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208　　卵巣特異的遺伝子 OSAP （Ovary　Specific　Acidic　Protein＞の 発 現 お よ び組 織 内局 在 の 検討
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【目的】OSAP は我 々 の 卵巣特異的遺伝子発見の プ ロ ジ ェ ク トに お い て 同定され た ， 既知の 如 何なる蛋白と も類似構造 を有 し

な い 酸性 （pl ＝3．9）の ミ トコ ン ドリア 蛋白で あ る．今 回 は，　 OSAP の 機能解明 を 目的 と して 組織発現お よ び細胞局在の 検討を

行 っ た．
【方 法】4週 齢 の マ ウ ス の 卵 巣，過 排 卵 周 期 にお け る 3 つ の 異 な る 時 期 （排 卵前期 ・排 卵 期 ・排 卵後 期 ）の 卵 巣 （PMSG ：preg−

nant 　mare 　serum 　gonadotropin注射後48時 間 ・PMSG 注 射後48時 間 ＋ llCG注 射後 9時 間 ・48時間）， 各種臓 器 お よ び 妊娠15
日の 胎 盤か らそ れ ぞ れ分離 した RNA を用 い ，　 RT ・PCR 法に よ りOSAPmRNA の 発現を検討した．また，　 OSAPmRNA の 発

現 を認め た 組織 に つ い て は，免疫組織化学 に よ りOSAP 蛋白の 組織内局在を検討 した．
【成績】OSAPmRNA は RT −PCR 法 に よ り，黄体期の 卵巣 ・副腎に 強発現 し，精巣

・
脾臓 に も弱 い 発現を認 め た．また，　 OSAP

蛋 白は 免疫 組 織化学 に よ り， 卵巣に お け る 莢 膜細 va　・黄体細 胞 ， 精巣 に お け る ラ イ デ ィ ヒ細胞， 副 腎皮質全層， 脾臓 にお け る

脾 洞 に 局 在 を認 め た．
【結論】卵巣特異的遺伝子 で ある OSAP は，卵巣以外 の ス テ ロ イドホル モ ン 産生細胞 に も局在を認めた．組織発現分布がス テ

ロ イ ド合成酵素転写 調節 因 子で あ る Ad4BP／SF・1 （Adrenal　4　binding　protein／Steroidogenic　factor） に
一

致 して い る こ とか

ら，
ス テ ロ イ ドホ ル モ ン産 生 や Ad4BP ／SF−1の 機能の ひ とつ で あ る生 殖腺 の分 化 に 関与 して い る 叮能性 が 示 さ れ た．

209　　 転 写 因子 Ad4BP／SF−1と Dax −1の 卵 巣 で の 発現 とそ の 卵 胞発 育 ・閉鎖 にお け る意 義
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【目的】Ad4BI ）

／SF −1と Dax−1は と もに ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 産生組織 に発現す る転写因子で，性腺の 発生 ・
性分化 に重 要な役割 を

果 たす こ とが明らかに なっ て い る．本研究 はマ ウ ス 卵巣 にお ける両転写因子の 発現様式 とその 卵胞発育
・
閉鎖 にお ける役割 を解

明 しよ うと した ．
【方法】21日齢 雌 マ ウ ス に PMSG 　51U を皮下注射 し，注射前及 び12，24，36，48時 間後に卵巣を摘出した．　 Ad4BPISF・1とDax−1そ れ

ぞれの mRNA 定量 と隣接切片で の 免疫組織染色，また ア ポ ト
ー

シ ス 検出の た め TUNEL 染色 ，
　 DNA ラ ダー

泳動を行 っ た．さ ら

に Dax −1欠失変異マ ウ ス の 卵巣に つ い て も同様の 検討を行 っ た．
【成績｝Ad4BP！SF−1と Dax−I　Cよと もに 顆粒膜細 胞に お い て 発現 が認 め られ た．　 Ad4BPISF−1が 強い 発現を示す卵胞で は Dax 一ユの 発

