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概要　一
般 に 補体 の 活性化は 2 つ の 経路に よつ て起 こ る 事 が知 られて お り， 1つ は 61assica’1　 pathWay で あ

り， 主 と し て IgG
，
　IgM が抗原 と結合す る こ とに よつ て活性化され ，

こ れ に 9 つ の 補体成分 Cl〜C9 及 び

Ca ＋ ＋

，
　Mg ＋ ＋

が関与す る もの で ， 他 の 1つ は ，
　 alternate　 pathway と呼ばれ，抗 原 に 種 々 の 抗体 が結合 す る

か，又は 多糖類，Lipopolysaccharide に よ つ て 活性化 さ れ ，
　 C1， C4 ，　C2 及 び Ca ＋ ＋ ・の関与 な しに C3 か ら C9 ま

で を活性化す る もの で あ る．著者らの 行つ て い る 精子不動化試験に お い て も補体は 必要不 可欠な もの で あり，

補体 と し て モ ル モ
ヅ ト血 清 を 使用 して い る が ， そ の 際 の 補体活性縟路に つ い て は 不 明 で あ つ た．そ こ で 著者 ら

は精子不動化試験 に お け る補体活性経路に つ い て．C4 欠損 （C4D）モ ル 」巳 ッ ト血 清及び EGTA ・Mg ＋ ＋

を用 い て

検討 し た 結果，次の 成績 を 得 た

　 （1） EGTA −Mg ＋ ÷

を 用 い て 精子 不動化試験の 反応系中の Ca．t÷を キ レ ー
トす る と補体 の 活性化 が阻 止 さ

れ，精子不 動化作用 が発現 しなか つ た．こ の こ とは モ ル モ
ッ ト補体 に よ る 羊赤血球 の 溶血を EGTA −Mg ＋ ＋

溶

液 が 阻止 したもの と同
一

の 態度で あつ た．

　 （2） C4欠損 （C4D ） モ ル モ
ッ ト血清 を補体 と し て 用い た 場合 に は 精子不 動化 作用 が 発現 しな か つ た が，

C4欠損 （C4P ） モ ル モ ヅ ト血清 に モ 〜ヒモ
ッ ト C4成分溶液 を等量 に 加 え た もの を補体と して 用 い た 場合 ， 精子

不動化作用が発現した．以上の 事 よ り，．精子不 動化試験に お け る補体 の 活性化 に は C4 及 び Ca ’ ＋

が 不可欠

で あ り，
こ ゐ事 よ り精子不 動化試験に お け る 補体活性経路は clas，sical 　pathway で あ り，　alternate　pathway は

関与 しない 事がわか つ た．

Synopsis 　It　is　we11 　known 　that　thc　 complement 　is　 activated 　through 　the　 classical 　 or 　 alternate 　pathway ．

In　our 　sper 皿 immobilization　test　by　which 　the 　complement 　dependent　sperm 　immobllizing　antibody 　could

be　 detected，　 the　 pathway　 of 　 complement 　 activation 　 was 　 remained 　 unknown ．　 Thus 　 the 　pathway 　 which

is　 working 　fbr　the　 activation 　of 　complement 　in　the　sperm 　immobilization
』
ゼest 嚼as 　studied 　by　using 　C4

de丘cient （C4D ）guinea　pig 　serum 　and 　EGTA 」Mg ÷

  　The 　results 　were 　as 　follows：

　1） When 　Ca ’ ＋ in　the　retictien 　system 　of　the　sperm 　immobilization　test　Was　6heiated　with 　EgT ん Mg 榊

solution ，　the ．complement 　activation 　was 　inhibited 　and 　the 　sperm 　immob 丗 zation 　did　not 　occur ．　 The 　same

phenQmenon 　occured 　in　the　cdmple 卑ent 　dependent　hemolysis　of 　sheep 　red 　blood　cells　by　 EGTA −Mg ＋

 

