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275 　 　 FITC −Concanavalin 　 A （ConA ）

蛍光 法 に よ る 先 体内膜 露出 ヒ ト精子 の 評価

276　　　 精子 妊孕能良好例 お よ び不良例 に お

け る精 漿中carnit1ne 濃度の 検討
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【目的】 ヒ ト精子先体反応を迅速 に 評価する ため に

FITC （fluorescein　 isothiocyanate）
−CQnA に

よ る 先体内膜 の 組織染 色 が 汎用 され て い る が 、

ConA は単に 細胞表面の マ ン ノ
ー

ス （Man ）、グ ル

コ ー
ス 含有糖鎖を 認識 して い る に す ぎな い ．我々

は ConA を リガ ン ドをする cell　affinity 　chromato −

graphy （CAC ）法 に お い て 、　ConA は原形 質膜に

比 して先体内膜 に相対的に強 い 親和性を有する こ

とを報告 した 。本研究 で は FITC − ConA に よ り 先

体内膜を特異的 に染色 す る た め
、 Man に よ る cutoff

条件 を検討 した ． 【方法】CAC 法 に よ り先 体反応

精子 （AR ＋ ）を調製 し 、
　Ca2＋非存在下の 撹拌密度

勾配法 に よ り先体未 反応精 子 （AR −
）を調製 した．

先体 内膜露 出率 は修正 triple　 stain 法に よ り観察

した．精子標品を溶液 A （1．OmM 　 CaC12 、
　MnCI2

含有 20mM 　 Pipes生 食 、
　pH6 ．6） で 2 回洗浄 し て

残存する単糖、糖蛋白質等を除去 した後、0〜5．Omg

／ml 　 Man 存在下 に O．Olmg ／ml 　 FITC −ConA 添

加溶液 A と等量混合して 30 分 聞反応 させ 、 さらに

溶液 A で 洗 浄 した，AR ＋ 精子 の 先体部の み に 蛍光

を認 め る Man 濃度を検索 した． 【成績】調製 した

AR ＋ 、AR 一
精子 の 先体 内膜露出率は各 々 87 ％ 、 5

％ で あ っ た．検討を行 っ た Man 濃度の うち 0 及 び

0．005mg ／ml で は AR ＋
、
　AR 一

標品 と も精子全体

に 蛍光像 を認 め
、 0．05mg ／ml で は AR ＋ 精子 の 先

体部 とAR ＋
、 AR 一精子 の 赤道部 、 中片部に 蛍光が

残存 した．0．5mg ／m1 で は AR ＋ 精子 の 先体部 の み

に 蛍光を認 め、5．Omg ／ml で は AR ＋ 精子先体部の

蛍光 も減弱 した．　 【結論】以上 の 結果は先体内膜

に ConA に対す る強親和性糖鎖群が 存在す る こ とを

示唆 して お り、 そ の 特異的染色に は O．5mg ／ml 　Man

に よる cutoff が有用 で あ る こ とが明 らか とな っ た ，

［H的］精漿中の ある 因子 の 量的 お よび質的違 い

が 精子妊孕能 の 差 と な っ て い る こ とが考え られ る ．

精漿中frec　carnitine は遊離脂肪酸 と結合 し ， 精子

ミ トコ ン ドリァ内に エ ネル ギー源 として の 脂肪酸

を供給 し，aCylcarnitine に な る と 考 え られ る ．そ

こ で ，tOtal，free　Carnitine お よび aCyLCarnitine の 精漿

中濃度が精子妊孕能に 関連する か どうか に つ い て

検討 した，　 ［方法ユ不妊 の ため受診 した夫婦 31紐

の 夫に ，sperm 　survival 　test（SST）を行い ，同時に精

液 の
一

部 を液化後（37℃ β0分間｝， 遠心 し精漿 を回

収 した．Total　carnitine 、　free　carnitlne お よ び

acylcarnitine 濃度 とSST結果 を比較 した．　 SST結果

は grade　I（36時問陽性）5illl，　 grade　II（24 時問陽性）5

例 ，grade　llI（12時 間陽性）12 例お よ びgrade　lV（6時

間陽性）9例 に分類 された．なお，SST結果36 時間

陽性例は精子妊孕 能良好，36時間陰性例 は不良 と

判定 した． ［成績 ユ  T ・tal　carnitineift 度 はSST糸吉

果 との 間 に 有意差 はなか っ た．  精子妊孕能良好

例（grade 　l）の acylcarnitine 濃度は 不良例（grade　l］，III

お よ びIV）よ りも高値であ っ た（P＝ O．Ol25 ）．精了
一

妊孕能良 好例 の free　carnitine 濃度は 不 良例 よ りも

低か っ た（P＝O．0258 ）．  AcytcarnitiRe／t。tal

carnitine （A／T）b匕は grade　l（0．43〜0．61）カ
ミも っ とも

高 く，つ い で H （0．32 〜O．37），III（0．15〜0．29 ＞お よ

びIV（O．13〜O．25）の 順 で あ っ た．な お gradelllお よ

びIV の 間 に は有意差 は な か っ た．　［結論1精漿 中

A ／T 比 は精 ∫妊 孕能不良例 ほ ど低か っ た．す なわ

ち
， 精子妊孕能不 良例 で は free　carnitlne か ら

acylcarnltine へ の 変換が低 い こ とか ら，ミ トコ ン

ドリ ア の機能ある い は 脂肪酸酸化 の 異常が うかが

わ れ た ．
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