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MW −8−6　臍帯血 管内皮細胞 に お い て ，エ ス トロ ゲ ン に よ りミ トコ ン ドリ ァ
ー
酸化窒素合成 酵素 を介 し，ニ トロ シ ル 化 さ れ

た ミ トコ ン ドリァ 蛋 白の プ ロ テ オ
ー

ム 解析
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【目的】ミ トコ ン ドリア は 多くの 細胞 で
一
酸化窒 素 （NO ）作 用 の 中 心 の 場 で あ る と 考えられ て い る ．わ れ わ れ は最近 エ ス ト

ロ ゲ ン が 血管内皮細 胞 蛋 白の ニ トロ シ ル 化 （SNO ）を促進す る こ と を示 した．しか し なが らエ ス トロ ゲ ン が ミ トコ ン ドリ ア 蛋

白を SNO す る か は不明で あ る，そ こ で ミ トコ ン ドリア を 単 離 し，もし SNO さ れ て い れ ば どの ような蛋 白か，また ミ トコ ン ド

リ ア 局在の 血管内皮型 NO 合成酵素 （eNOS ）を介 して い るか検討 し た．【方法】倫理委員会の 承認を得て 正 常産 の 臍帯か らヒ

ト臍帯血 管内皮細胞 （HUVEC ）を培養 し，　 E2，ニ トロ ソ グ ル タ チ オ ン （GSNO ）で 20分 間処 理 した．　 SNQ 蛋白を ビ オチ ン

ス イッ チ法で ラベ ル し，ミ トコ ン ドリア ，小 胞体，ゴ ル ジ体マ
ー

カ
ー

を用い 免疫染色法 に て 解析 した．磁 気 ビ ーズ を用 い て ミ

トコ ン ドリ ア を単離 し，SNO レ ベ ル を WB 法 にて 分析 した，ビ オチ ン で ラベ ル した ミ トコ ン ド リ ァ SNO 蛋白を トリプ シ ン 処

理 し，ア ビ ジ ン ビーズ を用 い て 回収 し質量分析を行 っ た．ミ トコ ン ド リア，細胞膜，ゴ ル ジ体 に 局在す る eNOS を HUVEC

に過剰発現させ
， E2 に よ る SNO へ の 影響 を調べ た．【成 績1E2と GSNo は ミ トコ ン ドリ ア 蛋 白 sNo を促 進 した．プ ロ テ オ

ー

ム 解析 に よ っ て control，　 E2，　 GSNO 付加 HUVEC か らそ れ ぞ れ，12，33，57の ミ トコ ン ドリ ア SNO 蛋白を同定 し，そ れ ら

は機能分析 に よ り，ア ポ トーシス や エ ネ ル ギー代謝な ど様々 な機能 に 関わ っ て い た．E2 は細 胞 膜で は な く，ミ トコ ン ドリ ア ・

ゴ ル ジ体局在の eNOS を介して SNO を促進 した．【結論】E2 は ミ トコ ン ドリア局在 eNOS を介 して速や か に血 管内皮 ミ トコ

ン ドリ ア蛋白の SNO を促進した．つ まりミ トコ ン ドリア 蛋白の SNO は エ ス トロ ゲ ン の 血 管拡張作用 に 重 要で あ る と考 え ら

れ た，

MW −9−1　 精子力 は 35歳か ら低下す る
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【目的】挙児開始年齢の 高齢化 に伴っ て，妊娠率の 低 下 が 問題 に な っ て い る．こ の 原因が，卵の aging に よ る こ とが問題に さ

れ て い る が ，男性因子の aging との 関連 を検討 した報告 は少ない ．精子の 卵活性化能 に対す る aging の 影響をマ ウス卵を用 い

た異 種 間授精実験 で検討 し た．【方法】排卵処理した マ ウ ス 卵管か ら採取 した卵 に，児の あ る 妊孕性の 確か め られ た 健 常 男 子

25 人 と男 性 不 妊外 来 患 者 で 精 液所見 に大 きな 異常の 無 い 特発性不妊 患 者 65人 か ら採取 した 精子を，ピエ ゾ マ イ ク ロ マ ニ

ピュ レ
ーター

で 顕微授精 し，7 時間後．15時 聞後 に第二 極体 の 放出 と雄性 ・雌性前核形成 の 有無 に よ り．卵活性化率を評価 し

た （mouse 。 ocyte 　activation 　test ：MOAT ）．当該 研 究 は，施設の 倫理委員会の 許可 を 受けて 行 な っ た．【成績】妊孕 性の確 か め

られ た健常男性精子 で は，MOAT か ら見た 20歳 か ら 50 歳 ま で は卵 1舌性 化 能 は 85％−68％ の 間で 大 き な低下 は認 め られ な

か っ た．特発性男性不妊 患 者精 子 で は 35歳 以 降 で 急速 な卵活性化能の 低下（35−40 ；62％ ，40−45；52，45−50；39％ ）を認 め た．

【結論】35歳以上の 女性 の 妊娠率 の 低下 の 原因 は，卵の aging の み に よる の で はなく，多 くの 場合女性 よ りも高齢の 男性 パ ー

トナー
の 精子機 能の aging に よ る影響を受けて い る 不妊 カ ッ プ ル も多数 存在す る と考えられ た．男性因子 を評価す る方法の

さらな る 発展 が 期待 さ れ る，
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【目的】近年．精子の DNA 損傷率 （DFI）が流産に影響す る こ とが 示唆 され て い る，今回 MFSS 法 に よ り回収 した 精子の DFI

低減効果を検討 した，【方法】一
般男性 37名の 精液所見 （精液量 ・総精子数 ・運 動率）と，密度勾 配 遠心 ＋ swim 　up （S）ま た

は MFSS 〔M ）処理後の DFI を測定した．精液所見 の い ず れ かが 低 い 症例 につ い て S また は M 法で処理 後 の DFI を比較した，

S法 で は 90％ ア イ ソ レート（lrvine　Scientific）を，　 M 法で は QUAHS （メ ニ コ ン ラ イフ サ イエ ン ス ）を使用 し た．　DFI は DNA

ク ロ マ チ ン構造解析で 測定した．精液検査 は WHO ラ ボマ ニ ュ ァ ル 第 5 版 に準拠 した．なお，本研究は 当院倫 理委員会の 承認

を受けた．【成績1対象の 平均年齢 は 31．8 ± 8．3歳 精液量 は 2．3± 1．6ml ，総精子数は 123．7× 106，運 動率 は 47．2 ± 16．3％ で あ っ

た．S ：M 後の 精子濃度，運動率，　DFI の 平均 は それ ぞ れ，49．4± 46．4：3．6± 4．0，60．3 ± 19．4 ：95．6± 2．8，10．1± 8．5 ：0．8± L9 で あっ

た．S 法で は一
般男性 で も DFI が 平均 10％ を示 した．　 M 法 で は ICSI に 十 分 な量 の 精子 を 回収 で き た．処 理 前の 精液量，総

精 子 数 運 動率 が 低い 各 11，11，6 例 につ い て S ：M 後 の DFI は 6．4± 1．7 ：L3± 0．9，16．6± 11．8 ：1．3± 2．8，　 IL9± 9．3 ：0．2ま O．8

とい ずれ も M 法の DFI が 有意 に低 く，回収精子の DFI は平均 1％ 程度 で あ っ た，【結 論】MFSS 法 は 精子の DNA 損傷率を抑

制 させ ，体外受精の 生 児獲得率改善が 期待され る．
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