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359　　　　 培養子宮内膜間質細胞の MMP− 1な ら

び に TIMP −1産生 に対す るプ ロ ゲ ス テ ロ ン お よび

EGFと IL−1α の 影響

360　　　 Acridine　orange 染 色法 に よ る sperm −

egg 　fusionの判定
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【目的】培養子宮内膜聞質細胞をプ ロ ゲ ス テ ロ ン

（P4）で 脱落膜化させ ，
　 P4お よび EGFと IL−1α が子

宮内膜間質細胞の Matrix　 Metalloproteinase −1

（MMP−1）とTissue　Inhibitor　of　Hetalloprotein−

ase −1（TIMP−1）の 産生 にどの ように影響 して い る

の かを検討 した ． 【方法 】患者の 同意 の 下に摘出

子宮 より正常子 宮内膜（n ＝ 6）を採取し ， 酵素処理 と

メ ッ シ ュ 濾過に より子宮内膜間質細胞を分離 し培

養 した ．コ ンフ ル エ ン トを確認後 ， P4で刺激（濃

度 ＝ 0，30ng／ml ）を開始 し ， 刺激開始後 8 日目よ り

EGF（濃度 ＝ 10，50，250ng／m1 ）か IL−1α （濃度 ＝ 5，50，

500pg／ml ）を添加 し 48 時間培養 した ．　 P4刺激後

は 2 日毎に培養上清を採取 し ， 上清中の プロ ラク

チ ン（PRL），
　 MMP−1お よびTIHP−1濃度をEIA 法に

よ り測定 した ，【成績】PRLはP4刺激開始 4 日目

以 降は有意に上昇 し（Pく0，01）， 培養細胞は脱落膜

化 して い る こ とが確認された ．MMP− 1の産生は刺

激 開始 2 日 目以 降は ，
P4刺激群で は非刺激群の

1／5〜1／10へ と有意に低下 し ，
8 日目には P4刺激

群 で は ， 非刺激群 に比 し1／5〜1／20へ と低下 した

（P＜O．Ol）．逆に ，
　 TIMP−1産生は P4刺激開始 4 日目

以降に僅か に上昇 し ， MMP−1／TIMP−1比は刺激開始

後 2 日目以 降に ， 有意に低下 した（P〈0．01）．また ，

EGFお よび IH α 刺激によ り ， MMP−1産生 は基礎値

の 4 〜 10 倍に濃度依存的に上 昇 した ．一
方 ，

TIMP −1産生 は IL−1α で は変化が なか っ たが ，
　 EGF

で は約 2倍に増加 した（P〈0，05）， 【結論 】脱落膜

は ， P4の 作用に よ りMMP−1／TIMP−1比が低く細胞外

基 質が破壊され に くい 環境を形成し て お り ， EGF

刺激で は IL−1α と比較 して ，
　 TIMP−1の 産生が増加

す る こ とによ り ， MMP−1／TIMP−1比が低値 となる こ

とが明らか とな っ た ．

【目的】Sperm−egg 　 fusionの 検出は、精子 の 受精能

すなわ ちcapacitation および先体反応 の 評価に成

り得 る 。
Fusionの 新 し い 検出法 と し て 、 精子核 ク

ロ マ チ ン の 性状に よ っ て異な る染色性 を呈 する核

酸染色 剤Acridine　orange （AO）が有効 か否か検討

した 。 【方法】  卵 の 準備 ；過排卵処理 さ れ た ハ

ム ス タ ーの 卵管お よ び卵 巣か ら採取 し、酵素処理

に よ り透明帯除去卵 として 用い た 。   精子の 準備

；
ハ ム ス ター精巣上体尾部よ り回収 し

、 培養 液中

に 静置する こ と に よ り先体反応を惹起 させた 。  

媒精 ；精子濃度3× 10ソml に調整され た培養液 300μ

1中に 卵を移 し 、 10分間培養 した後 、 新鮮な培養

液 へ 移 し、さ ら に
一定時間培養を継続 した 。   AO

染色 ； カ ル ノ イ 液中に卵を浸漬 し2時間以上酸処理

を施 した
。 実体顕微鏡下 に 卵を 滴下 し 、 風乾後 5

分間染色 を施 した 。 AOは pH2 ，5に調整 された緩衝

液 を溶媒 に最終濃度O．　02％で 用 い
、 観察 には落射

型 蛍光顕微 鏡を使用 した 。 【成績】  成熟卵 （met

−
aphaseH ）を用 い た場 合 ；媒精後 3C分よ り膨化精

子核が 観察 さ れ は じめ 、 膨化前に はAO染 色 で Red

型を呈 す る精子核を認 め る時期 が存 在 し た 。   未

成熟卵 （GVstage ）を用 い た場合 ；媒精後 60分で は

膨化精子核を認 め ず、全て AO染色で Red型の 精子

核に 変化 した 。 尚 、 精巣上体尾部精子核目体は全

て AO染色 が Green型 の 蛍光 を呈 した 。 【結論】今

回 の 成績 は 、 AO染色が卵細胞質内で膨化現象を 引

き起 こ す以前 の 精子核 の 段階で 、 S−S結合 の 還元

を受けた核を識別可能で ある こ とを証明 した 。 本

染色法が sperm −egg 　fusi−on の 迅速 か っ 特異的な

判定 法 に な り得る こ とが 示唆さ れた 。
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