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　受精現象 に 関す る研 究 は近年急速な進歩を み て い る

が，そ の 詳細 な メ カ ニ ズ ム に つ い て は 未だ不 明な点が

数多 く残され て い る．

　受精 ・初期発生 に 至 る諸過程 に は各 々 に 必 要 な環境

条件が存在し，さ らに それ らの 条件 は 動物 の 種 別 に よ

り全 く異 なつ て い る と言 つ て も過 言 で な く， ヒ トで は

ほ と ん ど解明 さ れて い ない ．

　本研究 で は 受精 か ら初期発生 の
一連 の 過程か ら，精

子 の 受精能獲得 ・先体反応 ・精子の 運動性変化 ・透 明

帯認識 と接着 ・透明帯貫通 ・精子
一卵融合 ・受精卵 の

初期発生経過を と りあげ， 種 々 の 環境要 因が それぞれ

の 過程に 与 え る 影響 を検討 し， ヒ トの 受精 と初期発生

に お ける最適環境条件と そ の メ カ ＝ ズ ム を解明す る こ

とを 目的 とした．

　　　 　　　　　　　研 究方 法

　 ヒ ト精子 の 受精能獲得 ・先体反応お よ び精子
一卵融

合 の 研究 は，代用 ヒ ト卵 と し て 透 明帯除去 ハ ム ス タ
ー

卵 を用 い た in　vitro 受精実験法で，透明帯認識 ・接着

な ら び に 透明帯通過 の 検討 は 塩溶液 内保存 ヒ ト卵透 明

帯を便用 した in　vitro 接着 ・貫通実験法で 行つ た．

　 な お ヒ ト受精卵 の 初期発生経過 は 1983年 に 東北大 学

医学部付属病院産婦人科 で 施行 さ れ た体外受精 ・胚 移

植の 臨床成績を集計し て考察 し た ．

　各 々 の 研究方法 に つ い て 以下 に 記 す．

　 1．透閥帯除去 ハ ム ス タ
ー
卵 を用 い た in　vitro 受精

実験法

　  実験方法の概略

図 1　透 明 帯 除 去 ハ ム ス タ ー卵 を 用 い た ヒ ト精 子 in

　vitro 侵 入 テ ス ト法

ゴ ール デン ハム ス ター
過 排 卵処理 （PMS

−HeG ）

　　 ↓
　 卵 採 取 〔卵 管 ）

　　 ↓
卵丘 細胞分散

　　↓
　 　 　 （0，1％ hyalurnnidase15bb描1）
　 　 　 3 囲洗浄

　 透明 帯溶解

　 　　〔O．1％
’
t・yp ・ in　 3 分 間）

　　↓・瞞 争

　 透明帯 除去 ハム ス タ
ー

卵 子

精　液

　1
　 　 （用手 法 に よ る｝

　 　 液化

　 　 　 精 液静置 法

院 　　浄　〔遠‘らL 法 23095 分 階12 回）

濃度 調節

　↓
（前培養 ：preincubation ）

旨 、 ん⊃
  Q 鯔

　 　 　 　 　 　 　 　 　 プラス チ・ソ ク 製ベ トリ皿

鴨
　 　 　 　 　 　 　 　 　 ミ ネラ ル ォ ィノレ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 培養蔽D．3ml
　 　 　 　 　 　 　 　 　 徹 終 精子濃 度 ： 5’−10 × 1碑 mD

　 　 　 　 　 　 ±音猫　〔3
− 70寺間）

　 　 　 　 　 　 37℃ in　Air （or 　5％ CO ！…n　Air ）

　 　 　 　 　 検 鏡

　透 明帯除去 ハ ム ス タ ー卵 と ヒ ト精子 との in　vitro 受

精実験 を行 い
， 培養条件を変 えて 受 精に 与え る 影響を

調 ぺ た，図 1 に そ の 概略を示 した ．

　  培養液

　研 究 に 用 い た 基本 と な る培養液 eUt　modified 　Big・

gers，
　Whitten　and 　Whittingham6）液 （mBWW 液） で

あ る．そ の 組成はge　1 に示し た ．

　  透明帯除去 ハ ム ス タ ー卵の 作製

　体重90〜150g の 成熱 メ ス ゴ ー
ル デ ン ハ ム ス タ

ー
を
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表 1　研 究 に 用 い た 基 本 培養液 の 組成

