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　　　　　　 　　 緒　　言

　受精は卵子 と粘子 の 相互 作用 に よ る もの で あ

り，受精の 成立 に は 1）精 ∫
・
の 卵子透明帯 へ の 結

合，侵入，2）精 F細胞膜と卵細胞膜の 結合，融合，

侵人，3）卵子の 活性化の 各ス テ ッ プが正常に機能

しなけれ ば ならな い ．また，単 精 予に よる受精

すな わち多精 ∫
一受精防御機構 の 作動が正 常受精の

成立 に不可欠で あ る こ とは い うま で もな い ．多精

子受精防御の 作動部位 は動物種で 異なる こ とは よ

く知 られ た事実で あ り，
ヒ ト卵 にお い て も ， 受精

後の 表層顆粒の 放出に よる透明帯の 構造 ・機能 の

変化が多精子受精防御に重要な役割を担 っ て い る

こ とが 報告され て い る．しか し，ヒ ト卵細胞膜の

多精子受精防御機構に関して は そ の 存在を含め不

明な点が 多 い ．卵子と精了の 相互作用 に関し て は ，

精 子細 胞 膜 L の ADAMs 　family と くに fertilin，

cyritest ，inと卵細 胞膜上 の イ ン テ グ リ ン が 卵細 胞

膜 と精 予の 結合 ， 融合 に関 与する こ とが報告 され

て お り
D2 ／

，最近 ， 卵細胞膜上 の CD9 が ノ ッ ク ア ウ

トマ ウ ス の 実験か ら精 r一と卵 ∫
一
の 融含に 直接関与

する成績が報告され て い る
3）
。 しか し，こ れ ら の 接

着分子 と多精子受精防御機構の 関連に関 して もい

まだ 未解明で ある．本研究は卵細胞膜と精子 の 相

hl作用の 端 を解 明す る べ く，
ヒ ト卵細胞膜の 多

精 ∫受精防御機構 に焦点 を当て ， その 存在の 有無 ，

作用機序の 解 明を主 な 凵的 と した．さ らに
， 精子

細胞膜 と卵 r一細胞膜 の 相互作用 を介さない 受精 ，

す なわ ち卵細胞質内精 r一注入法 （ICSI）に よ る授精

卵の 細 胞遺伝 学的正 常性 を明 らか にす る こ と よ

り，受精障害お よび異常受精症例 の 安全性 の 高 い

受精法を確立す る こ とを第 2 の 目的 とした．

　　　　　　 研究 方法お よび成績

　1． ヒ ト卵 の 多精子受精防御作動部位

　 ヒ ト卵予にお ける多精予受精防御 の 主 要な作用

部位を明らか にす るため ， 体外受精峙の 多精予受

精発生頻度お よび発生に関 与する閃子を体外受精

の 臨床成績よ り検討した．また ，透 明帯をバ イ パ

ス した 受精で ある 囲 卵腔 内精予注 入法（SUZI）と

通常の 体外受精の 多精了受 精発生率の 比較検討か

らヒ ト卵子 の 多精 r受精 防御作 動部位 を検 討 し

た．

　排卵 誘発 法 別の 多精 r一受精 率 は Clomid／hMG

法 （39周期），
hMG 単独 （5  周期），

　GnRHa ／hMG 法

（421周期）の 排卵誘発法の 違 い に よる差 は 認め ら

れず，全体の 多精子受精率は 6．2％ で あ っ た．また，

母体年齢は多精子受精率に影響を 与えず30歳 未

満 ， 30〜35歳 ， 36歳以 ヒの 各群 と も6．1〜6．7％ の 多

精 ∫受精率 を示 した．卵子成熟度 と多精子受精率
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の 検討で は，未成 熟卵で は受精率は 40，9％ と成熟