2） When 　C4 　de丘cieng 　gUinea　pig　．serum 　was 　used 　as　complement 　source ，
　the　sperm 　i  obil圃 。n 　did

not 。 ccur ．　 When 　the　serum 　Was　 complemented 　with　guinea　pig
，
s　C4 　component ，　the 　sperm 　i  obilizi −

ng 　a
’
ctivity 　was 　resumed ．

　From 　these 　results
，
　it　was 　concluded 　that　the　complement 　in　the　sperm 　immobilization　test　was 　activatcd

through 　the　classical 　 pathway ，　 and 　 not 　 through 　 the 　 alternate 　 pathway ，　 because　 C4 　 and 　 Ca ＋＋
were

necessary 　in　the　reaction ．
Key 　words ： Sperm 　immobilizing　 antibody ・Classic謡 pathway 　of 　complement 。A 工tcrnate 　pathway 　of 　com ．

plement ・EGTA ・Mg ＋
  C4 　defect　guinea　pig　serum
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1914 抗 体 に よ る 精 子 不 動 化 作 用 に 於 け る 補 体活性経路 日 産婦言志3ユ巻11号

　　　　　　　　　緒　　言

　精子免疫に 関する研究が進む に つ れ，臨床的に

も抗精子抗体が 原因と考え られ る女性不妊婦人の

存在す る事が明 らか に なつ て きた ．不妊婦人 の 血

中抗精子抗体 の 検出法に も精子不動化試験
12）

， 精

子凝集試験
7）s）Is，，精子毒性試験

ゆ
等 が あ る が，

著者 らの 発表 した 精子不動化試験に よつ て 検出 さ

れ る精子不動化抗体は 原因不 明不妊婦人に特異的

に 見 い 出され る と こ ろ か ら， 不 妊症 と最 も密接な

関係 があ る と 報告さ れ て い る
03＞「3）14 ）． こ の 精子

不動化抗体は IgG
，　IgM 分画中に 存在 し，また そ

の 作用 発現に は 補体が 必要不可欠な もの で ある．

精子不 動化試験に お い て 使用す る補体源と して は

モ ル モ
ッ ト血 清が最適であ り，反応感度を良 くす

る為に は 209C ’H
、。〆mL 以上 の 補体価 を有す る モ

ル モ ッ ト血 清を用 い るべ ぎで ある こ とは 既に報告

した が
17）
，精子不 動化抗体の作用発現に 必要な補

体活性経路に つ い て は，い まだ検討が な され て い

な い ，補体活性経路 に は
，

classical 　 pathway と

alternate 　pathway の 2 つ の経路があ り， 従来 よ

り IgG
，　 IgM は classical 　pathway 系 と関係が

あ り，
altemate 　 pathway 系とは 関連性 がな い と

考え られて い た が
， 近年 の 研究 の進歩に よ り各種

免疫グ ロ ブ リ ン も aiternate 　pathway 系に 関与す

る こ とが 明 らかに な つ て きた
5，11）19）2°）23）25）．本論

文中に お い て 著者 らは Ca ＋ ÷

の キ レ
ー

ト剤で あ

る EGTA
， 及 び C4 欠損 モ ル モ ッ ト補体を用 い