modified 　B三ggers，　Whittell　and 　Whittingham液
（mBWW ）

シ ン ポ ジ ウ ム

1 9〆1 mM

NaCl 4 、910 84．00
KCl 0．356 4 ，78
CaC12 0，189 1．71
KH2PO4 0，162 1．19

巣卵

i
⊥
。

日産婦誌36巻 9号

図 2　透 明帯へ の 精 子 接着 。
貫通 テ ス ト法

張熟卵胞 卵採取

1n　 Vltro 成黙培養

精 瓶

（用 予法 に よる ）

液化

精液静 置法

↓
48時間

MgSOc7H20
Nal ’ICO3Na

．pyruvate
Na．lactaしe

Glucose
正｛uman 　serurn 　 albulninb

Antibiotics　stock 　soln ．c

0，2943
．OOOO
．02S2
．4161

．00035
，0001
，Dml

ユ．1935
．7王

0．2521
．58a5
．56

mOsmoI 308

HDL ・1actic　acid ，　Na −salt （Sigma　Chem ．，　St．　Louis，　MO ）；

60％ syrup ，3．68rn［．

ト，1’
urified 　human 　serum 　albumin ，　Norite一しreated ，（Sigma

Chem ．，　St．　Louis，　Mo ）

｛ 100，000iu〆ml 　K・penicillin　G　arld 　50mg ／ml 　streptQmycin

sulfate …n　distilled　water ，　stored 　frozen　until　use ．

用 い た．発情周期 の 第 1 日 目 （postestrous　discharge

の 認 め られ た 日） に PMS （pregrlant　mare
’
s　serum ）

301U，第 3 日 目 に HCG 　（human 　 chorionic

gonadotropin）301U を腹腔中に注入 し て過排卵させ ，

HCG 注射後ユ7時間に開腹 し て 卵管中よ り未受 精卵 を

採取 し た。そ の 卵を0，1％hyaluronidaseを含む培養液

で 15分間処理 し て 卵丘 細胞を除去 した ．培養液 で 2 回

洗浄後，0．1％trypsinを 含 む 培養液に て 3 分間 の 処 理

を行つ て透明帯を完全 に 除去 し た．最後 に 新 鮮な培養

液で 3 回洗浄 し て 実験 に 供 し た。

　  精子 の 準備

　精液は健康成人男子 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 させ た精液 を0．5ml

ずつ ，培養液 が 2．Om1 入れ られ た小試験管底 に 静か に

分注す る．精液一
培養液境界面 が 大 き くな る よ うに 試

験管を 30
°
傾 け，試験管 口 をパ ラ フ ィ ル ム で シ ー

ル し て

37℃ に 1 時間静置す る ．

　 こ の 間 に ， 運動良好精子は精液中か ら培養液中に 浮

遊し て くる
2）．管底に 残つ た 精漿を捨 て ，残 つ た 培養液

を集め て 230×g5 分間遠心す る．上清を捨て，培養液

を加え て 再度遠心洗浄 し高濃度精子浮遊液に す る．

　  in　vitro 受精 実験な らび に 精子侵入 の 判定．

　培養液 （3．5％ ヒ ト血清ア ル ブ ミ ン を 含む ）0．3m1 を

3．5 × 1．Ocm の Petri　 Dish内 に 入 れ ， そ の 上 を ミ ネ ラ

高濃度 塩溶液 内に て保存

↓・・以 上 洗 浄

糶

蕊 。〆
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ブラス チ ッ フ 製ぺ トリ皿

鴇
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ミネラ ル オィ ル

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 培羇液 O．3m2
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 〔最終精 子瀘 度 ：1− 5x10E ／m の

　　　　　　　　 培養 〔6 時間〜）
’

　　　　　　　　　 37℃ 　in　Air　（o 「 5％ CO2 　in　Air）

　 　 　 　 　 　 検 鏡

洗　浄 （遠 心法 23095 分 間 2 回）

濃度調 節

　↓
（前培養 ：prerncubati。 n ）

ル オ イ ル で お お う．

　培養液内 に ヒ ト精子高濃度浮遊液 と透 明帯除去 ハ ム

ス タ
ー

卵を入 れ ， 37℃大気 中も し くは 5 ％CO 、大気 中

で
一

定時間培養す る．最終精 子濃度 は 5〜10 × 106／ml

に な る よ う調節す る．

　精子侵入 の 有無は位相差顕微鏡下 に 観 察 し て判定す

る，精子 は 卵 に 侵入後 ， 頭部が膨化 し雄 性前核 を形成

す る が，異種 の すなわ ち ハ ム ス タ
ー

の 雌性前核 と融合

す る こ とは な い ． こ の 意味で こ の 現象を
“

受精
”

と呼ぶ

こ と は 不 適当 で ，以後
“

卵 へ の 精子侵入
”
と表現する．

　2。塩溶液内保存 ヒ ト卵透 明帯を用 い た ， 透明帯へ の

精子接着 ・貫通実験法

　  実験方法 の 概 略

　高濃度塩溶液内に て 保存 された ヒ ト卵透 明帯を洗浄

後 ヒ ト精子を加 え，培養液内に お け る精子 の 透 明帯接

着 。貫通を調べ た。図 2は そ の 概略 で あ る，

　  培養液

　前述 の 実験法 と同様 mBWW 液を用い た．

　  透明帯 の 作製 ・保存法

　概略 を 図 3 に 図 示 し た。

　手術で 得 られ た ヒ ト卵巣 を Dulbecco’s　 phosphate
buffered　saline （PBS ）中で 細切 し

， 実体顕微鏡下 に

未熟 ヒ ト卵を採取す る．3〜5 回 PBS で洗浄後，成熟

用培養液
13）

に 入れ37℃ 5 ％ CO2大気中で 48時間培 養し

て 成熟 させ る．48時間後に 卵 を とり出 し高濃度塩溶液
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　　 図 3　透明帯の 作 製 お よび 保存

