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P−94　 ビ ス フ ェ ノ ール A の 卵 巣 顆粒 膜細 胞 に対 す る ア ポ トーシ ス 誘導作 用 とそ の 機序解 明
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1的］内分泌撹乱物質 ビ ス フ ェ ノ

ール A （BPA ）は最近 動物実験 で生 殖機能 へ の 影響が 示 され ，
ヒ ト卵胞 液中 に も lnM 程 度

の 濃度で 検出され，卵巣機能へ の 作用が 注目され る．我 々 は顆粒膜細胞 （GC）へ の 作用 を ア ポ トーシ ス の 面 か ら検討 した．

置方 法】GC は
，
　 B6C3F ／マ ウ ス の 卵巣か ら 採取 し 単層培養 に よ り実験 に 供 し た．（1）GC を，各濃 度 （IOOfM ・100μ．M ＞BPA

で 2472 時間培養 し，MTT 法で そ の 生存率を測定 した．（2）GC を100μMBPA で24・72日苛問培養後，　 BPA 不含培地 で 24時間培

養 し培養液中 estradiol （E2）及び pr 〔｝gesterone （P4）の 濃度を ELISA 法 で測定した。（3）GC を 100μMBPA で 24−72U寺問培養

し，その ア ポ トーシ ス の 有無 を TUNEL 法及び F！ow 　cyteme
’
t／ry に よ り検討 した．（4）（3）と同 様に培養 した GC に お け る Bax

／Bcl2の mRNA 及 び タ ン パ ク レベ ル の 発現量 の 変化 は，定量 酌 RT −PCR 及 び Westcrn 　blot法 に よ り検討 した．【成 績】（1）GC
の 生 存率 は100pMBPA で 有意 に抑制 され，濃度及 び時間依存性 に 低 ドし，ユ00μM ，72時間後 で は，対照 の45．7％ に 減少 した．
（2＞培養i液中の E2濃度 の 変 化 は認 め られ なか っ たが ，

　 P4濃 度 は 時 聞依存性 に 有意に 減少 し，
10 μM ，72時 間後 で は対 照 の 22．8

％ に減少 した．（3）100μM を添加 した GC にお い て，ア ポ トーシス 誘導が TUNEL 法及 び Flow　eytometry で検出 され，経時
的に ア ポ トーシ ス 陽性率 は 上 昇 した、（4）100yM 　BPA 添加 の 72時問後 に は，　 GC に お け る Bax の mRNA 及 び タ ン パ ク レ ベ ル

の 発現 量 は対照 に比 べ 約 1．5倍増加 し，
Bcl2の 発現 量 は約25％抑制 された．【結論｝BPA は ，環境中 に 存在する 濃度で GC の 生

存 に 影響 を与 え る こ とが示 され た．高濃 度 （10〔〕μM ）で は G¢ に ア ポ トーシ ス を誘導 し ， そ の 作用 に Bax ／Bcl2が 関 与し て い

る こ とが 示唆 され た．

P−95　 シ ス プ ラ チ ン （CDDP ）の ラ ッ トにお け る性成熟度の 違い に よ る卵胞毒性発現 に 関する 実験的検討
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胆 的】江常性腺 に 対す る抗癌剤 の 毒性 は ， そ の発達過程 に よ り差がある との 報告がある 。今回，シ ス プ ラチ ン （CDDP ）の

性 成 熟 度 の 違 い に よ る性 腺 へ の 毒性 の 発現 の 違 い を検 討 す る た め，性 発 達期 と性 成熟期 の ラ ッ 5で CDDP 投 与 後の 遺残 卵 胞

数 の 変化か ら定量 的検討 を行 っ た．1方法聾雌 の Wistar 系ラ ッ トの 腟 開口期 前 の 3 週 齢 の も の （15匹）と腟 開口 期 を過 ぎた 6

週 齢の もの （45匹 〉を，そ れ ぞれ性発達期 と性成熟期 の モ デ ル と した。CDDP は，実験 的 に 求め た LD50 値か ら投 与景 を 設定

