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　　　　　　　　　 は じめ に

　近年， わ が国で も体外受精な ど新 し い 生殖医療

に対 す る補助的な技術が 臨床 に応用 さ れ ，妊孕性

の 向上 に大 き く貢献 し て きて い る．

　 そこ で ， こ の 度 ， 伝統ある本学会 に て 特別講演

をす る機会が与 え られ た の で ， 私達の デー
タ を も

と に 「受精」の メ カ ニ ズ ム と，わ が 国の 生殖医療

の現況などを中心 に解説 したい ．

　　　　　　　　　 受精とは

　生 殖現象の 初期の 段階をみ る と ， 卵子や精子 の

発生か らその成熟 に は じま り，成熟 し た 卵子 と受

精能 を獲得 した精子が卵管膨大部 に て合体 す る こ

と か ら は じ ま る． こ れ に は ， 図 1 の ごと く多 くの

段階 をふ み 「受精」が完了 し ， 卵管内で 受精卵が

分割し ， 胞胚期 で 子宮内膜 に着床す る こ と に な る ．

　 こ の よ う に 極端 に 大 き さ の 異な っ た 卵子 と精子

の 核が融合 し ， 遺伝情報の 組替 え を行 い
， 新 しい

遺伝物質 を も っ た個体 を発生 させ る の が受精現象

で あ る． こ の 結果 DNA の 修復 に基づ く核 （細胞）

を若返 ら せ る と共に 遺伝的に 多様性 を増 し ， 了孫

を次の 世代 に送 る生殖に と っ て極め て重要 な現 象

で あ る．

　 そ こ で 今回 は ，

　 1．卵胞 と卵子 の 成熟 ，

　2．受精とカ ル シ ウ ム の変動 ，

　 3．エ ネ ル ギー代謝の 側面 ，
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　　 　 図 1 　受 精 に み られ る
．｝こな現 象

　4．卵管分泌液 の 役割 ，

　5．顕微授精の 問題 ，

　6．生殖医療 へ の 応用，

な ど の 6 点 に し ぼ っ て 記述 す る こ と に し た い ．

　　　　　 卵胞の 発育 と卵子 の 成熟

　 1．哺乳動物の 卵胞の 運命

　多 くの 動物で は ， 妊孕性 の 開始の 時期で は卵 巣

内の 卵子 はか な り多 くみ られ る が
， 妊孕期間中 に
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表 1　 い ろ い ろ な動 物 に み られ る卵 胞 の 運 命

　 （ByskoV ，　1978）
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図 2　 排 卵 前期 に お け る卵 胞 i1「の estradiel の 濃 度

排卵 まで 達す る卵子 は極 めて少な く，
ヒ トや サ ル

で は99．9％が ，
マ ウ ス ， ラ ッ トで は 75〜77％が 閉

鎖卵胞 に 至 り消失 して い く （表 1）．

　 こ れ を婦人 の 月経周 期を と っ て み る と
， 月経周

期 の 1〜 3 日目に は 下垂 体 よ り主 と して FSH の

作用で 卵胞の 発育が リク ル ー トされ ， や が て 1個

の 主席卵胞が選択 され る と， リク ル ー トされ た他

の 卵胞 は閉鎖 の 過程 に 入 る こ と に な る。そ し て 選

択 され た 1個 の 卵胞 の み が排卵 し，や が て 黄体，

白体 と な り卵胞 の働 きを終 え る こ と に な る．

　 2．卵胞発 育の 調節因子

　卵胞の 発育は下垂体か らの FSH ，
　LH な ど に よ

り調節され て い る こ とは すで に 明 らか に され て い

る．しか し ， 未熟 ラ ッ トに PMS 　 5 単位 と，未熟又

は成熟卵胞液 を同時 に投与 し ， 24時間後 に卵巣 の

肥大 と排卵数 に及 ぼす影響 を観察す る と ， 成熟卵

胞液を投与 した場 合に は ，
PMS に よ る卵胞 の肥

大 と排卵数 を有意 に 抑制 して い る こ とが 明 ら か に

な っ た ．

　 ま た ，顆粒膜細 胞 に alldrostenedione と PMS

を加え て培養す る と ， 成熟卵胞液 を加 えた時に著

明 に estradiol へ の aromatiza 亡ion が 抑 制 さ れ

た ．

　 こ れ ら の デー
タ は ，主席細胞 へ の 選択が行 われ

た後に は ， こ の 主席卵胞 か ら分泌 さ れ る特殊 な物

質 が ， 他 の 卵 胞 を 発 育 す る に 充 分 量 の

gonadotropin が 存在 し て も，そ の 他 の 卵胞 の 発育

を抑制 す る よ う に働 い て い る こ とを意 味 し て お

り ， 重 要な所見で あ る．

　 3．卵胞 内 ス テ ロ イ ド濃度

　妊孕 性 を有 して い る婦人 か ら同意 を得 て 開腹時

卵胞内の estradiol を radioimmunoassay で 測定

し，
こ れ を rankit 分 析す る と ， 3群 に 分 ける こ と

が で き る．す な わ ち Group 　lが リ ク ル ー トされ た

比較 的初期 の 卵胞で ，Group　IIは そ の 後の 発育卵

胞 ， GrOUp　m が 主席細胞 に ほ ぼ相 当する （図 2 ）．

　 こ の 卵胞 の 大 き さ と ， 卵胞 液中 の estradio1 と

testosterolle 濃度 は逆相関 を示 す の で estradiol ／

testosterone値 は卵胞の 成熟 に つ れ 大 き くな る．
一

方 ， dihydrotestosterone　 binding　 capacity

（ABP ）も卵胞 の estradiQl と同様 に増加 する ． こ

の こ とか ら卵胞内の steroid は強い 生物学的活性

を余 りも っ て い な い と い え る．

　体外受精 の 際 に 卵胞液 を吸引 した時 の卵胞液中

の 各種 ス テ ロ イ ドを HPLC で 測定 し ， 受精 と の 関

係 を調 べ た．

　受精を した ，
い わ ゆ る良好卵 は estradiol が 低

く，es 亡radiol と estrio1 の 中間 に 出 て くる部分が

低値で ， progesterone は有意 に 高値 を示 し た ．こ

れ は hCG 投与35時間後に採卵 して い るた め に ， む

し ろ estradiol の 産 出が 抑制 され ，
　 progesterQne

が 増加 し て き て い る と い う卵胞 液 内 の 環境 を物

諳 っ て い る．

　 4．壁側顆粒膜細胞 と卵丘 細胞

　近年 ， ア ポ トージ ス が 問題 に な っ て きて い る が ，

こ れ を採卵時の ヒ ト顆粒膜細胞 で観察した． こ れ

を採卵時の 壁側顆粒膜細胞塊 と卵丘細胞塊で 比較

す る と ， 受 精 した卵 子 はア ポ ト
ー

ジ ス 小体の 出現

率が 有意 に 低下 し て い た ．

　 こ の こ とか ら， 採卵 した卵の quality を顆粒膜
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の アポ ト
ージ ス か らあ る程度推察で きる こ とが 明