て 精子不動化抗体の 作用発現に必要な補体活性経

路 の 検討を行つ た の で 報告す る．

　　　　　　　実験材料及 び方法

　 1 ．精子不 動化抗体保有不妊婦人血 清

　高力価精子不動化抗体 保 有不 妊 婦入血 清を

56℃ ， 30分間非働化 した後 ，

− 20℃ に保存し た も

の を 実験に 用 い た ．又 C4 欠損尹 ル モ
ッ

ト血 清及

び C4 成分添加 モ ル モ
ッ ト血 清を用 い て の 補体活

性経路 の 検討を行な う際 に は精子 不動化抗体保有

血 清よ り Sober　et　a1 ．26｝ の 方法 に 準じて IgG 分

画 を分離抽出 した 後，1　buffer成分に よる精子 へ の

影響を除 く為生食水 に て充分透析 し て実験に 供し

た．

　 1 ．運動精子浮遊液 の調整

　 5 日間以上禁欲後の 精液検査で 正 常所見 （精液

量 2 ・5m1 以上，精子数 40 × 1051ml以上，運動率

70％以上 ， 奇形率 15％以下）を呈 し，か つ 精液中

に 精子 凝集 の み られ な い 健康男子 を精子提供者 と

し て選ん だ．，滅菌 シ ャ
ー

レ に 用手法で採取 した精

灌を 室温で 20分間放置 した 後 ， 3 倍 量 の 洗浄液

（10％非働化正常人血清含有生理的食塩水） を 加

えて混合 した 後，1　’，　35095分間遠沈 し，上 清を

除去 し た 後， 沈渣 に 約 2ml の洗浄液 を 加え て 静

か に 10分間放置 し，上清中 に 遊泳 し て きた運動活

発な精子 の み を分離 し， これを 40 × 1061ml の 濃

度の 精子浮遊液に調整 して 実験に 用 い た．精子不

動化抗体保有不 妊婦人 よ り採取 し た IgG 分画と

C4 欠損 モ ル モ
ッ ト血清，　 C4 添加 モ ル モ ッ ト血

清を補体 と し て 用 い て
， 補体活性経路を調 べ る実

験に お い て は ， 精子浮遊液中 に 含まれ る非働化人

血 清中補体成分 の影響を考慮して
， 5 ％牛血清 ア

ル ブ ミ ン 含有生理的食塩水を精子洗浄並び に稀釈

液と して 用 い た ．

　 m ，C4欠損 （C4D ） モ ル モ ッ ト血清及び C4 補

体成分

　 C4 欠損 （C4D ） モ ル モ ヅ ト血 清は C4 欠損 モ ル

モ
ッ トの 心穿刺に よ り採血後，血清を分離し ， 小

試験管に分注 した後，直 ち に
一80℃ に 保存 した も

の で ， 使用に 臨ん で 小試験管の 1本ず つ を融解 し

て 用 い た ．c4 モ ル モ
ッ ト補体成分 は c ・ rdis 社

（Florida）の もの を用 い た ．

　 IV．　 EGTA ・Mg ＋＋

溶液

　EGTA 　389，　Mgcl ，
−6H

、
b　20．39

，
　NaoH 　79 を

「
脱イ オ ン 水に て 100ml と し，

こ れを NaOH 溶液

に て pH 　5・0と し，
こ れを lM 　EGTA ・Mg ÷ ＋

溶液

とした．実験に 際 して は これを生理的食塩水に て

稀釈 し， 各 モ ル 濃度の EG ↑A −Mg ＋ ＋

溶液を用 い

て 補体活性経路 の 検討を 行 つ た ．

　 V ．精子不 動化試験

　　（1） 定性的精子不動化試験

　 著者 ら
1）3）12）13）

がすで に 発表 した 方法 に 従 つ て

行つ た ．す なわ ち ， 非働化被検血清 0・25ml と精

子浮遊液 0・025ml を小試験管内に混入 し， 更 に
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補体 として モ ル モ ッ ト血清 O・05ml を 加 え て
，