卵巣

↓PBS 内。  

　↓PBS 内に て細切

　　廡動 凾
　上　 　 未熟卵胞卵 をさが し出す

3 回洗浄 （PBS ｝

　↓
成熟培養液で培甓

じ奩 ゴ
ミ ネラ

綴 論 、。 液

t37°
C 　5％ 　CO2 　in　A 「r

48時間

高濃度塩溶液内に て保存
ー

ー
ー

ー

ー

II
▼

（0，5M 〔NH4 〕2SO4 十 IMM 冒
C 』十e．1％ Dextran）

　 4℃ で数 ヵ月保存可

培養液に て 5 回以上 洗浄

　↓
保 存 透明 帯

シ ソ ポ ジ ウ ム

（0．5M （NH4 ），SO 、
　＋　IM 　MgCl

，
＋ 0。1％Dextran）中

に 入れ ， 実験 に 供す る ま で 4 ℃ で保存 した ．実験に際

し て は mBWW 液 で 5 回以上洗浄 し て 用 い た．

　高濃度塩溶液 に 入 れ られ る こ と に よ り， 卵実質 は も

ち ろ ん死滅する が，そ の 透明帯 は 精子接着 ・通過性 に

対す る性質を変 え る こ と な く保存可能な こ と が報告さ

れ て い る
13 ）。

　  透明帯接着 ・貫通実験お よ びそ の 判定

　培養液内 に 保存 ヒ ト卵透 明帯 と精子を入れ，37℃ 大

気中で
一定時闇培養する。最終精子濃度 は 1〜5× 106／

ml に な る よ う調節す る ．．

　透明帯貫通 の 判定は，位相差顕微鏡下 に 観察 し て 行

う．囲卵腔内 に 1 匹以上 の 精子 が 認 め られ た と ぎ
“
透 明

帯貫通
”

と判定す る，

　3．精子 の 運動率 。運動速度 の 測定

　培養液中精子 の 運動率 ・運動速度の測定は Ma 雄er9）

の multiple 　exposure 　photography 　method （MEPM ）

に て行つ た ．すなわ ち 1秒間 に 6 回発光で きる装置下

に （位相差）顕微鏡写真を 1秒 の 露出時間 で 撮影す る，

運動精子 は 6個 の 鎖状に ， 不 動精子 は 1匹 の 精子 と し

て 写 し 出 され る の で 正確な運動率 と速度が測定で き

る，な お こ の 測定 に は ， 1検体 に つ き100匹以上 の 精子

を写真上 に 求め て 算出し た ．

　　　　　　　　　　成　　績

　1．精子 の 受精能獲得 ・先体反応
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図 4　 透 明 帯除去 ハ ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精子 侵 入 率の

個 入 差

侵

（％）

100

入　 50

率

 

問時過経の後精媒

0

　受精能を獲得し先体反応を完了 した ヒ ト精子 が透 明

帯除去 ハ ム ス タ
ー

卵 に 侵入可能
12）

　tsこ とを応用 し， ヒ

ト精子 の 受精能獲得 ・先体反応に与える環境条件 の 影

響を検 討した．

　  受精能獲得 お よ び 先体反応 の 個人差

　図 4 は 16名 の健康男性か ら得 られ た 精子 を用 い ，濃

度 を 一
定 に し て 経時的 に 透 明帯除去 ハ ム ス タ

ー
卵 へ の

侵入率を み た もの で ある。侵入率 の 推移に大きな個人

差が存在する．

　Case　A は媒精後，1時問で 20％の 卵に精子侵入が認

め られ，2 時闘 で 90％ ， 3 時間 で 100％ を示す の に 対 し，

Case　B で は 4 時間後で も侵入 せ ず，5時間た つ て は じ

め て 3 ％に 侵入が認 め られ た に す ぎな い ．

　  受精能獲得お よ び先体反応 の 再現僚

　同
一

人 か ら 4 日連続 して 精液を採 ると， 図 5 の よ う

に 精子濃度， 運動率 ， 精液量 と も順 次低 下 し，運動性

の ある精子総数は 4 日目に は 1 日目の 1／5に減 る．し か

し精子濃度を
一

定に して 実験する と pa　6 の ご と く侵入

率 の 推移 は 極 め て よく
一

致す る．同
一

人 の精子で あれ

ば ， 先体反応完了ま で に要する時間は常時一定 と考え

られ る．

　  ヒ ト精子先体反応 に 与え る Ca ＋ ・Mg ＋ の 影響

　Ca＋ が精子先体反応 に 不 可欠 な事は 多 くの 動物で

確認さ れ て い る，そ こで ヒ ・
ト の 場合 に つ い て Ca 什 と，

Ca ＋ 同様 2 価 の 陽 イ オ ソ で あ る Mg ＋ の 先体反応に与

え る効果を検討し た，

　図 7 は Ca 升 ・Mg 朴 の 有無 に よ る 4種類 の mBWW

液 中で の 透朔帯除去 ハ ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精子侵入率

をみ た もの で ある．

　Ca 廾 と Mg 骨 を含むす なわち通常 の mBWW 液中
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属 5　 精液所見の 経 日 的変化

　 　 or −−O 　　 X− X 　 Cト ー−Q 　　▲ →

精 子濃度
｛x …Pgm切

761 ττ 9736

運 動 率

　 1％180
．075 ．357 ．966 ．ア

精 液 量

　 〔m幻
1，61 ．2LOo ．8

XIos 匹

Ioo

50

運

動

精

子

維

数

1H 皿

シ ン ポ ジ ウ ム

侵

日産婦言志36巻 9号

図 7　透 明帯除 去 ハ ム ス タ ー
卵へ の ヒ ト精子侵入 に 与

　え る Ca ＋ ，　Mg 什 の 効 果

（％）

100

80

　 　 60
入

率　40

20

o

　 　 　 　 　 ．／
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図 6　 同
一

人精子 に お け る透 明 帯 除 去 ハ ム ス タ ー卵 へ

　の 侵 入 率の 経 日的変化
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図 8　 透 明 帯除去 ハ ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精
．
子侵 入 に 与