卵 の 80．4％ に比 し有意に低値を示し，逆に 多精 了
一

受精率は未成熟卵で 成熟卵に比 し有意に高値を示

した．媒精濃度と多精 」
二受精率との 関係で は ， 媒

精濃度と多精 r受精発 生頻度に 相関が 認め られ ，

媒精濃 度 10万／m1 以 ドで は多精 壬受精 率 は3．6％

で あ っ たの に対 し20万／ml 以 ヒで は有意な上昇 が

認め られ ， 卵子の 未熟性 と媒精精子数 の 増加が多

精 f受精の 増加に 関連する こ とが 明 らか と な っ

た．
一

方，SUZI　54周期の 受精率は 30．5％で 通常の

体外受精時 の 受精率 と比 べ 有意 な低値 を示 し た

が ， 多精子受精率は反対 に34．5％認め られ，明 らか

に高率で あ っ た （図 1）．した が っ て ， 透明帯をバ イ

パ ス した受精法で多精子受精が 高率に認め られ る

こ とよ り，
ヒ ト卵で は透明帯が 多精子受精防御の

主要な役割を担 うこ とが確認され た．

　2．ヒ ト卵細胞膜多精子受精防御

　 ヒ ト卵 にお い て 受精後 ， 精子 の 卵細胞膜 へ の 結

合 ， 卵細胞質内へ の 侵入 を阻害する機構が 存在す

るか否かを検討 した，まず ， その 解析モ デ ル の 確

立を 目的 として ， 体外受精時 に受精の 認め られな

い 1day 又は 2　day　o ］d 未受精卵を用 い た透 明帯 除

去卵 によ り卵細胞膜へ の 精子結合 ・侵入の 評価が

可能か否か解析 した．なお，以 ドの 実験 に用 い た

精子 ， 卵子 は患者の 同意およ び施設の 承認 を得 て

使用 した．体外受精時の 未受精卵 を0．1％ pronase，

又 は，酸性タ イ ロ ー ド液の い ずれか を用い 透明帯

を除去し 3 時間の 回復時間 をお い た 後，10万／ml

の 濃度で capacitation を誘起した精 f一を媒精 ， 18

〜20時間後の 侵入精子数 ， 前核形成数 を検討した．

また ， 精 f’侵人 に及ぼす精 t’側 の 影響を分析する

ため体外受精時の 受精率ご と（受精率＞3｛｝％ ，〈 30

％ ， O％）に分類 した精チを媒精し検討する ととも

に ， 卵 子側の 影響 を分析するため 同様に体外受精

時の 受精率0％ （原因不明群 ， 男性因 ∫群 ）群 と受精

率 70％以上群 より得 られた卵子 に正常粁仔
一
を媒精

し精子侵人率，前核形成数を検 討 した。その 結果 ，

患者精 子を用 い た場合 ， 体外受精時の 受精率 と精

子侵人率 ， 前核形成数は相関を示 し
，

ヒ ト透明帯

除去卵 へ の 精 ∫
一
侵入 にはre’f一自体 の 受精能が影響

す る こ とが 明 らか となっ た．
一一一

方， iF．’mak−−r・を媒

精 した際 には ， 卵子の source に関係な く各群 とも

85％以 Eiの 精子侵入率が 認め られた （rt　1）． した

が っ て ， 体外受精時の 未受精卵を川 い た透明帯除

去卵に よ り卵細胞膜へ の 精子の 結合 ・侵人 の 評価

が 可能で あ り， しか も， 卵子の 質に影響され な い

こ と よ り卵細胞膜多精子受精防御機構解析モ デ ル

として ，
こ の モ デ ル が有用 で ある こ とが示された．

　 こ の 解析モ デ ル を使 用 し， 受精後ヒ ト卵細胞膜

にお い て精 子結合 ・侵 入を阻害する機構 が存在す

るか 否か を検討す るため ，
ヒ ト透 明帯除去卵に 10

万 ／m1 乂 は 1万／ml の 濃 度で IE常精 t’を媒精し，

経時的に 3 時 間まで の 結合および侵入精 r一数 を検

討 した．精 t’結 合 ・侵人の 評価は 媒精 前にあ らか

じめ Hoechst　33342（1μg／ml ）で卵 を培 養 し ，
　 dye

transfer　technique を1目い 評価 した．さ ら に
， 媒精

2 時聞後に洗浄 し再媒精 した 再媒精群 と非 再媒精

群の 結合 ・侵 人精子数 を比 較 した．受精卵の 卵細

胞膜精 f’結合能 を評価する ため 前核 期卵，初期分

割卵 を用 い 透明帯 を除去後同様に処理 し精
’
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表 1　 ヒ ト透明帯除去卵精予侵人に 及 ぼ す精 f側お

　 よび卵了側の 影響

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 受精率 0％
）j卩子側 a，景彡響　　　　・受1宥率 ＞ 70V