ら か と な っ た ．

　顆粒膜細胞 の細胞外基質 との 関係 を調 べ るた め

に ， hMG ，
　hCG 投与に よ っ て成熟 させ た ヒ ト卵胞

よ り， 壁側及 び卵丘 側に 分 け て顆粒膜細胞 を採取

し
，

ピ ア ル ロ ニ ダ ーゼ で 処理 し ， こ れ らの 細胞 を

卵巣の 細胞外基 質で あ る コ ラ
ー

ゲ ン や ピ ア ル ロ ン

酸な どの 添加 の 有無に よ り 4 系統 に分 けて 7 日間

培養 した．さ ら に
，

こ れ ら の 細胞 よ り メ ッ セ ン

ジ ャ
ーRNA を抽 出 し，顆粒膜細胞特異的遺 伝

一
r・

で ある ア ロ マ ターゼ，ハ ウ ス キーピ ン グ遺伝 了で

あ る β
一ア クチ ン ， グ リセ ロ ア ル デ ヒ ド 3燐酸脱水

素酵素 （GAP 正）H ）の 発現量 を ノ ザ ン プ ロ ッ ト解析

に て解析 し た．壁側顆粒膜細胞に お い て は ，
ピ ア

ル ロ ン 酸 を添加す る こ と に よ り ， ア ロ マ タ ーゼ遺

伝子の 発現 が コ ン トロ ール に 比 べ て 4倍以上 に誘

導 され た． こ の こ とよ り ， 卵胞に お ける主 た る細

胞外基質の ピ ア ル ロ ン 酸 は ， 壁側顆粒膜細胞 の 分

化形質 の 発現保持 に 重 要で ある こ と が 示唆 さ れ

た．

　5．卵胞の 発育に 閧与す る調節因子や卵 子の 成

熟 に 関与す る因子

　 こ の よ う に卵胞 の成熟 に 関与す る調節因子に は

今 凵ま で 多くの 研究が行わ れ ， 中に は分子量や構

造まで 明 らか に されて い る もの が あ るが ， 多 くは

糖蛋 白か ペ プ タ イ ド で あ る と推定さ れ て い る．こ

名 称

　 表 2　 卵 胞 成熟 に 関与 す る 主 な 調 節因 子
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れ ら の 因子が下垂体 か ら の ホ ル モ ン分泌な ど と関

連 しあ い
， 複雑 な機構 の も とで 卵胞の 発育や排卵 ，

卵 の 成熟 に関与して い る と考え られ る 俵 2），

　
一方，卵子の 成熟に つ い て もgonadotropin や，

ス テ ロ イドの ほ か に 多 くの 成熟促進因子や阻 止因

子が関与 し て い る こ とが明 らか に され て い る ．

　　　 受精 と卵細胞内力 ル シ ウ ム の 変動

　卵細胞内カ ル シ ウ ム 濃度測定に 用 い られた 装置

は山形大学医学部第
一生理 学教室 で作製した も の

を用 い た ．光源の キ セ ノ ン ラ ン プ よ り発 せ られ た

光 に よ り マ ウ ス細胞質内 に導入 さ れ た カ ル シ ウ ム

感受性螢光色素 を励起 し ， 卵細胞 よ り発せ られ た

螢光を ラ ン ダム ア ク セ ス カメ ラで取 り込 み ， そ の

デー
タ を コ ン ピ ュ

ー
タ
ーで 処理 し て い る．

　 1．新鮮卵，加齢卵 に お け る カ ル シ ウ ム オ シ レ
ー

シ ョ ン

　 受精時 に観察 され るカ ル シ ウ ム オ シ レ ーシ ョ ン

の 排卵後の 時間経過 を示 した の が図 3 で ある． ヒ

の 図が排卵後 2時間，
つ ま り新鮮卵 と い う こ と に

なる．通常の 受精 もこ の 時間 ま で は起 こ っ て い る

タ イミ ン グ で ある．
一

方 ， 下の 図は 同様 に排卵後

8 時間 ，
つ ま り加齢卵の も の で あ る ．二 つ の カ ル

シ ウ ム オ シ レ
ー

シ ョ ン を比較す る と ， そ の パ タ ー

ン に大 きな違 い がある こ とがわ か る．カ ル シ ウ ム

オ シ レ ーシ ョ ン の 加齢 に よ る 変 化 を Frequency

に つ い て ま と め る と ， 卵の 加齢に 伴い Frequellcy

は増加 して い く こ とがわ か る．こ の こ とは マ ウ ス

〔

　

6

　

2
　

8

　

4

り】

ー

1000
只5
、−

「D451

卵 の 加齢 に伴 い 細胞内の カ ル シ ウ ム ハ ン ドリ ン グ

に大 きな変化が 生 じて い る可能性 を示唆 す る もの

で あ る．

　2．高細胞外 カ ル シ ウ ム 負荷時の カ ル シ ウ ム オ

シ レ
ーシ ョ ン

　加齢 に伴 う細胞 内カ ル シ ウ ム ハ ン ドリ ン グの変

化 を検討す る た め に細胞外 に 高カ ル シ ウ ム を 負荷

し た．新鮮卵 で は カ ル シ ウ ム オ シ レ ーシ ョ ン の

Frequencyが 増加す る．こ の 現象は加齢卵で も観

察 され る． しか し ，

一
つ
一

つ の ス パ イ ク の 幅 を比

3
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1： M 図 3 　 マウス 新 鮮卵 （ a ）及び 加 齢 卵 （b
に お け る 受 　 精 時 の細 胞 内 カ ル

ウ ム濃度変動 　0　　　　　　　　　　　30　　　　　　50　　　　　　70

　 　 　 　 　 90 　　 　 　　　　　 T

e ｛rnin ） 図 4 　カ ル シ ウ ム チ ャ ンネ ル アン

ゴニ ス ト の 卵 細 胞 　

内 カル シウムの 変動 　（ a）（ b ）1   μ rnol 　verapamil ！l， （c）3 〔1μ
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較す る と ， 加齢卵 で は徐々 に 延長 して い き カ ル シ