　える Ca 升 。Mg 升 濃度 の 影響

侵

入
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什

’一一
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（control ）で は 媒精後 1時間 か ら侵入が み られ ， 時間 の

経過 と ともに 侵入率が上昇 して 4 時間 で 94．4％を示 し

た 。Ca 卦 の み を 含む （Mg ＋ −free）培 養液 で は 前者 と

同様の 傾向を示 した が，侵入率 は低値 幢 時間で 67％）

で あ つ た．Mg ＋ の み を含む （Ca ＋ −free）培養液 で は

4 時間後で も侵 入 率は わず か 7％ で あ り， Ca　” ＆

Mg 粍 freeの 培養 液 で は 4 時間後で も受精 を認め る こ

とが で きな か つ た ．

　培養液中 の Ca 朴 ・Mg ＋ 濃 度 と 透 明帯除去 ハ ム ス

タ ー卵 へ の ヒ ト精子侵入 率の 関係 に つ い て 示 し た の が

図 8 で あ る．媒精か らの 培養時間は 4 時間で Ca 廾 や

Mg ＋ は各 々 単独 で 含ま れ て い る．　 Ca 什 が 0．40mM で

は じめ て 侵入 が お こ り， 濃度の 上昇 と ともに侵入 率は

一
〇 D．4
。，21 ・° 2・03 ・° 4・05 ・06 ・07 ．0

イオン濃度 （mM ）

上昇 し， 3．42mM すなわ ち通常の mBWW 液に 含まれ

る借量 で 100％を 示 し た ．Mg ＋ は Ca 升 で は侵入 の み ら

れる0．40mM で は 侵入が お こ らず ， 1，19mM か ら認 め

られ，Ca 升 同様濃度 の 上 昇と と も に 侵 入率 も上 る が

Ca ＋ よ りは る か に 低率 で あつ た。

　次 に 同
一

精子を用 い，以下の よ うに 培養条件を変え

て 実験 し た．A は contrel で は じめ か ら卵 と培養する．

B は 精子を 3時間前培養し た あと に卵を加えて培養す

る．C は 3 時間の 精子前培養を Ca ＋ −freeの 状態で 行

う，そ の 成績 に つ い て は 図 9 に 示 し た．前培養の 間 に

先体反応 の 進ん で い る B の 精子 は 加 えられ た 卵 に 急速

に 侵入 しA の 曲線 に 接近 す る。しか し ， C の 精子 は B

は お ろ か A の 侵入 率を もは る か に 凌駕す る。こ れ は

Ca ＋F・freeの 方 が む し ろ 受精能獲得過程 を短縮 させ て

い る 印象を与え る．
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図 9　 透 鸚帯除去 ハ ム ス タ
ー卵へ の ヒ ト精子侵入

　に 与 える Ca 凡 free状態 で の 精子前 培養の 効 果

ABC味
精

培 　養 　mBWW （Cal 卜會〉

一 毬

図11 透明帯除去 ハ ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精子侵入 に 与

　 え る オ レ イ ン 酸の 効 果
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図 12　透 明帯 除去 ハ ム 不 タ ー卵 へ の ヒ ト 精 子 侵 入 に 与

　え る ア ラ キ ドソ 酸 の 効 果
一 一
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（o ｝
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〔diO
’
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図10 透 明帯除去 ハ ム ス タ
ー卵 へ の ヒ ト精子 侵 入 に 与

