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Kl −9　 ヒ ト卵巣 に おけ る bone　morphogenetic 　proteins　2 （BMP2 ）の 役割 に 関す る検討
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【目的】卵胞発育，排卵，黄体形成 とい う
一

連の 過程 に ゴ ナ ド トロ ピ ン レ セ プ ター （FSHR ，　 LHR ）が関与 して お り，顆粒膜

細 胞 （GC ）に お い て 卵胞期 に FSHR が．黄体期 に LHR が 主 に発現 して い る．しか し，こ れ ら レ セ プ ターの 発 現 制御 は 完 全 に

解明 さ れ て い な い ．近年．BMP サ イ トカ イ ン が 卵巣生 理 に 関与 し て い る こ とが 知 られ て い る．ヒ ト卵巣 に おけ る BMP2 の 発

現お よ び役割 に つ い て ，FSHR ，　 LHR 発現 の 観点 か ら検討 を行 っ た．【方法】患者 の 同意 の 下，検体 を採取 した．子宮疾患手術

時 に得 られ た 正 常卵巣を用 い ，BMP2 の 発現 を in　situ　hybridization　｝こ て 検討 し た．次 に IVF 患者 よ り分 離培養 し た GC に

BMP2 （100ng／ml ）を添加 し，　 FSHR お よ び LHR 　mRNA の 発現 を定量的 PCR に て 検討した．また，同培養系に hCG （101U／
ml ）を添加 し BMP2 の 発現量 お よ び BMP2 の 阻害作用を有す る BMP 　and 　activin 　bound　protein （BAMBI ）の 発現 を mRNA

levelで検討 し た．【成 績】ヒ ト卵巣に お い て，　 BMP2 は胞状 卵胞 の GC に 発現 して い た が，黄体で の 発現 は 見 られ なかっ た ．
in　vitro の 系 に お い て ，　BMP2 添加 に よ り、GC にお け る FSHR 発現 は コ ン トロ ール の 約 10倍 に 上昇 した の に 対し，　LHR 発現

は 1／5 に 低下 した．また，hCG 刺激 に よ りBMP2 の 発現 は 1／10に 減少 し，
一

方で BAMBI の 発現 は 3倍 上 昇 した．【結論】卵
胞期 ：GC に発現す る BMP2 は FSHR を誘導 し，一

方 で LHR 発現 を抑制す る こ とで，卵胞発育 を促進 させ つ つ 早期 の 黄体化

を抑制する．黄体期 ：hCG 刺激 に より BMP2 の 発現 は減少 し，また BAMBI の 上昇に よ り BMP2 の 作用 は更に減少する．
BMP2 作用 の 減弱 は LHR を誘導し，黄体化 を促進す る と考えられ る．ヒ ト卵巣 に お い て BMP2 とゴ ナ ドトロ ビ ン シ ス テ ム は

互 い を制御 して い る こ と が 示唆 さ れ た．

K1−10　 マ ウ ス ep−・一卵 子 の DNA マ イ ク ロ ア レ イ に よ る 遺 伝 子 発 現 解 析 とそ の 応 用
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【目的】遺伝子発現解析を体外受精卵子の 妊孕性評価に 応用 しよ うとい う試み が 始 ま っ て い る，この 際，単一
卵子か ら抽出 さ

れ る mRNA は ご く微 量 で あ る た め必 須 と なる 遺伝子増幅が ，増幅前 の mRNA 組成 を 正確 に 反映 し て い る か ど うか 検証す る

必要が ある．本研究 で は単一卵子 か ら抽出 した mRNA を Ribo−SPIA 法に よ り増幅 して 得た 遺伝子発現解析結果の 信頼性を

検討し，併せ て 加齢 に伴 う卵子 の 遺伝子発現変化 に つ い て も検討した，【方法】1）8 週齢 マ ウ ス 卵子 500個か ら抽出した mRNA

を 2群 に分け，1群の み 遺伝子増幅した上 で 卵子 に高発現する 4遺伝子（Hlfoo，　UCHLI ，　GAPDH ，　Eeflα ）を定量的RT −PCR
に より定量 ， 増幅効率 を比較 した，また卵子 500個と 1個か ら抽出 した mRNA をそれぞ れ遺伝子増幅後 にマ イ ク ロ ア レ イ解

