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概要 　ヒ ト精子 の zona 　induced　acrosome 　 reaction の 存在 に つ い て 調べ る と と も に ，頚管粘液 の

acrosome 　reaction に 与 える 影響 に つ い て も検討し た．

　 Percoll法 と swim 　up 法を併用 して 回収 された精子 の acrosome 　reaction 発現を，精子だけ 6 時間培

養 した ときと salt　stored 　human　egg とともに 培養 し た と きに つ い て，　 FITC 　labelled　PSA 染色法 を 用

い て 比較検討 した．さらに ， 頚管粘液を通過 させ た精子に つ い て も同様の検討を行つ た ．

　1．Human 　egg の 透明帯に付着した 精子の うち acrosome 　reacted 　sperm （zona 　induced　acrosome
reaction ） は 35，7± 17．7％ で ，

こ の 割合 は spontaneous 　acrosome 　reaction の 2．8± 1．9％tlこ比べ 有意 に

高値 で あつ た ．

　 2．頚管粘液を通過 し た 精子 の acrosome 　reacted 　sperm の 割合 は 非通過精子 の そ れ と差を 認め な か

・つ た 　（3．5± 2．6％ ：2 ．6± 2，0％）．

　 3．頚 管粘液 通過精 子 の zona 　induced　acrosome 　reaction は 51．6± 6．8％で ，非 通過精子 の 25．6±

9．4％ に 比 べ 有意 に 高値 で あっ た．

　以上 の 成績 か ら， ヒ ト精子 に も他 の 哺乳動物 と同様 に zona 　induced　acrosome 　reaction が存在す る

こ とが確認 された ，頚管粘液 は acrosome 　 reaction を誘発す る こ とは な い が ， そ の後の zona 　 induced
acrosome 　reaction が増力9す る こ とか ら capacitation を促進す る こ とが示 唆 され た．

Synopsis　Zona 　induced　acrosome 　reaction 　of 　human 　 spermatozoa 　was 　examined 　by　FITC ユabelled 　PSA
stalnlng

　When 　human 　spermatozoa 　were 　incubated　 with 　salt　stored 　human 　eggs 　for　6　hours，　the　percentage　of
acrosome 　reacted 　 spennatoza 　was 　35．7± 17．7％．　 The　zona 　induced　acrosome 　reaction 　rate 　was

significantly 　higher　than　that　 of 　the　spontaneous 　acrosome 　reaction （2，8± 1．9％ ）．　 These 　date　indicate　that

the 　zona 　pellucida　of 　the 　human 　egg 　have　the　ability 　to　induce　the 　acrosome 　reaction 　as 　in　other 皿 ammalian

zona ．
Additionally　the　effect　of 　cervical 　mucus 　on 　the　acrosome 　reaction 　was 　examinecl ．　 Spermatozoa　which

passed　through　the　cervical 　mucus 　were 　collected 　 and 　examined 　for　the　rate　 of　spontaneous 　and 　 zona

induced　acrosome 　reaction ．　 The 　 rate 　 of　 spontaneous 　acrosome 　reaction 　was 　 a亙most 　 the　 same 　 as 　the

control ，　but　the　rate 　of 　zona 　induced　acrosome 　reaction （51．6± 6、8％ ）was 　significantly 　higher　than　that　of

the　contro1 （25．6± 9．4％），　 These 　data　suggest 　that　spermatozoa 　appear 　to　complete 　capacitation 　by
passing　through 　cervical 　mucus ．

Key　words ： Acrosome　reaction ・Zona 　pellucida。Cervical　mucus

　　　　　　　　　　緒　　言

　哺乳動物精子の 先体反応 （acrosome 　reaction ）

に は
， 培 養 液 中 で 誘 起 さ れ る spontaneous

acrosome 　reaction と透明帯 （zona 　pellucida ）に

結合 し た 後誘起 される zona 　 induced　 acrosome

reaction が知 られ て い る ．し か し ヒ ト に つ い て の

知見は乏 し く，acrosome 　reaction が受精現象の

重要 な プ ロ セ ス の
一

つ と考え られ て い る現在 ，
ヒ

ト精子の zona 　induced　acrosome 　reaction の 存

在を確認 して お くこ とは 急務 と思わ れ る．

　今回わ れわ れ は salt 　stored 　human 　egg の 透明

帯を用 い て ヒ ト精子 の zona 　 induced　 acrosome
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reaction に つ い て 検討を加 え， 同時 に acrosome