ウ ム オ シ レ
ーシ ョ ン が 崩壊 して い くこ と が わ か

る．

　 3．カ ル シ ウ ム オ シ レ ーシ ョ ン と カ ル シ ウ ム

チ ャ ン ネ ル ア ン タ ゴ ニ ス トの 関係

　図 4 はカ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ア ン タ ゴ ニ ス トの

verapamil ，
　nifedipine をそれ ぞ れ 5 分か ら7 分 の

間細胞外液 に 加 え て 観察 し た もの で ある ．カ ル シ

ウ ム チ ャ ン ネ ル ア ン タ ゴ ニ ス トに よ り細胞外か ら

の カ ル シ ウム流入 が阻害され カ ル シ ウ ム オ シ レ
ー

シ ョ ン が 消失 して い る．

　4．精子 ， 卵子結合の 細胞内 シ グ ナ ル 伝達の メ カ

ニ ズ ム

　 カ ル シ ウム オ シ レ
ー

シ ョ ン の メ カ ニ ズ ム に つ い

て は ，
二 つ の 有力な説が あ る．

一
つ は 精子 レ セ プ

ター説で 卵細胞膜表而上の レ セ プ タ
ー

に 精子が 結

合 し， こ の刺激が 小胞体 の IP3レ セ プ ターに結 合

して カ ル シ ウ ム放 出 を起 こ す とい う もの で あ る．

二 つ め は 精子細胞 質内 の 卵 活性 化因子 説 で あ る

が ，
こ れ は精子 ， 卵細胞間 の 膜融合 に よ り精子 の

細胞 質が卵細胞内 に流入 し，
こ れ に よ っ て ， 小胞

体か らの カ ル シ ウ ム 放 出が起 こ る と い うもの で あ

る ．

　最近で は膜の融合 を介 さ ない 精子の 細胞質 内注

入 に よ っ て もカ ル シ ウ ム オ シ レ
ーシ ョ ン が起 こ る

こ とか ら ，
こ の説が有力 とな っ て い る．

　 5．表層顆粒 の 開口 分泌及 び減数分 裂再 開の メ

カ ニ ズ ム

　図 5 は受 精時の 細胞 内 カ ル シ ウ ム 濃度上昇 に
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図 5　 表層顆粒開口 分 泌 と減 数 分 裂 肉：開 メ カ ニ ズ ム

よ っ て 引き起 こ さ れ る ， 表層顆粒 の 開口 分泌 ， 減

数分裂 の 再開の メ カ ニ ズム を示 した もの で ある．

受精時に は お そ ら く フ ォ
・
ス 7 オ ライ ペ ース c を介

し て 細胞膜上 の フ ォ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ トール 2

リ ン 酸か ら ， イ ノ シ ト
ー

ル 3 リン 酸 や ，
ジア シ ル

グ リセ ロ
ー

ル が作 られ る．こ の時作 られ た イ ノ シ

ト
ール 3 リン酸は，細胞 内カ ル シ ウ ム ス トア

ー
よ

りカ ル シ ウ ム を放出す る．こ れ に よ る細胞 内カ ル

シ ウ ム 濃度上 昇に よ り表層顆 粒の 開口分泌 が起 こ

る． また ， ジア シ ル グ リセ ロ
ー

ル は プ ロ テ イ ン カ

イネ ス c を動か し ，
こ れ は細胞 内カ ル シ ウ ム の一11

昇 と 共 に ，減 数 分 裂 を 停 止 さ せ て い た

Maturation・Promothlg　Factor，
　 Cytostatic　Fac−

tor を不活性化 させ
， 減数分裂 を再開させ る．

　6．卵細胞 の 発 育 に お け る細胞内カ ル シ ウ ム 濃

度 ヒ昇 の 役割

　受精 に伴 う細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度上 昇 の 役割

は ， 大 ま か に 細胞 内カ ル シ ウ ム 濃度上昇後数分単

位で 起 こ る Early　event ＄ と ， 数時間単位 で 起 こ る

Late　events が ある （表 3 ）．　 Earlyevents は 表層

顆粒 の 開 11分 泌 ， そ し て 透 明帯．L で の ZP2か ら

ZP2f へ の 変換な ど多精 子受精の 防御 に 関わ る．

Late　 events は第 2 減数分裂再 開に 伴う前核 の 形

成，DNA 合成の 開始な ど代謝 的賦活過程 に 関わ

る，こ の よ う に ，受精 に伴 う カ ル シ ウ ム 変動 は ま

表 3　 マ ウ ス 卵受 精後 の 細胞内 カ ル シ ウ ム 濃度変動 の

　役割

L　Early 　evenls

　 ・表1曽累輿辛L窯a〕排1［］｛｝？，E・　〔C ｛，rtica 】reaction ）

　 ・ZP2変換 　（ZP2wZI ，L？f）
2．　1＿〜且te　ev 〔

ト
【1ls

　
・
前 核 の 形 成

　・DNA 合成 の 開始

　 ・　1Il　kiI］Else　譎舌’性ひ）f氏　@
　 ・ 母 系mRNA の

増 　・蛋 白 合 成の 受精 に関 連し

変 化

・卵

受 精
Dゼ響 騨

凝
1fa ［ ．1y　evunts　　 　 Latc

cven 且 sN 工 工 一 Eleotronio 　
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　 　 　 　図 6 　糖f辷謝路 と主要酵素

