilide:pNa)を分光光度計で測定することによ

りPAを測定する方法である。

l)プラスミノーゲンの精製

プラスミノーゲンに対するPAの作用には種特異性があると報

告されている(Quigley"(zI.,1974,StricklandandBeers,1976)

ので，本実験ではPA活性を測定するに際し，プラスミノーゲンを

雄鶏血清から精製した。プラスミノーゲンの精製は,Deutschと

Mertz(1970)の方法に従って，リジンセファロース4Bによるア

フィニティクロマトグラフィーとセファデックスG-25を使用し

たゲル濾過により行った。雄鶏の血清50mj当たりのプラスミノー

ゲン画分の蛋白質量は牛血清アルブミン相当で約19mgであった。

2）測定操作

凍結保存していた頼粒膜を0.2%TritOnX100-0.1Mトリス塩

酸緩衝液(0.2%TritonX100-0.1MTris-HCl)lmj中でガラス

ホモジェナイザー（氷水4℃下）を用いてホモジェナイズし，遠

心分離(1500×9,20分間,4℃）して，その上澄みの一部をPA

活性の測定に，沈殿はDNAの測定に供した。

穎粒膜のホモジェネートの上澄み，雄鶏血清由来のプラスミ

ノーケン及び，色素性の合成基質を反応チューブに入れ,37･Cで

4時間培養した。培養後，基質を分解して遊離した色素(pNa)を

分光光度計（吸光度405nm)で測定することにより,PA活性を

測定した。

測定は同一検体について3本ずつ行い，その平均値を検体の測

定値とし．pNaを標準液として同様に測定した標準曲線から，色

素基質から遊離したpNa量を算出した。

3)PA活性値

穎粒層細胞のPA活性は多くの研究者により報告されているが，

その活性の表現法は研究者により様々であり，発色基質の吸光度

で表した場合(TillyandJohnson,1987;JohnsonandTilly,

1988),活性値を総蛋白質濃度(Tischkau"".,1996;Jackson

aα/.,1993),細胞数(Tilly"".,1992),穎粒層細胞のDNA含

=(Lafrancee/(zI.｡1993),面積(Jacksone/".,1994)などで補

正した場合が報告されている。一般的には細胞当たりの活性とし

てDNAで補正する方法が考えられるが，ニワトリにおいて，卵

胞が大きくなるに従い順粒層細胞のDNAが減少すると報告され

(Gilbert"".,1980),それは頼粒層細胞には核小体を2個以上含

む細胞が存在し，その割合は卵胞が大きくなるに従い少なくなる

ことによるのではないかと推察されている(Gilbert"""1983)。
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それ故，本実験では，卵胞表面積と卵胞重量増加量を基にして求

