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概要 　透明帯除去・・ム ス タ
ー卵 と ヒ ト精子 と の 受精現象は 1976年 Yanagimachi 　 et　 aL に よ つ て 発見さ

れ， ヒ ト精子 の 受精能を ス ク リー
＝ ソ グ す る た め に 臨床的 に も利用 され て い る．透 明帯を除去す る に は

一
般 に trypsin に よ る 処理 が行 わ れ るが，他 の 蛋 白分解酵索や S−S 還元剤 で も溶解 除去 は 可能 で あ る，著

者 ら は 種 々 の 溶 解薬剤を用 い て 種 々 の 透 明帯除去 ハ ム ス タ
ー

卵 を作 製 し， ヒ ト精子 に よ る 受精 率 を

trypsin処理 の 場合 と比較検討 し た ，

　透 明帯溶解薬剤 として O、1％ trypsin，　G．05％ pronase ， 0．1％ α
一chymotrypsin ， 3001U／inl　Dispase（蛋

白分解酵素），
0．05M 　mercaptoethanol

，
0．025M 　dithiothreitol（DTT ）（S −S 還元剤）を用い た．処理

時間 は 3分 と20分 で あ る．

　1） 3 分間 処理 し て 得 ら れ た 透 明 帯除去 ハ ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精子 受精 率 は 以 下 の 順 で あ つ た ；

trypsin処 理 卵76．4％，　mercaptoethanol 処 理卵 75．6％，α
・chymotrypsin 処 理 卵64．7％

，
　pronase処 理 卵

63％，Dispase処理卵 61％，　 DTT 処理卵25．9％、

　2） 20分間処理 の 場合 ：mercaptoethanol 処理卵83％，　 trypsin 処 理 卵75．5％，　 Dispase処 理卵63％，

prOnaSe処理卵54％，α
一ChymOtrypSin 処理卵51％，　DTT 処理 卵13％。

　3） 3分間処 理 と 20分閭処 理 の 場合を各 々 で 比較する と，受精率 に は 両者間 で 大 きな差 は み られな か つ

た．

　以上 よ り， ヒ ト精子 と透 明帯除去 ハ ム ス タ
ー

卵 との in　 vitro 受精実験 に は trypsin もしくは mercap −

toethanol 処 理 に よ る透 明帯除去 ・ ・ム ス タ
ー
卵 を用 い る べ ぎ と思 わ れた ．

Synopsis　王n　1976，　Yanagilnachi　et　al．　 suggested 　that　human 　sperm 　were 　capable 　of 　penetrating　zona ・free
hamster 　eggs ．　 Slnce　that　time，　this　ln　vitro 　penetration　assay 　has　been　used 　to　analyze 　human 　spermat ・

ozoa 互fertilizing　ability ．

　In　the　present　study ，　effects 　of 　protainases　and 　S・S　reducing 　agents 　Lised　for　removal 　of　zona 　pellucida　on
human 　sperm 　penetrati（〕n 　into　 zona ・free　hamster　eggs 　 were 　invest三gated ． 0，1％ trypsin，　 G．05％ pronase，
0，1％ α

一chymotrypsin 　and 　 3001U ／ml 　 Dispase　 were 　 protainases　 used 　 for　this　 experiment ，　 and 　 O．05　 M
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一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

223〔｝ 透 明帯 除去ハム X タ ー卵 へ の ヒ ト精 了
．
受精 H 産婦誌34巻 12号

Inercaptoethanol 　 and  ，025　M 　 dithiothreito1（DTT ）were 　S−S　 reducing 　 agents ．

　 Results　 Dbtalned 　 were 　 as 　 follows ；

　1） When 　hamster 　eggs 　were 　treated　f（｝r　3　mlnutes 　by　these 　agellts ，　percentages　of 　cggs 　penetrated　were

76，4％ （trypsin ｝，75，6％ （mercaptoethanol ），64．7％ （α 一chymotrypsln ），63％ （pronase），61％ （Dispase）and 　25，9％