　 え る ラ イ ソ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リン （LC ）の 効果

〔％）

Ioo

　 　 呂o
侵

（％ ）
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80

侵　60
入

率
　 40

20

　 　 0

アラ／ ドン酸濃度　0

入 　 60

率　 40

20

LC 濃度　　　　　G　　　　5pg／me 　　5Gμg／m ¢　500μg／m2

　  ヒ ト精子先体反応 と ラ イ ソ ホ ス ホ リ ピ ッ ド・脂肪

酸

　精子細胞膜 の リソ 脂質が ホ ス ホ リパ ーゼ に よつ て ラ

イ ソ ホ ス ホ y ピ ッ ド と脂肪酸 に 分解され， こ れで 膜の

不安定化が ひ きお こ され て先体反応が進行す る と考 え

られ て い る
14 ）。そ こ で ， 培養液 に ラ イ ソ ホ ス ホ リ ピ ッ ド

や脂肪酸を加え て 透 明帯除去 ハ ム ス タ
ー
卵へ の 精子侵

入 を み て み た ．図 10は ラ イ ソ ホ ス ホ リ ピ ヅ ドの 1 つ ラ

イ ソ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リン ，図11， 12は 代表 的な脂肪

酸で ある オ レ イ ン 酸 ・ア ラ キ ドン 酸を 加 えた ときの 成

績で ある．各 々 有効に働 く濃度は 異な る が
，

い ずれも

侵入率 を増加 させ 先 体反応を促進 さ せ て い る．オ V イ

5μ琴／m ］ 5・μ9／m15 。亜 コ

ン 酸 に つ い て は 3 種類 の 精子で 別 々 に 検討 し た が
，

control で 侵入 率 Oの もの h：200〜400μ g／ml の 添加 で

100％ に なる．

　  ヒ ト精子先体反溶と p・bromophenacyl 　bromide

（P −BPB ）

　特異的 ホ ス ホ リパ ーゼ 阻害物質で ある P・BPB を培

養液 に 加 えた 場合 の 影響をみ た成績が図 13で ある．透

明帯除去 ン・ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精 子侵 入率 が 抑制 さ

れ，先体反応が阻害され て い る．

　2。 ヒ ト精子の 運動性 の 変化

　培養液中 で の ヒ ト精子 は，最初は蛇行様に鞭毛を動

か し て い る が ， 次 第 に ス ク リ ュ
ー

状 に 動 か す精子が増

加す る の が観察され る ポ そ こ で 精子 の 直進 ス ピ ードを

測定 して み た．図14は そ の 成績で あ る．実験 に 用 い た

精子 は ，4 時間 の 培養で 透 明帯除去 ・ ・ム ス タ ー卵へ の

侵入率が94．4％ を示 した もの で ，こ の 疇点で ほ とん ど

が先体反応を お こ して い た と考え られ る が
， 大 きな速

度 の 変化 は 認 め られ ない ．齧歯類 に 認め られ る よ うな
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図 13　透 明帯除 去 ハ ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精子侵 入 に 与

　え る p・bromophenacyl 　bromide （P−BPB ） の 影 響

　 　 　 　 　 〔％）

　　　　　 100　　 C ・ ntrol

侵
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表 2　精 子
一
透 明帯接 着 に 対 す る 単糖類 の 効果

P−BPB 濃度 mM 　 　 O 0．Ol0 ．1

図 14　培養液内に お け る ヒ ト精 子 運 動 速 度の 変化
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明 らか な運動性 の 亢 進 は ヒ ト に は み られな い と思わ れ

る．

　3． ヒ ト精子 の 透明帯接着 ・貫通

　塩溶液内保存 ヒ ト卵透明帯を用い ，
ヒ ト精子の 透明

帯接着 。通過性 に 与 え る諸条件を検討 した ，高濃度硫

安溶液内に て保存さ れ た透明帯は精子付着 ・通過性 に

対す る 性質が変化 し ない こ と が確認さ れ て い る
13 ），

　  単糖類 の 透 明帯接着に与え る 影響

　培養液に 過剰の 各種単糖類を 入 れ ，ヒ ト精子の 透 明

帯接着 に 及 ぼ す影響を観察 し た．そ の 成績 は 表 2 に 示

した が ， 今回用 い た 14種類で は control と差 がな く影

単　糖 　類
濃度

（mM ）

精 子
一

透 明 帯
按
．
着状態

D−Fructose 10D 十

D．Ga［actose 50100 ．
ト←

十

D −Malmose 100 十

D 、Fucose 1 0 籵

D ．GIUCQsamil1♂ 10 升

D ・Galactosamine＊ lo 升

N−Acetylneuramillic　acid
＊ 10

　1

1←

十

L．Fucose 100501

 

．一ト

幵

H．

Arabinose 100 ト1

D．Glucuronic　 acid 庫 10 十

D・Galacしuron 孟c　aci ♂ 10 十

N ・Acetyl・D・gluc〔，samine
＊

王o 峠

N −Acetyl・D−galactosal皿 ine零 10 升

N ・Acetyl・D−mannosamlne 字
⊥0 1ト

Control（None） 十

＊

高濃 度で は 精子運 動性が低下 す る

表 3 　精子一透 明帯接着 に 対す る 多糖類の 効果

多 　糖　類
濃 　度
（mg 〆ml ）

一
「癌＝ 癲箒

一

　　 接着 状態

Fucoidin 工，5D
，奎 二

Heparin 2．o
　　　 π、「
十

Cholldroitin　sulfate 　A 2，0 廾

Contro1（N （me ） 十
　 　 　　 F

響 は 認 め られ な か つ た．

　  多糖類 の 透明帯接着 に 与え る影響

　 同様 に 3種類 の 多糖類 を別 々 に 加 えた ときの 成績を

表 3 に 示 した ．こ こ で 用 い た 多糖類 は 全 て 硫酸基を有

す る ポ リマ
ーで あ る が，Fucoidinで 著 明に 透 明帯接着

が 抑制 さ れ た ，ヒ ト 精 子 は，そ の 表面 膜蛋 白 で

Fucoidin類似物質を 認識 し て 接着す る こ と が考え ら

れ る．

　  精 子の 前培 養が透 明帯貫通 に 与 え る 影響

　精子を透明帯と と もに 培養する前 に ， 0 〜4 時間前

培養 し た ときの 透明帯貫通 に 与え る 影響 を み た 成績 が

表 4 で ある． こ こ で 用 い た精子で は 3時間以 上の 前培
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表 4　
“
透 明 帯 貫通