めた物質移動率との関連も考慮して,PA活性値は色素基質から

遊離したpNa量を卵胞表面積で除することにより卵胞表面積当

たりのpNanmol/cm2follicleとして表した。

卵胞膜におけるエストラジオール17B(E2)の測定

卵胞膜中のE2の測定は，卵胞膜よりエーテルによりE2を抽

出後，群馬大学医学部生理活性分析センターより提供された抗血

清を用いて，ラジオイムノアッセイにより行った。すなわち，凍結

保存しておいた卵胞膜は，解凍後，組織の分解を促すためにアン

モニア水50"を加えて個体毎に眼科用せん刀で細断し，ガラス

製ホモゲナイザーを用いてホモジェネートとし，エーテルによる

抽出を2回行い，その乾固物を1%牛血清アルブミン-0.01Mリン

酸緩衝液(1%BSA-0.01MPBS)で測定可能な濃度に希釈した。

この希釈液100"と0.05Mエチレンジアミン四酢酸(EDTA)-

0.01MPBSで10,000倍に希釈した抗血清100"lと1%BSA-0.01

MPBSで約25,000cpm/100"となるように希釈した3H標識E2

(104Ci/mmol,AmershamPharmaciaBiotecUKLtd.)100"j

を入れ，撹伴後，常温で20時間以上培養した。培養後,0.5%チャ

コール･0.05%デキストラン懸濁液を200"j加え，撹枠後，正確

に30分間,4･C下で静置した。その後，遠心分離(3,000×9,15分，

4･C)して，上澄700"を放射能測定用バイアルに採取し，これに

液体シンチレーター(ACS-II,AmershamPharmaciaBiotecUK

Ltd.)を4mj加え，約1O秒間撹枠し，一日放置した後，液体シン

チレーションアナライザー(Packerd)で放射能を測定した。なお，

測定は同一検体について3本ずつ行い，その平均値を検体の測定

値とし，同様にして作成した標準曲線から,E2濃度を決定した。

顎粒膜中のDNAの測定

穎粒膜中のDNAは，ジフェニルアミン法の変法(Leyvaand

Kelly,1974)に従って測定したc

測定は同一検体について2本ずつ行い，その平均値を検体の測

定値とし，子牛胸腺DNA(Sigma)を0.01MTris-HCl緩衝液に

溶解した標準液を用いて同様に測定した標準曲線からDNA量を

算出した。

卵胞の組織観察

本研究では，ヘマトキシリン・エオジン(HE)染色と，トルイ

ジンブルー染色の2種類の方法を実施した。HE染色は，卵胞を

ブアン固定液に室温下で24時間浸漬後，卵胞組織を約5mm平

方に切り出してさらにブアン固定液に24時間浸漬して固定し，

パラフィン切片の作成とHE染色は常法に従って実施した。トル

イジンブルー染色は，卵胞をModifiedKarnovsky固定液に4℃

下で5時間浸債後，卵胞組織をl～2mm平方,約1mmの厚さに

整形してさらにModifiedKarnovsky固定液に4℃下で5時間

浸漬させた。続いて後固定として，2％オスミウム酸溶液に4℃

下で90分浸潰してから，エタノールとアセトンによる脱水，樹脂

包埋ウルトラミクロトームによる薄切を順次実施して得られた

切片をトルイジンブルー染色に供した。

得られた組織標本はカナダバルサムで封人後，光学顕微鏡で観

察し，写真撮影を行った。

統計処理

データの統計処理は一元配置の分散分析後，平均値間の有意差
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図2

の検定はDuncansnewmultiplerangetestで危険率が5%以下

になった場合に有意な差があるものとした。

結 果

卵胞軍呈と物質移動率

F9からF1のヒエラルキーの卵胞における卵ll包重量を図lに

示した。卵胞重量はF6からF5にかけて有意に増加し(P<

0.05),その後は卵胞の発育に伴いほぼ直線的に増加した。卵胞重

量増加量（図2，上段）を卵胞表面積で除して求めた卵胞単位表面

積当たりの1日における物質移動率（図2，下段）は,F6からF

5にかけて有意に増加し(P<0.05),F5からF4にかけて最も高

い値を示した後，卵胞の発育に従って徐々に減少した。
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排卵18時間前に採取した各卵胞のPA活性と卵胞膜

あたりのエストラジオール-17β濃度

各点は8～10羽の平均値±標準誤差

異符号間に5％水準の危険率で有意差あり
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図5 排卵18時間前に採取した各卵胞の順粒層の組織像

染色法はトルイジンブルー染色(A,B,C,D)ある

いはHE染色(E,F,G,H)とし，写真撮影の倍率

は全て200倍とした。T=卵胞膜,G=穎粒層Y＝

卵黄｡(A)重量が0.129のF9卵胞。(B)重量が

0.179のF8Wllll包｡(C)重量が0.319のF7卵胞。

(D)重量が0.599のF6卵胞。(E)重量が1.899の

F5卵胞。(F)重量が5.949のF4卵胞｡(G)重量

が9.19のF3卵胞。(H)重量が17.89のF1卵胞。
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密着した4～5層の構造を示したが,F6(D,0.599)では2～3層