32°C，60分間 incubate し， 顕微鏡下 （200倍）で

精子運動率を 算定す る ．対照 と し て あ らか じめ 精

子不 動化作用 の ない事 を確認 した非働化未婚女性

血清を用 い
， そ の 精子運動率 （C ％）を 非検血清

の 精子運動率 （T ％）で 割つ た も の を精子不動化

値 （SIV） とし， こ れ が2，0以上 の 場合 ， す な わ

ち被検血清 に よ る精子運動率が対照血清の 運動率

に 比 べ て 50％以下に低下 した 場合を陽性 と判定 し

た．

　 （2） 定量的精子不動化試験
・

　著者 ら
3岡 がす で に 発表 した方法 に 準 じた ．す

なわ ち被検血清を非働化未婚女性血清 （予め 精子

不動化抗体を含ま ぬ 事を確認 した もの ） で倍数稀

釈 し ， 各稀釈血清を用 い て 前述の 精子不動化試験

に準 じて 精子運動率 （T ％）を算定す る ．対照未

婚女性血 清 の 精子運動率 （c ％）か ら被検稀釈血

清の 精子運動率 （T ％）を 差 し引い た もの を対照

血 清の 運動率 （G ％）で 割 つ た 値｝clOO を乗 じた

もの ，す な わ ち （C・T ）！C × 100を 精子不 動 化率

とし，こ の 値を縦軸に と り， 血清稀釈倍数を横軸

に とつ で
， 各稀釈倍数に お け る精子不動化率を プ

ロ ヅ ト して ゆ くと S 字状曲線が得られ る． こ の S

字状曲線 の 直線部分が 50％精子不動化率 と交叉す

る点 の 血 清稀釈倍率を求 め ，
こ れを精子不動化抗

体 の 定量値，即 ち 50％精子不動化値 SI
、。 （50％

sperm 　immobilization 　titer） と呼ぶ 事に した ．即

ち ，
こ の 値が大 きい 程 ， 精子不 動化作用が強い 事

を示 して い る．

　 V匸．補体価測定

鎌 田 他 1915

　Mayer2 ユ｝
の 方法に 従 つ て 50％溶血単位を求め

，

こ れを補体力価 （C
’H5

。） と した ．

　VH．羊赤血球溶血反応 に 及 ぼす EGTA −Mg ＋ ＋

濃度 の 検討

　 Mayer の 方法 に 準 じて 行つ た．即ち，　 EGTA ・

Mg ’ ＋

溶液0．5m1
，

モ ル モ ッ ト血清0・5ml
， 感作羊

赤血球 （5 × los／ml ） 1ml を 混合 し ，
ベ ロ ナ

ー
ル

緩衝液で 7・5mi と し，対照 とし て EGTA −Mg ＋ ＋

溶液 の か わ りに 生理的食塩水を加えた も の を用 い

て 両老 の 溶血 を比較 し
，t　EGTA

−Mg ’ ＋

の 濃度に よ

り，対照 と比較 して 羊赤血球 の 溶血が い か に 低下

するかを検討した．

　田 ．EGTA −Mg ÷ ＋

に よ る補体活性経路 の 検討

　表 1 に示す方法 に よ つ て 王MEGTA −Mg ＋ ＋

溶液

を生理的食塩水に て適当に 稀釈 し て ゆ き ， 各稀釈

濃度 の EGTA ・Mg ＋ ＋

溶液 と正 常新鮮 モ ル モ
ッ ト

血清を等量 に 混合 した もの を補体 と し て ，高力価

精子不動化抗体保有患者血清を用 い て 定性的精子

不動化試験 （SIV ）及 び
， 定量的精子不 動化試験

（SI，。）を 行 い
，
　 EGTA −Mg “ ＋

の 濃度 に よる 精子

不動化抗体価 SIV
， 及 び SI

，。
の 変化を 検討 し た ．

　 IX．　 C4 欠損 （C4D ） モ ル モ ッ ト血清及び モ ル モ

ヅ ト C4補体成分を用 い た補体活性経路 の 検討

　 精子不 動化抗体保有不妊婦人血清 よ り IgG 分

画を遊離 し，蛋白濃度 70mgfml に調整した もの

を被検液とした ．実験 に 際 し て は表 3 に 示 す如

く， 被検液 O．25ml と 5 ％牛血 清ア ル ブ ミ ソ 含有

生理的食塩水洗浄精子浮遊液 （40　x　10G！ml ）0．025

ml を混合 し， こ れ に補体 とし て 生理的食塩水に

て 適当 に 稀釈 し た 正常新鮮 モ ル モ
ッ

ト血清 ，
C4

表 1Procedure 　for　sperm 　irnrnobilization　test　in　use 　of 　EGTA

Sterile　wQman
，
s　serum 　with 　sperm

immobiliZing　antibody

Sperm 　susp 巳nsion （40 × IOGfml）

Complement（guinea　pig　serum ）

EGTA

〔】ontro18er  

（Unmarried 　woman
’
s　serum 〕

Sperm 　suspension （40 × 106／ml ）

Gornpiement（gumea 　pig　 seru 皿 ）

EGTA

0．25　ml0

．D25m10
．025 皿 1

 ．025ml0

，25　 rnL0

．025mlO
．025mlO
．025mi

incubat童on
32qc，60min

incubation
32’C，60min

sperm 　motility （T ％）

sperm 　mo 匸ility（〔】％〉
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表 2　Procedure　for　spcrm 　immebilization　test　in　use 　of 　C4D 　G ．P．　 serum
，
　diluted　G ．P．　serum 　and 　C4