さ に dramaticで ある．

　　　 受精に伴 う卵細胞の energy 代謝

　 L 糖代 謝

　卵細胞 も受精 に 伴 い 細胞分裂 を繰 り返 しな が ら

発育 す る た め に ，
い くつ か の ellergy 代 謝 を経 て

い か な けれ ばな らな い ．

　そ こ で 卵細胞内で行われ て い る糖代謝 を解糖系

の 酵素 とそれ ぞ れ の glucose の 変化 との 関係 で観

察 し た ．

　糖代謝 と各種酵素の 作用部位 を図示 した の が図

6 で ある．

　2．各種酵素の 変化

　受 精に 伴 う glucose代謝 に 関与す る酵素の 変化

をま と め る と，受精卵 の 発育 に よ り hexokinase

は ヒ昇 す る が ， glucose・6　 ph 〔，sphate 　 dehy・

drogenase， 1actate　dehydrogellaseはむ しろ低下

し， malate 　dehydrogenaseは余 り変化 しな い 所

見が み られ た．

　3．glucose の 取 り 込 み

　 こ れ ら の 酵 素 の 出現 に よ り胚 の 発 育 に つ れ て

gluc（，se
，　deoxyglucose ，　deoxyglucose 　6　phos −

phate の 取 り込み が 増加 して くる こ と がオ）か る ．

・歪　　

l　
卦

覊
＝
　 　 　 C 』〔．〕．（：　 　 D ．0 ．　 　 　 　 C ．〔〕．（．

’
　 　 ［〕，0 ，

　 　　 　 　 　 c
’
1
　　 11寺惜1　　　　　　　　　　　　　8　　　日寺｝剃

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 hCG 注 射 後

図 7　 卵 丘 細 胞 卵 細 胞 複 合 体 は ギ ャ ッ プ ジ ャ ン ク

　 シ ョ ン を通 して DG と DG6P を増 加 させ る

　卵 の glucose の 取 り込 み の 仕 方 に つ い て み る

と ， 卵丘細 胞 と卵細胞 の 複合体 で あ る cumulus −

oocyte 　complex で は ギ ャ ッ プ ジ ャ ン ク シ ョ ン を

通 して deoxyglucose 及 び deoxyglucose　6　ph 〔｝s−

phate が増加 する の に比 して ，
こ れ ら の 複合体を

除去 した い わ ゆ る裸化卵子 は こ れ らの 取 り込 み が

ほ とん どな い ． こ の こ と か ら卵 の 発育 に も複合体

が重要な働 き を して い る と い える （図 7 ）．

　4．未熟卵胞の培養 と g】ucose 代 謝

　未熟な卵胞 を体外で 培養 し ， 成熟 させ る こ とは

臨床上極 め て 重 要な研 究課題で ある ．

　 そ こ で 3週齢 の 未熟 マ ウ ス の 卵巣内卵胞 を採取

し
，
50μ 1の 微小 培養液 に て 培養 し ， glucose 消費量

を検討 した ．卵胞の 直径が 20〔］μ m を超 える と有意

に 増加 し，pure　 FSH を添加する こ と に よ りさ ら

に 増強 され た．

　 5．FSH 　receptor

　RT −PCR 法 に て cDNA を作製増 幅 し ， 電気泳

動 に て FSH 　 receptor の mRNA の 発現 を検討 し

た．卵胞の 直径が 200ptm 以上に なる と ， 出現す る

こ とが わ か っ た ． こ の こ と は卵胞が
一

定 の 大 き さ

に発 育す る と FSH に対 す る receptor が 発現 し ，

FSII 依存性の 卵胞が発育 す る こ と を意味 し，こ の

た め に も glucose 代謝が重 要 な働 きを も っ て い る

こ と を示 し て い る。

N 工工
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　 6．ま と め

　以 ヒの よ う に 卵細胞は発達分裂 を繰 り返 しなが

ら ellergy 代謝 を変 え て 行 っ て い る こ と が わ か

る。

　　　　　 卵管特異糖タ ン パ ク質

　 1．受精 と卵 管分泌液

　哺乳動物で は ， 卵管内で 卵子 と精子 が 出会 い 受

精が成立 す る．卵管は ， 受精が起 こ る場所 と して

知 られ て い た が，今 まで 単 に 配偶子 の 通路以上 の

立場 は与 え ら れ て い な か っ た．

　 これは卵管 を介さな い で 体外受精 な ど に よる妊

娠 が 可能 とな っ た こ と に よ り， そ の 傾向 が 強 く

な っ て きた．

　 と こ ろ が
，

ハ ム ス タ
ーの 卵透 明帯の SDS 電気

泳動像 で は ， 排卵後卵管内に 取 り込 まれ た 卵透明

帯 に は従来 よ り見出 され て い た ZP1 ，
　ZP2 ，

　ZP3の

三 つ の 成分以 外 に も ， 平均分子量 が約200K　dalton

の 卵巣内の卵透明帯に は存在 しな い 糖 タ ン パ ク質

が卵管よ り付加 され る こ と を， 及川 ら が発見 し ，

こ の 物質 を ZPO と名付 け ら れ た ．

　2．卵管分泌性特異糖 タ ン パ ク質の モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体

　卵管 よ り粗精製 し た透明帯修飾活性 を有す る分

画 を，免疫 した マ ウ ス か ら作製 した モ ノ ク ロ ーナ

ル 抗体 を用 い る と ， こ の 抗体は ， 排卵後卵管内よ

り回収 した透明帯 に の み特異 的に 反 応す る こ とが

判 明 した．

　 さ ら に こ の モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 は濃度依存性 に

ハ ム ス タ
ーの体 外受精 を阻害 した （図 8 ）． こ の 結

果 は ， 多 くの 哺乳動物に 普遍的 に 同定され て い る

“

卵管特異糖 タ ン パ ク質
”
と総称 さ れ る物質 の 生殖

過程に お ける関与の 可能性 を示唆 した 報告 と して

注 目さ れ る よ うに な っ た （表 4 ）．

　 3．cDNA 塩基配列

　 1980年代半ば頃 よ り ，
ヒ トを含め た種々 の 哺乳

動物は ， 卵管液中 に分泌 され る特異糖 タ ン パ ク質

が ，卵 を修飾 する こ と が相 次 い で 報告 され ， 生 殖

過程に 重 要 な生 理活 性 を示 す物質で あ る可能性が

推定 され て きた．

　 こ れ ら の 分子 の うち ， Verhage は 1991年，
ヒ ヒ

の 卵管特異糖 タ ン パ ク 質 の 部分 cDNA の 塩 基配
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図 8　 抗 ZPO 抗 体の 精 子 ・透 明帯 結 合 に 与 え る 影 響

　 （平 均 ± SD ，※ p ＜ 0．05，※ ※ p く
「
0．01）

表 4　 哺乳 類 卵管由来卵修飾活性 を もつ 糖蛋自質

動物 種 報告 昌 掲 載誌 （発表 年）

ウ サ ギ

ハ ム ス タ ー

マ ウ ス

ブ タ

ヒ ツ ジ

ヒ ヒ

ウ シ

ShapiT’o 　 et　 a ］．　　　JReprud　Ferti】

F〔⊃x 　＆　Shivers　　Ferti【Steri！

A ・aki ・1 ・ し　
」
旱淵 1。 I

Leveilleビt　 a ！、　　 Bk ，］Reprod

Oikawa 　et　aL 　　　Gamete 　Res

Kapu 「　＆　｝oh11 ．　Dev 　Biol
SQrl

　 　 　 　 　 　 JEnlbryり］Exp
Brown ＆ CheTlg
　 　 　 　 　 　 　 Morph

Hedrick　et 　 a1．　　 JExp 　Z‘）ol

Sutton　et　a1．　　　 JReprod 　Fe1’til

GandulH　 et 　 aL 　　 De、
・dopment

Boice　et 　 al、　　　　 Biol　 Reprod

際
ne 「 ＆ KH ’