reaction 発現に 与え る頚管粘液の 影響 も調 べ た

の で 報告す る．

　　　　　　　　　 方　　法

　 1．精子 の 回 収 と処理

　 健康 男子か ら用手法に て得 られた精液を室温に

30分間静置 して 液化後，45％percol12．Om 魏こ層積

し，900×g で 20分間遠心 した．得 られた speml

pelletに modified 　 Biggers
，　 whitten 　and

whittingh   s 液 （以下 mBWW と略す）を3．Oml

加 えて 撹拌 し，再度 300Xg で 10分間遠心 した後上

清を除去し て約 0．5m1 の 高濃度精子浮遊液を作成

し た ．こ の 精子浮遊液に mBWW を2．Oml 層積し

て 30分の swim 　up 法を施行 し，　mBWW 中か ら運

動 良好 精子 を 回 収 し た ．回 収精 子 の 運 動 率 は

90〜100％を示 し
， 最終精子濃度を10× 106／ml に

な るよ うに調整 して 実験 に供 し た．

　 2．頚 管粘液通過精子 の 回収

　 lml の ッ ベ ル ク リ ン 注射 器 に mBWW 　O，2ml

と成熟婦人か ら排卵 日 に採取 し た頚 管粘液 （cer −

vical 　mucus ：以下 CM と略す） O．2m1 を混 合 し

な い よ うに 充填 し，CM 層 が下方に なるよ うに し

て 精子浮遊液中 に 垂直 に立て ， 5 ％CO2　in　air ，

37℃ の incubator内に 静置 した ．2 時間後，頚管粘

液 と培養液の 境界部 を注射器 ごと切断し て培養液

を取 り出 し
， そ の 中に移行 した精子を回収した．

3．Salt　stored 　human 　egg の 械 ，保存，処理

　手術 で 得 ら れ た 卵巣 を phosphate　 buffered

solution （PBS ）中で 細切 し
， 実体顕微鏡下 に 卵胞

卵を探し出 した．卵採取に あた つ て は勿論患者の

同意 は得て ある．

　卵胞卵を成熟用培養液 （表 1 ）に 移 し て 48時間

培養 した ．

　形態学的に 成熟 し だ と認め られた 卵子を1．OM

（NH4 ）2SO4 十 4emM 　Hepes十 〇．5％　 Dextran

（pH 　7．0）の 高濃度塩溶液に 浸 して 4 ℃で 保存 し

た．

　使 用 時 は 0．9％NaC1 十 20mM 　Hepes 十 〇．3％

human 　serum 　albumine （HSA ）（pH 　7，4）の 溶液

に 1時間静置する こ とで 十分に 洗浄 して 実験に 供

し た ．

表 1　 ヒ ト卵子成 熟用培養液

Material Amount

TC 　Medium 　lggの 80m1
Fetal　calf 　serumb ， 20ml
Lactate／Pyruvate　stock 　so蓋n．c ｝ 5m1
Antibiotics　stock 　soln ．  0．1m1
NaHOO3 160mg

DistHled　water 20m1

This　mixture 　has　pH 　7．3under 　5％ CO2　in　air 　and 　an

osmolality 　of 　about 　290mOsmo1 ，
a》Hank’s　sol 賎tion；base；Difco　Lah ，　Detroit．　MI ．
b） Heat ・inactivated；Grand　Is艮and 　Bio1．　 Co．，　 Gralld
　 Island．　NY ．
c， 200mM 　Na −lactate　and 　20mM 　Na −pyruvate　in　dis・

