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136 受精障害へ の 精子核蛋白の 関与
一tn　vttro 脱凝縮モ デル とhamster卵顕微注入に よ る 検討
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［目的］ 精子 を卵細胞質 に直接注 入 して も受 精 に 至 らな い 精 子が あ り精 子核脱凝縮機構 にお ける 障害を明 らか にす る

必 要が ある．精子核蛋白は cirastic に 変化 し，成熟過程 にはprotamlne に置 換 され核 が強 固 に 凝縮 し，受精時に は脱凝縮 し

核 が histoneに よ り再 搆築 さ れ る ．即 ち核蛋 白 は密接 に 関連す る ため．核蛋白の 抽 出 ・分析 に よ り受精障害へ の 関与を

検討 した．［方法］0．05％ tysolecithin−5mM 　dtthiothreltol−1．OM 　NaCl 液に よる in　vitro 精子核脱凝縮系 を作製 し条 件
に よ る脱凝縮 を評 価 した．さ らに 形 態 別 精 子 をhamster卵 へ 顕微注入 して ，in　vtvo の 核膨化 と比較検討 した．また精子核
蛋白の 解析は SDS −PAGE とWestern 　blotting法で 行 っ た．densttometerにて 分離蛋 白 を定量 し，合成ペ プチ ドから作製

した抗 protamlne 　1 抗体と抗 histoneH2B抗体を用 い 転写 蛋白を検出した．精子 検体は患者の 同 意を 得た 上 で 用い た．
［成績］ 精液所見良好例 の脱凝 縮 は 迅 速 で 90％以上 の 核が 完全膨化 に至 っ た．所見不 良例で は脱凝縮が遅延 し運 動 率 不

良例 及 び形 態異常 の うちtaperi  精子優位症例で顕著で あ っ た顕 微 注入に よる 核膨化 で も正 常 形態精 子で膨化率

93．5％と高率で あっ たの に対 し重度 tapering 精子で 13．3％ と有意な低値を示 した．核蛋白分析で は protamine 　1を12
kD に，h互stoneH2B を60kD に 認め．hlstone蛋 白分画 は 約22％を 占め ピス トン の残存 を認 め，精子に よ る 核蛋白の 差異が
示 され た，［結論ユin　vttro 脱凝縮系 と顕微注入で は共通 して．運動率 不 良例 と形態異常 特 に 重度 tapering精子で 膨化不

良が著明 で あ っ た．この 脱凝縮メカ ニ ズム と して protainineへ の 核蛋 白置換によ り高度 に凝縮す る と考 え られ た精子
核には相当量の hlstoneが残存 し，精子核蛋白の 置換異常が 脱凝縮異常 と関連 し受精障害を生 じる 可能性が示 さ れ た．
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［目的］脂肪組織 は 骨塩量 （BMD ）に影響 を及 ぼ す こ とが 知 ら れ て い る。そ の た め 脂 肪 組 織 よ り主 に 分泌 され る レ プ

チ ン が BMD に影響を及ぼ して い る可能性 が十分予想され る。そ こ で レ プチ ン レ セ プ タ
ー一が 骨芽細胞 に 直接発 現 し

て い る か 否 か を検討 した。［方法］骨芽細胞は ，人 骨 芽細 胞様細 胞 Saos− 2cel1を用 い た。レ プ チ ン レ セ プ ター
の

プ ラ イ マ ーは long　form と short 　form 用 の 2 種類 を用い た。骨芽細胞 を培養後，　 subconfluent な 状態時 に 種々

の 濃度の レ プチ ン （1 〜100ng／ml ＞，　IL −1a （1 〜100pg！ml ）をそ れ ぞ れ加 え て 刺 激 後 2 ，6．24時間後 に 骨芽細
胞 よ り RNA を抽 出 し RT −PCR を施行した。［成績］人 骨芽細胞様 細 胞 Saos−2cel1 は被刺激下 で も レ プ チ ン レ セ

プ ター（short 　form＞を発現 して い た
。 しか し，レ プ チ ン ，　IL−1 α で 刺激して も，また経時的 な 変化（刺 激後 2，6，

12hr）に対 して も、発現 は あ まり変化 しな か っ た。　 lollg　form は被刺激下 で も，レ プ チ ン ，　IL − 1a で 刺激 して も発
現 しな か っ た 、 ［結 論］骨 芽細 胞 は ，レ プチ ン レ セ プ ターを直 接 発 現 して い た が short 　form の み で あ っ た こ と よ

り，short 　form 単独 で は シ グ ナ ル 伝達 JAKISTAT 系 に は あ ま り関与 しな い と考え ら れ る た め ，レ プ チ ン の 骨 芽

細 胞へ の 直接作用 は あまり関 係 が な い と思わ れ た 。
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［目的］　 エ ス トロ ゲ ン 欠 乏 に よ る 骨吸 収 性 サ イ トカ イ ン の 増 加 が破 骨 細胞 形成 因子 で あ る macrophage 　 colony −

stirnulating 　factor（M −CSF ）の 産生 を高 め，破骨細胞 の 増加，骨吸収 亢進 を 引 き起 こ す と考え られて い る．しか しM −

CSF活 性を 欠損する大理 石 骨病（op ／op ）マ ウ ス に も少 数 の 破骨細胞が認 め られ，M −CSF以外の 破骨細胞形 成 因 子 の

存在が指摘 されて お り，最近わ れわれ はVEGF がその 重要な因子で ある こ とを報告 した．そ こ で op ／bpマ ウス の 卵巣

を摘出（OVX ）す る と 骨髄中 のVEGF が 増加 し，そ れ に よ り破 骨細胞 の 増殖 が 引き 起 こ され る か 否か を検討 す る 目的

で 以下 の 実験 を行っ た．　 ［方法 ］　 8週 齢の 雌op ／op マ ウ ス にOVX ，あ る い は偽手術 （Sharn） を施 し，そ れ ぞれ術後
2A ，6，8，IOrv 目に 大腿 骨 を 摘出 した．骨梁の 評価 に は アザ ン染色 法 を，破骨細胞 の 検 出 に は 酒 石 酸 抵抗性酸 フ ォ ス フ

ァ タ
ーゼ （TRAP ）染色法を用 い た．また，抗vEGF 抗体，抗Flt−1／vEGFR −1抗体，マ クロ フ ァ

ージ抗体 （BM8 ，F4／80）

を用 い た 免疫染色に よ りOVX 後 の 変化を 観察 した．さ らにOVX 後 にVEGF の 中和抗体ある い はVEGFR −1／Fcキ メ

ラ 蛋白を 投与し，破骨細胞 の 増減 を検討 し た．［成績］ Sham 群の 大腿骨 に お ける 破骨細胞数 は，術後僅か な 増加傾向

を示 した もの の，ほ ぼ横這 い状 態 で あ っ た ．OVX 群の 破骨細胞数 は術後4週目 で Sham群 の 約2．5倍 とな り明 らか な 増

加を示 した．骨髄中マ ク ロ フ ァ
ー

ジは両群間に有意差を認め なか っ た．またOVX −
op ／（）p マ ウス へ の VEGF 中和抗体

投与実験で は 破骨細胞数の 減少が 認め られ た．［結論］（）p／op マ ウス に 対 しOVX を施行す る と，破骨細胞が 多数 出 現

し骨 病 変の 改善が起 こ る が，こ の 作用機序 と して VEGF の 産 生 増 加 が 考 え られ る．
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