’
，　一 一一一、　．　　　　　　　尸尸一一

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 男雪生因 f　　 原因不明

精子 侵人卵数 （％ ＞　　　 89．3

t］tr案亥形成数　　　　　　　　　　5．5‡ 18

84」　　　　　　　　8＆9

‘，、8± L8　　　　　5．5± 1．7

体外受精　　　　　SUZI 体外受精　　　　SVZl
精 f二側の 影響

図 1　体外受精と SUZI の 受精率 ・多 精子受精率 の 比

　較

精予侵入卵 数（％ ）

前ネ亥Jf彡1茂数

受精 率 ＞ 3〔［％ 　 受精 率く 30％ 　受 精率 o％

　 　 　 P＜【｝・（，工　　　　　 旦≦0．Ol
　 　 −

一一
「　 ［

．『r
　　

−一一．ヒー
］

　 90．0　　　　　　　　72．7　　　　　　　45．3

　 5．4 ± L6　　　　　　3、8 ± 1．2　　　　　3，1± 10
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・
侵入 を検討 した．

　結合 ・侵 入精子数 の 絳時的変化の 検討で は ， 侵

入精 子は30分後 か らす で に認め られ ， 媒精濃 度の

上昇 に従 い 増加 を示す が ，
い ずれ も 2 時間後 には

最 大とな りその 後の 新 た な精予侵入は認め られな

か っ た ．結合精 子数 も同様に
， 媒精濃度が高 い ほ

ど増加するが， い ずれの 媒精濃度 におい て も時間

の 経過 と ともにや や減少す る同様の パ ターン を示

した （表 2）．こ の 結果は，媒精後 2 時間以 降は卵細

胞膜 レ ベ ル で 精子 の 結合 ・侵 入 を阻害す る機構が

成 航する こ とを示唆する もの と考えられ た．さ ら

に，再媒精実験で は非再媒精群 と再媒精群の 侵入

・
結合罪青了

』数｝よ各々 5．4 ± 0．8，　3．8 ± O．7，　5．8± O．7，

3．4 ± O．6と差 は認め られず卵細胞膜に お ける精子

結合 ・侵入阻害機構 の 存在 を確 認 した（表 3）．受

精卵の 検討で は ， 前核 期卵で は 25卵中 2卵の み に

精子侵入が 認め られ ， 結合精子数も未受精卵に比

表 2　 ヒ ト透 明帯除去卵 へ の 結合 ・侵入精 r数の 経

　時 的変化

媒精後 の 時問 （分）

　 　 　 　 　 　 30　　　　　60　　　　　90　　　　　120　　　　　180

媒精濃 度（10▽ mD

　 侵入精子数　 1．2 ± 0．21 ．7± 0、22 ．4 ± 0．32 ．6‡ 〔1．42 ．6 ± O．5

　 結合審b，
．
∫
 

数　　　2．：3± O．2　1．7 ± O．2　1．7 ± O．2　1．8 ± 0．2　1，7 ± 0．2

媒精濃 度 （⊥oilmt）

　 侵 入精子 数　 1．3 ±  ．32 ．9± 0．・≦ 5．0 ± 0．65 ．5± 0、65 ，6± 0．7

　 糸吉合半青r一数　　　3，0 ± 0，6　3．4 ± O．6　3．2 ± O．6　2．9 ± O，5　2．8 ± 0．5

表 3　 ヒ ト透 明 帯除去卵 に お け る 媒精お よ び 再媒精

　後 の 結 合，侵 人精
’
r−　）S の 比 較

　 　 　 侵 入精 f’数 ／　 結合精 f一数 ／
卵子 数
　 　 　 卵 （M ±SE）　　 卵 （M ± SE）

媒精　　　　　　　55　　　　　　　5．4± 0．8　　　　　　3．8± 0、7

ff媒＊i
：
j　　 56　　 　 5．8 ± o．7　 　 　 3．4 ± o．6

し有意 に低値 を示 し，2 細胞期以 降で は侵 人精 ∫
二

は認め られず結合精子数 も極端な減少を示すこ と

か ら， 卵細胞膜の 精 r結合阻害は受精後継続 し，

また ， 胚発 生の 進行 とともに強問なもの にな る も

の と推測 された．

　3．ICSI　R 精卵 ， 単為発生 卵の 卵細 胞膜 にお け