（DTT ）．

　2｝　When 　halnster　eggs 　were 　treated 　for　20　minutes ，　the　figures　were 　83％　（nlercap ω ethanoi ），75．7％

（trypsin｝，63％ （Dispase）54％ （pronase），5上％ （α
一chymotrypsin ）and ユ3％ （DTT ）．

　3）　There　was 　no 　difference　between　human 　sperln 　penetration 　rates 　illto　zona −free　hamster 　eggs 　treated

for　3　 minutes 　 and 　those　treated　for　20　 minutes ．

　These　results　suggest 　tha 亡 trypsin 　and 　mercaptoethanol 　 were 　 very 　 useful 　agents 　for　removing 　 zona

pellucida 　 of 　hamster　eggs 　in　this　in　vitro 　fertlization　system

Key 　words ： Zona 　pellucida
・Sperm ・Fer乞i］ization・Zona・frec　hams 仁er 　egg

　　　　　　　　　緒　 　言

　1976年 Yanagimachi 　et　aL12 ）は透 明帯を除去 し

た ハ ム ス タ
ー卵 に先体反応 を完了 し た 異種 の 哺乳

類 の 精子が in　vitro で 受精で ぎる こ とを発見 し て

報告 し た 。こ の 現象は ヒ トの 精子 で もお こ り得 る。

し か も受精能 の な い 精子で は受精がお こ らな い と

こ ろ か ら男性不妊症 の ス ク リ
・一

ニ ソ グ検査 と し て

注 目を集め て お り，最近臨床的 な検討成績が相次

い で 発表 され て い る
2）3）6）8｝10 ）「1｝13）

。

　Yanagimachi原法 で は ・ ・ ム ス タ ー卵 の 透 明帯

は trypsin処 理 に よ り溶解除去 され るが
，

こ の 弱

酸性の 糖蛋白か らな る透 明帯は 他 の 蛋 白分解酵素

や薬剤に よつ て も溶かす こ とが可 能で ある．今回

わ れわ れ は
， trypsin以外 に 3 種 の 蛋 白分解酵素 と

2 種 の S・S 還元 剤を 用 い て ハ ム ス タ ー卵透 明帯

を溶解 させ
，

こ の よ うに し て 作製 し た 透明帯除去

卵 へ の ヒ ト精子受精性 を trypsin処理 の 場合 と比

較 し ，
こ の in　vitro 異種 間受精実験系を行 う際に

どの 薬剤が最 も優れた透 明帯溶解剤 とな り得 るか

を検討 した．

　　　　　　　　　研究方法

　 1。実験方法の 概略

　蛋 白分解 酵素 あ る い は S−S 還 元 剤処 理に よ り

透明帯を除去 された ハ ム ス タ
ー
卵と ヒ ト精子 と の

in　vitro 受精実験を行 い ，受精 率を調 べ て trypsin

処理 卵 と比 較した ．

　実験法 の 概 略は 図 1 に 示 し て ある ．

　 2．培養液

　受精実験 の 培 養液 と し て は modi 艶 d　 Krebs

Ringer液を用い ，表 ／に そ の組成 を示 した 。以 後

文 中 で は こ の 培 養 液 ig　modlfied 　 Biggers，

Whitten　and 　Whittingham‘）Va （mBWW 液） と

呼 ぶ ，

　3。透 明帯除去 ハ ム ス タ ー卵 の 作製

　体 重90〜150g の 成 熟 メ ス ゴ
ー

ル デ ソ ハ ム ス

タ
ー

を用 い た 。発情周期の 第 1 日 巨（post　estrous

discharge の 認 め られ た 日） の 午 前 中 に PMS

（pregnant　mare
〆
s　serum ）30iu，第 3 日 目に HCG

（human 　chorionic 　gonadtropin）30iuを 腹腔中 ま

た は 皮下 に 注 入 し て 過排卵 を誘導 し ， HCG 注射

17時間後に 開腹 し て 卵管中よ り採卵 した ．

　 と り出 し た 卵 を 0．1％ 　hyaluronidaseを含 む

mBWW 液 で 15分 間処理 し て 卵丘 細 胞 を 除 去 し