M ・IR ・p ・・dD ・v

〔1974）

｛1975，　）

（19B7）

（1987）

（19S8｝

（1985）

（1986）

（1987）

（19S4）

（19細

〔1986｝

〔199D

列 を報告 した ．そ こ で ， まず ，
こ の ヒ ヒ 卵管特異

糖 タ ン パ ク質 の ハ ム ス タ ー
に お け る ホ モ ロ ーグ分

子，並 び に実験動物 と して 遺伝子工 学的に 大 きな

利点を もつ マ ウ ス に お け るホ モ ロ ーグ分子 の 同定

を試みた ，

　 ハ ム ス タ
ー

及 び マ ウ ス の ヒ ヒ卵管特異糖 タ ン パ

ク質 の ホ モ ロ ーグ分子 の cDNA ク ロ ーニ ン グ に

よ り ， 推定 され た ア ミ ノ 酸配列 を決定 した．

　 N 末端側 に は ， 精製 した ZPO よ り決定 した ZPO

の N 末端 の ア ミ ノ 酸配列 と完全 に
一

致 す る 配列

を確認 した．

　 また ，
ハ ム ス タ

ー ・マ ウ ス の 同分子 は そ の C 末

端側 に セ リ ン 1ス レ オ ニ ン を 豊 富 に 含む 種 特異的
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一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1996年 8月 特別講演 585

な繰 り返 し配列 の存在が明 らか に な っ た．

　 4．ノ ザ ン プ ロ ツ ト解析

　 こ の cDNA を プ ロ ーブ に 用 い て ハ ム ス タ ー各

臓器 に対 す る ノ ザ ン プ ロ ッ ト解析 を試 み た と こ

ろ ， 卵管に の み単
一

の バ ン ドが認 め られた．

　5．種 々 の 哺乳動物の卵管特異糖 タ ン パ ク 質の

構造の 比較

　 この ハ ム ス ター及び マ ウ ス 卵管特異糖 タ ン パ ク

質 の
一一次構造 を ， 最近 相次い で 報告 され た ウ シ，

ヒ ト，
ヒ ヒ の 卵管特異糖 タ ン パ ク質の 構造 と比較

す る と
，

そ の N 未端側 は各種間で か な り高 い 保存

性 を示 し て い る．し か し，C 末端側 は前述 した繰 り

返 し構造 を含 め て 種 特異的 な構 造 を認 め た （図

9）．

　6．　in　situ 　hybridization

　 こ の 分子 の 遺伝子 発現 を ハ ム ス タ
ー

を用 い
， ill

situ 　hybridization法で 検討 した．メ ッ セ ー
ジ は ，

通常 の 性周期で は estrous 期 に 最 も多量の 発現 を

認 め ， di−estroUs の day　1に 最 も減少す る と い う周

期性 の 変化 を認め た．

　個体発生 で は性成熟の 完成す る28日齢 まで に ，

ほ ぼ 成熟 個体 と同様 の メ ッ セ ージ の 発現 を認 め

た．

　estrogen 欠乏状態 を作成す るた め に は，両側卵

ハム ス タ
ー

マ ウ ス

ヒ ヒ

ウ ン

ヒ ト

　　　　　　　 　　　　　　 　　
〔

避
・

軋）　　　IQ〔〕　　2〔，叱｝　　3（ヌ〔〕　　・100　　5UO　　6‘〕0　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 厂uu