に変化し,F5(E,1.899)からF1(H,17.89)の穎粒膜はすべて単

層だった。木観察では，ヒエラルキーが上位の卵胞の方が噸粒膜

細胞の形状は扁平となり,1MII包と細胞の間には間隙が認められた。

考塞

本実験においては,F9からF1までの卵胞ヒエラルキーにおけ

る卵胞重量と物質移動率は，共にF6からF5にかけて有意に増

加し，その後の卵胞重量はほぼ直線的に増加した。このことは，

本実験下では，小卵胞の急速成長相への転移が6番目に大きい卵

胞で起こったことを示している。これに対して，頼粒膜における

PA活性と卵胞膜におけるE2濃度は，共に，急速成長相へ転移に

先立ち,F8からF7にかけて有意に増加し，しかも急速成長相の

転移直前のF7において最も高い値を示した。これらのことは，

小卵胞の急速成長相への転移にE2のみならず頼粒層細胞におけ

るPA活性も関与していることを示唆している。

穎粒層細胞の増殖の指標として，穎粒膜におけるDNA量を測

排卵18時間前に採取した各卵胞の穎粒膜中DNA含量

各点は8～10羽の平均値±標準誤差

異符号間に5％水準の危険率で有意差あり

図4

PA活性とE2濃度

卵胞表面積当たりの順粒膜におけるPA活性と卵胞膜、g当た

りのE2濃度を図3に示した。

PA活性とE2儂度は共に,F8からF7にかけて有意に増加し

(P<0.05),F7において最も高い値を示した後，卵ll包の発育に

伴って徐々に減少した。

DNA含量と卵胞組織の光学顕微鏡観察

卵胞順粒膜当たりのDNA含量を図4に示した。F9からF5に

かけて徐々に増加した後,F5からF1にかけては有意な差は認め

られず(P>0.05),ほぼ一定の値で推移した。

卵胞を光学顕微鏡下で観察した組織像を図5に示した。F9(A,

0.129)からF7(C,0.319)の頼粒層細胞の組織像は，細胞同士が

J4
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定したところ，本実験で採取した最も小さいF9の卵胞から急速

