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P・460　 ヒ ト顆粒膜 細 胞 にお け る IGFBP −1の 生 理 学 的 意 義 の 検 討
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【目的】卵巣内の IGF とその 結合蛋白（IGFBP ＞は卵胞発育 に深 く関与 し，卵巣局所調節因子 と して 重 要な 役割を有する．IGFBP−

1は ヒ ト黄体化顆粒膜細胞 （GC）か ら分泌され る が，本研究で は GC か らの IGFBP ・1の 分泌 とそ の 作用 につ い て 検討 した．

【方法】体外受精採卵時 に 患者 の 同意 の もとに 採取 さ れ た 卵胞液か ら GC を Ficollを用い て 分離 し，10％ FBS ，　DMEM ，fF−12に て

48時間の 前培養後，各種薬剤 を 添加 し，serum 　freeの 条件
．
ドで さ ら に24時間培養 した．　 hCG 　10　IU／mL 　IGFBP −1　10．1°〜1びM

投与時および IGFBP−110 心M とフ ァ イブ ロ ネクチ ン の イ ン ヒ ビ ター
で ある RGD 　peptide 　34μM 同時投与時の progesterone（P）

産生を RIA にて 測定した．次 に hCG と P が 工GFBP −1分泌 に影響す る か ど うか を検討する た め，　hCG 　101U／m1 な らび に P の ア

ン タ ゴ ニ ス トで あ る RU486 　10‘，M 投 与時 の IGFBP −1産生 をELISA に て 測定 した ．
【成績】P 産生 は hCG 添加 （31Lg　ng ／ml ）だ け で な く，IGFBP−1添加 （188．6　ng ／ml ）で も contro186 ．3ng／ml に比べ 有意に促進

され た（p＜ OD5）．IGFBP −1は用量反応性 に P 産生 を促進 した．さ ら に IGFBP ・1に よ る P 産生 は RGD 　peptideの 添加 に よ り抑

制 さ れ た．IGFBP−1は hCG 　10　IU／ml 投与に よ りcontrol に 比較し約 3 倍 に上 昇 し （P 〈 0．05＞，さらに IGFBP −l　mRNA 発現 は

hCG に よ り用 量 反応性に増大 した．　 RU486は hCG の IGFBP −1産生を抑制 しなか っ た．
【結論】IGFBP −1は GC か ら hCG 依存性 に分泌 され，　 hCG とは独 立 して P 産 生 を促進 した，　 IGFBP −1に よ る P 産生 は RGD 　pep・

tideに よ り抑制 され た こ とか ら，　 IGFBP −1は GC の α ，，βLイ ン テ グ リ ン を介 して 作用す る と考え られ た．以 上 の 結果か ら，　 hCG

に よ る顆粒膜細胞の 黄体化 に は IGFBP −1が関与す る可能性が 示唆 され た．

P・461　 ヒ ト顆粒膜細胞 は 外圍系凝 固 阻害因子 Tissue　Factor　Pathway 　Inhibitor（TFPI ）を 産 生 して い な
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【目的】排卵直前の ヒ ト卵胞 液が 凝 固 す れ ば卵 の 遊 離 が 困 難 とな る．こ の 抗凝 固作用 は卵胞液中に Heparan 　sulfate様物質お よ

び 遊離型 tissue　factor　pathway 　inhibitor（TFPI）が多量 に存在して い る た め に 生 じ，　 Heparan　sulfate 様物質は AT ・IIIお・よび

Heparin　cofactorll の thrombin 阻害作用 を増強す る と と もに TFPI の Xa 阻害作用 を も増強 し卵胞液 の 抗 凝 固状 態 に 寄与す

る こ とを 明 らか に した．さ ら に卵胞液を heparitinaseで 処理 し Heparan 　sulfate 様物質を分解する と，卵胞液 の 凝固活性が同

復する こ と も確認 した．また抗 thrombin 物質の 干渉 を除 い た状 態 で ， よ り正確な 凝 固 因子 定量を 行い
， 従来報告 され て い た

「卵胞液 に は凝固因子 が極 め て 少な い 」との 定説 を 覆 した．今回 は，卵胞液 に高濃度で 存在す る TFPI の 産生細胞を検索 した．

【方法】IVF 操作時 に
， 研究 に 供す る こ とに 関 し，患者の 同意 を得 て 採取 さ れ た卵胞液を用 い た．卵胞液の 細胞成 分 よ りPer−

coll 遠心分離法 に よ り， 顆粒膜細胞を分離 し，
こ の 細胞よりtotal　RNA を得た．こ の 中の TFPI 　mRNA の 検出 は，　Probe に ra −

diolabeled　human　TFPI 　cDNA を用 い
，
　 Autoradiographyにて 半定量 した ．対照 と して ヒ ト血 管内皮細 胞 を用 い た．

【成績】顆粒膜細胞 に ヒ ト血 管内皮細胞 よ り太 い ，TFPI 　mRNA 　bandが，観察 され た．

【結論】TFPI の 産生細 胞 と して 従来報告 さ れ て い た 血管内皮細胞，血 小板，マ ク ロ フ ァ
ージ以 外 に も ヒ ト顆粒膜細胞 で 潔 生 さ

れ る こ とが 示 され，顆粒膜細胞の 新 た な生理機能が注 目される．

P−462　一
酸化窒素が ヒ ト黄体化顆粒膜細胞 の apoptosis に 及ぼ す影響
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【目的】一
酸化窒 素 （NO ）が ヒ ト黄体化顆 粒膜細胞の apoptosis に 及ぼ す影響 に つ い て 検討 した．

【方法】体外受精
・胚 移 植 を 目的 と した採卵時に ， 患者 の 同 意を得て 卵胞液お よ び 黄体化顆粒膜細胞を採取 した．黄体化顆粒

膜細胞は卵胞液量 か ら大 卵胞群 （5ml 以 上 ），中卵 胞 群 （2− 5m1 未 満 ）， 小 卵 胞 群 （2ml未満 ） に分 類 し，卵胞液中の estra−

diol（Ex），progesterone （P 、）濃度 を EIA 法 に て ，
　 NO 濃度を Griess法 （TCL −NOXIOOO）に て測 定 した．また 各群 にお け る

黄体化顆粒膜細胞の apoptisis の 発現率お よ び細胞周期 を laser　scanning 　cytometry に て 測 定 した．更 に黄 体 化 顆 粒 膜 細 胞 を

前培養後 に NO 　donorで あ る sodium 　nitro 　prusside（SNP ）を投与 し，6時聞後，12時間後の 培養液 ヒ清中の E ，，　P，濃度 （RIA

法 ）， apoptosis と細 胞 周 期 の 関連 につ い て検 討 した．
【成 績】1）卵 胞 液中の NO 濃度 は小 卵胞群 に お い て 高い 傾向が 見 られ た．卵の 成熟度 は未熟卵が得 られた卵胞液 の NO 濃度が

高い 傾向が 見 られ た．2）小 卵胞群 で は 大卵 胞 群 よ り apoptosis 発 現 率 が 増 加 し ， 細 胞 周 期 で は Gu． M 期に apoptosis 細胞が 見

られ た．3）NO 　d  nor 投与 に て 培養液上 清中の E ，、　P4 の 産生 は低下 し た．ま た apoptosis 細胞 は増加 し ， 細 胞 周 期 で は G2．M

期 に apoptosis 細 胞 が 見 られ た ．
【結 論】NO は ヒ ト黄 体化顆 粒膜細胞の apoptosis を誘導 し，黄体機能 の 調節 に 抑制的に 作用 する 可能性 が 示唆 され た．
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