た 。mBWW 液で 2回洗浄後，後述す る各透 明帯

溶解 剤 を含 む mBWW 液 で 3 分問 ある い は 20分

表 1　 受精実験 に 用 い た培養液（mBWW 液）の 組成

9／i　 i
　　　　　　1

　　　 mMI

NaCi 4．910　 、84．00

KCl 0．356 哩．78
CaC］2 O．189 1．7工

KH2PO4 0．162 1．19
MgSO4 ・7H20 0294 王．19
NaHCQ3 3．00035 ．71
Na・pyruvate 0．028  ．25
Na −1actate 2，4ユ621 、58a　　 l
Glucose 1．00  5．56　 1
HUInan 　 serum 　 aibumi 工三

b35 ．000
AIユtibiQtiしs　stock 　SQln ．・・ LOm1

D10smol 308　　　 1

・・DL ・lactic　acid ，　Na ・salt （Sigma　Chem ．，　St．Louis ，
　MO ｝；60％ syrup ，3．68ml．
hPuri

丘ed 　human 　serum 　 album 霊r1，　Norite−treated，

　（Sigma　Chema，，St，LQuis，　MO ）

ぐ100，0ee　iuf’ml 　K −penicillin　G　and 　50mg ／mlstrept ⊂｝・

　 mycin 　 sulfate 　in　distilled　 water ，　 stored 　frozen

　 until　 use ，
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図 1　実験法の 概略
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2231

間処 理 して （室温）透明帯 を完全 に溶解除去 した ．

　そ の 卵を 新鮮 な mBWW 液で 3 回 洗浄 し て 実

験に供 した．

　4。透明 帯溶解に 用 い られ た蛋 白分解酵素 お よ

び S−S 還元 剤 の 種類 と濃度

　 ハ ム ス タ ー卵 の 透 開 帯 を溶 解除去 す る た め に

0．1％　　trypsin，　0．05％　　pronase ，　 0．1％　　α
一

chymotrypsin
，

300iu／ml 　 Dispase，0．5M 　 mer −

captoethanol お よ び 0．025M 　dithiothreitol

（DTT ）を用 い た e今回用 い た こ れ ら蛋白分解酵素

や S−S 還 元剤 は 全 て ハ ム ス タ ー卵透 明帯 を 溶解

させ 得 る こ とが 予備実験で 確認 されて お り， 濃度

設定に あた つ て は約 1 分間 で 完全 に 溶解 させ 得る

最小濃度 と した ．

　5。精液か ら の 精子 の 分離（精液静置法）D

　概略を 図 2に 示 した ．

　精液は 健康男子 よ り用手法に て 得られ た ．20分

間室温 に 置 くこ と に よ り十 分液化 され た 精液 を

0．5ml ず つ 2．Om 玉の mBWW 液 が 入れ られた 小

試験管底に 静か に 分注する ．

　精液 ・培養液境界面が大 き くな る よ うに 試験管

月
2ml　 culture
　 medium

図 2 　精 液 静 置 法

瞳 騨
O．5mlsemen

園
を 30噸 け，試験管 口 を パ ラ フ ィ ル ム で シ

ー
ル し て

37℃ に 1時 聞静置す る．

　 こ の 間 に 運動性 良好精子 は精液 中か ら培養液 中

に浮遊し て 来る．管底に 残 つ た精漿を捨 て ，残 つ

た mBWW 液を 集 め て 230　Xg 　5 分間遠心す る。

上清を捨て ， 新 し い mBWW 液を 10m1加 えて 撹

拌 し，再度遠心 し て 上清を捨て sperm 　pelletを作

製す る。それ に 少量 の mBwW 液を加えて 高濃度

ヒ ト精子浮遊液 に す る ．

　6，in　vitro 受精実験 お よび受精の 判定

　3．5％ ヒ ト ∫血清 ア ル ブ ミ ン （HSA ）を 含 む

mBWW 液 0．3ml を 3．5crrrt× 1．Ocm の Petri　dish

内 に 入 れ ， そ の 上 を ミ ネ ラ ル オ イ ル で お お う。

N 工工
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　培養液内に ， 種 h・の 蛋 白分解酵素や薬剤で 処理