る精 子結合

　 通常の 受精 と異な り精 f細胞膜 と卵細胞膜の 融

合 を介 さな い 受精 であ る ICSI，単為発生に よる受

精卵の 卵細 胞膜に お ける精 子結合能を検討する た

め，体外受精時の 未受精卵 に ICSI を施行し得 られ

た前核期卵，5μM カ ル シ ウ ム イオノ ホア ー（CaA ）

で 5 分処理 後， 10μg／ml 　puromycillで 単為発生 を

誘起 し得 られた前核期卵を機械的に透明帯 を除去

後媒精 し結合 ・融合 ・侵人精子 数を検討した．対

照 として未受精卵 の 透 明帯除去後 1 万／ml の 精子

を媒精 し得 られ た 前核期卵を川 い た ，結合 ， 融合 ，

侵人 精子 は 前核 が 消失 し た時点で dye　transfer

technique を用 い 評価 した，　 Hoechst　33342の 濃 度

を0．1〜0．2μg／Inl に減少 させ る こ とに よ り結合精

子 と融合精子の 鑑別が可能 となっ た．ICSI を施行

した60卵中30卵 （50％ ）， CaA−puroimycin 処理 した

50卵 中35卵 が前核期 まで発 生 し
， また

， 対照卵 と

して 35個の 前核期卵 を実験 に 使川 した．対照卵 で

は35卵 中 2 卵 の み に精 子侵入を認め ，融合精子数

およ び結 合精子 数 は02 ± O．1，0．6 ± O．2を示 した．
一

方，
ICSI卵，単為発生卵で は大 部分の 卵 ∫

・
で

’
ド

均 3 匹の 精子侵入が 認め られ た．融合，結合精 r一

数 は ICSI卵，単為発生卵の 間で は差 は認め られ な

し、カ｛（3、5 ±  ．6， 4．3 ± O．6， ICSI垣卩3．0 ± O．3，　3．8± 0．4

単為発生卵 ）， 対照卵に比 し有意 に高値を示 した

（表 4）．こ の 結果 よ り，＊E　r一と卵細胞膜 の 融合 を介

さな い ICSI卵，唯為発生卵で は卵細胞膜にお け る

精子 の 結合 ， 融 合阻 害が成立 しな い こ とが示 唆 さ

れ た．

表 4　 受精卵，ICS亅授精卵，単 為発生 卵 の 結合 ・融含 ・侵人 精 子 数の 比 較

卵 f数　 精チ侵入卵数（％）　 侵 人精子 数　　融合精子数　　結含精予 数

受零i／／−ll卩　　　　　　　　35　　　　　　　　2〔5．7）
ICSI垣卩　　　　　　　3e　　　　　　　29（96、7）

単為発生 卵　　 35　　　　 34（Y7．1）

0．06 土 0，04　　　 0．2 ± O」

3．1± 0．3　　　　　　3．5 ± 0，6
2，7 ± 0．2　　　　　3，0 ± 0．3

0，6 ± 0．2
・1．3± 0．63
，8 ± e．4
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写 真 1　卵細胞質内表 層 顆粒

A．未受精卵，B ．　 ICSI授精卵

　4．ICSI卵 ， 単為発生卵，受精卵の 表層顆粒放出

動態

　ICSI卵 ， 単為発生卵 と通常の 受精卵 の 表層顆粒

放出動態を比較検討す るた め ，
L記の 方法で 得 ら

れた IGSI
， 単為発生前核 期卵，対照 の 前核期卵 ま

た未受精卵 の 卵細胞質内表層顆粒 を螢光染色 し比

較 した （写真 1）．染色 は3．7％パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ

ドで 30分固定後 ， 0．1％Triton処理 し10μ　gi
”

ml 　LCA

（lens　culinaris 　agglutinin ）に よ り染色 した．未受精

卵の 表層 顆粒 密 度 は平 均35 ± 2．3／100μ nf で あ っ

た の に対し， 通常 の 受精卵，ICSI授精卵 ， 単為発生

卵 で は 各 々 3．1± 0．5，
3．3± 0．6， 3，8 ± 0．7／1（）OμInL

’