7S一γG 　of 　sterUe 　woma ガs　serum
containing 　sperm 　immob血zing 　an 丗 rody

Sperm　suspension （40　x 　lO『！ml ）

Gomplement （diluted　G，R 　 serum ：

G4D 　G ．R 　 serum 十C生 ：inact．　G ．R 　 serum ：

G4DG ．Pser   ： G4）

　 　 　　 　 C4D ：C4　de且cient　g山 nea 　pig　5erum

　 　 　　 　 G4　： Guinea 　pig　C4 　component

　 　 　 　 　 G ・R ： Guinea　pig

0．25　 ml0

．025ml

0，05　 ml

incubation
32℃

，
60min ， sperm 　motility

表 3Results ・f　sperm 　immobilization　test　in　use

　 　 　 of 　various　concentrations 　of 　EGTA

Goncentradon

　of　EGTA

Sperm　mo 丗ity

Gon登 o旦serumSter 沺e 　woman
，
s　serum

0．01　 MO

」005MO

，004MO
．003MO

．002M

68％

60606864

60％

6056

　00

M ： molEGTA

： Ethyleneglyceltetraacetic　acid

欠損 モ ル モ ッ ト血清，ある い は C4 欠損 モ ル モ ッ

ト血 清に モ ル モ
ッ ト C4 溶液 （1 バ イ ァ ル に蒸留

水 5ml を加 えた もの ）を 等量 に 加え た も の を

各 々 0．05ml ず っ 加え て精子不 動化試験を行 い
，

用 い た 補体成分の 違 い に よ り被検液中 の 不 動化値

が どの よ うに 変化す る か を検討 した ．対照実験と

して 非働化 モ ル モ
ッ ト血清 ま た は モ ル モ ッ トC4

溶液の みを補体源 とした精子不動化試験も同時に

行つ た ．補体源と し て用 い た C4 欠損モ ル モ ッ ト

血清 ，
C4 欠損 モ ル モ ッ ト血清 と モ ル モ ッ トC4 溶

液を等量 に 混合 した もの
，

モ ル モ
ッ トC4 溶液，

生理 的食塩水に て適当に 稀釈 した 正常新鮮 モ ル モ

ッ ト血清 ， 非働化 モ ル モ ッ ト血清の 各 々 に つ い て

Mayer の 方法 に 従 つ て補体力価 （C ’H5
。） を測定

し た．

　　　　　　　　 実験成績

　 1 。羊赤血球溶血反応に お ける EGTA −Mg ＋ ＋

の

影響

　 classical 　 pathway に よ る 補体 の 活性化 に は

Ca ＋＋
は 不可 欠で あ るが，　 alternate 　Pathway に よ

図 l 　Percent　hemolysis　of　sheep 　red 　 cell　in　use
　 of 　 various 　 concentrations 　 of 　 EGTA

刀
Φ
、

8
匙

「

Φ
臨

o
Φ＝°
丁
§
°

ぞ

罸
Q
略

m

×

δ。。
塾Φ
招

IOO

50

O．eOOf　O．OOt　e．Ot　O．1　0．25　0．5　0，75　tO　l．5　20
mel　　　　　 EG　TA

る補体 の 活性化に は Ca ＋ ＋

を必要 とし ない ．そ

こ で EGTA が主 に Ca ＋ ＋

の み をキ レ
ー

ト し，

Mg ＋＋
に は あま り影響を与えな い 事を利用 し て ，

classical 　 pathway を 経 る とい わ れ る モ ル モ
ッ ト

補体 の 羊赤血 球溶血作用を EGTA −Mg ＋＋

が実際

に阻止し得 るか ど うか を 検討 した。図 1 に 示 す

如 く EGTA ・Mg ＋ ＋

の モ ル モ
ッ ト濃度が増加す る

に 従つ て 羊赤血球 の 溶血率は低下 し，
1・5M 以上

で は 完全に 溶血が阻止 された．こ の事実は 溶血反

応 に 際 し て classical 　 pathway に よ る補体活性 系

が EGTA −Mg ＋＋

添加に よ り完全 に 阻止 され る事

を 示 し て い る．次 い で こ の EGTA ・Mg ＋ ＋

添加実

験法を 用い て 精子不動化作用 の 発現 に classical

pathway が関与 して い るか 否か の 検討を 行 つ た ．

　 皿．EGTA ・Mg ＋ ＋

の 精子不動化試験に お ける影

響

N 工工
一E ・ ・ 。 t ・ 。 ・ i 。　 Lib … yS ・ ・ vi 。 ・I
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図 2　 Comparat 二ve 　 results 　 of　 quantitative　 sperm 　 immobilization　 test　in　use 　of