された 透 明帯 除去 ハ ム ス タ
ー卵 とO．03ml の 高濃

度 ヒ ト精子浮遊液 を入れ，37℃大気中で 4 時間培

養す る ，最終精 子濃度は 1 〜 2 × 107／ml に な る よ

うに 調節 し た ．

　培養後 ， 卵を と り出し受精の 有無 を位相 差顕微

鏡下 に観察 し た b 受精 の 判定は 卵内に 1個 以上 の

膨化精 子頭部 もし くは 雄性前核 が認め られた 揚合

に
ヒ

受 精
”

と した．写真 1 は卵 実質内に 多数 の 膨化

精子頭部 を認め ，受精 と判定 された透 明帯除去 ハ

ム ス タ
ー
卵で あ る。

　　　　　　　　　研究成績

　表 2 は 各種 蛋 白分解酵素 や S−S 還元 剤 で 3 分

間処理 する こ と に よ り透 明帯を除去 され た ハ ム ス

タ ー卵へ の ヒ ト精子受精率お よび平均受精精子数

を示 した も の で ある．受精率 ・平均受精精子数と

も trypsin処 理 卵 ・mercaptoethanol 処 理 卵 ・
α
・

chymotrypsin 処理 卵 ・
　pronase 処理卵 。Dispase

処理卵 ・DTT 処理 卵の 順 で あつ た ．　 DTT 処理卵

の が有意 に低 下 して い た ．

　表 3 は 比較 的長時聞 の 処理 に よ る受精へ の 影響

を観察す る た め に 20分間処理 を受けた ハ ム ス タ ー

写真 1　 ヒ ト精 子の 受 精 が 認 め られ た 透 明 帯 除 去ハム

　 ス タ ー
卵

× 20〔｝

卵 の 受精率 ・平均受精精子数をみ た もの で あ る ts

両者 と も rnercaptoethano1 処理卵 ・
　trypsin処理

卵 。Dispase 処 理 卵 ・pronase 処 理 卵 ・
α
一

chymotrypsin 処 理卵 ・DTT 処理 卵 の 順 で あ つ

た。 3分間処理卵 の 場合 と同様 DTT 処理 卵 に 受

衷 2　 蛋白分解酵素 ・S・S 還 元 剤処 理 ハ ム ス タ ー卵 へ の

　 ヒ ト精 子受精 （3 分 間 処 理 ）

「
』

箋轡 轡 i実験 回 数 ｝実
鵜磁

れ
刺

L
　 受精卵 数 〔％）
1

Trypsin 9 157 E　 120（76，4）
9

Pronase 4
　　　　　「
63 40〔63　）

α
一chymotrypsin 4 1〔〕2 66〔64，7）

D ［spase 4 94 57〔6ユ　 ）

MercaptoethanD1 6 135 102（75，6）
Dithめ threitol 7 116 30（25．9）寧

受精精 予 ／卵

2 ．411

，43
／．611
．162
．380

．34

＊

　P＜ 0．OOI

表 3　蛋 白分解酵素 ・S−S 還元 剤処 理 ハ ム ス タ ー
卵 へ の

　 ヒ ト精 子受 精 （20分 聞処 理 ）
一

蛋 白分解酵素
S・S 還 元 剤

実験 回 数
実験 に 用 い られ た

　 　 卵総数

1一广

受精 卵数 （％ ） 受精精 子 ／卵

Trypsirl 7 1D7 8工（75，7）￥ 1．59
Pronase 4 52 28（54　 ） 0．98
α
・chymotryPS 呈n 3 4⊥ 21（51　 ） 0．93

Dispase 3 38 24（63　） L29

Mercaptoethanol 4 52 43（83　） 2 ．23
D 三出 iothreitol 3 54　　 i7 （13　 ）

半
〔1．15

＊

P ＜ e．OG1
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表 4　 2 種類の 薬剤で 処 理 し た ハム ス タ ー卵へ の ヒ ト精 子受精

