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メ カニ ズ ム に関 す る検 討

P − 353　 ラ ッ ト脳 に お け る コ リン 作動性 ニ

コ 、… ロ ン へ の エ ス トロ ゲン の 影響
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［目的．精子 と卵の結合 ・融合 に よ り引 き起： さ れ

る 卵継胞内 Ca2t濃度 の L昇は、第 2 減数分裂中期

で 静 止状 態 に あ る 卵 の 分裂 の 再 開 と 養〜層顆 粒

（CG ）の 開 口 分泌を誘発する 。そ の 表層穎粒は 透明

帯 の 性 質を化学的 に変化 さ せ （透明帯反応）、そ

の 後 の 精 子の 透明帯侵入を阻 ．ヒす る，今回我々 は、

CG 放出 の メカ ニ ズ ム を検討する ため以 下の 実験

を行 っ た，，［方法］過耕卵処理 し て 得られたマ ウ ス

M −II卵を L型 Ca2 チ ャ ネル ア ゴニ ス トで あ る Bay

K8644 、【、10、100 μ M 、1’KCaetivatorで あ

る 12一ぐ）−tetrarlecanoyi　 phOrbol 　 l3−−acetate

ぐ［
．’
F）、X）　　50　、　　工〔〕〔〕　　n9 ／Lnl　、　　 1−01eoyl −2−

acetylglyoerd （OAG ）ユ、20 、50 μ g ／ml 、　 Ca
’
〜

イオノ フ ォ ア 5、10 μ M 、37℃ 5％CO2 の条件
．
ド

に 30 分間培養 した。そ して CG を lens　 culillaris

agglL ］tinin（Fr「C −LCA ）．核 を H のechs 亡33342 で

染色 し、共焦点レ
・一・ザー

顕微鏡 と蛍光顕微鏡で CG

の 消失の 有無 と 卵細胞核 を観察 した，コ ン トロ
・一・

ル は lllBN ゐW の み で 培養した、［成績：G（
．
｝の 消失は

コ ン トロ
ー一

ル 2，9％、Bay　K　86441 、1C〕、工D｛）μ

M で 2．6％、2．・1％、2．6％、TPA 　50、1．OO　 1
’
！g ／inl

で 0％、0％、OAG 　L 　20、50 μ g ／rn1で O％、6．3％、

66．7％、Cバ
『
イオ ノ フ ォ ア 5、⊥0 μ M で 78．6％、

87 ，5％ で あ っ た．CG 消失卵 は 30 分 の 活 性 化 で

anaphaSe 期の段1皆に あ っ た。［結論］L 型 Ca2
．ト
チ ャ

ネルは CG 放出に関 与して い な い こ とが 示唆さ れ

だ．ま た、CG 消失卵は 、そ の 後の 活性化が進ん で

い る こ とが示 された。2 種類 の PKCaO ヒivalurで結

果に相違があ IO　．　TPA の濃度 や そ れぞれ の細胞内

Ca2儂 度、土二昇 の パ タ
ー

ン の 検討が 必 要 と思 わ れ

た tt

：目的」 エ ス トロ ゲ ン と脳機 能の 密接な関係

が 明 らか に な り
， 近年 Alzheimer 型 痴 呆（AD ）

予 防に エ ス トU ゲ ン 補充療法 が有効で あ る こ

とが注 目されて い る。ア セ チル コ リン は 記憶

や 学習機能 に 霞要 な役割 を果 た し て い るが ，

AD の 剖 検 脳 で は choline 　 acetyltral】s配 rase

（CbAT ）活性が 側頭葉 を 中心 に著明な低 ドを示

し，老 人斑や Alzheimer 神経原線維 の 出現頻

度 と負 の 相 関が ある と報告 され て い る tt 今回

我 々 は ヒ ト脳 の マ イ トネル 基底 核に相当す る，

ラ ッ ト脳 の 無名核（SIB）にお け る ChAr 陽性神

経細胞 を免疫染色法で 検 出 し
，

ユ ス トロ ゲ ン

が S［B の ChAT 陽性細胞 に及 ぼす影響を検討

した、、「方法］頸管 ス メ ア で 発情期 を確認、し た

ラ ッ ト（EstruSラ ッ ト）， 卵巣摘出 1 ク E 後 の ラ

ッ ；・（OVX ラ ッ ト）を そ れ ぞ れ 全 身麻 酔 1、，4 ％

パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 潅 流後 ， 脳 を摘 出 し

て 固定 し
，
30pam の 凍結浮遊切片 を作成 し た ，、

免疫染色は ABC 法 で 行 い ，第 1 抗体：ヤ ギ抗

ChAT 抗体 （1：2500）で 36 時間 4 ℃反応 させ ，

ビ オ チ ン 化 第 2 抗体や ABC 試薬 で の 反 応

後，DAB で 発色 して 検鏡 した。［結果l　Estrus・

OVX ラ ッ ト共に SIB にお い て 細胞質 に染色性

を認 め る ChAr 陽性神経細胞が観察 され ， 同

時に エ ス トロ ゲ ン α レ セ プ タ
ー
含有細胞 を確

認 した、，Est田 s ラ ソ トと比較 して OVX ラ ソ ト

で は 腸性細胞数が 減少傾 向を示 し ， 染色濃度

に も変化を認 めた 。 ［結論］ラ ッ ト脳 の SIB に

お い て エ ス トロ ゲ ン の コ リン 作動性 ニ ニ L
−一

ロ

ン へ の 影 響 が示 され ，
AD 発 病に刻 す る エ ス

トロ ゲ ン の 作用機 序を解明す る モ デル と 1．，て ，

そ の 重要性が 示唆 され た、
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