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P2−244　GnRH 　receptor 　mutant （W206X ）の 機能解析 と分子遺伝学的治療 の 可能性
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【囗的】わ れわれは，GnRH 　receptor の 遺伝子変異 に よ りhypugonadotropic　hypogonadismを き た した症例を経験 した．こ の

変異 （遺伝子 W206X ）は、第 二 細 胞 外 ル ープ よ り C 末 側 の ア ミ ノ 酸 を欠 く蛋 白質 を コ
ード して い る ．こ の 変異 レ セ プ タ ーに

つ い て機 能解析 を行 い ，分 子標的治療の 可能性 に つ い て 検討 した．【方法】学内倫理 委員会 の 承認 と 文書 に よ る同 意 を得 て，こ

の 変 異 レ セ プ タ
ー

に つ い て 機能解析 を行 な っ た ．【成績】こ の 変異 cDNA を Cos−7に 発 現 させ た とこ ろ，［1311］−LHRH との 結

合や buserelinに よる IP3の 増加反 応 は認 め られ なか っ た．　 N 一末端 に X −press 　tag を つ けた 変異 cDNA を トラ ン ス フ ェ ク ト

し て検討 した と こ ろ 1 変 異 レ セ プ ター蛋 白 は細 胞質内お よび 細胞膜 に ほ とん ど検出され なか っ た こ とか ら．変異 蛋 白の 分解が

亢進 して い る もの と考え られた．さ らに変異 レセ プ タ
ー

に は，野生型 レ セ プ ターの 機能を抑制する dominant　negative 作用が

観察 さ れ た こ と か ら，変 異 レ セ プ ターの 膜移行障害 （misrouting ）の 可能性が 強 く示唆 された，ア ミ ノ グ リ コ シ ド添加培地で

培養す る と，変異 レ セ プ ター
cDNA を トラ ン ス フ ェ ク トした細胞 に もbuserelinに 対す る 反応性が観察 され る よ うに な’） た，

こ の 効 果 は，細 胞透 過 性 GnRII 　antagonist で あ る IN3 前処理で 増強 され た．【結論】以 上 の 成績 か ら，患 者に お い て もア ミ ノ

グリ コ シ ドや IN3 に よ り機能性 レ セ プ ターの 発現が 誘導で きる 口∫能性が 示唆 さ れ た．

P2−245　初期胚 における ミ トコ ン ドリ ァ DNA 遺伝子の 変異 H｝現 率 と遺伝 子量 が 胚 発 生 に 及 ぼ す影響
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【目的】ミ トコ ン ドリア （mt ）DNA の 変異，欠失は ミ トコ ン ドリァ 病，不妊．癌，老化 な ど多彩な病態を発生 させ る こ とが指摘 されて

い る．それらの 変異は野生型と変異型の mtDNA が共存 して い る状態 （heteroplasmy）で 遺伝して い る．そ こ で 配偶子 を含む 各種細胞

につ い て ATPase6遺伝子を標的と した mtDNA の 定量的分析お よび 1 代表的な点変異 T8993Gにつ い て変異比率を測定 し，　 mtDNA

の遣 伝形 式の解明 と胚発生 に 及ぼす影響 を検討した．【方法】ヒ ト卵子及び受精卵に存在する mtDNA 量 は従来よ り明確 にされ て い ない

ため ATPase6 遺伝予内の 8993位に対 して 910 copy の mtDNA を有 する B 細 胞株 を対照 として検量 線を作製 し，卵の 定量化を行 っ

た．8993位の T 及び G に対応する 2種類の 蛍光ブロ ーブを設計 して，Allelic　Diserimjnati  n 　Assay を行い ，各棄却未受精卵，分割異

常胚 につ い て変異比 率測定 を行っ た．検体は 1司意を得て 使用した．【成績1未受精卵 （n ＝10）mtDNA コ ピー数 は 10749か ら 702094
で あり，同

一
患者の 複数の未受精卵からの mtDNA コ ピー数は 15600か ら 462000と広い 分布 を示 した．また分割異常胚の 割球（n ＝＝55）

の mtDNA コ ピー数 は llOOOか ら702000に分布した．未受精卵，分割異常胚で の 変異につ い て は，　 O〜O．2％ の heteroplasmy状態で 存

在 して い た．また高齢 で は変異比率が増加する 可能性が示1唆された．【結論】未受精卵，分割異常胚で は その 9596が変異比 率 0．2以上 に

集積 し，雌雄配偶「
一
に お ける 正常 と変異の anele の 構成比率 に明 らか な集積分布の 差を認 めた．健常者 の 未受精卵，異常分割胚 に

mtDNA 変異が 高い heteroplasmy状態で 存在 してい る事が 明 らか とな り，その 受精お よび初期胚発 生へ の 関与が 示唆 さ れ た．

P2−246　MATER ／NALP5 の マ ウ ス 卵細 胞に お ける 機能
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【目的】MATER （Maternal　antigen 　that　embryos 　requirc ）／NALP5 は，マ ウ ス に お ける 早発閉経の 病態解明の 過程 で 発見 さ

れ，卵細胞 が 正常な状態 を維持 す るた め に必 要 な蛋白で ある．Mater −
／
L
雌 マ ウ ス の 表現型 は正常 で ある が，その 受精卵 は

2細胞期で 発育が 停止 す る．最 近，MATER は卵細胞 に 特異的 に 発現 し，特 に ミ トコ ン ドリ ア で 発現 す る と報告 され た．今 回，
Mater −〆一マ ウ ス 卵細胞の ミ トコ ン ドリ ア機能を解析す る こ とに よ り，　MATER が受精す る以前か ら卵細胞 に お い て 機能 し

て い る か 否か を検討した．【方法】8週齢の Mater −
〆
一
及 び Mater　wild 　type （WT ）雌マ ウ ス の 卵細胞 fragmentation 率 と卵

胞数 を カ ウ ン 1・した．また，卵細胞の ミ トコ ン ドリ ァ 膜電位活性，活性酸素 （ROS ）活性，グル タチ オ ン濃度を測定 した．【成
績】卵細胞 fragmentation率 と卵胞数 は 両者 で 有意差 は なか っ た．ミ トコ ン ド リア 膜電 位 活 性 は Ma エer

−
t
”一

で 有意 に 高か っ

た．ROS 活性は Mater −
／
一
で 高く，グ ル タ チ オ ン 濃度 は Mater −／一で低い 傾向にあ っ た．【結論】卵網胞 fragmentation率 と卵

胞数 か ら8 週齢で は Mater −
／
一
卵細 胞 の 機能は維 持 さ れ て い る事が 示唆 され た，しか し，卵細胞の ミ トコ ン ド リア機能 は，

Marer −／一卵細胞の ミ トコ ン ドリ ア 活性が尢進 した 結果，多量の 活性酸素が 蓄積 し，更 に，グル タチ オ ン が 減少 して い るた

め に 活性酸素を分解 で きず，剰ll胞破綻 をきた して 細胞死 が 促進 され る と考 え られ る．MATER は 卵 割 期 初 期 に お い て 必 要 な蛋

白で あり，なお か つ ，受精以 前の 卵細胞か ら作用 して い る可 能性 が 示唆 さ れ た．
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