析 し，解析 結 果 の 相 関 を検 討 し た．2）8週 齢お よび 44週 齢 マ ウ ス か ら得 た 単 一
卵子 を 遺伝子 増 幅 し遺伝子発現解 析 した．【成

績】1）4遺伝子 の 増幅効率 は定量的 PCR 上 ほ ぼ一
定で あ っ た．また 500個 と 1個に由来する発現遣伝子はマ イ ク ロ ア レ イ解

析 上 相 関 係 数 0．77の 相 関 が あ り，さ らに 各卵 子 間 で 安定 して 発 現 す る 6450遺伝 子 に 限 定 して 解 析す る と そ の 相 関係 数 は 0．85
と上 昇 した．2）マ イ ク ロ ア レ イ解析 の 結果，加齢 マ ウ ス で は 紡錘体形成や染色体分離 に 関係す る遺伝子発現量が有意に 変化

し て い る こ とが 示唆 され た，【結論】Ribo
−SPIA 法 に よ る 遺伝子増幅 に よ り単

一
卵子 の 遺伝 子 発現 の 差異 が解析 可 能 で あ り，こ

の 方法 に よ り加齢 に よ る遺伝子発現変化 を検出可能 で あ っ た．また対象とす る遣伝子を限 定 して い くこ とが，微小サ ン プ ル か

らの 遺 伝 子 発 現 解 析の 信 頼 性 を高 め る方法 と して 有 用 で あ る と 考え られ た．

Kl −11　 ヒ ト卵巣組織 の ガ ラ ス 化凍結保存 とマ ウ ス へ の 異種移植一臨床応用 に 向けて
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【目 的】ヒ ト卵巣組織 の 凍結保 存 と 再 移 植 は，近 年 の 妊娠 出 産 例 の 報告 以 来，悪 性 腫瘍 の 治 療 に よ り生 殖 機能 の 傷 害 が 懸 念 さ

れる 女性 に と っ て ，切実 か つ 喫緊の 課題で あ る．ガ ラ ス 化凍結保存法は従来 の 緩慢凍結法 に 比べ て 簡便だが，未知 の 点が多 い ，
我 々 は，DAP 法に よ り凍結保存 した 組織片を融 解後 に免疫不全 マ ウ ス （NOD −SCID マ ウ ス ）に 移植し た と こ ろ，卵胞発育を

認めたこ とを報告 した。更 に最近，香川らは，Cryotissue法によりウ シ および ヒ ト卵巣組織 の ガ ラ ス 化凍結保存 に 成功 した と

報 告 した．【方 法】本 研 究 は 学 内倫理 委員 会 に よ る 承 認 を得 て 行 わ れ た，ヒ ト卵 巣 組 織 を M 人 の 性 同
一

性 障 害患 者 （30．7± 5．6
歳 ：mean ± SD）か ら書面 に よ る 同意 を得て採取した．ヒ トで の 再移植手術を想定して 卵巣組織片 を大 き くし，10mm 四方

・

厚 さ lmm と し た．こ の 組織片 を DAP 法お よ び Cryotissue法 で 凍結 して 数週間後 に 融解 し，　 SCID マ ウ ス の 卵巣嚢内あ る い

は 背部皮下 に 移植 し，2週 間後 に 摘出 し て 残存卵胞密度 を計算 した．【成績】40歳未満 （n ＝6）の 凍結前 の 卵巣 で は 84韭 20
個／mm3 （mean ± SE）の 初 期卵胞 （原 始 卵胞 ，1次 卵胞，前胞状 卵胞 の 合計）を 認め た，　 Cryotissue法 で 凍結後 に 融解 した 組

織片で は 67 ± 7個／Mm3 の 初期卵胞 を 認 め た．こ れ を SCID マ ウ ス の 卵巣嚢内お よ び皮下 に 移植 した と こ ろ，それぞれ 10土 5

個fMm3お よび 4 ± 2 個／Mm3 の 初期卵胞を認 め た．一
方，　 DAP 法で 凍結後融解 し，移植 した 組織片 で は 卵胞を認 め な か っ た．

【結論】Cryotissue法 で 凍結した ヒ ト卵巣を 移 植 し た場合，組織片あ た り 1000個前後もの 初期卵胞 が 生着す る が．卵胞残存率
を高め る ため に 移植法 など の 更なる 改良を加え る 必要がある と 考えられる．
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