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P2・40−3　 mTOR ア ク チ ベ ーター添 加 は ヒ ト卵巣顆粒膜細胞の 4E −BP1 リ ン酸化 と増殖を促す
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邨瀬智彦，清水　顕，石 田千晴，加藤奈緒，森　正彦，大須賀智子，近藤美佳，中村智 子，中 原 辰 夫，後藤真紀

岩瀬 　明，吉川史隆

【目的】初期卵胞か ら成熟卵胞 に至 る過程を体外で培養す る in　vitro　growth （IVG）は，患者へ の 卵巣刺激 を必 要 とせ ず初期

卵胞 を活用で きる 画期的な技術で あ る が，ヒ トで は確 立 し て い な い ．近年．卵胞発育 とそ の 構成要素 で ある 顆粒膜細胞増殖 に

PI3K −Akt−mTOR 経 路 の 関与が 明 らか に なっ た．今回我 々 は，ヒ トの IVG へ の 応用を念頭に，　 in　vitro の系を用 い て mTOR

ア ク チベ ーターが 顆粒膜細胞増殖に 及 ぼ す影響 を検討 し た，【方法】 まずマ ウ ス 卵 巣 組 織 培 養 に て mTOR ア ク チ ベ ーター

（MHYI485 ）の 添加効果を調べ た，次に，倫理 委員会 の承認 と イ ン フ ォ
ーム ドコ ン セ ン トの 取得 の もと当科で 樹立 した不死化

ヒ ト顆粒膜細胞 （HGrC1） を用 い た 実験 に移 っ た．　 MHY1485 ま た は mTOR イ ン ヒ ビ ター （PP242 ）を添 加，培養 し BrdU
assay で細胞増殖 に つ い て検討した．また下流の 4E−BPI，　 p70　S6　Kinaseの 発現 とリ ン酸化に つ い て検討 した．【成 績】マ ウ ス

卵巣組織培養で MHYI485 添加 に よ っ て 1次卵胞数の 増加 を認 め，　HGrC1 を 用 い た BrdU 　Assay で は PP242 で 濃度依存性 に

増殖が抑制 され る傾向を認め た，また HGrC1 に お い て 4E−BP1 の リ ン酸化は，　 MHY1485 で亢進，　 PP242で 抑制 され た，　 p
70　S6　Kinase の リ ン 酸化 に は 変化が み られ なか っ た ．【結論】mTOR は 4E−BPI を介 して 細胞増殖 や細胞分化 の 制御へ 関与し
て い る こ とが報告されて い る．今回，mTOR ア クチ ベ ーターと イ ン ヒ ビ ターを用 い ，マ ウ ス 卵巣組織 と不死化 ヒ 1・顆粒膜細

胞 にて 各々 細 胞 増殖 の 促 進 と抑制効果 を認め た．さ らに こ れ らの 薬剤添加 に よ っ て 4E−BP1 の リ ン 酸化が 制御 され て い る こ

とを確認 した．mTOR とその 下流の 4E−BP1 は ヒ ト卵胞 の 発 育 に お い て 重 要 な役割 を果た し て い る 可 能性が あ る，

P2 −404 　 ヒ ト顆粒膜細胞 にお ける黄体形成ホル モ ン レ セ プ タ
ー

の 発現 制御
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【目的】顆粒膜細胞で は 卵胞発育と共に黄体形成 ホ ル モ ン レ セ プ ター （LHR ）発現 は上 昇す る．　 LHR 発現 における LHR プ ロ

モ
ー

タ
ー
領域 の DNA メ チ ル 化 と ヒ ス トン 修飾の 関与に つ きヒ ト顆粒膜細胞で 調べ た ．【方法】不 死 化 ヒ ト顆粒 膜 細 胞 （HGrC

1） と IVF 患 者 の 黄体化顆粒膜細胞 に PMA ，　 TSA ，5−AzaC ，　 FSH ，　 estradiol を 添加 し LHR 　mRNA 量 を 調べ た，　 HGrCl
と黄体化顆粒膜絅胞の LI｛R プ ロ モ

