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379　　胚 盤 胞 形 成 能 に与 え る精子核 ク ロ マ チ ン構造 の 影響
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1目的】胚発生能に関わる 精子側因子を調査する 目的に sperm 　chromatin 　structure 　assay （SCSA ）を用 い て 精子核 の 質的検討

を し，発 生 能 との 関 連を検討 した．
1方法】2000年 7 月か ら2001年 1月 の 問に胚盤 胞培養 を実施 した44周期 （251VF 周期，191CSI周期）を対象と した．射出精
子に は 患者の 同意を得た 余剰精子 を用 い た．1．acridine 　orange （AO ）test：遠 心 （300xg，5min） に て精 漿 を 除 き，　 lmL の 精

子浮 遊 液を作 成 後，ス メ ア を引き，酸処理を施 した （メ タ ノール ：氷酢酸＝3：1）．以 後の 操作 ， 判定 は既報 と同様 に 行 っ た．
2．　flow　cytometry ：対象 の 内15周期 （81VF 周 期，71CSI周 期 〉 に行 っ た．精 子 浮 遊 液 500μ1を sampling 　tube に 容 れ

，

− 30
℃ で 測定まで 凍結保存 した．解凍後 ， low　pH 　detergent（O．ユ％TritonX・100，　O．15M 　NaCL　OD8N　HCI，　pH 　1．4，30　sec）続 い て6
mg ／L　AO （in　phosphate −citrate 　buffer，　pH 　6．0）処 理 し，　 FACScan （soft ：CELL 　Quest）を使 用 して 10，000SS子 を測定 した，　 Cy ・
togram と green （ds−DNA ）お よ び red （denatured　DNA ）の 蛍光強度 histogramを得 ，

パ ラ メーター
（Xgreen，　Xred ，　COMP

（cell　outside 　the　main 　population＞）と した．胚 盤 胞 形 成 率 は day5 の 胚 盤 胞 数 を受精卵 数 （2PN ） で 除 し た ％ で 表 した ，
1成績】胚盤胞形成率は ICSI周 期 の 場合 ％ green （AO 　test）と負の 相関が （r 　・　O．789，　p ＝O．OOO5）tCOMP と正 の 相 関 が 認 め ら

れた （r　F 　Ol948itp＝O．OOII），　 IVF 周期で は SCSA の 結果 と相関す る パ ラ メ ータ ・一一は な か っ た．
1結論】DNA 　packaging の 良い 精子核をほ とん どの 精子 に含む症例は 通常の体外受精で は機能的に 良質 と考え られる が，　ICSI
の 場合，そ れ が 胚発 生 に 不 利 に 働く可 能性が 示 唆 され た．

380 精巣に て 特異的に 発現する ヒ ト遺伝子 （DKFZp434Bl8143 ）の マ ウス 相 同 遺伝 子 の 単離
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【目的】造精機能 に は 多 くの 遺伝子が 関与して い る．昨年の 本学会 にて 我々 は ヒ ト7番染色体に ある DKFZp434B18143遺伝子 を

同定 して その 構造と精巣 で の 特異的 な発現 に つ い て 報告 した．本研究 で は，そ の 遺伝子 の 機能 を さ らに解 明 す るた め に，マ ウ

ス の 相同遺伝子 を単離す る こ とをお こ な っ た．
【方法】1）すで に単離 して い る ヒ トDKFZp434B18143 の cDNA をプロ ーブ に して マ ウ ス 精巣 cDNA ラ イ ブ ラ リーを検索 した．
2）同様の 遺伝子 を もとに マ ウ ス の ゲ ノ ム YAC ラ イブ ラ リーを検索 した．3）単離 した遺伝子断片を用 い てサ ザ ン プロ ッ ト解析
をした．4＞反応す るバ ン ドの 断片 の 遺伝子の 塩 基 配列を 決定 した．5）マ ウ ス 相同 ゲ ノ ム 遺伝 子 の

