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シンポジウム 1　 受精機構 とその 異常

受精におけ る精子お よ び卵子の 生物学的機能解析

一 とくに配偶子接着 ・精子核膨化 ・卵子活性化 を中心 に
一

慶應義塾大 学助手 久 慈 直　 昭

　　　　 　　　　 目　　的

　受精は精子 ・卵子接着 に始 ま り， 卵子内カ ル シ

ウ ム 濃度土 昇 ・表層反応 を経て最終 的に前核形成

　第 2 極体放戡に至る が ，
こ の 一連 の 過程 に関与

する分子機構 は明確に されて い ない ．受精過程 を

こ れに 関わる分子，特 に蛋 白機能の 面か ら検討す

る こ と に よ り， 現在原因不 明とされて い る受精障

害の新 しい 概念 を構築する と共に
， 不妊 ・避妊と

い うヒ ト生殖現象の 治療的修飾に つ なが る研究を

試 みた．

　 まず卵 ・精子接着に関 して ， 精子先体蟹 白 SP−

10に対する モ ノク ロ ナ
ール 抗体 を作成，配偶子接

着過程とその 卵子側受容体 につ い て 検討 した，次

に精子核の 卵子 内膨化 と精子核蛋 白 との 関係 を明

らか にす る 目的で ， 精子核の in−Vitro脱凝縮系 お

よび精子核内ピ ス トン蛋 白検出系 を考案 し， そ の

男性不妊 ， 特に奇形精 子症 に お ける精子核脱凝 縮

機構 の 異常に つ い て検討を加えた．最後 に卵子活

性化過程を，カ ル シ ウ ム 結合蛋 白で ある protein

  ase 　C（PKC ）， 表層顆粒 開口放出 に関与す る蚕

白syntaxin を中心 と し て 分子 生物学的に解析 し

た．

　　　　　　　　 方　　法

　 ヒ ト精子お よび卵子 は ， 健常ボラ ン テ ィ ア お よ

び不妊 症患 者 よ り書 面 に て info  ed 　consent を

得て提供 を受け ， 研 究に使用 した．

　 1，卵 ・精子接着に お ける 先体蛋 白 SP−10の 役

割に 関する検討

　 ヒ ト精子先体 内膜 に特 異的に発現する 蛋白 SP−

10の 受精 に おける役割を検索する 目的で ， SP−10

親水性 15ア ミ ノ 酸残基に対する モ ノ ク ロ ナ
ール抗

体を作製 ，
ヒ ト精 rに おける SP−10の 局在を同定

した．また本抗体を用い て透明帯除去 ハ ム ス タ
ー

卵 へ の侵入 ， hemtzona、assay に よる透 明帯 との 接

着能を解析する こ とに よ り，その 機能を検討した．

さらに卵子 にお ける SP−10の 受容体蛋 自を検索す

る ため ， イ ン テ グ リ ン を発現する F9細胞お よび ，

F9細胞よ りβ1イ ン テ グ リ ン を欠 失 させ た TKO

細 胞 と ヒ ト先体反応誘起 後精子 と の 接着 を， 抗

SP−10モ ノク ロ ナ
ー一・・　JV抗休が抑 制す る か否か を検

討した．

　2．受精障害へ の 精子核蛋 自の 関与

　精子核膨化障害に関与する精子核蛋白組成 とそ

の 臨床的意義を明 らか にする 目的で ，
ヒ ト精子核

膨化能の 客観的評価 法 と して 0，05％lysolecithin−

1．5M 　NaC ｝−5mM 　dithEothreitol　Utよ りな る   ．vitro

精子核脱凝縮系を開発 した．次に合成ベ プ チ ドか

ら作 成 した 抗 protarnine　1抗体お よ び抗 histone

H2B 抗体を用 い て精予核蛋白中プ ロ タ ミ ン ・ヒ

ス トン比 を Western　b夏ot 法に て 分別定量，精子核

蛋白組成お よび精子形態異常 との 相関を検討す る

こ とに よ りヒ ト受精障害へ の 関与を検討 した．

　3。卵子活性化にお ける情報伝達機構の 検討

　卵 子内カ ル シ ウ ム 濃度上 昇 とそれ に伴 うphos−

pholipase 漕 性化 に始 まる卵 子活性化過程の 細胞

内情報伝達系における中心的分子 と して ， すで に

マ ウ ス 卵子内で その 存在 が確 認 されて い る PKC

の 前核形成 ・極体放出に対する役割 をその 選択的

阻害剤 を用 い て検 討した，

　4．表層 反 応 に お け る 開 口 放 出関連 蛋 白 syn −

taxin の 作用

　 開口分泌現象である卵子表層反応 に関与する蛋

白として
，

neuron にお い て 開口分泌 と くに分泌顆

粒一形質膜融合過程に おける基本的構成蛋 白で あ

る syntaxin に着目し，
マ ウ ス 卵 における本蛋 白の

同 定 と受精 前後 にお け る動 態 を， Westem 　blot
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法 ， RT −PCR 法お よ び共焦点 レー
ザ