　tilled　water ，
　stored 　frozen　until 　use ．

の 100，0001U 　K ・Penicillin　G　and 　50mg／ml 　streptomycin

　 sulfate 　in　distilled　water ，　stored 　frozen　until 　use ．

　 4．Zona　induced　acrosome 　reaction の 誘起

　 ペ ト リ皿 に 0，5m1 の mBWW を用意 し ， その 中

に 濃度が 10× 106／ml に な る よ うに 調整 し た精子

と 2 〜 5 個 の salt　stored 　human 　eggs を 入れ ミ

ネ ラ ル オ イ ル で カ バ ー
して 5 ％CO2　in　air， 37℃

で培養 し た ， 3時間後 ，
mBWW 内で 静か に 洗浄

してか ら精子が付着 し た 状態の まま の salt　 stor −

ed 　eggs を新 し い mBWW に移 しさら に培養を続

けた。 3 時間後 micropipette で pipettingを繰 り

返す こ とに よ り透明帯か ら付着精子をで きる限 り

離 脱 さ せ ，そ れ を 回 収 し て 後 述 の 方 法 で

acros
’
ome 　reaction の 状態を調べ た ．ま た CM 通

過精子は 回収後 に salt　stored 　human 　eggs に媒

精 し 1時間後 に 新 し い mBWW に 移 し さ ら に 3

時間培養を続けた ．なお ， 対照群 は mBWW 内で

2時間前培養 し た 後，同様の 処理を行 つ た．

　 5．Acrosome　reaction の観察方法

　被検精子 をス ラ イ ドガ ラ ス 上 に 塗抹 し，自然乾

燥 の 後95％メ タ ノ
ー

ル 中 に 2 時 間お い て 固定 し

た ．そ の後新 し い 蒸留水 に10分間ずつ 3度浸 して

洗 浄 し，遮 光下 に 30ug／ml 　 Fluorescein　isoth・

iocyanate （FITC ）labelled　pisum 　sativum 　agg −

lutinin（PSA ）溶液 と 3 時間反応 させ た ．再度同様

に 蒸留水に 浸 し て 洗浄 し螢光顕微鏡下 に 精子頭部

の 状態を観察 した．螢光顕微鏡は 〇
二 530barrier

filter，　DM ・500十 〇515　dichroic・mirror
，
　BG12 　ex ・
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citation 　filterを 用 い
， 1検体に つ き50〜100個 の