蛋 白分解 酵素
S−S還 元剤

実験回 数
実験 に 用 い られ た

　　 卵総数
受精卵 数 （％） 受精精 子／卵

Trypsin
　＋ D1thiothreitol

Mercaptoethanol
　＋ Dithiothreitoi

Trypsin

　÷ Mercaptoethano1

443 η 　 　　 　 　　 　 3（4）

74　　 　　 　 　 18（24）

44　 　　 　　 　 34（77）
‘

0．060

．42

2．11

精率 ・平均受精精子数 の 著明な減少 が認め られ た．

　短時間 （3分間）処理 の 場合 と比較的長時間 （20

分間）処理 の場合 を比較す る と，Dispaseと mer −

captoethanol 以外 は 長 時間 処理卵 の 受精率が 低

下 し て い た が大差 は 認め られ な か つ た．

　表 4 は 2種類の 透 明帯溶解剤で 3分間ずつ 処理

し た 場合の 成 績で ある が ， や は り DTT の 処理 を

受けた卵 へ の 受精率は低下 して い た 。

　　　　　　　　　考　 　案

　動物 の 受精現象に は 種特異性が存在 し通常 は異

種間受精は 生 じな い が
，
Yanagimachi 　 et　 aL は

trypsin処理 に よ り透 明帯を除去 し た ハ ム ス タ ー

卵に は in　vitro で 異種哺乳類 の 精子 が 受精可 能な

こ とを発見 し た 、現在 ま で ヒ トをは じめ マ ウ ス ・

ラ ッ ト 。モ ル モ
ッ ト 。イ ル カ ・ウ サ ギ ・ブ タ q ウ

シ ・ ヒ ツ ジ の 精子の 受精が確か め られ て い る， こ

の 現象 は 哺乳動物の 受精の メ カ ＝ ズ ム を解 明す る

上 で ，ま た ヒ トの 場合 に は 男性不 妊症 の 原因 を探

る上 で 画期的や 役割を果た す こ とが期待され て い

る．異種間受精 の お こ る理 由とし て は
，

ハ ム ス タ
ー

卵の 透 明帯を除去す る こ とで透明 帯表面 に存在す

る精子付着部 の 種特異性 が取虫 られた た め と考え

られ て い る。 しか し こ の in　vitro 受精 シ ス テ ム に

よ る異 種動物 間 の 受精 率 は 同種間受精 （ハ ム ス

タ ー精子 とハ ム ス タ ー卵）に くらべ る と低 く， ヒ

ト精 子 を trypsin処 理 に よ る 透 明帯 除 去 ハ ム ス

タ ー卵 に 受精 させ る た め に は か な り高 い 精子濃度

が 必要 とされ る
5〕14）。われわ れの こ れ ま で の 実験で

も 106〜107／ml の精子濃度が必 要で あ つ た．

　異種間の 受精が同種間受精程度まで起 こ りや す

くなれば研究上好都合 で あ りさ らに 便利 とな る，

そ こ で 透 明帯を原法の trypsin以外の 薬剤で 溶解

除去 した とぎ受精が 起 こ りやす くな る か 否か を ヒ

ト精子 を用い て 検討 し て み た．透明帯ぱ弱酸 性の

糖蛋 白か らな る厚 い 無構造 の 膜 で ある が，そ の 詳

細 は 不 明で あ り，動物 の 種類に よ つ て も成分は か

な り異な る とい わ れ る ．しか しその 溶解性や植物

性凝 集素 に 対 す る結 合性 か らみ て S−S 結 合が 重

要な役割を担 つ て い る よ うで ある
7）9）。そ こ で 透 明

帯を溶解 させ る薬剤 とし て 種 々 の 蛋 白分解酵素 と

S−S 結合 を 還元 的 に 切 断す る 還元 剤を 用 い て み

た．蛋白分解酵素 とし て は trypsin，　 pronase ，α
．

chymotrypsin
，
　 Dispase を ，

　 S・S 還元剤 と して は

mercaptoethanol と DTT を 使 用 し た．　 Dispase

は 組織培養時 の 細胞剥離 。分散の た め に trypsin

