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P−103　未受 精 卵 に お け る survivin の 発 現 旦 と ア ポ トーシス 発 生 率 の 関 連 性
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【El的1着床前期胚をア ポ トーシ ス から防御す る 重要な分子 で あ る survivin は，未受精卵 で も発現が認められ る こ とから，こ

の 時期 で 受精後の ア ポ トーシス の 防御能が 既 に 決定 され て い る 可 能性 が あ る．ヒ トお よ び マ ウ ス 未 受 精 卵 に お け る survivin

の 発現量とア ポ トーシ ス 発生の 関連性 を検討す る こ とを本研究 の H的とした．【方法】（1）過排卵刺激後の 幼弱 マ ウ ス （7〜9週
齢）と老齢マ ウ ス （40〜46週齢）か ら未受精卵を回収し，ア ポ ト

ーシ ス 発生率を比較
・
検討 した．（2）蛍光免疫染色法 に よ り，幼

弱と老齢マ ウ ス の 未受精卵，体外受精で の 余剰卵を用 い ，survivin の 発 現 につ い て検討 した．なお ，
ヒ ト余剰卵 を用 い た研究

につ い て は，患者からの 口 頭 と文書 に よ る承諾と当院の 倫理委貝会か ら承認を得 て い る．【成績】（1）未受精卵 の ア ポ ト
ーシ ス

発 生 率は，幼 弱 マ ウ ス （25匹，798個 ）で 3、9 」：0．1％ （M ± SD ，
　 n ＝ 3），老 齢 マ ウ ス （25匹 ， 581個 ）で 10．7± ］．8％ （n ＝ 3）で あ り，有

意差 を認めた（P＜ O．05）．（2）survivin は，老齢マ ウ ス の 未受精卵 （7個）よ り幼弱 マ ウ ス の 未受精卵（17個）で 強 く発現 した．（3）ヒ

ト未受精卵 （25個 ）に お い て は個 体 差 を 認め た が，加齢 に よ る影響 は 不 明 で あ っ た．【結 論】ヒ ト未受精 卵 で は survivin の 発 現 に

個体差を認 め，マ ウ ス 未受精卵 で は，加齢 に よ り survivin の 発現 の 低下に ともない ，ア ポ ト
ー

シ ス 発生率は上昇 した．従っ て，
未受稍卵 に 発現 して い る survivin が 受精卵 の 初期発生に お ける ア ポ トーシス 防御 に 重要な役割 を果 た して い る こ とが 初め て

示 された．

P−1　04　00cyteと 顆 粒 膜 細 胞 の ア ポ トーシ ス 発 現 分 子 機 構　Caspase−9　KO マ ウ ス 卵 巣 器 官 培 養 系 で の 解 析
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［H的1ヒ ト卵巣　Germ 　cell の ア ポ トーシ ス の 分子機構の 詳細は明らか で な い ．そこ で Caspase−9　KO マ ウ ス 卵巣の 器官培養系

で，Oocyteと 顆粒膜細胞 で の ア ポ トーシ ス 誘導の 分子機構 を解析 した．【方法1（1）胎 生 13．5日齢 と生 後42日齢の Caspase−9　KO
／WT マ ウ ス 卵巣 の 器官培養系 で ，　 KO 群 と WT 群の non −apoptotic 　germ 　cell 数を比 較 した．（2）マ ウ ス 顆粒膜細胞培養系で ，
無 血 清下あ る い は Staurosporine添加時の Cieaved　caspase ・9， 3蛋白発現 を検討 した、（3）マ ウ ス 顆粒膜細胞よ り抽出 した ミ ト

コ ン ド リア に は Bax 蛋 白を，抽出 した 細胞質 に は CytocLrome　c 蛋白をそ れ ぞ れ 添加 し た 際の ，ミ トコ ン ドリ ア か ら放出され

る CytDchrome　c 蛋白お よ び細胞質 rl：l　C【eaved 　caspase ・9，3蛋白の 発現 を検討 し た．【成 績 】（1）胎 生 13．5 ［1齢 と‘1三後 42 日齢 の 両

方 で，WT 群 の non −apoptotic 　germ 　ce 皿数 は KO 群 に 比 し有意 に 減少 した．（2）無 血11青下 あ る い は Staurosporine 添加時 の

Cleaved　caspase −9，3蛋白発現 は，10％ 血 清添加時 に 比 し有意 に増加 した．（3）Bax 蛋白添加群 で は Cytochrome　c 蛋白発現が ，

Cytochrome　c 蛋 白添力ll群 で は Cleaved　caspase −9，3蛋 白発現 が ， そ れ ぞ れ 非添加群 に 比 し有意 に 増加 した，【結論】Caspase−9
は，Bax に よ る ミ トコ ン ドリア か らの Cytochrome　c 放出の 経路 を 介 し，Oocyte と顆粒膜細胞 の ア ポ トーシス 遂 行 の 過 程で 1：1：1
心的役割を果 た す こ とが 示唆 さ れ た．

P−1　05 　顆粒膜細胞の ア ポ トーシ ス 誘導過程に お け る Fas−Fas リ ガ ン ドシ ス テ ム の シ グ ナ ル 伝達機構 と NO （nitric 　oxide ）情

報伝達機構 と の ク ロ ス トーク
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【目的】顆粒膜細胞（GC ）の ア ポ トーシ ス 誘導過程 に Fas−Fas リガ ン ドシ ス テ ム が 関与 す る こ と，お よ び NO が 卵 胞 発 育
・
閉鎖

の 安定化因 子 とし て 作用 して い る こ とを我 々 は こ れ まで 報告 し て きた．今 回 は ，
こ の 二 つ の シ グ ナ ル 伝達系 問の ク ロ ス ト

ー
ク

の 可能性 に つ い て 検討 した．【方法】（1）Wistar 系幼若雌 ラ ッ ト顆粒膜細胞培養系 に お い て ，interferonγ を添加 し Fasを強発現

させ た後，可溶性リ コ ン ビナ ン トFas リガ ン ド（100ng／ml ）添加して，　 MTT 法，　 Hoechst 染色法，フ ロ ーサ イ トメ トリーに よ

りア ポ トーシ ス 誘導効果 を解析 した．さ ら に ， ア ポ トーシ ス 実行機構 と して の caspase −3活性を Western　blot法に よ り解析 し

た．また，caspase ・3　inhibitorを 添加 し MTT 法 に よ りGC 生 存率 を測定 し た．（2）NO 供 与剤 SNAP （O．05・0．5mM ）を Fas リ ガ ン

ドと同 時 に添加し，ア ポ トーシス 陽性率お よ び caspase −3活性へ の 影響を解析 した．【成績】（1）Fas リガ ン ド添加 に よ り，
　 GC

に ア ポ トー
シ ス が 誘導 され，caspase −3活性 が 尤進 した．また，　 caspase −3　inhibitor添加に よ り，　 GC の ア ポ トーシ ス 陽性率 は

93％ 抑制 さ れ た．（2）SNAP と Fas リ ガ ン ドの 同 時添加 に よ り，GC の ア ポ トーシ ス 陽 性率 は93％ 抑制 さ れ ，
　caspase ・3活性 も有

意 に低下 した．1結論1NO情報伝達系は，　Fas・Fas リ ガ ン ドシ ス テ ム に よ り誘導される caspase カ ス ケ
ー

ドの 活性化を抑制 し，
GC の ア ポ トーシ ス を阻 止する こ とが 示 唆 され た．
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