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1  o ヒ ト卵巣顆粒膜
・
莢膜細胞 にお け る IIGF と SCF の パ ラ ク リ ン 作用
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【囗的 1 ウ シ卵 巣 にお い て ，莢 膜細 胞由来の HGF （hepa亡ocyte 　growth 　factor）と顆粒膜細胞由来の SCF （stem 　cell　factor）は

性ホ ル モ ン 産生 と細 胞増 殖 を促進す る．本研究で は ，ヒ ト卵巣に お ける IIGF ，
　SCF お よ び そ れ ぞ れ の 受容体 の 遺 伝子 発 現 を

検索する と と もに ，HGF と SCF の 作 用 を検討 し た．1方法1思者の 同意 の も と，体外受精時 に卵胞液と顆粒膜細胞 を，手術時

に莢膜細胞 と卵巣問質細胞 を 採取 した．そ れ ぞ れ の 遺伝 ゴ発現を RT −PCR 法 に て 検索 した．卵胞液 中 の HGF お よ び SCF

濃度 は ELISA 法で 測 定 した．顆粒膜細胞に HGF を，莢膜細 胞に SGF を添加 した の ち結胞増殖能 を MTT 　assay にて 評価 し，

培養液中の 性 ホ ル モ ン 濃度 を E］A 法 で測定 した．【成績】莢膜お よ び卵 巣問 質細 胞 に お い て IIGF と c
−kitの 遺伝子 発 現 を ， 顆

粒膜細胞に お い て SCF と c
−
met の 遺 伝 予発 現 を認 め た ．　 HGF （50ng，fml）の 添加 は顆粒膜細胞の SCF 遺伝子発現 を，　 SCF

（50ng／ml ）の 添加 は 莢膜細胞 の HGF 遺伝 r一発 現 を増 強 した。卵胞液 rirHGF と SCF 濃度 の 問に は正 の 相 関 （r ＝0．547，p＜ 0．Ol）

が み られ た．SCF の 添加は 莢膜細胞 の 増殖 を捉進 した．　 HGF の 添加は顋粒膜細胞の 増殖に 影響 を 及 ぼ さ な か っ たが ，　 P 産生

を有意に 増加 した．【結論】ヒ ト卵巣 における HGF ，SCF お よび そ れ ぞ れの 受容体の 遺伝子 発現 を明 らか に した．顆 粒 膜 細 胞 に

発現す る SCF と莢膜細 胞 に 発 現 す る HGF は パ ラ ク リ ン 因 子 と し て positive　feedback　loopを形成 し，細胞増殖 と分化 に 関与

す る こ とが 示唆 され た．

簿 1　　コ ラ
ーゲ ン 膜 両面培養系を用 い た 卵胞発 膏機 構解 明 へ の ア プ ロ

ー
チ ： ゴ ナ ド ト ロ ピ ン刺激 が 顆糠膜 ・莢 膜細 胞問

　　　　相互 作用 に 及ぼす 影響
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【目的】我 々 は，顆粒膜細 胞 と莢膜細胞の 共培養系 を 用い て ，卵胞発 育調節機構 に お け る 顆粒膜
・
莢膜細胞問相互 作用 の 役割

を報告 して きた。本研究で は，一・
方の 卵胞 細 胞 が ゴ ナ ド トU ピ ン 刺 激 を受 け た時 に，他 方 の 網 胞 の 機能に どの よ うな変 化 が 起

こ る の か検 討 し，卵胞発育に お ける 顆粒膜 ・莢膜細胞間相互作用 と ゴ ナ ド トロ ビ ン との 関 わ りを考察 した．【方法】ウ シ 卵巣 よ

り卵胞細胞 を採取 し，
コ ラーゲ ン 膜の

一一
側 に 顆粒膜細 胞，対側 に 莢膜細胞を共培養 した．（O 顆粒膜細 胞 を FSH （0．0ユ〜11U

／
’
ml ）で 刺激 した 時の ，莢膜細胞の ア ン ドロ ス テ ン ジ オ ン （A −dione）産生量と細胞数 の 変化，（2）莢膜繝胞 を LH （O．01〜l