”
に 与 え る精子 前培養 （preincuba −

　tion＞の 影響

図15　精子
一

卵融合 に 与 え る K ＋
の 影響

精子 前培養 　　培 　養

時間　　　　　6時間

　 　 媒精　 　 　 　観 察
0時 間 一

透 明帯
貫
．
通率 ％

83（5／6）
50（3／6）

33（2〆6）

0（O！6）

0（0／6）

精 子付着
　 状態

多

多

多

少

緲

精 子存在
　 部位

囲卵腔

囲卵腔

囲卵腔

透 明帯 内

透明帯外側

一 方　法 一

　　　 績子 前 培養　4時間

　 　 　

一
成　績

一

（
洗 浄

2回）靄 懸
ハ

金籥
　　　Con 七roI

　↓
先体反応完 了

　 の 確認

表 5　
“
透 明帯貫通

”
に 与 え る 培 養液 tl’”の 基質 の 効果

一
1 透 明 帯 精イ付着

状態
乳 　 　 　酸

貫 通 率
　 　 ％

十 0 （014） 少

十 50 （2／4） 少

一 25 （1／4） ・少

十   （O〆3） 少

　↓
侵

鑛
無

　　　　 培　　養　　液

グ ル コ ー
ス 　ピ ル ビ ン 酸

　 　 　 　 　 　 十

　 十

　 一Y　 　 　　 　 　 十

　 　 　 　 　 　 十

＋

「

＋

…L
　 →

．
　　 　 　 　 　 十

（c ・・L ⊥

  （0！3） 少

0 （G／3）　 　 少

0 （ 19）　 懸．少
89　（8／9）　　　　多

養 で 透 明帯通過が不可能に な る こ とが 示 され た ．

　  エ ネ ル ギ ー
基質 の 透 明帯貫通に与え る影響

　培養液 に 含ま れ る 3種類 の エ ネ ル ギ
ー
基質す なわ ち

グ ル コ
ー

ス ・ピル ビ ソ 酸 ・乳酸が ヒ ト精子 の 透明帯貫

通 に 与 え る影響 を調べ た ． 3種 の 基質 の 有無 に よ る 8

種類 の mBWW 液 を作製 して 行つ た 実験の 成績が表

5 で あ る e 基質除去 に よ り透 明帯通過性が抑制 され，

と くに グル コ ース が除去 され ると貫通が お こ らな くな

つ た。

　4．精子
一

卵融合

　先体反応完了 ヒ ト精子が卵細胞 と融合す る 際 の 諸条

件に つ ぎ， 透明帯除去 ハ ム ス タ
ー
卵 を 用 い た実験で検

討し た．

　  精子
一

卵融合 に 与え る K ＋
の 効果

　通常 の mBWW 液内で ヒ ト精子を 4時間前 培養 す

る こ とで 精子 の 先体反応完了を確認し た （透明帯除去

ハ ム ス タ ー卵へ の 侵入 が高率 に 認 め られ る こ とで ），次

い で K ＋ −free　mBWW 液で 精子を 2 回洗浄後 ，
　K ＋−free

mBWW 液内 で 透 明帯除 …去ハム ス タ
ー

卵 と 2 時間培養

し，精子侵入 の 有無 を検査 した ．成績 は 図15に 示 した

tl9　control に くらべ 明 らか に 低 い 侵入率で あつ た ．

　  精子
一卵融合に与え る Ca 朴 ・Mg ” の 効果

％

oo

80

侵
　 　 6D

入

幕　
40

20

Contro］ K 十free

　　図 16 精子
一
卵 融 合 に 与 え る Ca 廾 。 Mg 朴 の 影響

一
方　法 一

　　　精子前犠 塒 間 儲）鬻 鑾冷奮苛
　 　 　 　 　 Con ヒrol

　　　

　　　

　　　　　　　　　　　↓　　 ↓
　 　 　 　 　 　 　 　 　 先体反応 完了 　　　　　　侵 入有無

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 の 確 認　 　 　　 　 　 　 検査

一
成　績

一

侵

入

殉

oo

80

60

率 　 40

20

　 o

C 。 nt ・・ l　 C ・
＋”・M9 ＋ f・・e

　  と全 く同様 の 実験を Ca ＋ and 　Mg 杭 freeの 培養

液を 用 い て 施行 し た （図16），control の 侵入率 は leo％

で あ っ たが ， Ca 升 and 　M9 ’” −freeで は 0 ％で あつ た ．

　表 6 は Ca ＋ ・freeお よ び K ±・freeの 培 養液 で の 精子

の 透明帯除玄 ハ ム ス タ
ー
卵 へ の接着の 程度を表 した も
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の で あ る。平均接着精子数は Ca 骨 一freeの 場合は con −

