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P2・4・6　 ヒ ト顆粒膜細胞か ら産生 され る growth 　differentiation　factor（GDF ）−3 は bone　morphogenetic 　pretein（BMP ）サ

イ トカ イ ン に よ り誘導され，BMP に よ る LH 受容体発現低下 をキ ャ ン セ ル する

富 山大
1
，東京大

2

吉野　修
1

，秋山育美
2
，大須賀穣

2
，甲賀 か を り

2
，原田美由紀

2
，齋藤　滋

且

，藤井知行
z

【目的】卵巣局所因子 で ある BMP −6，7 は顆粒膜細胞 （GC ）に おける LH 受容体発現を低下させ ，同細胞 の 黄体化を抑制する

こ とで卵胞発育 に寄与して い る こ とが 知 られ て い る，一
方，卵胞 が 排 卵，黄体化す る た め は t 黄体化抑制因子 で あ る BMP

サ イ トカ イ ン の解除が 必要で あ る．こ の 機序を明 らかにする た め，卵巣 にお け る GDF −3の 発現，お よび作用 につ き検討した．

【方法】倫理 委員会 の 承認 お よ び患 者の 同意 の 下，以 下 の 検討を行 っ た．実験 1 婦人科悪性腫瘍疾患 で 摘出さ れ た ヒ ト正常

卵巣切片を用い ，GDF −3 の 局在 を免疫染色法 に て検討 し た．実験 2 体外受精時 に得 られ た培養顆粒膜細胞 に BMP −6，−7
（100ng ／ml ）を 24時間 添加 し，　 GDF −3　mRNA 発現 を定量 的 PCR に て 検討 した．また，同培 養 系 に リ コ ン ビ ナ ン トGDF −3
（0−100ng／ml ）と BMP −7 （0−100　ng ／m1 ）を同時添加 し，　 LH 受容体 mRNA の 発現を定量的 PCR にて 検討 した．【成績】実験

1GDF −3 は ヒ ト正 常卵巣 にお い て ，胞 状卵 胞 の 顆 粒膜細 胞 に発現 を認め，特 に排卵直前 の 卵胞 に 発現が強か っ た．同様 の 発

現パ ターン を BMP サイ トカ イン に も認 め て い る．また，原始卵胞以 降の すべ て の ス テージの卵子 に GDF −3の 発現を認め た．

実験 2BMP −6，−7 と も に GC に お け る GDF −3 発現 を 4−5 倍亢進 さ せ た （P ＜ O．Ol）．　 BMP −7 単独 で は，　 GC に お け る LH

受容体発現 を濃度依存的 に最大 90％ 減少 させ た が，GDF −3 の 同 時添加 に よ り，BMP −7 に よ る LH 受容体の 発現減少作用 は，
キ ャ ン セ ル され た （P＜0，01＞．【結論】GDF −3 は BMP サ イ トカ イ ン に よ り誘導 され，同サ イ トカ イ ン の 顆粒 膜 細 胞 に対 す る作

用を阻害 し た．卵胞発育の 過程に お い て，BMP サ イ トカ イ ン シス テ ム に は negative 　feedback機構が備わっ て い るこ とが示唆

され た．

P24 ・7　 メ ラ トニ ン長 期投与に よる マ ウ ス 卵巣加齢 の 予 防効果
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【目的】卵胞数 の 減少や卵 の 質の 低下 に起因す る卵巣の 加齢 は，高齢女性の 妊孕能低下の 重要な因子 で ある，我々 は松果体ホ

ル モ ン の メ ラ トニ ン が卵胞液中に存在し，抗酸化作用 を発揮して，排卵過程で発生する活性酸素か ら卵を保護す る こ とを報告

して きた．今回 はメ ラ トニ ン の 長期投与 で 卵巣 の 加齢 を予防で きる か どうか を検討した．【方法】10週齢雌ICR マ ウス をメ ラ

トニ ン 投与群 （M 群）と コ ン トロ ール 群 （C 群）の 2群 に分け，43週まで 同
一

条件下で飼育 した．メ ラ トニ ン投与群 は メ ラ

トニ ン 水 （100μg／ml ） を，コ ン トロ ール 群 は水を飲水させ 飼育した．13，23，33，43週齢で PMSG （151U） に よ る過排卵