現 はほ とん ど認め られず，逆 に Ad4BP ／SF4 の 発現が弱い 卵胞で は Dax ・1が強 い 発現を示 した．　 TUNEL 染色に よ り発育 （健常）
卵胞が Ad4BP／SF−1陽性，閉鎖卵胞が Dax −1陽性で ある こ とが示された．　 mRNA 定量及び DNA ラ ダーに よれば，　 PMSG 処理後

に発育卵胞が 増加 し閉鎖卵胞が 減少する と と もに Ad4BP ／SF−I　mRNA が増加し Dax −l　mRNA が 相対的 に 減少 した．　 Dax ・1欠失

変 異マ ウ ス の 卵巣で は野 生 型 と同様に 閉鎖卵胞 が 存在 して お り， Ad4BP！SF−1の 発現様式も野生型 と差を認 め なか っ た．
【結 論】Ad4BP ，／SF −1は卵胞 発育に 関 与す る転写因子 で あ る こ とが確認 され，

一
方 Dax ・1は卵胞閉鎖 に深 く関与 して い る こ とが 明

らかに なっ た．Dax−1が欠失して も閉鎖卵胞が認め られる こ とか ら，　 Dax −1は卵胞閉鎖に伴う局所過程 を形成す る因子 と考え られ

る．

210 ヒ ト卵細胞膜 と精子の 結合
・
融合 に お ける イ ン テ グ リ ン の 役割
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【同約】精子 と卵 子細 胞 膜 の 結 合 ・融 合 に 関 して イ ン テ グ リ ン をは じめ とす る 多 くの 接着分子 の 関与 が 報告 さ れ て い る が，ヒ

トに 関 して は未 だ 十分 に解 明 され て い ない ．今 回 ヒ ト卵細胞膜 にお け る各種 イ ン テ グ リ ン の サ ブユ ニ ッ トと精子の 結合 ・融
合機構 に 関 し検討 を加 えた．
【方法】IVF お よ び 1CSI 時 に 受精を認め られ ない 未受精卵，前核期 で 発生 を停止 した卵 を患者の 同意 ， 施設 の 承認 を得 て実験

に供 した．1）未受精卵 ， 受精卵お よ び ICSI授精卵 に お ける 10個の イ ン テ グ リ ン α サ ブ ユ ニ ッ ト，6個 の βサ ブユ ニ ッ トの 発

現 を蛍 光 抗体法 に よ り比 較検討した．2）Hoechst33342処 理後 の 透明帯除去未受精卵を用い て 各種 の α サ ブユ ニ ッ ト，βサ ブ

ユ ニ ッ ト抗 体 処理 卵 と未処 理卵 にお け る媒 精 後の 結 合 ・融 合 ・侵 入 精 子数 を比 較 検討 した．
【成 績】未受 精卵，ICSI授 精卵 に お い て α 1，α 2，α 3，α 5，α 6，α V，α M の 発 現 を認 め ， 通 常 の 受精卵 で は こ の うち α 3，α6，α V．α M
の 発現 の 消 失 を認 め た．βサ ブユ ニ ッ トで は，未 受 精卵，ICSI授 精卵 で βユ

ー6の 発 現 を 認 め た が ， 受精卵 で は β3，　4，6の 発 現

を認 め なか っ た．2）抗 or3，〔W ，　M 処理卵，およ び抗 fi3，　4．6処理卵で は コ ン トロ ール に比 し結合精子数 は有意 な減 少 を示 し，

融合 ・侵 入 精子 数 も減少傾向 を 認 め た ．
【結 論】ヒ ト卵細 胞膜上 に 各種の イ ン テ グ リ ン が 発現 して お り，精子 と卵細胞膜の 結合過程 に 重要な役割 を担うこ とが 示唆 さ

れ た．また，通 常 の 受精 と ICSIに よる 授 精 で 複 数 の サ ブ ユ ニ ッ トの 発現 パ タ
ー

ン が 異 な る こ と よ り，卵細胞膜多精子受精防

御機構へ の 複数の イ ン テ グ リ ン の 関与が 示唆 され た．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