ー顕微鏡 を用

い て 検討 した．

　　　　　　　　 成　　績

　 1。卵 ・精子接着に お ける 先体蛋 白 SP−10の 役

割に 関する 検討

　免疫組織染色 にて，SP−10が卵子 と の 接着部位で

あ る精子先体内膜赤道部に局在する ことが 明 らか

に な っ た。また 抗 SP−10モ ノ ク ロ ナ
ール抗体 は 透

明帯除去 ハ ム ス タ ー卵 へ の ヒ ト精子 侵入 を抑制

し，　
・方 ヒ ト卵 了透 明帯 を用い た hemizona 　assay

にお い て はヒ ト先体反応誘起精子 と卵透明帯 との

結合 を抑制しなか っ た。ヒ ト先体反応誘起精子 と

イン テ グ リン発現 F9細胞 と の 接着を本抗体は抑

制 したが ， イ ン テ グ リ ン 非発現 r醒 0 細胞にお い て

も同程度に抑制効果が あ っ た．

　 2。受精障害へ の 精 予核蛋白の 関与

　 in−VitS’o 精子核脱凝縮系 にお ける正 常精 液所 見

群 の 脱凝縮 は迅速で ，90％以 h の 精子核が完全脱

凝縮 に至 っ た．異常精液所見群 の うち ， 精子無力

症症例 ， お よび奇形精子症の うち精子頭部縦横比

の 高 い tap磁 ng 精 r優 位症 例 の 2 つ の 群 で は 本

法における脱凝縮が遅延す る と共 に ，
ハ ム ス ター

卵へ の 顕微注入後の 精子核膨化 も遅延 した．一方

正常精 液所 見群 の 精 r一核蛋 白分析 に お い て pro−

tamine　1を12KD に ，
　 histone　H2B を60KD に認め ，

ヒ ス トン 分画は核蛋白の 22％ を占め て い た。

　3e 卵子活性化にお け る情報伝達機構の 検討

　Ca　ionophore に よ る入工 的活性化 マ ウ ス 卵 に

お い て ， PKC 活性化剤 TPA は PKC の 基質蛋白で

あ る 33KD お よび45KD を リ ン酸化し ， 同時に前核

形成を促進したが 第 2 極体放出は抑制した．一方 ，

PKC 阻害剤 staurosporine は前核形成お よ び第 2

極体放出を抑制 した こ とか ら
，
diacylglycero玉依存

性 PKC が卵 予活性化過程の 中で，とくに前核形成

に関与して い る こ とが 明 らか にな っ た。

　4。表層反応 に お け る 開口 放 出 関達蛋 白 syn 一

目産婦誌53 巻 2 号

ta：xin の 作用

　マ ウ ス 卵子にお い て ， 抗 syntaxin ポ リク ロ ナ
ー

ル 抗体 を用 い た Westerrt　blot法 で シ ン グル バ ン

ドが確認 され た．本抗体を用 い た 免疫染色 にお い

で ， syntaxin は受精前に は卵細胞質表層お よび形

質膜 ， 受精後 には形質膜近傍の み に存在 し， 受精

過程 に ともな う局在変化が観察 された。さらに受

精 前 の 細 胞質 の 局在 は lens−culinaris −agglutinin

（LCA ）を 用 い て染色 した 表層 顆粒 と co −localize

してお り， 形質膜お よび表層顆粒に こ の 蛋白が存

在する こ とが 明らか に な っ た．開口 放 出に 関わ る

syntaxin 　isoformで あ る 5yntaxhl 　1A，1B ， 4に 対

す るプ ラ イ マ
ーを用 い て RT−PCR 法 を行 っ た結

果， 中枢神経系に存在す る syntaxin 　IA
，

1B と異

な りtype 　4に 相 当す る バ ン ドが 確認され ，　 cDNA

sequence の 結果 もマ ウ ス syntaxin 　4と
．一致 した．

　　　　　　　　 結　 　論

　 1。卵 との 接着
・融合 開始部位 で ある 精子先体

内膜赤道部 に局在す る SP−10は，透 明体と の 接着

で は なく，卵子形質膜と の 接着 ・融合に関与する

こ とが 明 らか となっ た、

　2。in−Vitro精子核脱凝縮系は精子運動性
・精子

形態 と相 関があ っ た こ とか ら，精子機能の 新 しい

指標 とな りうる こ とが示唆された 。ま た ヒ ト精子

核 に は相当量 の ピ ス ト ン が存在する こ とが 明 らか

にな り，
ヒ ス トン か らプ ロ タ ミ ン へ の核 蛋肖置換

異常が脱凝縮障害の メ カ ニ ズ ム の
一

つ で ある可能

性 が示唆 された．

　3e 受精過程に お ける前核形成不全 にお い て ，

PKC を中心 とす る情報伝達系 とそ の 異常が 関与

して い る可能性が考 えられた．

　 4e 卵子活性化 の
一

過程で ある 表層反応 に は ， 神

経細胞で 確認 され て い る開 i倣 出関連蛋白， とく

に syntaxin 　4が 関与 して い る こ とが明 らか とな っ

た．
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