　various 　 concentrations 　 of　EGTA 　and 　 complement ．（LI ．5erum ）

　　 契｝　　　 　　　 磊
　 　 Φ 　　　　　 　　　　　　　　　　

一
；

　 　 ＿、　　　 　　　 　　　 ヨ
　 　 ヨ　　　　 　　　　　　　∋

　　 ヨ　 2　 　　　　　0 　 2
　 　 0 　　　　 　　　　　　　τ

す＝「
N

蟄
8
欧

奪
（
9 り

肝

5xto
−7　5XdO

凶s　5xto
−3　5XfO

一
ゴ

　 mol
　 　 　 EGTA

灯
鋤
→「
o
コ

叶
耳
Φ
「

へ

ω「
町

2x　4×　 8X　 f6×
　 　 G．P、　ser凵m

　 （complement
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　表 1に 示 した 方法 に 従つ て 反応系 に種 々 の濃

度の EGTA を加え ， 高力価精子不 動化抗体保有

患者血清に よる精子不動化作用へ の 影響を検討し

た ．結果は 表 3 に示す如 く ， 用い た EGTA −Mg ＋ ＋

の モ ル 濃度 が 0・003M 以下 の 場合
・
， 対照血清の

運動 率は 全 く変化 しな い の に 比 べ て被検血 清中の

精子運動率は 全て 0 ％を示 し， 精子不動化作用 は

充分発揮され て い た が，0・004M 以上 に な る と被

検血 清 の 精子運動率と対照血清の精子運動率は ほ

ぼ同 じ値を示 し ， 精子不 動化作用は 完全 に 阻止 さ

れ た ．こ の 事は
， 反応系に 0・004M 以上 の EGTA −

Mg ＋ ＋

を加え る事に よつ て精子不動化作用に 必要

な 補体活性 が 阻止 されたた め ， 精子不動化抗体

に よ る精子不 動化作用 も発現 されなか つ た もの と

考え られ る．次に EGTA −Mg ＋ ＋

の 補体活性化阻

止作用を定量的 に 検討す る た め ，定量 的精子不動

化試験 の 反応系に 種 々 の濃度の EGTA ・Mgt ’

を

加 えた 場合 ， 50％精子不動化値 （S15。）が どの よ

うに 変化す る か を調 べ て み た ．また別 な実験系と

し て EGTA −Mg ÷ ＋

添加 に よつ て 補体活性化阻止

を起す代 りに ， 反応系に 加え る補体量を変化 さNr

て ，
SI， 。 が どの よ うに 変化す る か を EGTA −Mg ”

添 加 に よ る SI
，。 の 変化 と 比較検討して み た ．

2 名 の 高力価精子 不動化抗体保有患者血 清 （1・1・

及び T ・T ・血 清）を用 い た場合 ， 反応系 に 加え

図 3 　Comparative　 results 　 of 　quantitative　 sperur

　 immObiliZatiOn　 teSt　 in　 use 　 Of 　 VariOUS 　 COnCnet

　rations 　of　EGTA 　and 　complement （T ．T ．　serum ）
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た EGTA ・Mg “ ’

濃度及び補体量 と50％精子不動

化値 （SI5。） の関係 を 検討 した結果 を図 2 ， 3 で

示 した ．補体 と し て 用 い た 新鮮モ ル モ
ッ ト血清

（225．4C
’H5

。！m1 ）は生理的食塩水で 倍数稀釈 した

もの で ある．図 2 ， 3 に 示 す 如 く2 名 の 高力価

精子不動化抗体保有患者血 清は 共に 反応系 に加 え

た EGTA −Mg ＋ ＋

の モ ル 濃度が増す毎に ， 又反応

系に 加えた モ ル モ
ッ ト血 清の 稀釈倍数が増す毎に

N 工工
一Eleotronlo 　Llbrary 　
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表 4　Analysis　of　complement 　actiVity 　fbr　sperm 　immobilization