精子 を 1，eOO倍油浸 レ ン ズ で観察 した．　Acrosome

intactの 精子は 写真 1 の よ うet　acrosome 　cap の

写真 1　 先体反応 （acrosome 　reaction ）を起 こ す前の

　精子．FITC 　Iabelled　PSA 染色

写真 2　 先体反応終了後 の 精 子 （acrosome

　sperm ）．　 FITC 　labelled　PSA 染色

reacted

部分に 螢光を認め る が ， acrosome 　reacted の精子

et　equatrial 　segment の 部 分に の み螢光を認め ，

acrosome 　cap の 部分の 螢光は 消失 し て い る （写

真 2）．両者の 中間 ， すなわ ち均
一

な螢光を認めず
一部分 に 認め た もの は modified と分類 した．

　　　　　　　　　 結　　果

　精子 の み を 培養 した ときに 誘起 され る sponta ・

neous 　acrosome 　reaction は 培 養 6 時 間 後 で

2．8± 1．9％ （実験回 数 9回）の精子に 観察された ．

透明帯に 接着させ た ときは
， 同 じ培養時聞で 精子

全体の 35．7± 17．7％ （実験 回数 9 回）が acrosome

reaction を起 こ し て お り， こ れ は spontaneous

acrosome 　reaction に比 べ 有意に高値で ある （p ＜

O．OL 表 2 ）．な お こ の 時点で は 両群 と も依然

90−・100％の 運動率を維持 して い た．

　CM を通過 した精子 を 2時間後に 回収 し ， さ ら

に 1 ない し 4 時間培養 し た 時の acrosome 　 react −

ed 　sperm の 割合 は そ れ ぞ れ 3．5± 2．6％ ， 6．9±

6，0％ （実験回数 5 回）で ，これは contro1 の 2．6±

2．0％ ， L8 ± 0．6％ （実験回数 5 回）と差を認め な

か っ た ．し か し詳細 に み る と，acrosome 　reaction

表 2　培 養 6 時 間 後 に お け る Acrosome　reacted

sperm の 害哈

Existence　 of 　Zona
pellucida　in　medium

　　％ of 　Acrosome
reacted 　spermatozoa
　　　（Mean ±SD）

・一
（n ＝ 9）

＋ （n 罵9） 、：：1圭lll7コ・

寧pく O．Ol

表 3　 CM 通過精子の Acrosome 　 reaction

％ of　Acrosome 　reacted 　spermatozoa

Groups
Existence　 of

Zona　pellucida
　　in　 medium

Incubation　timeMean

± SD）

3hrsa〕 6hrsb）

Control
一

（n 鷸5）
＋ （n 巧 ）

2．6±2． 零 1、8± 0．

25．6± 9．4

牟寧

　 4＊癰

Sperm 　passed

through　CM

一
（n
＝5）

＋ （n
＝5）

3．5±2． 6，9± 6．
51，6土 6．8

a ）lhr 　after 　passage 　through　CM
b，4hrs 　after 　passage　through 　CM

　 　寮 NS 　 ・ 噛 NS 　 ・ 柳 p＜ 0 ．OG2
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が modi 丘ed と判定 された精子は CM 通過精子 に