跳 、 匿 蘯 悪 靈蘯コ
　図 9　 各動 物種間の 卵管特異 糖 タ ン パ ク 質 の コ ア タ ン

　 パ ク 質 構 造 の 相 同性 比 較

．　　　「

‡　 89％
　　「 137，6

…　 ：．1、
9
　79％ 23％

掌．．

1

．禦1．． 1⊥％

．艶
35％

．．

47％

巣摘出 を行 えば よ い が
， 卵管 も こ の 際障害を受 け

た り感染 した りする の で ，GnRH アナ ロ グを投与

し て ，
LH

，
　 FSII の 低

一
ドを 来 し ， そ れ に よ り

estrogen 欠乏状態 を作成 した．GnRH ア ナ ロ グ処

理 に よ り，有意 な メ ッ セ
ー

ジ量 の 減少 を認 め た．

　 こ の よ うに 処理 した 動物 に estrogen を補充 す

る と ， そ の 遺伝子発現 を誘導で きる こ と に な り，

ハ ム ス ターに お け る卵管特異糖 タ ン パ ク質の 発 現

は estrogen 依 存 性 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た．

progesterc）ne の負荷は 遺伝 子発現 に は弱 い 抑 制

効果 を示 した．

　 7．卵管特異糖 タ ン パ ク質

　以 一ヒの結果 を含め ， 哺乳動物 に 広 く存在す る卵

管特異糖 タ ン パ ク質の 特徴 を ま とめ る と ヒ トを含

め た 多 くの 哺乳動物 に 存在 し て い る こ と ， 比較的

高分子 で あ る こ と，エ ス トロ ゲ ン に依存性が高 い

こ と， 卵透 明帯 に 結合 して い る こ と，精子膜表面

に結合す る こ とを ，
モ ノ ク ロ ナール 抗体 に よ り受

精が 阻止 され る こ とな どで あ る．

　 こ れ らの 基礎 デー
タ を基に ，

プ ロ モ
ー

タ
ー
領域

の 解析 ， さ ら に ill　vivO に お け る活性解明 の た め

に
， 現在私達 は同分子欠損 マ ウ ス （ノ ッ クア ウ ト

マ ウ ス ） の 作製を試み て い る と こ ろ で あ る．

　 8．マ ス ト ミ ス

　国立 予防衛生研究部 よ りい ただ い たア フ リカ産

の 小型ゲ ッ 歯類 で ある マ ス ト ミ ス は胃癌 が 自然 に

発生す る こ とよ り癌 に 関す る研究で 広 く用 い ら れ

て い る．しか し，白然の 交尾 や子宮内へ の 精子注

入 に よ る人工 受精 で も受精卵を得る こ とが で き る

の に ， 体外で は 受精 で き な い こ と が 知 ら れ て い る．

こ の こ とは卵管特異糖 タ ン パ ク 質の 卵及 び精子 に

与 え る影響 に よ る もの と推定 され ， 現在研究続行

中で ある．

　 こ の 意味 で も ， こ の 動物 は 今後の 「受 精に お け

る卵管の 役割」の 研究 に よ い モ デ ル と い え る．

　　　　　　 顕微授精に よる受精

　1．顕微授精の 分類

　普通の 体外受精 に よ り受精 し得 な い 場合 に は ，

顕微鏡下で操作 して受精の 補助 的な役割 を果た す

方法 を顕微授精 と総称 す る．

　 こ の 方法 に は大 き くわ け る と三 つ に 分 類 す る こ

N 工工
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とが で きる．

　 1）透 明 帯 を機械的 に 開 口 す る方 法 で こ れ は 自

然 に 開 凵 さ れ た部 よ り精 ∫
  が 侵人 して受精す る も

の で ある ．

　 2）卵細胞膜 を取 り巻 く囲卵 腔内 に 精子 を注 入

す る こ と に よ り受精 させ る も の で ， 囲卵腔 内精子

注入 法 （SUZI ） とい わ れ る．

　 3） ユ個の 精
．
J弋 を細 胞質内 に 注 入 させ る方法 で

細胞 質内精子 注入法 （ICSI） と い われ る．

　近 年， 運動 性不 良の 精子 を用 い て 行 え う る 後者

「 つ の方法が注 目され て い る．

　2．顕微授精 に よる某礎的 ・臨床的研究

　顕微授精 法に よ る基礎的研究 は
， 表 5 の ご と く

す で に 1962年ウ ニ に よ っ て は じめ られ た が，そ の

後 ， 多 くの 哺乳動物 に ま で 及ん だ．

　近 年で は臨床 に広 く応用 され ，
ヒ トの 精巣内精

子 や 円形精子 細胞な ど に も受 精や妊 娠 に 成功す る

に 至 っ た． しか し， ヒ ト円形精子 細胞 の 臨床応 用

に は い まだ安全性 が充分確認 さ れ て い な い の で 慎

重 で あ る べ きで あ る （表 6）．

　 3．ハ ム ス タ
ー

テ ス ト と mmSPA 法

　精子の 受精能 を検査する方法 と して ， い わ ゆ る

ハ ム ス タ
ーテ ス ト sperm 　 penetration　 assay

（SPA ）が 広 く用 い ら れ て い る．しか し ， 運動能 力

の 乏 し い 精子 の 受 精能 は こ れ で は検査で きな い ．

そ こ で ハ ム ス タ
ー

の囲卵腔内 に直接精子 を注入 す

る方法 を考案 した （図 10）．

　ハ ム ス タ ーテ ス ト （SPA ）の 値 を縦軸 に表示 し ，

こ れ を 改 良 し た 私 共 の 方 法 ，
niodified 　 micro

sperm 　penetrati （》n 　assay （mmSPA ）を横軸に表

示する と，卵子 へ の侵入率が lnmSPA の 方が はる

か に 増加 する ．こ れ は 従来 あき ら め て い た もの で

も顕微授精 を用 い る こ と に よ り精子が受精能を有

し て い る こ とを示 して い る．

　4． マ ウ ス の 精巣及 び 精巣上 体 よ り採取 した 精

子の 受精能

　 マ ウ ス の 精巣及 び精巣上体 よ り採取 した精子 を

通常 の体外受精法 と囲卵腔 内精子 注 入法 と に よる

受精率 を 比 較す る と ， 明 ら か に 精巣上体頭部 ・ 体

部 の 精 了 で も顕微授精 に よ る と受 精能力 を有 して

い る こ とがわ か る．

表 5　 顕 微授精 に よ る 受精 の 研究 （動物実験 ）

報告 年　 　動 物種 　 　 方 法 　 　 成 報　告　 畜

1962 ウ．二 ICSI　　　癌己浅廷鼇宿　　　Iliram“ to

1966 　 　 カ ．匸 ’レ 　 　 ICS ［　 　 前キ亥期 　 　Grah ．ani

．］96g 　
マ ウ ス

　 SUZI
　

2細1胞期 1
ご
i・

1972　 　 ヒ ツ ジ 　 　 SUZ 且 M 。 、面

1976　　ハ ム ス タ ー　　ICST 　　　前核 期 　　　Ueharn　et　a／．

1982　 　 マ
・ン ス

1983　　　 マ ウ 吸

PZD 　　 生　 仔　　Thadani

［CS ［　　　胞ルト則1　　 馬larkert

1986 　 　 マ ウ ス 　 　 PzD 　 　 生 　仔 　 　Gordon　et　a1、

1F］S8　　　 ウ ｝ナ
．一ギ　　　 ICSI　　　 4こ　イ」

「
　　 llos（，i　 et　 a1．

1988
　

マ 「以
　

SUZI 生 世
Malm

1988　　　 ウ シ

1991　　　 マ ウ λ

］99．　［S　　 ハ ム ス ダ ー

ICSI　　　　　　〆t：　　i寸二

　　　　（｝〔｝t〔エ　et 　a ［．

SUZI　 受精 ぽ ず
1卜
　 Lachanl　 e亡 ai．

ICS 正　　 2 細団胞期
Zt
　 〔．）9UI

．
a　et　a1．

1994　　　
．
♂ ウ ス　　　SUZI 　L〜yS 細胞 期

／1／
　Lachanl　 eし al ，

1994　 マ ウ ス 　 SUJI 　 生 イ子
3卜 Ogura　et　 a1．

1f］f｝：”　　　　　
一
♂
「ン ス

11

精巣内精 ∫
’
　列

lj
形 精 ア細胞

lCS ［　 　 生 　 仔 　　 Klmura 　et モナ1．

31
卜」丹彡精 r組1月包一電 気て的醐1合

表 6　顕 微授精 に よる受 精 の 研 究 （臨床 的研究）

幸陽告年　　　　プi　　i去　　　　　1戈　　糸責

1985　　 　 SUZI

lgS8　 　　 1CSI

報
’ei 著

．

4細 胞 期 　 　Metta　et　al．

前 核 期 　 Lallzendorf　pt　 a1

1988 　　　SUZI 　　妊 娠　生 児　　Ng 　et　a1

1989　　　　　PZL ） 生　 児

生 1

竺
生

MEIIter　et　al．

1990　　　 SUZI Fisher　 c：t　 al，

19f）2　　　　1CSI 1尼　　 Palcrnlo　 et 　 a1 ．

且99：〜　　　　ICSI ’t　　l，匚己　　　　S〔eir ［eghern 　et　a1．

19呈『、 lCSI　　　 4細片包期
1〕

　　．9cheysn］an 　c し u ］．

19951

精 栄 内精子

．一．
充Sl 芟f虹戻ワ：　　　　　　S｛，Iikiしis　et 　UI ．

z，liJ廾彡精　r・s，凵H包

　5． ヒ ト精巣 内及び精巣 E体精子 の 受精能

　 ヒ トの 精巣内及 び精巣上 体内精
．
了及び射出精子

をハ ム ス タ
ー

の 卵 を用 い
， SUZI と ICSIで 受精率

を比較す る と，ICSIの 方が 高 い 受精率を獲得す る

こ とが で き る ．

　6。不 妊症 患者で 運 動 精子 と不動精子 の 比 較

　不妊症患者で 全然運動性 の な い 精子 と運動性 を

有して い る精了 とで ， それ ぞれ細胞質内に 注入 し
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・
培養液 とで 培養