DilutedG
，P．　ser  

G4D 　G ．P ．　 scrum

　　　 十 c4
  activat（姐

G．P．　 serum G4D c4

Sperm　mo 眦 y 34％ 28％ 72易 70％ 70％

σ H5 。ノm 旦 51．3 41．0 く 1．0 〈 1．0 ＜ LO

C4D ：G4 　defieient　guinea　pig　serum

C4　 ：Guinea　pig　C4　component

C’Hso：Mayer，s　50％hemolitic　titers

G ・P ・：Guinea　pig

Sls
。 は 低下 し，そ の 変化は EGTA −Mg ＋ ＋

濃度並

び に 補体濃度 に 対 して dose　responsive な変化を

示 した ．

　 皿．C4欠損 （C4D ） モ ル モ
ツ ト血清及び モ ル モ

ヅ ト C4 補体成分使用に よる精子不動化作用に お

け る補体活性経路の 検討

　表 4 に 示す如く，稀釈正 常 モ ル モ ッ ト血 清を用

い た場合， 対照で ある非働化 モ ル モ ッ F血清を用

い た場合 （72
’
％）に 比 し て 精子運動率は 34％ と低

下 し，明 らか に 不動化が起 っ て い るが C4D 血清

ある い は モ ル 毛 ッ ト C4 の み を単独で補体源 と し

て 用 い た場合の精子運動率は ，対照 と して 用 い た

非働化 モ ル モ ッ ト血 清とほぼ同 じ値で ある精子運

動率70％を示 し ， 不動化は 殆ん ど起 つ て い な い 事

がわ か る．と こ ろ が C4D に C4 を添加 し た もの

を補体源 として 用 い る と ， 精子運動率は 28％に 低

下 し，精子不 動化作用が回復 した事は 明らか で あ

る ．又 これ らの実験 に お い て
， 同時に羊赤血球 の

溶血 作用 を C ’H5
。 で調 べ てみ ると ， 非働化 モ ル

モ ヅ ト血 清，C4D 及び C4 の み で は 全 く溶血 を示

さなか つ 牟の に ，
C4D に C4 を添加す る事に よ り

その 溶血 作用は 正常 モ ル モ ッ ト血 清に お ける如 く

復元 され ， そ の傾向は精子不動化作用 と平行関係

を示 した．

　　　　　　　　　考　　察　　　　　　　
亅「

　血 中抗精子抗体の 中で も不妊症発生 と最 も密接

な関係を示す精子不 動化抗体に 関す る研究は 臨床

面で は 原因不明不妊症 の 原因究明に 手が か りを与

え る の み で な く，将来精子免疫に よる避妊を究極

の 目的と した基礎的研究 と し て も主要な研究課題

とな つ て い る．著者 らは精子不動化抗体 の 作用発

現 に は 不可欠な補体に 関す る一連の 実験を 行 い
，

既に ， 精子不動化試験に お ける補体源と して は モ

ル モ
ッ ト血清が最適であ り， か つ

， 50％溶血単位

で 表現 した 場合に 200C’H
、。1ml以上 の 補体価を

有する モ ル モ
ッ ト血清を用い る こ とが反応感度を

良 くする た め の 必要条件で ある こ とを報告 し て き

た
17）
．新鮮 モ ル モ ッ ト血 清を補体用血清 として 用

い る場合の 大ぎな障害因子 と して ，
ヒ ト精子に 対

し て の 毒性 （精子不動化作用）を示す血清が 高頻

度に 存在す る為，使用前に ヒ ト精子 に 対す る毒性

試験を行 う必要 の ある こ と ， 並びに こ の 毒性物質

の 検討に つ い て も既 に 報告 し た
e）。今回，著者 ら

は精子不動化試験に 必要 な補体 の活性経路に つ い

て 検討し た 結果に つ い て報告 した．補体活性経路

tlこ は 抗原抗 体複合物，
プ ラ ス ミ シ等 の 作用で CI

が活性化 され ， 以下 ， 順次 C4
，
　 C2

，
　C3

，
　C5

，
　C6 ，

C7
，
　C8

，
　C9 』

の 反応が起 る classical 　 pathway と

Pillemer　et　aL24 ）
に よつ て 報告 され，近年，著 し

い 発展を遂げて い る alternate 　pathway
・
の 2 つ の

経路 が ある，alterntite 　 pathway は コ ブ ラ毒
22 ，
，

1・ip・ P・ 1ysaccharideg＞
， 免疫 プ ロ グ リ ン

23）
等 に よ つ

て活性化 され ，