成長相に入った直後のF5の卵胞まで徐々に増加し，その後の増

加は認められなかった。本実験における頼粒膜の採取は,Gilbert

らの方法(1977)により実施しており，この順粒膜中に含まれる

DNAは全て頼粒層細胞に由来すると考えられる。従って，卵胞

ヒエラルキーにおける順粒膜中のDNA量の増力llは，頼粒層細胞

の増殖に依存していると考えられる。従って,DNA量の測定結

果から推察すると，頼粒層細胞はF5までは増殖するが，その後

の増殖は起こらないと推察された。

頼粒層細胞層の形態は，急速成長相に入る前の卵胞では，細胞

間が密に詰まった菫層の構造を示すが，急速成長相に入る頃から

菫層が単層へと構造が変化することが既に報告されている(Roth-

wellandSolomon,1977;Perry"".,1978)。この際の順粒層細

胞層の形態は，柱状，立方状へと変化し，細胞間隙が形成され，

この間隙を通って卵細胞を取り囲む卵黄膜内層へと卵黄前駆物質

が移行することが認められている(WyburngZ".,1966;Perry

aaj.,1978)。本実験においても，頼粒膜を形成する穎粒層細ll包居

は急速成長相に入る前の卵胞のF7までは4～5層で密であった

が，急速成長相に入ったF6で2～3層に変化し，頼粒層細胞の増

殖が認められなくなったF5からF1までのり|1胞では全て単層で

あることが観察された。卵胞の成長に伴い，頼粒層細胞層の表面

積は増加するが,F5からF1までの頼粒層細胞の増殖は認められ

ず，しかも細胞層が単層である状況から考えると，急速成長相に

おいて卵胞が成長するに従って頼粒層細胞間の間隔は広くなるこ

とが推察される。これは，本実験で観察したF1の組織において，

穎粒層細胞間に間隙を確認したことから裏付けられた。

一方，卵胞表面積当たりの物質移動率は，急速成長相に入った

直後の卵胞(F6-F5およびF5-F4)は増加したが，その後は成長

に従ってlll目次減少した。本実験において，急速成長相に入った後

のF5からF1までの卵胞の穎粒層細胞眉は単層で，卵胞が成長

するに従い頼粒層細胞間の間隙が広くなったにもかかわらず．卵

胞表面積当たりの物質移動率は減少した。これらのことは，卵黄

前駆物質が頼粒層細胞の間隙を通過する際に，穎粒層細胞間の間

隙の広さのみに依存していないことを示している。

急速成長相に入る直前の卵胞において，頼粒層細胞層は密な4

～5層を形成するが，急速成長相に入った直後の卵胞では2～3層

に再構築される，頸粒膜におけるPA活性は急速成長相に入る直

前の卵胞において最も高い値を示した。さらに，急速成長相に

入った後の卵胞では，卵胞の成長に伴い、卵||包表面積当たりの物

質移動率は減少し，順粒膜におけるPA活‘|皇も減少した。この結

果は，頼粒層細胞のPAが穎粒層細胞層の再構築を促し，結果と

して小卵胞から急速成長相への転移を引き起こす要因の1つに

なったことを示唆している。これらは，鳥類の卵巣におけるPA

の役害||として以前から報告されている穎粒層l11胞の増殖への関与

(Tischkau"".,1996)を裏付けるとともに，卵胞における物質

移動，すなわち卵黄前駆物質の取り込みへの積極的な関与を示唆

している。

排卵周期中の小卵||世から急速成長相への転移は，排卵8～14時

間前に相当する時期に最も高い頻度で起こり(Zakariagml.,1983;

Zakariaaaj.,1984b),その転移にE2が重要な役害llを担ってい

J5

ると報告されている(Imai"""1998)。本実験でもE2が小卵胞

の急速成長ﾎ|]への転移に関与する可能性が示された。

E2は，肝臓での卵黄前駆物質の合成を刺激することにより

(Deeleyeml.,1975)卵胞発育に関与することが知られているが，

鳥類においては卵胞膜外居細胞で合成され(Porter"".,1989;

Nitta"".,1991;Caicedocral.,1997),卵胞膜における濃度は

未熟卵胞において高く，卵胞が成長するに従って減少し(Shahabi

2"l.｡1975;Bahrgml.,1983;MarroneandHartelendy,1983),

卯||包刺激ホルモン(FSH)により卵胞膜外居細胞におけるE2の

産生が刺激される(Caicedoaaj.,1997)｡さらに，卵胞膜におけ

るFSH結合能は小さい卵胞で高く，卵胞が成長するに従い低く

なる(EtchcsandCheng,1981)ことが明らかにされている。こ

れらのことは，卵||包発育を刺激するとして知られているFSHが

少なくともE2を介して小卵胞の急速成長相への転移に関与して

いるとことを示唆している。

一方，ほ乳類においては,FSHが頚粒層細胞におけるPAの合

成と分泌を巾ll激することが報告されている(Liue/"j.,1981;Wang

andLeung,1983;MartinatandCombarnous,1983)。しかしな

がら，鳥類においては,LHによって抑制されることは知られて

いる(TillyandJohnson,1987)が，純粋なFSHが得られていな

いことから,FSHが刺激するか否かは明らかにされていない。本

実験においては，急速成長相に入る直前の卵胞において，穎粒膜

PA活性は最も高く，その後は卵胞が成長するに従い|||自次減少す

ることが見出された。この結果は，すでに報告されている未成熟

な卵胞ほど順粒膜PA活性が高いとの結果(Lafrance"(zI.,1993)

と一致し，また，頼粒膜におけるuPAmRNAレベルが成熟卵胞

より未成熟卵Iluの方が高いとの結果(Li"""1997)とも相応し

ている。また，順粒層細胞におけるFSH結合能(Masudacml.,

1984;RitzhauptandBahr,1987)とFSH受容体mRNA量が，

共に卯胞が発育にするに従い低くなる(You"".,1996;Zhang

"".'1997)ことが明らかにされている。これらのことから，鳥類

における頼粒層細胞PA活性もFSHに調節されている可能性が

推察されるが，これについては更なる検討が必要とされる。

謝辞

実験遂行にあたり懇意なる御指導を賜り，エストラジオール’7

8抗IⅢ清を提供して頂いた群馬大学医学部生理活性分析センター

及び，終始実験に協力頂いた日本配合飼料株式会社中央研究所の

所員一同に感謝致します。

引用文献

BahrJM,WangSC,HuangMYandCalvoFO.Steroidconcen-

trationsinisolatedthecaandgranulosalayersofpre-

ovulatoryfolliclesduringtheovulatorycycleofdomestic

hcn.BiologyofReproduction29:326-334.1983.