し，投与期間を
・
性周期 （5日 閲）と一．二性圃期 （IO目間）として 連 日腹腔内投与を行 っ た．最終投与後24時間で li財側卵巣をオ／ifi

lllし，10％ ホ ル マ リ ン 液 に て 固 定後，4μm の 連 続 切片 を作 成，ヘ マ 1・キ シ リ ン ・エ オ ジ ン 染色 を した 後，最大割面で の 遣残卵

胞数 を Pedersen 　and 　Peters の 分類に 準 じて卵 胞 の 成 熟度別に 計測 した．なお ， 遺 残 卵胞 数 は両 側 卵巣 の合 計 にて 算 出 した．

1成績】（1）両群 と も全 卵胞数 は 投与量 依存約な減少 を示 した．（2）卵 胞 の 成 熟度 に よ り卵 胞数 の 減 少 に 差 が み られ た。特 に 成

熟度の 高い 卵胞 にお い て 有意な減少 を認め た （pく O．1〕5）．（3）性発達期群 は性成熟期群 に 比 べ て 卵胞の 遺残率が有意に 高か っ

た （P＜ O．05）．（4＞性 発 達 期 群 にお い て は ， 全卵胞 中 に占め る小卵胞数の 割合が 性成熟期群 よ り有意 に高か っ た （P〈 O．05），【結
論ICDDPの 投与 に よ り，ラ ッ トの 正常卵胞数 は投 与量 依存的な減少 を示すが ， 小卵胞優位な 環境 下 に あ る性発達期 に お い て

は
， 卵胞数の 減少 は軽度で あ り，CDDP の 卵胞毒性 に 対する 耐

』
性が 高い こ とが示唆 さ れ たp

P−96　 透明帯 ZPA 合成ペ プ チ ドの 同種免疫 に よ る 抗体産生 と避妊効果
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蜘 的 1哺乳 動 物 の 卵 の 周 囲 を と りま く透 明 帯 は ， そ の 強 い 抗 原性 と 組 織特 異性 か ら，避 妊 ワ ク チ ン へ の 応 用 が研 究 され て い

る．天然の ブ タ 透明帯の ペ ッ トお よび 野生動物へ の 応 用 はす で に試 験 的 に実 施 さ れ，
・
定の 避 妊 効果が 報告 され て い る。本価

究 で は ワ ク チ ンの 材料 と し て 天然の もの よ り計画的 に大量生 産で きる合成ペ プ チ ドを抗原 と して 用 い，イ ヌ の 妊娠 が 阻 ヒで

き るか 否か を検討 した．【方法］　ZP．A．の No．50−67に対応する 18ア ミノ 酸からなる ペ プ チ ドを化学合成 し，キ ャ リア 蛋白 と して

ジフ テ リ ア トキ ソ イ ドを コ ン ジ ュ ゲートした。5 ヵ 月 令の ビ
ー

グ ル 犬 （♀）3匹 に 蛋 白量500pgを完 全フ ロ イ ン ドア ジ ュ ンバ ン

トと と もに，皮内注射 し，そ の 後 s 発 情の 有無 を観察 し なが ら1ヵ N の 間 隔 で 4 回 の 追加 免疫 を行 っ た．血 中抗体価 の 上 昇 は

合成ペ プ チ ドに 対す る ELISA 法で 判定した．最終免疫後，剖検 して 卵巣 の 組織学 的検査 を行 っ た．【成績】対照 の 同月令の 動

物 は実験期間少なくとも 1 回の 発情を来したが，免疫 に用 い た動物 は 発情 の 兆候を全 く示さなか っ た．．血 中抗体価 は初回免

疫 後 1ヵ 月で 著 明 に一ヒ昇 し，そ の 後 実験 終 ∫まで 高力 倆 を維持 した，卵巣の 組織学 検査で は ， 原 始卵胞 は存在す る もの の，発

育卵胞の 著明な減少 を認め た．1結論】透明帯 タ ン パ ク ZPA の 18ア ミ ノ 酸か らな る合 成 ペ プ チ ドに よ りイ ヌ に不 妊 を誘導する

こ と に 成功 し た．天 然の 抗 原 を 用 い た 場合，同種抗原 は 免 疫 寛容の ため 抗体産 生 が 起 こ らない と され て きた が，合 成 ペ プ チ ド

を免疫原と した 場合，同種 の 配 列で 高い 避妊効果を得 た．
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