多 く認 め ら れ ， そ れ ぞ れ 26．7± 14．3％ ， 33．0±

17．2％で control の 7．0± 7．0％，6．9± 7．3％に 比

べ 有意に 高値を示 して い た （p〈 0．05）。

　次に CM 通過 （2 時間）後透明帯に 4時間接着

させ た 精子 を調べ て み る と，acrosome 　 reacted

sperm の 割合は 51．6± 6．8％ （実験回数 5 回）を示

し ，
こ れは CM を通過 させ な い で 透 明帯に接着さ

せ た 場合 control の 25．6± 9．4％ （実験回数 5 回）

に 比べ 有意 に増加 して い た （p ＜ 0．002） （表 3）．

　　　　　　　　 考　 　察

　精子 の acrosome 　reaction が 受精現象 に 不 可

欠な過程で ある こ と は よ く知 られた事実で ある．

そ し て これに は培養液中で 誘起 され る spontane −

ous 　acrosome 　reaction と ， 透明帯 に結合した 後

に 誘起 され る zona 　induced　 acrosome 　reaction

が確認され て い る
10）A’12｝．Acrosome 　reaction 発現

の メ カ ニ ズ ム に つ い て は レ セ プ タ ー レ ベ ル で の 解

析もな されて い る
5）61が，その 実体は い まだ不 明な

点が多 く， ヒ ト精子 にお い て はな お さ らで ある．

しか し Cross　et　al．B）は 凍結保存後融解 した ヒ ト卵

の 透明帯に精子を付着さ せ ，透明帯ご と染色観察

し て ヒ ト精子 に も他 の 哺乳動物 同様 zona 　 in・

duced　acrosome 　reaction の あ る こ とを報告 し て

い る ．われわ れは 同様の 検討を salt 　stored 　human

eggs を使用して ，
　 acrosome を螢光染色する こ と

で行 つ て みた ．こ の 場合 salt　store された 透明帯

が新鮮卵の と同様 の機能を保持し て い る か ど うか

が問題で あるが ， 既 に salt　stored 　hamster　eggs

の 透 明帯が aCrOSOme 　reaCtiOn 誘起 に 関 し て 新

鮮．透 明 帯 と全 く変 らな い こ と を 確 認 し て お

り
3）13）

， 透 明帯の組成か ら見て も ヒ ト に も同 じこ と

が言 える もの と考 えて い る。Acrosome 　reaction

の 確認は FITC 　labelled　PSA 　Va色法を用 い た が，

本法は Cross　et　 aL7｝に よ り確i立 され た方 法で あ

る．PSA は 精 子先 体 内部 に 存在 す る glycocon−

jugateに 反応す る物質で あ り，
こ れ に FITC を ラ

ベ ル する こ と に よ り精子 の 先体反応を光学顕微鏡

レ ベ ル で 簡単 に 確認 で きる．ま た pipetti  の

acrosome 　reaction に 及 ま々す影響 に つ い て も考慮

し な くて は な ら な い ． 6 時間 の 前培 養 の 後 の

SpOntaneoUs 　aCroSome 　reaction と培養後 pipet−

tingを行 つ た群 との acrosome 　raction の 比 較検

討 を 行 つ て い た ．Contro1群 は reacted 　19．3±

3．8％ ， modified 　45．4± 15．0％ ：Pipetting群 は

reacted 　22，8±6．3％ ，
　modified 　41　．　3　±　16．0％ と両

群間に 差は 認め ず ， 本実験系 に関す る限 り pipet・

tingの 影響 は ない と判断 された ．なお これ らの 数

値は個体差 ， 実験条件 に よ りか な りの 差を生 じ る

場合が あ り， 本実験 の 結果 の 数値 と若干 異な る こ

とを付記 して お く．今回の 実験 で ，透明帯に 付着

した精子 の acrosome　reaction は
，
　 spontaneous

acrosome 　 reaction に 比べ 明 ら か に 多 く，
ヒ ト精

子 に お ける zona 　induced　 acrosome 　reaction の

存在が追認された もの と考え て い る．In　vivo で精

子が卵 に 到達する ま で に 通過 しな くて は な らな い

環境 の 代表的な もの とし て 頚管粘液 と顆粒膜細胞

層があげ られ るが ，
こ れ らの acrosome 　 reaction

に及ぼす影響 も無視す る こ と が で きない ．そ こ で

今回 は 従来か ら capacitation 促進作用が示唆 さ

れ て い る
Z）4）9）SC管粘液の 影響 に つ い て検討 を加 え

る こ と に し た ．そ の 結果 ， 頚管粘液通過直後 の 精

子は acrosome 　reaction を完了 し て い な い が，そ

の後 zona 　induced　acrosome 　reaction が control

に比 し て 有意に 高率 に起 こ る こ と，
また 通過後に

modified と分類 され る精子 が多 く認め られ る 事

実が判明 し た．Modified と分類 され た精子 の 概念

と し て は ， acrosome 　 reaction 進行途上 の 精子 と

考 えて い るが ， acrosome 　reaction 完了 とは言 え

ない 状態で あ り， 精子が透明帯上 の レ セ プ タ
ー

に

結合，ない し は 何 らか の シ グ ナ ル に 接 し た 段階で

速や か に acrosome 　reaction が進 行す る状態 と

推測 し て い る．頚管粘液通過精子を引 き続 き培養

して い て も spontaneous 　acrosome 　reaction の 割

合は control と差を認め な い 事実か ら ，
　 modified

の 状態は acrosome 　reaction 準備完了 段 階で あ

り， こ の 状態の 精子が，頚管粘液通過精子に 多 く

認め られ る とい う こ とは
， 頚管粘液内で capacita −

tionの 過程 が促進 され て い る こ とを 強 く示 唆 す

る もの で あ る．頚 管 粘 液 が ど の よ うな機 序 で

capacitation を誘起する の か とい う問題 に つ い て

は
， 頚 管粘 液 に よ る 洗 浄 効 果 と 考 え ら れ る．
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Capacitation と い う 概 念 が 精 子 表 面 の

decapacitation　factorの 除去 と考 え られて い る

現在，in　vivo に お け る最 も効果的な洗浄過程 は
，

頚管粘液の 通過 と思 わ れ る．な お
， 顆粒膜細胞層

に つ い て は ，capacitation ，　acrosome 　reaction を

共に 誘起 し な い こ と は，既 に 報告 して ある
2）．ヒ ト

精子に も zona 　 induced　 acrosome 　 reaction が存

在す る こ と ， そ し て 頚 管粘液 に capacitation 促進

効果 の ある こ とli　in　vivo に お け る受精現象 の 巧

妙 さを示す もの で ，よ り有効な vitro の 受精を検

討する うえで 極め て 示唆 に 富む もの と考え る．
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