で 3 群問に差は 認め られな い が ， 未受精卵 に比 し

有意に低値 を示 した．また，各々 の 卵子 間で 表層

顆粒 の 染色 に 相違が 認 め られ ， 実 際 に受精卵，

ICSI， ・単為発生卵で 表層顆粒の 完全放 出を認め た

卵 は49％程度で あ っ た．ICS王授精卵，単為発生卵

の 表層顆粒の 放出は通常の 受精卵 と同等で あ っ た

こ とよ り，受精後の 卵細胞膜にお ける精 子結合 ・

融合阻害の 成立 に表層顆粒の 放出は直接的に は関

与 しない こ とが示峻された．

　5．卵細胞膜 における 精子結合，融合阯害へ の 接

着分 f’（CD9お よび イン テ グ リ ン ）の 関 与

　 ヒ ト卵細胞膜 と精 予の 結合 ， 融合過 崔お よ び 卵

細胞膜 に お ける精子結合阻害 の 成立に関す る接着

分子 の 役割を明 らか にするため ， 特 に CD9 とイン

テ グ リ ン に着 目し検討 した，まず，未受精卵 ， 通

常の 受精卵 ， IcSI授精卵の 卵細胞膜 CD9 の 発現動

態を螢光抗 体法 に より比 較 した．体外受精時の 未

受精卵を川 い L記 の 方法で 得 られ た未受精卵，

ICSI に よる前核期卵，通常 の 受精に よる 前核期卵

の 透明帯 を酸性 タ イ ロ
ー

ド液 （pH 　2．5）で 除去後4

％ パ ラホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 45分間 固定 ，
マ ウ ス抗

ヒ ト CD9 抗体を ・次抗体 と して 30分処理，　 FITC 一

家 兎 lgG を 一二次抗体 と して 染色後螢 光顕微鏡 ド

に卵細胞膜 i二の 発現 を観察 した．また ， 未受精卵

の 透 明帯除去後抗 ヒ ト CD9抗 体200μg！m1 で 30分

処理洗浄後媒精 し， 結合 ， 融合 ， 侵人精 r一数に 関

し dye　t　aansfei ’　technique に よ り無処揖 卵 と比 較

検討 した．CD9 は未受精卵 およ び IcSI卵細胞膜上

に発現 を認め ， 体外受精後の 受精卵で は発現が 認

め られ なか っ た （写真 2）．抗 GD9 抗体処理卵で は

結合 ， 融合精 f一数 は 10，6 ± 3．3，0．4± 0，5と無処 置

卵の 16．6± 4．9， 3．6± 1．6と比 較 し結合精 r・　X に は

差は認め られない が融合精 f’数は有意な減少を認

め た．さらに ， 侵 入精 子は無処澱 卵で 1．3 ± 0．8で

あ っ たの に 対 し抗 CD9 処理 卵 で は ま っ た く認め

られず，CD9 は ヒ ト卵細胞膜と精 r一の 融合な らび

に卵細胞膜 にお ける精子結合
・融合阻 害の 成立 に

関与す る可能性が示唆 された （表 5）．

　 また，未受精卵 ， 受精卵 ， ICSI授精卵の 卵細胞

膜上 イ ン テ グ リ ン の 発現 動態 を CD9 と 同様の 方

法で比 較検討 した（写真 3）．α サ ブユ ニ ッ トに関

しては 未受精卵細胞膜 E には cr　1， α 2， α 3， α 5
，

N 工工
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未愛精卵 愛精卵

梱CSI授精瑾膊

分割卵

lCSis翻卵

写 真 2　卵 細胞 膜 上 の CD9 の 発現

表 5　抗 CD9 抗体処 理 の 精
’
r結合 ・融合 ・侵入に 及

　ぼ す影響

結合精
．
予数 　融合精 ｝数 　侵 入精 子数

未受精卵

抗 CD9 抗 体処理卵

16．6 ± 4．9　　　　3．6 ± 1．6　　　　　1．3± 0．8
UO〜25）　　　　（／

〜5＞　　　　　（1
〜2）

10．6 ± 3、3　　　　〔）、4：ヒ0．5　　　　　　　0
（5〜15）　 　 （0〜1）

P く0．Ol

α 6， α V ， α M の発 現が 認め られ ， ICSI授精卵で

も上記の α サ ブ ユ ニ ッ トの 発現 を認めた ．体外受

精卵 で は α 3， α 6， α V ， α M の 発現 は認め られ

