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227　 　　 モ ノ ク u 一ナ ル 抗体に よ るブタ ・ヒ ト

透明帯共通抗原糖蛋 白質 23Kd 成 分 の 抗 原 分析

228　　　 精子 不動 化抗 体 に よ る 受精 阻害作用 お

よ び そ の 機 構 に 関 す る研 究
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［目 的］我 々 は ブ タ透 明帯 （ZP ） と ヒ トZP と

の共通抗原性 を利用 し た 避妊 ワ ク チ ン 開発 に 関す

る研 究 の
一

環 と して ，ブ タ ZP よ り ヒ トZP と の

共通成分 の
一

つ で あ る 平均 分子量 23Kd の 糖蛋 白

質 を分 離 し，そ の N 末端側ア ミ ノ酸配列 を決定 し

た。今 回 23Kd 分子 に対す る モ ノ ク u 一ナ ル 抗 体

（Mab ）を作製し抗原 エ ピ トープ の 解析 と，各Mab

の ヒ トZP に対す る精子結合 阻止作用 に つ い て 検

討 した 。 匚方法 ］ ブ タ ZP の 23Kd 抗原 の 精製 は

可 溶 化 ブ タ ZP を SDS −PAGE で 分 画 し ，ゲ ル

か ら蛋自質を抽出 して 行 な っ た 。 こ れ を BALB ／ c

マ ウ ス に免疫 し，定法に従 っ て Mab 産生 ハ イ ブ リ

ド
ー

マ を 確 立 した 。 Mab の 反 応 性 は EI．1SA 法 ，

蛍光抗体法
，
Western　 blot法に よ り調 べ た 。 糖蛋

白質か らの脱糖鎖処理 は ，ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス

ル ホ ン 酸 に よ り行 な っ た 。
ヒ ト精子 の ZP へ の 結

合 に及ぼす Mab の 影響で は手術標本卵巣 よ り得 た

未成熟卵胞卵を in　vitro で 成 熟 さ せ 1 時間抗体処

理 し た後 ，精子浮遊 液に加え
，

5 時間後結合精子

数を カ ウ ン ト した 。 ［成績］作製 した 5種 の Mab

は い ずれ もintactな ブタ 。ヒ トZP と 反 応 し ， 糖鎖

除去 した可溶化 ブタ ZP と も強 く反 応 した 。ま た

各 Mab は23Kd 分子 の ほ か ，他 の ブ タ ZP 構成成分

とも反応 し，各成分間に 共通抗原が 存在する こ と

がわ か っ た 。
ヒ ト精子 の ZP へ の 結合阻害実験 で

は 3 種の Mab に お い て 阻害が認め られ た 。 匚結論］

可溶化 ブ タ ZP よ り分離精 製 し た 23　Kd 糖蛋 白 質

は，他の ブ タZP構成成分 と もペ プ チ ド鎖部分 に

お い て 共通抗原 エ ピ トープ を有 し，そ の 抗原 エ ピ

トープ は intac七 な ブ タ及 び ヒ ト ZP 上 に も発 現

さ れ て お り，対応抗体 に よ っ て ZP へ の 結合が 阻

止され る こ とが 明 らか とな っ た。

［目的］我 々 は ，精子不 動化抗体 （SIAb）に 受 精

阻害作用 の ある こ とを報 告 して きた が ，受精 の 過 程

に お け る SIAb の 作用 は 解明 さ れ て い な い 。 今回 ，

triple　stain 法を用 い て ，　 SIAb が acrosome 　 reac
−

tion に 及 ぼ す影 響 を検 討 し，ヒ ト卵 透 明帯貫通 試

験 （ZPT ）の 結果 と 合せ て 興 味 あ る知見 を得 た の で

報告す る。　［方 法 ］ 7．5％正常婦人血 清 （contro1 血

清）あ る い は 7．5％ SIAb 陽性 血 清 （SIAb 血清，　 SIso：

32 −124）を含む培養液 で swim 　 Up し た 精子を そ れ

ぞ れ 2 分 し， control 血清あ る い は SIAb 血清 を

含む 培養液内 で 培養を行 い ，経時 的 に 精 子 運動率

測定 お よ び acrosome 　 reaction の 観察 を行 っ た 。

ま た
，

control 血 清 お よ び SIAb 血 清 よ り抽 出した

IgG 分 画 を加 えた 0．5％ HSA 添加 培養液を 用 い て

同様 の 実験 を行 っ た 。 さ ら に ，こ れ ら の 培養系を

用 い て ZPT を施行 した 。 ［成績］精子運 動率 お よ

び死 滅精 子数で は control 群 と SIAb 群 に 差 は認 め

られ な か っ た 。 　live　 acrosome 　 reacted 　 sperm

の 割合は ， control 群 で は培養時間 と と も に 増 加

した （2．67％→5．84％，p〈 O．05）の に 対 し，　 SIAb 群 で

は 増 加 が み られ な か っ た （2．80％ → 2．85％）。ま た
， 培

養 時間中 に SIAb 血 清を含む培養液 か らcontro1 血

清 を 含 む 培 養液 に 移 した精子 群 で は ， acrosome

reaction の 経 時 的増加 が 認 め ら れ た （p 〈 0．05）。

SIAb 血 清 の IgG 分画を加え た培養液中で は acro −

sorne 　 reaction の 経 時 的 増 加 は 見 ら れ な か っ た

（3．75％ → 4．0％）。 　 AcrQsome 　 reaction の 経 時 的

増 加 が 見 られ なか っ た SIAb 群 の ZPT で は 透 明帯

貫通精子 を 認 め な か っ た 。 ［結 論］SIAb は acrosome

reactiOn の 誘起 を抑制す る こ と に よ り受精を 阻

害す る可 能性 が 示唆 さ れ た 。 ま た ， こ の 抑制 作 用

は可 逆的な もの で あ る こ と が 判明 し た 。
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