と同様 に使われ る蛋 白分解酵素で ある．い ずれ の

薬剤 も予備実験で ハ ム ス タ
ー卵透 明帯を 十分溶解

させ 得 る こ とが確認 され て い る。各薬剤間 の 溶解

性の 強 さを一定 にす る た め
， 各 々 の 濃度は 透 明帯

の 完全溶解 に 要す る時間が同
一

に な る よ う設定 し

て 実験が行わ れた ．

　実験 の 結果 ， 今回 使用 し た 薬剤の 中で は mer ・

captoethanol の み が trypsin とほ ぼ同様 の ・ ・ム ス

タ
ー卵 の 種 特異性 減弱 効果 を示 した だ け で あつ

た ，こ れ は い ずれ の 薬剤を用 い て 透明帯を 除去し

て も ，
ハ ム ス タ

ー
卵細胞膜に は未だ若干の 種特異

性が残存す る こ とを示 して い る．

　同 じ S・S 還 元 剤 で も mercaptoethanol 処 理 卵

は trypsin処理卵 と同様 の 受精 率を示 した の に 対

し，DTT 処理卵 の 受精率 は 極め て 低値 で あつ た．

図 3ei　mercaptoethanol （1）と DTT （2）の 還元反

応に つ い て 示 し た もの で あ る．（1）の 酸化還元 電位

は シ ス テ ィ ソ と同定度 （
− 0．22V） な の で ジ ス ル

フ 4 ドの還元 に は大過剰の 試薬が必要で ある が，

（2）の 酸化還元 電位 は 一
〇．33V で ，

ジ ス ル フ ィ ド

との 反応で は 環状 の 分子 内 ジ ス ル フ ィ ド （3 ）の

生成が促進 され る の で 小過剰 の 試薬 に よ り蛋 白質

中の シ ス チ ン の 還元が で きる．す なわち反応 の 平
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2234 透 明帯除 去 ハム ス タ
ー
卵 へ の ヒ ト精子 受精 H 産 婦 誌 34巻 12号

・1・
馴

／
R − S− S− R

’

　 　 　 0
　 　 　 1　 【
　 　 　 CH−CH
　 十　 ／　 　 ＼

　 　 　 CH2 　 CH2

（2）　 轟H §H

図 3 　S−S 還 元 反 応

　　 　　　 　　 　 S− CH2− CHzOH
R− SH　十 　R

「− SH 十　l
　 　 　 　 　 　 　 　 S− CH2− CH20H

＼
＿ 嬲 ＿ 蕊 ＿ 岫

CH2fSH CHz 　 　 　 　 　 　 1　 　 1
「　 　　 　 　　 S　 C日2

S− S− R
’
　 　

丶S／

　 （3）

衡 は S−S 結合 の 切 断 の 方 へ 大 き く傾 い て い る の

で ，用 い る DTT の 量 は少な くて す む はず で ある。

DTT 処理 卵 へ の 受精抑制は こ の 還元反応力 の ち

が い に よ る の か も 知 れ な い ．し か し mer ・

captoethanol は DTT の 2 倍 の モ ル 濃度で し か

も比較的長 時間 （20分）作用 させ て も受精率は 良

好で ある こ と ， またあ ら か じめ 他 の 溶解剤で 透 明

帯を 除去 し た あ と に DTT 処理 を 加 k た 場合 に も

受精 が著 明に 抑制 され る こ と か ら，DTT ぱ ・・ム

ス タ
ー
卵細胞膜 に 特異的 に 作用 し て ヒ ト精 子付着

部位 を破壊 し て い る こ と も考 えられ る．

　い ずれ に せ よ
， 透明帯除去 ハ ム ス タ ー卵を用 い

た ヒ ト精子 と の in　vitro 受精実験を 行 うとぎは ，

透明帯溶解剤 と し て DTT は 用 い る べ きで な く。

trypsin も し くは mercaptoethanol を 用 い る の が

良策 で あろ う．処理 時間は短時間で 十 分 と思わ れ

る ．
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