CaicedoRE,KawashimaMandKamiyoshiM.Steroido-

genesisinthethecacellsoffolliclesinresponsetoovlne

gonadotropins.JapanesePoultryScience,34:36-44.1997.

DeeleyRG,MullinixKP,WetekamW,KronenbergHM,

MeyersM,EldridgeJDandGoldbergerRF.Vitellogenin

svnthesisintheavianliver.Vitellogeninistheprecursorof

Copyright ©2009, Japan Poultry Science Association



日本家禽学会誌46巻J1号(2009)

theeggyolkphosphoproteins.JournalofBiologicalChem-

istry,250:9060-9066.1975.

DeutschDandMertzET.Plasminogenpuri6cationfrom

humanplasmabyaffinitychromatography.Science,170:

1095－1098.1970.

EtchesRJandChengKW.Changesintheplasmaconcentra-

tionsofluteinizinghormone,progesterone,oestradioland

testosteroneandinthebindingoffollicle-stimulatinghor-

monetothethecaoffollicleduringtheovulationcycleof

thehen(Gallusdomesticus).JoumalofEndocrinology,91:

11－22．1981．

GilbertABTheovary.In:Physiologyandbiochemistryof

thedomesticfowl.(BellDJandFreemanBMeds.),Vol,3.pp.

1163-1208.AcademicPress.London.1971.

GilbertAB,EvansAJ,PerryMMandDavidsollMH.A

methodforseparatingthegranulosacells,thebasallamina

andthethecaofthepreovulatoryovarianfollicleofthe

domesticfowl(GallusdomesticLIs).JournalofReproduction

andFertility,50:179-181.1977.

GilbertAB,HardieMA,PerryMM,DickHRandWellsJW.

Cellularchangesinthegranulosalayerofthematurillg

ovarianfollicleofthedomesticfowl.BritishPoultrySci-

ence,21:257-263.1980.

GilbertAB,HardieMAandWellsJW.Variationsinthe

numberofnucleoliinthegranulosacellsofthedomestic

fowlduringfolliculargrowth.BritishPoultryScience,24:
57－61．1983．

ILARandNRC(InstituteofLaboratoryAnimalResearch,

CommissiononLifeSciences,NationalResearchCouncil).

GuidelineforthecareandLIseoflaboratoryanimals(7th

edition).NationalAcademyPress.1996.

ImaiK,SonodaYandKaiO.Folliculartrallsformationm

hen'sovaryaftertheadministrationofaminoglutethimide.

JapanesePoultryScience,35:329-336.1998.

JacksollJA,ZhangPandBahrJM.Plasminogenactivatol･

activityinpreovulatoryfolliclesduringtheovulatorycycle

ofthechicken.BiologyofReproduction,49:1141-1146.
1993．

JacksonJA,TischkauSA,ZhangPandBahrJM.Plasminogen

activatorproductionbythegranulosalayerisstimulated

byfactor(s)producedbythethecalayerandinhibitedby

theluteinizinghormonesurgeinthechicken.Biologyof

Reproduction.50:812-819.1994.

JohnsonAL,BridghamJTandAbthonyRV.Expressionof

avianurokinaseandtissue-typeplasminogenactivator

messengerribonucleicacidduringfollicledevelopmentand

atresia.BiologyofReproductioll,56:581-588.1997.

JohnsonALandTillyJL.Effectsofvasoactiveintestinal

peptideonsteroidsGcretionandplasminogenativatorac-

tivityingranulosacellsofthehen.BiologyofReproduc-

tion,38:296-303.1988.

LafranceM,ZhoLILandTsangBK・Interactionsoftransfor-

mationgrowthfactor-cMandfandluteinizinghormoneill

theregLllationofplasminogellactivatol-activityinavian

granulosacellsduringdevelopment.Endocrinology,133:
720-727.1993．

LeyvaAJrandKelleyWN.MeasurementofDNAincultured

humancells.AnalyticalBiochemistry,62:173-179.1974.

LiJ,CrozeF,YanW,HacheRGJandTsangBK.Up-

T『、

」、

regulationofurokinaseplasminogenactivatormessenger

ribonucleicacidandproteininhengranulosacellsbytrans-

forminggrowthfactoralphainvitrodul･ingfollicularde-

velopment.BiologyofReproduction,56:1317-1322.1997.

