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123 凍結乾燥精子 核 の 受精 能 に 関する研 究 t24　　　 ラ ッ ト脳下垂体 ゴ ナ ドトロ ピ ン 産生 細
胞 に お け る 細胞 内カ ル シ ウ ム イ オ ン の 動態 の 研究
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【目的 】精子 を凍結 乾燥保存で きれ ばそ の 保管 ・

運 搬な どが 簡便 とな る 。 そ こ で 凍結 乾燥処理 した

精子 核 の 受 精 能 の 有無を 検 討 し た 。 【方 法 】 1〕

精 子 核 の 雄性 前核形 成能の 検討 。
ヒ ト射出精子 と

ハ ム ス タ ー精巣 上 体 尾部 精 子 か ら分 離 した 精子 核

を蒸留水 に 浮遊 させ フ リ ーズ ド ラ イ ヤ
ーで 凍結乾

燥 し ， a ）室温 で 大 気中 で ，　 b）室 温 で 低酸 素下 で ，

お よび の 冷 蔵庫 （4 ℃ ）で 低酸 素下で保存 した 。 保

存 した 精 子 核を 定期 的 に ゴ ール デ ン ハム ス タ ー耒

受精 卵に 細 胞質 内顕 微注 入を 行 い ， 注 入 卵 を 5 時

間培 養 後 に 染色 して 雄性 前核 の 状態 を観 察 し た 。

2）精子 核 注入 卵 の 初期 発生 の 検 討 。
ウ サ ギ未 受精

卵 に 凍結乾 燥 処理 を した ウ サ ギ 精巣 上体尾 部精子

核を顕微 授精 し，72時間培養 して 初期発 生 を観察

した Q 【成績 】ハム ス タ ー精子 核 の 凍結 韓燥処 理

直後 の 前核 形 成率 は 94 ％で コ ン ト ロ
ー

ル （90％）

と差 がなか つ た 。 1）a 法 で は保 管中 前核形成率は

12週 ま で 90％以 上 だ つ た が ， 27週 で 0 ％とな つ た 。

b 法 で も保存期 聞 が 27 週 に な る と 8％ と低 下 した 。

e 法 で 54週 の 保 存 期 間 中 ，前核形 成能 は 極 め て 安

定（97％以上 ）だ つ た 。
ヒ ト精子 に b 法 c 法 を 行

つ た が ，27週 間保存 し た 間 で は ハ ム ス タ
ー

と同 じ

結果 とな つ た 。
2）2 週 間保存 し た ウ サ ギ の 凍 結

乾燥精 巣上 体尾 部 精子 核 を顕 微 授精 して 24％が 初

期 分 割 卵 に 発 育 しfa 。 こ れ は 新鮮精 子 核 を注 入 し

た 場 合 の 25 ％ と 差 が な か つ た （N ．S ．）。 【結論 】哺

乳動物の 凍結乾 燥 精子 核 は 4 ℃ 低酸 素下 の 条 件で

あれ ば ， 長 期 間保 存 して も前核形成能 の み な らず

初 期発 生能 も維 持 され る こ とが確 認 され た 。 こ れ

らの 事実 は 精 子 凍 結乾燥保存の 臨 床応 用 の可能 性

を示 唆 す る も の で あ る 。

［目的 ］本研 究 で は、ラ ヅ ト脳下 垂体ゴ ナ ドトロ

ピ ン 産 生 細胞 の L瞰 出時 に おけ る 細胞内 カル シ ウ

ム イ オ ン の 動 態 を単
一細胞 レ ベ ル で究 明す る こ と

を 目的 と し た 。 ［方法 ］ラ ッ ト脳 下垂体前葉奪摘

出後 ト リ プ シ ン 処理 によ り細胞 を遊離 し 48時商前

培養 した もの を実験材 料と し た 。 細胞 に 予 め カ ル

シ ウ ム 螢光 色素 Indo．11AM 　2μM を 60分 間負荷 し、

顕微測 光装置上 で の GnRH 刺激 に より発せ られ た

単
一

細砲よ り の 螢光 を測簿し カ ル シ ウ ム イ オ ン濃

度 に 換 算 し た 。 ［成 績 ］刺 激前の 状態で 時折認 め

られ る 100nM 前後 の
『pOptaneous 　oscillation 　C4

EGTA の添加 に より完全に 抑 制 され るもの の ・GrRH

刺激 に よ り誘 発 さ れ た 1μ蜒前 後 の oscillatiop は

細 胞外 カ ル シ ウ ム の 影 響 を 全 く受け な か っ た 。 さ

らに GnRH に よ る カ ル シ ウ ム 反 応 終末期 に 認 め ら れ

る 周 期の 舞い oscmation は 細胞 外カ ル シ ウ ム の

除 去 に より抑 制 された 。 GnRH の 容 量反応 に お い て

は 1pM の 低 濃度 で 周期の 長 い oscillatlon を認め る

もの の 、やがてGnRH の 濃度の 上昇 と 共 に そ の 周期

は短 くな っ て い き 最 終 的 に IOO　nM の 高濃度 に お い

て 単純な 二 相性 の 曲線 へ と変化 し た 。 し か し い ず

れ の 濃 度 の 最高カ ル シ ウ ム 上昇値 も常 に
一

定で あ

り、それ ら の 曲線 の 積 分値 もほぼ
一定で あ っ た 。

［結論 ］ゴ ナ ド ト ロ ピ ン産生細 胞の GnRH に よ る

細胞 内 カ ル シ ウ ム イ オ ン の 上 昇 に お い て 刺激前 、

GnRH 刺激 に よ る 興奮時、反応終 了末期 の osc 　illa−

tiop は それ ぞ れ が異な る機転 に よ り誘 発さ れ る こ

と が 考 え ら れ た 。 さ ら に 単
一

細 胞 に お け る アゴ ニ

ス トに 対す る 反応性 の 違 い は カ ル シ ウ ム イ オ ン の

oscillation 周期 に よ り修 飾 を 受 け て い る 可能 性

が 示 唆 さ れ た 。
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