刺激を行い ，48時間後 HCG （151U）を投与，15時間後に卵巣，卵管を採取 した．（1）卵管内よ り卵子 を 回収し排卵数を計測
した．（2）回 収 した卵子 に雄 マ ウ ス よ り採取 した 精子を媒精 （10xlO4 個／ml ＞して 体外受精を行ない ，24時間後 に 受精 を確認

した．【成績】（1）排卵数 は，C 群 で は 13週 ：24．4± 8．9個，23週 ：26．3± 3．3個，33週 ： 12．8± 4．3個，43週 ：6．4 ± 1．1個と加齢

に伴い 低下 し た ．M 群 で は 33 週 ： 19．0 ± 10．O 個，43 週 ：11．6 ± 3．2 個 と，　 C 群 に比 較 して 43週 で 有 意 に多 か っ た，（2）体外受

精の 受精率は，C 群 で は 13週 ：77．9％，23 週 ：73．4％，33 週 ：52．9％，43週 ： 21A％ と加齢 に伴 い 低 下 し た．　 M 群 で は 33
週 ：67．4％，43週 ：50．9％ と，C 群 に比 較 して 43週で 有意に 高値 で あ っ た．【結論1 メ ラ トニ ン の 長期投与 に よ っ て ，加齢 に

伴う排卵数の 減少，受精率の 低下 が防が れ た，メ ラ トニ ン の投与に よっ て卵巣の加齢を軽減 で きる可能性がある，

P2・4・8　顆粒膜細胞に おい て Metformin は AMPK を介 して 翻訳制御因子 の 活性 を調節す る
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【目的】メ トフ ォ ル ミ ン は多嚢胞 性 卵巣症 候 群の 排卵誘発 に用 い られ る薬剤 で あ るが，卵巣 に対 して の 直接的な作 用 機序は 明

らか に な っ て い ない ，今回，卵巣顆粒膜細胞 にお ける メ Fフ ォ ル ミ ン の 役割 を明 らか にす る 目的 で ，AMP −activated 　protein
kinase（AMPK ）の 活性化 に よ る翻訳制御因子 の 活性調節を検討した．【方法】顆粒膜継代培養細胞株 （KGN ）を培養 し，種 々

の 濃度の 5−aminoimidazole −4−carboxamide 　ribonucleoside （AICAR ）お よび メ トフ t ル ミ ン を添加し， 蛋白を抽出し ，
　 west −

ern 　immunoblot 法 を用 い て AMPK の 活性 を 検討 した．さ らに そ の 下 流 に あ る翻 訳制御に 関連する 4EBP −1，　 p70S6kinase
お よび S6　ribosoma1 　proteinの 活性 を同様 に 検討 した，さら に，　 TNF 一

α に よ る IL−8 な らび に GRO α 産 生 に及 ぼ す AMPK

の 影響 につ い て 検討 し た，【成績】顆粒膜細胞 に AICAR お よびメ トフ ォ ル ミ ン を添加 したとこ ろ AMPK の リ ン酸化が認めら

れ，さらに 4EBP −1，　 p70S6kinase，　 S6の 活性は 低下 した．　 TNF 一
α と AICAR の 添加で，　 IL−8の 産生 は有意 （p＜0．Ol）に抑

制された．TNF 一
α に よ りIL−8 ならび に GROα 産生 は亢進 したが，　 AICAR お よび メ トフ ォ ル ミ ンの 添加で，　 IL−8 な らび に

GRO α の 産生 は有意 （p＜ O．Ol）に 抑制され た，【結論】AMPK は 細胞内の エ ネル ギーセ ン サーと して 働 きエ ネル ギーバ ラ ン ス

を調 整 し て お り，近年の 報告で は，AMPK の 活性化 に よ り炎症性 サ イ トカ イ ン の 作用を抑制す る こ とが 知られ て い る。顆粒

膜細胞 にお い て 活性化された AMPK はその 下流にあ る翻訳制御因子 の 活性を下げる こ とで 蛋白合成を低下させ，炎症性変化

を調整する可能性が示唆された．
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