なか っ たが ， それ以外の サブユ ニ ッ トの 発現 を認

めた， ．・方 ， βサブ ユ ニ ッ トに閾 して は未受精卵 ，

ICSI授精卵 に おい て β1〜6の 発現を認め たが ， 体

外受 精卵 で は β3，β4，β6の 発現 は 認め られ な

か っ た。未受精卵，ICSI授精卵 で 発現を 認め，受

精卵 で 発 現が消 失す る イン テ グ リ ン α ，βサ プ

ユ ニ ッ トの ヘ テ ロ ダ イマ ーの 組み合 わせ を考慮す

れ ば
，

α
， βサブ ユ ニ ッ トの 両 昔が変化する もの

として α Vβ3， α Vβ6，α 6β4が あげ られ ， そ の リ

ガ ン ドとして ビ トロ ネク チ ン
， フ ィプ ロ ネクチ ン

，

ラ ミ ニ ン が 報告 され て い る．一
方 ， 片方 の サ ブ ユ

ニ ッ トの みが変化す る組み合わせ と して α 6β1，

α 3β1， αVβ1
， α Vβ5， α M β2が考 え られ その リ

ガ ン ドと して フ ィ プ ロ ネクチ ン，ビ トロ ネク チ ン

の ほかに fertilinβ，
　 C3b が考 え られる （表 6）．し

たが っ て
， 精子 と卵細胞膜の 結合 ・融合過程また

，

受精後の卵細胞膜にお ける精予の 結合 ・融合阻害

に複数の イ ン テ グ リ ン の 消退が 関与す る 叮能性 が

示峻 された．

　6．ICSI授精卵の 細胞遣伝学的正常性

　ICSI に よる授精卵の 卵子 と精 子の 染色体 を個

別に検討するた め，マ ウ ス卵 とヒ ト精子の 異種問

ICSI を施行した，　 B6D2Fl マ ウ ス を 5 単位 PMSG ，

5 単位 hCG で過排卵誘起 し卵管か ら排卵卵 子を

採取 した．ビ ア ル ロ ニ ダーゼ で卵 匠細胞を除去後

正常 ヒ ト精 子をピ エ ゾ ドラ イブ を用 い ICSI を施

行 した．前 核 形 成 を 認 め た 後o．o（）6μg／rnLvin −

blastine添加 cZB 培養 液中で 1〔｝時 間培養後の 第 1

卵割巾期の 染色体 を解析 した．染色休標 本は漸進

空気 乾燥 固定法 （Kamiguchj　ei：al．）
tt；
に よ 1，作 製 し

た．また，マ ウ ス卵で は紡錘体が観察 叮能で あ り，

紡錘体を避 け90度ずれた 部位 に iCSi針 を刺 入す

る通常の ICSI と紡錘体近傍に IeS正した際の 活性

化率， 卵発 育能，染色伽 1こ常性 に関 して も同時に

検討 した．卵 f’活牲 化率は 通常の ICSI で は 97．2

％ に 活性化 を認 め た の に対 し ， 紡錘・
体近傍 ICSI

で は86．1％ と有意に 低率で あ っ た．また ， 第 1卵割

中期 まで の 発 生率 は ICSIで は82．3％で あ っ たの

に対 し紡 錘体近傍 ICSIで は65．2％ と 有意 に 低値

N 工工
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来愛精卵 受精卵 lCS暇 精卵

写 真 3　卵細胞膜上 の イ ン テ グ リ ン α V サ ブ ユ ニ ッ トの 発現

表 6　 多精 子受精防御 に 関与す る可能性の ある イン テ グ リ ン と リガ ン ド

「
一　@凾@

一 　α

ﾀ3

vβ 6L

α 6β 4 ビ

ロ ネ ク チ ン フ

プ ロ ネ ク チン

ィ プロ ネ ク チ

テ ネ イシ ン

ビ ト ロ

ク チン

宴 ~ニン

α 6 β1

α 3 β1

α V β1

α V β 5 αM β2 ラ ミ

ン ， fertilin β

ミ ニ ン 、 フ ィプ ロ

ク チン フ ィ

ロネクチンビトロネクチン

3bi ， 　 ［CAN 研一lt2 表7 　第2 減数 分

中 期 卵 ， お よび 1 細胞期胚に

け 　 るマ ウ ス卵子 の染 色 体分析
　　 　　　　　

染色体 異當
率

（％
） 分

析卵数　
　 ． ・ 一 一 一　・ 一　 　 一　一 ． 一一

