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P − 199　 　リ コ ン ビ ナ ン ト透 明帯 タ ン パ ク の ヒ

ト精 狩機 能検 査 へ の 応 用

P −−200　　　 マ ウス 卵細胞質内精子 注 入 法 に お け

　 る卵 細 胞 内 カ ル シ ウ ム イ オ ン 画 像解析
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【目的】 capacitation を起 こ した精 子 は、卵 表面

の 透 明帯成 分 （ZP3 ）と結合（primary 　binding）す る

こ と に よ り、先体反応 を誘 起 され 、透 明 帯 に進入

可 能 と な る 。 次 に精子は透 明帯 との 結合

（secondary 　binding ）を維 持 し つ つ 、ア ク ロ シ ン 等

の 酵素 の 作用 と自 ら の 運動 性 で 透 明帯 を 貫通 す る。

我 々 は 以 前 よ り、透 明帯成 分ZP1 が 先体 反 応誘起

精子 と の み反応 す る こ と か ら 、
こ の 成 分が

secondary 　binding に 関与す る こ と を 示 し て き た 。

本 研 究 で は 、ZP1 の 精子 へ の 結合性 を調 べ 、従 来

報告され て い る 精 子機能検査 との 比 較 を行 っ た 。

【方法1ZPI と して は 、ブ タ ZP1 の ア ミ ノ 末端側

198 ア ミ ノ酸 に対応 す る リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク

r−pZPI を用 い た 。 精子は BWW 培養液 中で 充分前

培 養 し た 後、イオ ノ フ ォ ア A23187 で 先体反応 を

誘起 した 。 10p 　g！m1 の r−pZP1 を先 体反 応 精子 に

添加後 、 0．5、2、4 、6、18時間 で 精子を 固定 し、

r−pZPI と特異的 に 反応する モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体

を用 い て 蛍光抗体法 に よ り陽性 率 を測 定 し た 。

【成 績】正 常精 液所見 を示す精子に お い て 、先体

反応後、r−pZPI と反応 す る 精 子 の 割合は 、培養

時 間 の 経過 と共に 5％か ら90 ％ に 増 加 し た 。 ま た

r−pZP 　1の 精 子 へ の 結合 部位 が 時 間 と 共 に 赤道面

か ら後 帽 部 お よ び尾部 へ と移行 した 。

【結論 】本実験で 用 い たpZP 　1は 透明帯 の 成分 で

あ る の で 、従 来 の レ ク チ ン を用 い た 先体反応評価

法 よ り、生 物学 的 に意味の あ る精子 機 能検 査法 と

な る 可 能性 が あ る 。 ま た r−pZPI の 精 子 上 で の 結

合部位が移 動す る こ と は 、精子 の 透明帯進 人 に 非

常 に 都 合 の よ い 現象で あ り、今 後 こ の 結合 に 与か

る精子側 の 分 子 を 追 求する こ と に よ り、受精 メ カ

ニ ズ ム の 解 明に役 立 て た い と考 えて い る 。

【目的】受精時 の卵細胞内 カ ル シ ウム イオ ン （Ca）

濃度 の 上 昇 は 普遍的に 卵活性化の 必須因子で あ

る．ヒ トをは じめ哺乳動物卵 で は反 復性 Ca増加 （Ca

振動1が起 こ り，前核形成へ の 関与が示唆 されて い

る．一
方，細胞質内精子 注入法｛1CSI）が新しい 不妊

治療として 注目されて い る，我々 は 注入 され た精

子の 卵活性化機構 の 解明を目的 と し，Ca画 像解析

を行 っ た．　【方法】予 め Ca感受性蛍光色素fura2を

取 り込ませ たddyマ ウス の 成熟卵（n＝5）に精子 1個を

吸 い 込 ん だ mtcropipette を piezo　micromanipulator

を用 い て 刺入 し， 注入 した 後．Ca画像解析装置

（Argus　100）を 用 い て Ca増加反 応 を経時的 に記 録 し

た．さ らに 共焦点 レーザー
走査顕微鏡〔Zeiss

LSM310 》を用 い ，　 Calcium　Greenを 指示 薬 と して ，

Ca増加 の 卵細胞内分布を解析 した．受精卵は 翌 日

まで 培養 し，前核形成 と 卵割 の 有無 を 観察 し た．

【結果】精子注 入 直後 に 5〜10分の一過性の Ca濃度

の 上 昇を 認めたが，こ れは培養液の み の 注 入 で も

起こ っ た．精子注入後30分以内に 1 回目の Ca反 応

（ピ
ー

ク約800nM，持続3〜4分）が 発生 し た．そ の 後

やや小さく短 い Ca反応が約10分間隔で規則的に起

こ り，数時間持続 した．この Ca振動パ ターン は，

通常の 方法に よる体外受精の 卵 で の 記録 と同様で

あ っ た．ICSIで の Ca増加 は 精子付近 で 高 く，遠ざ

か る に つ れ低下 した．　 【結 論】ICSIに お いて も，

Ca増加 反 応が通常 の 体外受精の 場合 と 同様 の 機構

で 起 こ り，卵活性化 と 前核形 成に 必 要 で あ る こ と

が明 ら かに な っ た．ま た，注入 され た 精子付近 の

Ca増加 が 大き い こ とか ら，精子 か ら何 らか の 卵活

性物質が放出され て い る 可能性が 示唆された．
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