LiuWk,BurleighBDandWardDN.Steroidandplasminogen

activatorproductionbyculturedratgranulosacellsin

responsetohormonetreatment・Moleculal-CellularEndo-

crinology,21:63-73.1981.

MarroneBLandHertelendyF.Steroidogenesisbyavian

ovariancells:effectsofluteinizinghormoneandsubstrate

avallability.AmericanJournalofPhysiology,244:E487-E

493.1983.

MartinatNandCombarnousY.Thereleaseofplasminogen

activatorbyratgranulosacellsishightlyspecificforFSH

activity.Endocrinology,123:433-435.1983.

MasLIdaS,WakabayashiK,KogaO.Changeofpropertiesof

thefolliclestimulatinghormonelikegonadotropinbinding

sitesinthefolliclesofthehenduringfolliculargrowth.

JapaneseJoumalofZootechnicalScience,55:399-408.1984.

NittaH,OsawaYandBahrJMMultiplesteroidogenicccll

populationsinthethecallayerofpreovulatoryfolliclesof

thechickenovary.Endocrinology,129:2033-2040.1991.

PerryMM,GilbertABandEvansAJ.Electronmicroscope
observationsontheovarianfollicleofthedomesticfowl

duringtherapidgrowthphase.JournalofAnatomy,125:
481-497.1978.

Politisl,WangL,TurnerJDandTsangBK.Changesintissue-

typeplasminogenactivator-likeandplasminogenactivatol･

inhibitoractivitiesingranulosaandtheacalayerduring

ovarianfolliculardevelopmentindomestichen.Biologyof
Reproduction,42:747-754.1990.

PorterTE,HargisBM,SilsbyJLandHalawaniEIM.Diffential

steroidproductionbetweenthecaintemaandthecaex-

ternacells:athree-cellmedelfol-follicularsteroidogenesis

inavianspecies.Endocrinology,125:109-116.1989

QuigleyJP,OssowskiLandReichE･Plasminogen,theserum

proenzymeactivatedbyfactorsfromcellstransformedby

oncogenicviruses.JournalofBiologicalChemistry,249:
4306-4311.1974.

RitzhauptLKandBahrJM・AdecreaseinFSHreceptorsof

granulosacellsduringfolliclllarmaturationinthedomestic

hen.JournalofEndocrinology,ll5:303-310.1987.

RobbinsJC,SummarianL,HsiehBandShahR.J.Thepeptide
chainsofhumanplasmin.Mechanismofactivationof

humanplasminogentoplasmin.JoumalofBiological

Chemistry,242:2333-2342.1967.

RothwellBandSolomonS.Theultrastructureofthefollicle

wallofthedomesticfowIduringthephaseofrapidgrowth.

BritishPoultryScience,18:605-610.1977.

ShahabiNA,NortollHWandNalbandovAV.Steroidlevelsin

folliclesandplasmaofhensduringtheovulatorycycle.

Endocrinology,95:962-968.1975.

SmithAH.Folliculal-permeabilityandyolkformation.Poul-

tryScience,38:l437-1446.1959．

StricklandSandBeGrsWH.Studiesontheroleofplasminogen

activatorinovulation:invitroresponseofgranulosacells

togonadotropms,cyclicnucleotidesandprostaglandins.

JoumalofBiologicalChemistry.251:5694-5702.1976.

TillyJLandJohnsonAL.Presenceandhormonalcontrolof

Copyright ©2009, Japan Poultry Science Association



武石ら:PA活性と急速成長相への転移

plasminogenactivatoringranulosacellsofthedomestic

hen.BiologyofReproduction,37:1156-1164.1987.

TillyJL,KowalskiZLI,LevoreseJMandJohonsonAL.

Plasminogenactivatoractivityandthymidineincorpora-

tioninaviangranulosacellsduringfolliculardevelopment

andperiovulatoryperiod.BiologyofReproduction,46;195-

200．1992．

TischkauSA,JacksonJA,Finnigan-BunickCandBahl･JM.