trol と差がな い が，　K ＋ ・freeで は そ の 数 が 少な く， 精子

一
卵融合 に 与 える 影響 は 同様で ある が，そ の 機序 に 両

者間の 差異がある こ とが推察 され る ．

　5．受精卵の 初期発生

　不 妊症治療の一一一環 と し て 行 わ れ た 体外受精 ・胚移植

in　vitro 　fertilization　and 　embryo 　transfer　IVF ・ET の

臨床データ か ら体外受精お よ び 受精卵培養 に よ る 初期

発生経過 の 成績を ま と め た．

　採卵直後 の 卵の 状態か ら，卵 の 成熟度 を良好 な方 か

ら 1〜V に 分類 し
s ），1983年 に 東北 大学 医学部付属病院

産婦人科 で 施行 された の べ 81例 の 症例 か ら得られ た卵

の 胚移植時の 初期発生状態を裹 7 に ま とめ た．東北大

の プ 卩 プ ラ ム 4）に 基 づ く胚移植の 時期 ， すなわ ち媒精

か ら約52時間後で は 2 〜8 細胞期 に な る の が 順調 な経

表 6　透 明帯除去 ハ ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精子の

　接着 に与 え る Ca’1
とK ＋

の 影響

精　子 　接　着　状 　態
培　養 　液

接 着精 子数／卵 子数 平 均接湾帋 r数

Ca柴 一free 3D1／40 7．53

K ＋−free 126／62 2．03

iC 。 ntrd 734／80 9，18

過 と考 えられ るが
， そ の 割合 は 55．8％ で あつ た．成熟

度良好 の 卵 （Grade　I〜ID の み で 集計す る と そ の 割合

は 63％を示 し て い る．

　　　　　　　　　　 考　　案

　透明帯除去ハム ス タ
ー

卵 に モ ル モ ッ ｝精子が侵入 可

能 で あ る こ とは 1972年 に Yanagimachiに よ つ て 報告

さ れ て い る
ID）．そ の 後多数の 異種哺乳動物精子で も同

様 の 現象が確認 さ れ，1976年 に は ヒ ト精子 で も侵入可

能 な こ とが 証明 され て い る
12）．い ずれ の 精子 も透明帯

除去 ハ ム ス タ
ー
卵に侵入する た め に は受精能獲得現象

と先体反応 を 完 了し て い なけれ ぽ な ら な い ．そ こ で こ

の 現象を実験に応用 し て ヒ ト精子 の 侵入 を確認 すれ

ば，先体反応完了 の 有無 が間接的に検索で き る こ と に

な る。しか もそ の 侵入過程を電子顕微鏡を用 い て 観察

し て み る と
5｝

， 同種 間受精 と 同様 の 機序で 進 行 し て お

り ，
こ の 方法が信頼性 の 高 い もの で あ る こ とも認 め ら

れ て い る．また ， 高濃度硫安溶液内で 保存 さ れた ヒ ト

卵透明帯は そ の 牲質 を殆 ど変え る こ とな く保存さ れ得

る こ とが 知 られ て い る
13）．

　わ れ わ れ は，入 手困難 な新鮮 ヒ ト卵の 代用 と し て こ

の 透 明帯除去 ハ ム ス タ ー卵 と保存 ヒ ト卵透明帯を用 い

た in　vitro で の 実験を行 い
，

ヒ ト受精 の
一

連の 経過 に

つ い て 種 々 の検討を加 えて み た 。

　  ヒ ト精子 の 受精能獲得 に つ い て

表 7　卵 子 の 受精
・
初期発生 状態

Grade
　 工 II m wl

　 　 　　 　 l
　 　 V 合 　計

自然 LH サ ージ

後排卵

　受精せ ず

　　　 　変性

　　　 　分割せ ず

受精　 　 2細胞 期

　　　〜4細胞期

　　　〜8細 胞 期

　 　 4

　 　 8

　 　 3

　 　 7117i

　 5

333

4

132

2

3 1112158

η
23 ！50％

5、

HCG 独射後

排卵

　受精 せ ず

　　　 　変性

　　　　分割せ ず

受精　 　 2 細 胞 期

　　　〜4 細胞期

　　　〜8 細胞期

25884

11

3

1

1 2

耄

躯

合 　計

　受精せ ず

　　　　変 性

　　　　分 割せ ず

受精 　 　 2細 胞 期

　　　〜4 細胞 期
　 　 I

　　 L〜8細胞 期

4108

］5259

443

7

142

2

4 11 工419

ユ315134155

，8％
・」 」

（数宇 は卵 子数 を示 す）
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　実験成績 か ら以下 の 結論 が得られ た．