T〔∫／ml ）で 刺激した 時の ，顆粒膜細胞 の エ ス トラ ジ オール （E，）産生 量 と細 胞 数 の 変化 を観 察 した．以 上 の 実験 を，発 育初 期

（3〜5mm ）と後期の 卵胞 （15〜18mm ）よ り得た 綿胞を用 い て 行一
コ た．【成績】（1）顆粒膜細 胞 を FSIIで刺激 した場合 の 莢膜細

胞の 変化 ；（a ）A −dione産生量 ：初期卵胞 で は用量 依存 的 に増 加 し， 後期卵胞で は逆 に 減少 した、（b）莢膜 細 胞 数 ：初期 卵胞

で は 変化 を 認め ず，後 期卵 胞 で は用量依存的 に 増加 した．（2）莢膜細胞を LH で刺激 した場合の 顆粒膜細胞 の 変化 ；い ず れ の

実験に お い て も，顆粒膜細胞 の E 、産生 量 や細胞数に 変化 を 認め なか っ た．【結謝 顆粒 膜細 胞 へ の FSH 刺激は，卵胞発育 の 初

期 には 莢 膜細 胞の 機能分化 を促進す る が，増殖 に は影響 しな い ．一
方，発育後期 に は黄膜細胞 の 機能 分 化 を抑制 し，増殖を促

進する．す な わ ち ゴ ナ ド トロ ピ ン は，卵胞発育の 遺程で，卵巣局所 の 頌粒 膜 ・莢膜細胞間相 lil作用 に 様 々 な影 響 を与 え る と考

えられ る．

1  2 プ ロ ゲ ス テ ロ ン に よ る Niemann．Pick　C ユ （NPC1 ）遺伝子の 発 現 増加
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【目的1ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 基 質 とな る コ レス テ ロ ール の ライ ソ ゾー
ム からの 輸送 を制御す る Niemam ／

−Picl｛　Cユ（NPCI）タ

ンパ ク 質の 発 現 に影響 を与える 因子に つ い て 検討する．防 法］あ らか じめ患者に 同意 を得 て IVF −ET 時 に採取 され た 顆粒膜

絋 胞 に，1mM 　8−Br−cAMP また は 30μM プ ロ ゲ ス テ ロ ン （P4）を 添力ilして 24時間培 養後 に tota1　RNA もしくは細胞抽出液 を調

整 した．NPCI 遺伝 子プ ロ モ ーター
領域 を含 む断 片 を pGL ル シ フ ェ ラ

ーゼ レ ポータ ー遺 伝 子 につ な ぎ，　P4添加 に よ る プ ロ モ
ー

ター活性 の 変化を顆粒膜細胞 を用 い て 測 定 した．さ ら に ，
P4存在下また は非存在 下 で actinomycin 　D （5pg／ml ）または cyclo −

hexilnide（50yg／ml ＞を添加 し
，
　P4が NPCImRNA の stability に 与え る 影響 を検討 した．【成 績】8−Br−cAMP 添加 1：よ っ て

steroidogenic 　acute 　regulatory 　protein（StAR）の 発現景：は増加 した が ，　NPC1 の 発現鼠 に変化 は認 め られ なか っ た．　 P4の 添 加

に よ っ て NPCI の 発現量 は増加 した が ，
プ ロ モ ーター活性の 有意 な上 昇は 認 め られ な か ・） た ．　 ac 亘nomycin 　D 添加 に よ り，P4

非 添加群で は NPCI 　mRNA の 発現量 が 経 時 的 に 減少 した の に対 し，　 P4添加群 で は 変 化 しな か っ た．　 c
−fosな どの mRNA の

stabiHty を増加 させ る こ と が 知 られ て い る cycloheximide の 添 加 に よ りNPClmRNA の 発現量 は 増加し，さ らに P4に よ る

NPCI 　mRNA の 増 加効 果 を増強 した．【結論】ヒ ト顆粒膜 細胞 に お い て ，
　P4が posttranscriptional に NPCI の 発現 量を増加させ

うる こ とが 初め て 示 され た．
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