枯子をハ ム ス ター一
国1卵 腔 内 に 注 フ丶

　　　37℃ ，5％ CO ，，　in　air 下 で 4時問 量〕
’
瀁

匱（ilO　】n （，di且ed 　Inicro 　sperln 　penetra〔iDrl　assay

　 （mmSPA ）

て受精率 とそ の 後の分割率を検討す る と ， 運動性

を全 く有 し て い な い 精子で も40％の 受精率 と 25％

の 分割率を有し て い る こ と が わ か っ た．

　7．精子 の 顕微授精を用 い た染色体解析

　精子 は頭部に 凝縮 し た DNA を もっ て い るた め

に ，
in　 vltro 系で 受精 とい う型 を とらな い と染色

体構築 を解析す る こ と は不 可能で あ る．重度の 乏

精子症や運動能を有 し て い な い 精 子を ハ ム ス タ
ー

の 卵細胞質内へ 直接 に精子 を注入 して は じめ て こ

れ ら精子 の 染色体解析が 可能に な っ た．運動性の

な い 精子 で も顕微授精 を用 い て 染色体分析が 明 ら

か に な る と共に ， どの 段階の 精 チで 妊孕力が ある

か も推察す る こ とが 可 能に な っ た．

　 8．XO マ ウ ス

　 XO ，
　XX マ ウス の 交尾 74時間Elに開腹 し， 胎仔

の 発育状況 を調 べ る と，
XO マ ウ ス で は XY

，
　 XX

も発育が極め て遅れ，平均細胞数 も有意に 少な い

こ とが わ か っ た．

　 こ の こ とは母体由来の遺伝子量が 半減 し， す べ

て の 核型 の 初期胚の 発 育に影響す る と考え られ ，

受精や そ の 後 の 胚 発育 の モ デ ル と し て XO マ ウ

ス は興味 あ る動物 である．

　 9．ま とめ

　顕微授精の うち ICSI は精子 の 未熟 な段階で も

587

妊娠 ・出産 が報告 され ， 最近で は睾丸内の第 2精

母細胞 で も受精が 可能で ある と の 報告もあ り，
こ

の 技術は今後の 臨床的研究 へ の か な りの 可能性 を

示す よ うに な っ た ． こ の よ うに顕微授精法の 確立

に よ り， 新 しい 観点よ り受精の 機構 をよ り詳細に

明 ら か に な っ て きて い る．

　　　　　　　生殖医療 へ の 応用

　以 ヒ，受精 に関す る基礎 的 ・臨床的な研究 に つ

い て述べ たが ， 新 し い 生殖医療 へ の 応用の 現況 に

つ い て 述 べ て みた い ．

　 1．不妊症患者 の 精神心理

　不妊 症患者は子供 を生め な い と い う身体的劣等

感か ら ， 「まだ で きな い の か 」「孫の顔 をみ た い 」

な ど家族内や 外部 か ら の 言動に よ り大 きな ス トレ

ス が 負荷され て い る ．不妊期間が 4 年 を過ぎる と

家族外の 言動が 大 きな ス トレ ス とな る こ とを示 し

た ．

　 こ れ を体外受精 の た め に 来院 して い る患者の み

に つ い て State−trait　anxie 亡y　illventory（STAI ）

の状態不安得点で 評 価す る と
，

コ ン トロ
ー

ル に比

して 各年齢層 と も精神的に 不安定 な状態が 持続 し

て い る こ とを示 して い る．

　 こ の こ とを不妊期 問別に体外受 精患者の 不安得

点で み る と ， 不妊期間が 増加す る に つ れ て や や得

点が 高 くな る傾向に あ っ た．

　不妊症患者の 感情 の 動 き に対 し， Sue　Craigは

結婚年数が た つ に っ れ て 変化す る こ と を示 し， 結

婚 10年た っ て ，

一見落ち つ い て い る よ うに み え て

も 「い まだ，不妊 の 悩み は完全 に消えな い 」 と述

べ て い るほ どで あ る．

　2．口本産科婦入科学会の 取 り組み

　昭和 58年 （1983年）， 日本産科婦人科学会 は体外

受精 ・胚移植 （IVF −ET ）に 関する見解 を公表 し ，

事実上そ の 実施を許可 した ．

　昭和61年 （1986年），登録報告制 を義務化 した．

こ れ に 基づ きわ が国の新 しい 生殖医療技術の施行

状況 が把握 で きる こ と に な っ た．最近で は 年間 に

約27， 00周期 に 及ぶ 位に 施行 され て お り，よた顕

微授精が 著し く増加 して い るの が特微 に な っ て い

る （図 11）．

　こ れ と全体の 治療周期の 割合で み る と， 顕微授
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図11　最近 の わ が 国に お け る 生殖補助医療技術に よ る

　治 療周 期総数 の 推移
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精 が全体の 16．6％ に もみ られ る よ う に な り ， 着実

に 年々 ヒ昇 して きて い る （図 12）．

　生産分娩数で み る と，年間3，000人近 くが，こ れ

ら の 新 し い 生殖 の 補助技術 に よ り出産 して お り，

そ の う ち1994年 で は顕微授精 に よ る分娩例が 年間

300f列を超 え て き て い る．

　 と くに新鮮卵 を用 い た例 の み で み る と，実 に そ

の 95％が IVF −ET で 占め られ て お り，配 偶子卵管

内移植 （GIFT ），
　 ZIFT な ど少 な い よ うで あ る ．

　3．山形 大学 の取 り組み

　 私達 も IVF ・ET ，　GIFT をは じめ，新 しい 生殖医

療 技術の 安全性 の 検討を行 い
， そ の 臨床応用 に 努

め て き た ．lml 中数個 し か み られ な い 乏 精子 症患

者 よ り採取 した精 子を囲卵腔 内に 注入 して正 常児

を出産 した児 を示 した．

　無精
．
了症 で妊娠 の可能性が全 くない と い わ れ て

きた患者の 精巣上体精子 を採取 し顕微授精 に よ り

正 常の 児 を出産 した とき の 所見 も示 した．

　 こ の よう に 無精子 症 で も症例 に よ り妊 娠 ・出産

す る可能性が で て き て い る．

　 4．胚凍結

　近年 ， 減数手術 と共 に 多胎が ク ロ
ーズア ッ プ さ

れ て き た．多 胎 の 予 防 に は 排 卵 誘 発 時 の

gonadotropin 投与量 や 投与方法 も重 要で あ る が ，

α　　　　　　 LD　　　　　　2臼　　　　　　90　　　　　　咽0　　　　　　5D　　　　　　GO　　　　　　了口　　　　　　RO 　　　　　　E川　　　　　　葛．1弓