　 ヒ ト精子 の 受精能獲得 に 要す る時間 に は か な りの 個

入差 が 存在す る、し か し 同
一

人 の 精子 で あれ ばそ の 時

間 は 常時一
定 で あ る，

　環境条件 とし て は Ca ＋ −freeの 方がむ し ろ受精能獲

得過程 を促進す る よ うで あ る ．

　  先体反応 に つ い て

　Ca 什 が先体反応 に 必要 な こ とは 多 くの 動物で 確認

され て お り， ウ ＝ で は 海水に含ま れ る2／3以 上 の 濃度

がη ，モ ル モ
ッ トで は 0，2mM 以上 が必 要 と報告さ れ て

い る
11 ）．わ れ わ れ の 実験 で は ヒ ト精子 の 先体反応 に も

Ca 廾 が必要で あ り，そ の 最少 必 要濃度 は 0，4mM で あ

る こ とが示 さ れ た．

　Ca 升 同様 2価 の 陽 イ オ ン で あ る Mg 昔 は あ る程度

Ca 什 の 代用 とな り得る が，そ の 効果 は は るか に 小 さい

こ とも証明 された．

　精子先体反応は，細胞膜 の リ ン 脂質が ボ ス ホ リ ！ 〈・一

ゼ に よ つ て ラ イ ソ ホ ス ホ リ ピ ッ ドと脂肪酸に 分解 さ

れ ， こ れ が膜 の 不 安定化 を ひ きお こ し て 胞状化を促 し

進行す る もの と考え られ て い る
14 ）．今回 の 実験で培養

液 に 加 え ら れ た ラ イ ソ ホ ス ホ リ ピ
ヅ ドや不 胞和脂肪酸

が 先体反応 を促進 し ， ホ ス ホ リパ ーゼ A2 の 阻害剤が先

体反応を抑制する こ とが碓認 され， ヒ ト精子 に お い て

も前 述の 機序で 先体反応が進行する こ と が示 唆され

た ，

　  精子 の 運動性の 変化に つ い て

　 ハ ム ス ター
な ど齧 歯類 の 精子 で は

， 受精能を獲得す

る 頃 に な る と運動性 の 亢 進が お こ り hyperactivation

と 呼 ぼれ て い る
9）．こ れ は 透明帯 を突破す る た め の合

目的変化 と理 解さ れ る．

　 ヒ ト精子 で は 齧歯類 に み られ る よ うな明 らか な運動

性 の 亢進 は 観察されな か つ た ．

　hyperactivationの み られ る齧歯類 と ヒ ト精子の 頭

部形状 を比較す る と， 前者は 大 型で鎌状を呈 し て お り

後者 は 円錐状で ある．透明帯侵 入 ・通過 に は 後老 の 方

が明 らか に 適 して お り，
ヒ ト精子に 開らか な運動性 の

亢進 が み ら れ な い の は こ の 頭部形状 に 関係 し て い る の

か も知れ ない 。

　  ヒ ト精子 の 透明帯接着 ・ 認識 に つ い て

　精子が透 明帯 をい か に して 認識し接着する か は受精

の 種特異性を考え る上 で 極め て 大きな課題 で あ る．透

明帯を 構 成す る 糖蛋 白の い ずれ か の 糖鎖を精子表面の

認識蛋 白が つ か まえ る もの と一般 に は 解釈 され て い

る．そ こ で 種 々 の 単糖 類 ・多糖類を培 養液に過剰に 加

え て ，
ヒ ト精子 の 透明帯接着 に 及ぼす影響を み て み た．

そ の 結果 ， Fucoidinに よ り精子接着が著 し く抑制 さ れ

た．Fucoidinは フ コ
ース 硫酸と フ コ

ー
ス か らな る ポ リ

マ
ー

で
， 硫酸 基を同様 に有する ヘ パ リン や コ ン ドロ イ

チ ン 硫酸で は 抑制がみ られ ない こ と か ら，こ の 現象は

Fucoidin に 特異的 な こ と で あ る．

　 ヒ ト精子の 認識蛋 白と Fucoidinが結合 し透 明帯認

識 が不可能 に な つ た もの と考えられ， ヒ ト精子 に よ る

透明帯認識部位は Fucoidin類似物質で ある こ とが示

唆され る．

　  ヒ ト精子 の 透明帯貫通 に っ い て

　透明帯 との 培養 を は じ め る前に精子 の み を 前培養す

る と， 3 時間 以上前培養 した精子が透 明帯を通過で ぎ

な くなつ た．前培養の 間 に 先体反応が終了 し 先体酵素

が放出され て 透 明帯溶解が不可能に なつ た た め と考え

られ る．こ の 実験 に 用い た精子 は 先体反応が速や か に

完了す る もの で あ る が
， 貫通不 可能に な る時間は 長 く

て も先体反応終了後 3 時間以内と思われ る．

　 エ ネ ル ギ ー基質が 除去される と透明帯貫通が抑制さ

れ る こ と も示 され た ．基質 の 中 で も，
グ ル コ

ー
ス の 効

果が最も大 きい ，基質の 有無 が 先体反応 惹起 に 無関係

で ある こ と は 予備実験 で 確 か め られ て い る の で n ，エ

ネ ル ギ
ー
基質 は 精子 の 運動性 の 維持 に 関与 して い る と

考え られ る．

　  精子
一
坤融合 に つ い て

　実験成績か ら， 先体反応完了精子が卵と融合する際

に も Ca 什 ・Mg 什 が必要 で ある こ とが認 め られ た．配

偶子融合 も膜 と膜との 融合な の で 先体反応 と同様 の 機

序も考え られ る．K ＋ も配偶子融合 に 重要 な役割を演 じ

る が
，

こ れ は 先体反応完了精子 の 卵へ の 接着 に 必要 な

物質 と思わ れ る，

　  受精卵 の 初 期発生経過に つ い て

　受精 の 諸条件 の 基礎的検討 をふ ま えて ， 不 妊症治療

の 臨床 で 行われ た IVF −ET の 成績か ら受精卵 の 初 期

発生経過を集計 し た ．IVF に よる受精率 は 総卵数 の

86．5％，成熟良好卵子 で は 91％ で あつ た．順調な初期

発生経過を とつ た卵は総卵数 の 55．8％ ， 成熟良好卵子

で は 63％で あ つ た．

　順調な初期発 生経過に は ， 採卵時の 卵 の 成熟度が 大

ぎく関与し て お り，成熟度良好 の 卵を効率よ く採取す

る こ とが IVF −ET 成 功の
一

つ の 要因 で あ る こ とが 裏

づ けられた．
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