Cl

，
　 C4

，
　C2 の 関与な し に C3〜C9

ま で 0補体成分 を 活性化 す る 経路で ある ．clas −

sical 　 pathway におけ る補体活性化に は ， 9 つ の

補 体成分す べ て と　Mg ＋ “

，
　Ca ＋ ＋

が必要不 可欠 で

あ り， alternate 　 pathway は C1
，
　C2

，
　C4 は 不必

要で
，

か つ Mgt ＋

の み で Ca ＋ ＋

は 必要 で は な い

と報告 さ れ て い る
25）．又 ， 従来 よ り，classical

pathway に よつ て補体が活性化 される と考え られ

て い る羊赤血 球の 溶血 反応 に お い て は C4 欠損 モ

ル モ ッ ト血 清を補体 と して 用 い た場合及 び EGTA

　　　 ，　　　　　　　　 i
N 工工

一Eledtronio 　Library 　Servioet
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の存在下に お い て 溶血 が阻害され る と報告 され て

い る
6 ）19 ）　20 ）．又 EGTA は 主 va　Ca ’ ＋

めみ を キ レ ー

ト し，Mg ’ “

に はあ ま り影響を与えない とい わ れ

て い る
4）．

’
以上 の 諸家 の 報告 よりみ て 明 らかな事

は C4 欠損 モ ル モ ヅト血 清を用 い た 場合 に は cla −

ssical 　Pathway の 補体活性化け起 らず，　 alternate

pathway に よる補体活性化 の み可能で あ り， 又同

様 に 正 常新鮮モ ル モ ッ ト血清中 に EGTA が存在

する 場合に も classical 　pathway に おけ る 補体活

性化 は 阻害 され る が ，
aユternate 　pathway に よ る

補体活性化は 可能 と考え られ る．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ユ

　 本論文 に お い て 著者 らは 精子不動化抗体に よ

る補体活性経路 を C4 欠損 モ ル モ
ッ ト血清及 び

EGTA を用 い て検討 した ．定量的精子不動化試験

に お い て は反応系に 存在す る EGTA の濃度が増

加す る に従 つ て 精子不動化抗 体 の 定量値 （SI， e）

が低下 し，患者 1・1・serum
，　T ；T ・l　seru 皿 は共に

5 × ioτ1
モ ル濃度 に お い て 全 く精子不動化作用が

阻止 さ れ た ． こ の 実験結果は
，
・精子不動化作用 の

作用発税に は 鮪
＋ ＋

が必琴で あ り・M9 ＋ ＋

の みの

存在下 で は 精子不動化作用 は発現しな い 事を示 し

て い る．他方 ，
C4 欠損 モ ル モ

ッ ト血 清を補体 と

して用 い て検討 し た結果 は 表 4 に 示 す 如 くで あ

り，
C4 欠損 モ ル モ

ッ ト血清 を 補体とし て 用 い た

場合 に は 精子不動化作用 が 発現せ ず ，
C4 欠損 モ

ル モ ッ ト血清に モ ル モ
ッ ト C4 を加えて 初め て 精

、子不動化作用が再び発現 して 来る事が判明 した ．

以上 の事 よ り精子不動化抗体に よ る補体 の 活性化

に は C4 補体成分及び Ca ＋ ＋

が必要不可欠で あ り，

こ の 事 は 精子不 動化抗体 に よ る 補体活性経路は

classical 　pathway で あ り，　 alternate 　 pathway は

関与 して い な い と考えられ る． しか し，
こ れ は血

中精子不 動化抗体に 関し て で あ り，性器管内に 存

・在す る精子不 動化因子 に お ける補体活性経路に つ

い て は 今後の 検討が必要で ある ．

　 本 研 究 に 用 い た C4 欠損 モ ル モ
ッ ト 血清 を 提供 し て

い た だ ぎ，又 い ろ い ろ 御 指 導 を い た だ い た 大 阪 大 学 医学

部 細 菌 学 教 室井 上 公 蔵助教授 に 深 謝 す る と 共 に ，本 研 究

に つ い て 助 言 を い た だ い た 大 阪 府 立 成人病 セ ン タ
ー
綱
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