図12　最近 の わ が 国 に お け る生殖補助医療技術 に よ る

　治療 周 期 総 数 の 治 療方 法 別 割 合 の推 移

体外受精 の 際に 移植胚 を少な くす る こ とが大切で

あ る．そ の ため に 余剰胚 の 凍結保存法が 重要な課

題 で あ る．今 まで行わ れ て きた slow −cooling 法 は

比較的安全 で あ る が
， 時間が か か る た め に 余 り普

及 され て お らな い 憾み が あ っ た．そ こ で 私達 は急

速凍結法 を開発 し ，
こ れ に よ り出産 した例 を認め

た．今後多 くの施設で簡易法が検討 され るか と思

わ れ る．

　 5．ま と め

　以上 ， 新 し い 生 殖医療 に 対す る補助的技術 法に

つ い て 解説 し ， 臨床応用 の 現況に つ い て述 べ た．

　　　　　　　　　 おわ りに

　以 ヒ，私達の 研究 を もと に 卵胞 の 発育 か ら最近

著 し く進歩 発展 し て きた生殖医療 の 現況 な ど受精

機構 と の 関連で 述 べ て きた． こ の よ うな妊孕性現

象 の 初期 の 段階 を少 しの ぞ い て み ただ け で も，自

然 に営 まれ る妊孕現象 の神秘性 に は驚か ざる を得

な い 。

　今後 も微力なが ら教室員 と共 に こ の 問題 を追求

し ， 倫理 の 面 を ふ ま えなが ら臨床 医学 へ の 発 展 に

寄与 した い ．
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Synopsis

  Fertilizution is the process  including many  events  such  as  inaturation  of  egg  and  sperm,  attach-

ment,  binding, acresonial  reactien,  penetration, fusion, cortical  reaction,  zona  reaction  and  nuclear

fusion of  beth gainete, whereby  individual gametes  frum  the fema]e and  male  unite  to create

offspring.  Although the reason  for mechanism  of  fertilization is still not  c]early  understood,  this

process  may  uccelerate  the rate  adaptation  in evulution.  In this  special  lecture, I would  like to

present  our  experimental  and  clinical  results  especially  concerning  with  morphological,  physiologi-
cal,  biocheinical and  molecular  aproach  on  the mechanism  of  fertilization.

  1 . I)evu]opnient and  niaturation  of follic]es and  oocytes.

  It is wel]  known  that pituitary FSH,  LII control  the ovarian  function. Follicular dex,elopment and
ovum  maturation  are  also  controlled  by both pituitary gonadotropins  and  local factors such  as

autocrine  and  paracr{ne  agents.  "J' hen hMG  is injected during 1 6 day of  menstrual  cycle,  several

dominant follicles are  developed. If hMG  is injected after  selection  of dominant  follicles, enly  one

dominant follicle develop in the ovary.  "rhen I'MS-treated immature  rats  were  injected with

itnmature  or  mature  follicle fluids, rats  injected with  mature  follieular fluid showed  strongl>,

suppress  in the evarian  weights  and  numbers  ef  ovulated  follicles. Also mature  follicle suppress

aromatization  from  and  androstcnedione  to  estradiol.  These  findings mean  t]iat mature  follicu}ar
iluid coptains  inhibitory factors. Apoptosis of  granulosa  cells  and  fol]icu]ar steroids  are  related  to

fertilization.

  2. Intracellular calciuTn  of  c}ocvte.

  Intracel]ular calcium  concentratien  {s known  to start  to increase  in a  perioclic manner  after

fertilizat.ion in oocytes  of  mamrna]ians,  In 65%  of tested mouse  ooc),tes,  fertilization occurred

during ,i hour$ c)bservatien  after  sperin  inseniination in vitro.  An  initial ]ong  lasting intracellular
calcium  concentration  was  obserx,ed  and  followed by periodic munner.  This calcium  oscillation  is
inhibited by calcium  1]luckers such  as  verpamil  and  nifedipine,  but increased by high concentration
of  extracellu]ar  calcium  concentration  in the medium.  Role of increase of intracellular calcium  are

understood  to prevent  polysperm  and  activate  metabolism  of  oocytes.

  :3. Glucose metabolism  of  oocvtes.                           '

  )v{ouse embryo  utilizes  pyruvatc  as  an  essential  nutri ¢ nt until the 8-cell stage,  and  glucose
thereafter. "re have devised non-radiometrie  and  enzymatic  microassay  method  to measure  glucose,
deoxyglucose,  deoxyglucose 6-phosphate  incorporated  into individual muuse  oocytes  and  preim-

plantation  embrye.  In parallel, the activities  of several  enzymes  of glycolytic pathway  were  also

determ{ned. It] this study,  glycose  metabo]ism  is necessary  to develop in fertilized ova  with  changing

activitv  of  enzvmes.     t -
  4. )v,Iolecular bases of  ovarian  fluicl.

  The  zona  pellucida ZP  is involved in a nurnber  of events  in fertilization, all these fertilization
events  occur  in the oviduct.  Oviductal g]ycopretein  200-240  KI) has been indentified from oviductal

zona  pellucida. Monoclonal antibody  of oviductal  glyeopretein  reacred  with  ZP  of ovicluctal  egg  but
T)ot  with  the ovarian  egg,  Anti-ZPO  antibody  inhibit to bind sperm  to ZP. Sequences in mouse  and

hamster oviduct  specific  glycoprotein ure  estimated,  this glycoprotein mRNA  was  observed  in only
oviduct  by northern  biotting method.  These molecular  gene  expression  was  observed  by in situ

hybridization in the oviduct  of  estrous  cycle  of hamster.

  5. pt'licroinserriinution of  sperm.

  "･licroinseminatien of  sperm  into ooc}Jte  is widely  used  in clinical  medicine.  Sperrn penetration
assa},･  (harnster tesO  is useful  method  to estiinate  fertilization capacit>,  uf  sperni.  But immotile sperm
cannut  estimate  it. So modified  micro  sperm  penetration  assay  was  established  to estimate  fertiliza-
tion capacity  of  sperm  by using  n)icru-man{pulater.  Subzonal sperm  h)iection (SUZI) and  intracyto-

plasmic sperni  injection (ICSI) promotes  fertilizatien and  cleavage  rate  in immotile  sperm.

  6. Clinical application.

  Infertile cottples  are  wMing  to get their  babies, but they  are  stressfully  influenced and  emotionally

unstablc,  Assisted reproductive  technology  (ART) are  widely  usecl and  many  children  were  born in

Japan by these technique.  Huwever  mechanism  of  fertilization is not  still completely  understood  yet.
So we  would  ]ike to continue  these works  ",ith  our  staffs  continueusly,