一
部 を も と にマ ウ ス 精巣 RNA

を用 い て51及び3
’
RACE 法 を行 い ，相同する cDNA の 単離を行っ た．

1成績】1）cDNA ラ イブ ラ リー
を検索 して も相同遺伝予は 単離 で き なか っ た．2）1つ の ゲ ノ ム 遺伝子 （YAC ク ロ ーン ）の 単 離

に 成功 し た．3）サ ザ ン プ ロ ッ ト解析にて ，
ヒ ト cDNA 遣伝子 と反応す るバ ン ドを認めた．4）その 塩基配列を決定 した と ころ ，

ヒ ト DKFZp434B18143遺伝子 に80％ 相同する 遺伝子領域が 同定された．こ の 相 同す る領域 は ヒ ト cDNA 遺 伝子 で の 1918番目
か ら1993番囗で あ っ た．5）マ ウ ス RNA を用い た 3

’
RACE 法 に てマ ウス の 相同 す る 約lkbの cDNA の 単離に 成功 した．

【結論】DKFZp434Bl8143は，精巣で 非常 に 強 く発現して い る こ とよ り精巣機能 と関連 して い る こ とが 示唆 さ れ た 遺伝子 で あ

る．今風 その 機能を解明する 上 で 重要な マ ウ ス の 相同遺伝子 を単離す る こ と に 成功した．今後，こ の 遣伝子を用 い て ，
マ ウ

ス での 機能解析を行 う予 定で あ る．

381 ヒ ト精巣に おけ る新規 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受容体 （PR ）isoform　T　cDNA の ク ロ ーニ ン グ
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【目的 】 ヒ トの プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 （PR ）遺伝子に exon 　S が 存在 し
，
　 exon 　S・4 − 5− 6− 7− 8とい う構造 を持つ PR 　iso£orm

SmRNA が 転写 され る こ とが 明 らか に され た．こ の 成績か ら，
　PR 遣伝 子 は 従来考え られ て い た よ りも複雑な構造を有 して い

る可能性 が 示唆 され る，そこ で 今 回 ，
ヒ トPR 遺伝子の 新 規 の exon な らび に mRNA 　isoformの 同定を試み た．

【方法】ヒ ト精巣 の cDNA ラ イ ブ ラ リーを，ヒ トPR　cDNA の プ ロ ゲ ス テ ロ ン 結合領域 に 対応す る部分 を プ ロ ーブ と して ス ク

リーニ ン グ した．得 られ た ク ロ ーン の うち，新 た な PR 　isoform　T 　cDNA につ い て ， 親規 配 列部分の ゲ ノ ム 上 の 由来をゲ ノ ム

ク ロ ーニ ン グ に よ り解析 した．さら に，患者の 同意を得て 手術検体 よ り採取 した子宮内膜 に お ける PR 　isoform　T 　rnRNA の 存

在 を RT −PCR 法に よ り検討 した．
【成 績】ヒ ト精巣の cDNA ラ・fブ ラ リーよ り， exon 　4〜exon 　8の 上 流 に新規 の 配列 を有する PR 　isoform　T　cDNA を ク ロ ーニ ン

グ した．こ の 配列 は，exon 　S の 5L 側 に 存在 す る新 た な exon 　T に 由来す る こ とが 明 らか に な っ た．また ， 子 宮 内膜 に お ける

PR 　isoform　T　mRNA の 存在を確認 した．
【結 論 】ヒ ト PR 遺 伝 子 は ，

　 exon 　lか ら exon 　8の 8 個の exon に 加えて
，
　exon 　S な らび に exon 　T の 少なくと も合計10個 の exon

か ら構成 され る こ と を明 らか に し た．こ の うち，exon 　T とexon 　4〜exon 　8に よ っ て PR　isofortn　T 　mRNA が生 合成される こ と
が 明 らか にな っ 、た．こ の PR 　isoform　T 　MRNA が コ ードす る PR　isoform　T タ ン パ ク は ，プ ロ ゲ ス テ ロ ン結舎領域 は 有す る が

DNA 結合領域を欠失して お り，プロ ゲ ス テ ロ ン の 「non −genomic 」作用 との 関連が注 目され る．
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