ー
タ
ー
領域 の ヒ ス トン 修 飾の 変化 を ChIPにて 評価．同領域 の 13個 の CpG 　site の メ チ ル

化を調べ た，【成績】HGrCl の LHR 発 現は TSA と 5−AzaC で 上 昇 し相乗効果を示 した，　 FSH や estradiol は TSA との共添加
で 初め て 相乗効果 を認 め た．黄体化顆粒膜細胞で は HGrCl の 約 1万倍 LHR 発現 が あ り薬剤添 加で 発 現 上 昇せ ず．　 LHR プ ロ

モ ーター領 域 にお い て H4K8 と H3K9 は，　 HGrCI で は TSA に よ りア セ チ ル 化は 増加 し，黄体化顆粒膜細胞 で は さ らに 高率
だ っ た．ヒ ト卵巣組織で 黄体 と 2 次卵胞 の 顆 粒膜細 胞 の プ ロ モ ーター領 域 は 同程 度 に大 部分脱 メ チ ル 化 され て い た が 初期胞

状卵胞由来の HGrC1 は 比較的メ チ ル 化 され て い た，【結論】LHR 発現は LHR プ ロ モ
ー

タ
ー
領域 の DNA メ チ ル 化とピ ス トン

修飾，特 に LHR プ ロ モ ーター領域 の H4K8 と H3K9 の ア セ チ ル 化 で 制御 さ れ て い る 可 能性 が あ る．ま た HGrCl に お け る

FSH 及び estradiol 反応性 の LHR 発現上昇は，同領域 の ピ ス トン修飾に よ り制御され て い る可能性 が ある，ヒ 1・顆粒膜細胞
の LHR 発現 に お ける エ ピ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク制 御 に関 して は黄体化 と の 関連 にお い て も更なる 検討が必要で ある．

P2−40−5　テス トス テ ロ ン の 抗癌剤か らの 卵巣保護作用 の 検討
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【目的】抗癌剤の 中で もア ル キ ル 化剤 は早 発卵 巣 機 能不全 （POI ）の 高 リ ス ク 薬剤 と し て 有名で あ る．若年性悪性腫瘍 治療 に

際し，現 状 の 妊孕性温存法に は侵襲的なもの が 多 く適応も限定的で ある，と こ ろで 海外 で は若 年の POI に 対する 排卵誘発 に

テ ス トス テ ロ ン （Ts）が 併用 さ れ て お り，そ の 顆 粒 膜 保 護作用 が注 目さ れ て い る．よ っ て 今回，　 Ts が シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド

（CPA ）に よる 卵巣毒性を軽減 させ る可 能性 とそ の メ カ ニ ズ ム に つ い て 検討 した．【方法】（1）ヒ ト顆粒膜細胞株 COV434 を用

い ，Ts が CPA に よる ア ポ トーシ ス を抑制する か 否か を MTS 法，　 Western　Blotting法，お よ び螢光免疫染色法で 検討 した．
（2）週 齢 6 週の Balb／c メ ス マ ウ ス に CPA 　100mgfkgを 3 回／週腹 腔内投与 し抗癌剤治療 モ デ ル を作成 し，　Ts　4mg ／kg を 4
回／週皮 下投与併用 群 と比 較 した．14 日目に 安楽死させ たの ちに解剖 し，摘出卵巣の HE 染色 CleavedCaspase3免疫染色 か

ら卵 胞 数 カ ウ ン トお よび 顆粒膜細胞 の ア ポ ト
ー

シ ス を，血 清 か ら は AMH 値 を測 定 し比 較 した，【成 績1（1）COV434 は CPA

濃度依存性 に ア ポ トーシ ス が増加 し，BimEL お よび Cleaved　Caspase3の 増加 が 認め られ たが，　 Ts 併用 に よ り有意に抑制 さ

れ た．〔2）CPA 投与 マ ウ ス の 卵巣 に お い て，原 始卵胞数 の 減少，閉鎖卵胞数の 増加，　 Cleaved　Caspase3 陽性卵胞数率 の 増加，
お よ び血 清 AMH 値の 減少を 認 め た が，　 Ts 併用 に よ り改善 され た．【結論】テ ス トス テ ロ ン は シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドからの 卵

巣保護作用 を有す る 可能性 が ある ．
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