Granulosalayer:primarysiteofregulationofplasminogen

activatormessengerribonucleicacidbyluteinizinghor-

moneintheavianovary.BiologyofReproduction,55:75-

79．1996．

YouS,BridghamJT,FosterDNandJohnsonAL.Character-

izationofthechickenfolliclestimulatinghormonereceptor

(cFSH-R)complementarydeoxyribonucleicacidandex-

pressionofcFSH-Rmessengerribonucleicacidinthe

ovary.BiologyofReproduction,55:1055-1062.1996.

WangCandLeungA.Gonadotropinsregulateplasminogen

activatorproductionbygranulosacell.Endocrinology,112:

1201-1207.1983

J7

WarrenDCandConl-adRM.Growthofthehen'sovum.

JournalofAgriculturalResearch,58:875-894.1939.

WyburnG,JohnstonHandAitkenR・Fateofthegranulosa

cellsinthehen'sfollicle.ZeitschriftFurZellforschungund

MikroskopischeAnatomie,72:53-65,1966.

ZakariaAH,MiyakiTandlmaiK.Theeffectofagingthe

ovarianfolliculargrowthinlayinghens.PoultryScience,

62：670-674.1983．

ZakariaAH,MiyakiTandlmaiK.Therelationshipsofclutch

lengthandeggpositiononovarianfolliculargrowthin

layinghens・PoultryScience,63:1250-1254.1984a.

ZakariaAH,SakaiHandlmaiK.Timeoffolliculartransfor-

mationtotherapidgrowthphaseinrelationtothe

ovulatorycycleoflayinghens.PoultryScience,63:1061-

1063.1984b.

ZhangC,ShimadaK,SaitoNandKansakuN.Expressionof

messengerribonucleicacidsofluteinizinghormoneand

follicle-stimulatinghormonereceptorsingranulosaand

thecalayersofchickenpreovLllatoryfollicles.Generaland

ComparativeEndocrinology,105:402-409.1997

Copyright ©2009, Japan Poultry Science Association



|I本家禽学会誌46巻J1号(2009)
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andFollicularnansfbrmationtotheRapidGrowth
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Indomesticfowl,estradiol-17B(E2)isreportedinrelationtothefolliculartransformationtotherapid

growthphaseofsmallibllicles.However,theparticipationoftheplasminogenactivator(PA)ingranulosa,which

isknowntobeinvolvedincellproliferationandextra-cellularmatrixremodeling,isnotsuificientlyclear.To

connrmitsparticipation,fblliclesfromthelargestfollicle(F1)totheninthlargestfollicle(F9)werecollectedat

18hoursbeforeovulationoftheFlandweighed.Inthefollicles,theactivityofPAingranulosawasmeasured

usingplasminogenextractedfromrooster'splasmaandchromogenicsubstrate・DNAcontentofgranulosawas

determinedbythediphenylaminemethod.Also,E2inthecawasdeterminedbyradioimmunoassay.Morpholog-
icalinvestigationofovarianfbllicleswasimplementedbytheusualmethod.

FollicularweightincreasedsignificantlyfromF6toF5,andthereafterinastraightmanneruntilFl.The

materialtransferrateoffolliclesincreasedsignificantlyfromF6toF5,andthepeakwasfromF5toF4,andthen

decreasedaccordingtothegrowthoffbllicles.BoththePAactivityofgranulosaandtheE2concentrationof

thecaincreasedsigniflcantlyfromF8toF7,showedapeakinF7anddecreasedaccordingtothegrowthof

follicles.ThegranulosalayerchangedfrommultilayerintomonolayerinthedevelopmentalstagefromF7toF

5.DNAcontentofgranulosaincreasedfromF9toF5,andthereafterremainedconstant.Inthepresent

experiment,folliculartransformationoftherapidgrowthphaseofsmallfollicleswasfbundtooccurinF6,and

bothE2andPAactivityincreasedbeforethefolliculartransformation.ThissuggeststhatnotonlyE2oftheca

butalsoPAactivityofgranulosaparticipateinthetransformationtotherapidgrowthphaseofsmallfollicles.

(Jupa"esEJo""zIzIQ/､Po"/"S℃/e"ce,ギ6．．〃-J8,2009)
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