　 　　異数性　倍数性＊ 　構造

　計＊ MII 　　 　　　

　　l201CSI 　　　

　　ll2 紡 錘体ICSI 　 　　　　49

iO．8）　　0 （ω　　じω　 　【（0．8） 4（3．
j　　9〔8．0 ）　0（O｝　13（11．6） 0（

j 　　　4（8．2）　　0（0｝　　4（8、2 ＞ ＊I

I　 X・’S ． 　non ・［CSI （P ＜0 ．O

j を示した、マウ ス 卵の染色体 分析では異数性 異常 は IC
　 3 ． 6 ％ ， 紡錘体近傍ICSI　 O ％ と 低 率 で あり ， こ

結果は metaphase 　H の異数性異 常頻度（0．

％）と 同様の 成績であった（ 表 7 ）． しかし，

SI 授精卵では針の刺 入部位にかかわ らず 第 2

体 放 出抑制に よ る倍数 性 異常が10 ％程度認め

れた． 精 子の染色体分析の 結 果ではICSI では異 数性異

常 6 ．9％，構 造 異常3 ． 4％，紡 錘体 近傍IcS 豆 で

異数 性異常4 ．
2 ％ ，構造異常82 ％で2 群

に 差 は認 め ら れなか っ た，また， この異常 率

透明帯 除去ハム スタ ー卵にヒト精予 を 用いて体

受精した場 合の 精 子 の 染色体 異 常率 （ 異 数 性 異

L3％，構造異常 13 ． 4 ％）と比較し ほぼ同様の

績で ある ことよ り G〕，IC

による精子の染色体異常の増

も認 め ら れ な い結果で あった（表 8 ）．

　 　 　 　　 　　 　考 　 　 察 　 ヒ ト卵においては精子の卵

胞 膜へ の 融合・侵 入に より卵子が 活 性 化し カ

シウムosci ］］ation の誘 起，表 層 顆粒

放 出 による透明 帯，特 に 透明 帯一 ヒ の精子 受

体 であるZP3 の 構造 ・ 機能の変化 により精

の 透明帯への結合・ 侵入が隰害 され る ことが

精子 受 精 防御の主要な 機 序と推測され て いる．

研 究成 績から も透明帯をバイ パス し た 受 精で

るSuZI 症 例 の 精子は
通常の体外 受精症例 の 精

と比 較 し 受 精能 が 低 下し ている もの と 考 え

轤黷驍ﾉ もかかわ ら ず， SUZI の多精子受 精 率が 明

ら か に 高 値 を 示 す ことから ，透明
帯における bl

k 機構がヒト 卵の多精子受 精防御の主要なメ

ニズムで ある こと
が確

認 されだ1 ．ま た， 多 精 了・

受精に影 響する閃 子 として 媒精精肇濃度， 卵子の

未熟性があげ ら れ S ＞，特 に 未成熟卵に おいて は 表

w 顆粒の 卵表層への 移 動の遅 延，小胞体に お ける

IP3 受 容 体の 数や親 和性 の減

が指摘
さ
れて お り ， 受 精後 の表層顆 粒 の 放 出不全が 多 精 子受 精



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

1592 シ ン ポ ジ ウ ム 日産婦誌53巻 glj一

表 8　 1細 胞期胚に お け る ヒ ト精 子の 染 色 体 分 析

第 1卵割

中 期 卵数
分析卵 数

染色体 異常率 （％〉

異数性 　　倍 数性　　 構 造 訂
『

［CSI

紡錘体 ICSI

10866 　87　　　　　6 （6．9）　　　　0（0）

　 49　　　　　2（4．O＞　　　　0（0）

2，668　　　　38 （1！D　　　　　O（0）

3 （　3A）　　　9（10．3）
4（　8．2）　　　6（　8、2＞

体 外受精

（透 明 帯 除去

ハ ム ス ター卵）

363 （13．6）　401 （14．7）

（Kalnigucl］iet　al，へ1n　J　Hum 　Gellet，1986）

　
一
方， 卵細胞膜 にお ける多精・

予受精防御の 存在

も種 々 の 動物 で 報告さ れて お り， 家 兎で は ， 従来

よ り短時 間に強固 な卵細胞膜 多精子受精防御が成

立す るこ とが知 られて お り，
ハ ム ス ター卵 にお い

て も透明帯の ブ ロ ッ ク と比較 し弱 い なが らも卵細

胞膜 にお ける精子融合 阻止機構の 存在が報 告され

て い る
’゚〕
．また

，
マ ウ ス 卵細胞膜 に お い て も精子結

合阻 害は媒精後 60分程 度で 成窃する こ とが 報告 さ

れ て い る
1°）．

　 しか し ，
ヒ ト卵細胞膜 の 多精子受精防御 に 関 し

て は ，
こ れ まで 利用 叮能な卵了数 に制限が ある こ

となど方法論的に解析が鬮難であ り 1分 な検討が

行 われ て い なか っ た．本研究 に よ り， 体外受精時

に受精の 認め られ なか っ た卵 を用 い た透明帯除去

卵が卵細胞膜に お ける 精 子の 結合
・
侵入 の 解析モ

デ ル と して 有用性が高 い こ とが明 らか とな り，
こ

の 解析 モ デ ル を用 い た卵細胞膜 へ の 精子結合 ・侵

人の 経 時的変化お よ び 再媒精実験の 結果か ら ， 媒

精後 2 時間まで に ヒ ト卵細胞膜 にお い て も精子 の

結合 ・侵入 を阻害する機構 が成 立するこ とが明 ら

か となっ た．阻害機構 の 成立に 2 時間を要す る結

果は
，

マ ウ ス卵 と比較 し ヒ ト卵細胞膜の 精子結合

・侵入阻害 は比 較的 slOW な現象 で ある こ とを示

す もの で あ る と考え られ る．また
， 低濃度の 精子

（1万／mL ）を 媒精 し た場合 も 同様 の 結 果 を示す こ

とか ら ，
こ の 成績は卵細胞質の 侵 人精子 を膨 化す

る 能力の 限界を示す も の で は な く， 真の 卵細胞膜

の 精子結合 阻害 を反映す る もの と考え られる
ω

，
・
方，活性化法の 異 なる単為発生卵 ， ICSIに よる

授精卵 で は卵細胞膜に おける精子の 結合 ・融合阻

害は成立せ ず ， また
， 透明帯で の 多精子受精防御

に 関与す る表層顆粒の 放出は卵細胞膜 の精子結合

阻 害の成 立 に は直接関与しな い 結果が得 られ た．

単為発 生卵 ， lcSl卵は受精卵で 認め られ る卵細胞

膜 と精子細胞膜 の 融合 を介 さな い こ とか ら，卵細

胞膜 における精子の 結合 ・融合阻害の 成立 には卵

細胞膜 と精子細胞膜の 融合が必 要不可欠で あ り，

両配偶子細胞膜の 融合に よ り卵細胞膜に何らか の

変化が 生 じその 結果， 精了
・
の 結合阻害が誘起 され

る もの と推測 され る
L：）

．

　精 Fと卵細胞膜 の 結合 ・融合過程 に関 して は マ

ウ ス を中心 に 多 くの 研究報告が認め られ ， 精 r・au

胞膜上 の fertilin，　 CD46
，

フ ィ プ ロ ネ ク チ ン
，

ビ ト

ロ ネ クチ ン とそ れ に対応する卵細胞膜上 の 各種の

イ ン テ グ リ ン が受容体 と して作用す るこ とが推測

され て い る
Ol「D 澗 ．また ， 最近 ， ノ ッ ク ア ウ トマ ウ

ス の 実 験 か ら tetraspan −membrane 　proteins（TM

4）ス
ーパ ー

フ ァ ミ リ
ー

に 属す る CD9 が 精 r・と卵

細 胞膜の 融合 に不 ロ∫欠で あ る こ とが 報告され た．

本研究成績か ら ヒ ト未受精卵 に お い て卵細胞膜上

に CD9 の 発現を認め ， また ， 抗 ヒ ト CD9 抗体で処

理 した末受精卵で は融合精子数が有意に減少す る

結果は ，
ヒ ト卵に おい て も精子 と卵細胞膜の 融合

に CD9 が関 与す る こ とを示 唆す る もの と考 え ら

れ る．また ， 受精後の 前核期卵 で は発現が消失 し，

精チ結合 ・融合 阻害が 成 立 しな い ICSI受精卵で

は CD9 の 発現が 保た れ て い る こ と よ り，受精後 の

卵細胞 膜にお け る精子 結合 ・融合阻害 に CD9 の

消退が 関与して い る 冂f能性が示唆 され る．イ ン テ

グ リ ン に関して は ， CD9 同様， 未受精卵 ，
　 ICSI卵

で発現 を認め ， 受精卵で発現が消失す る もの とし

て ， α Vβ3， α Vβ6， α 6β4， α 6β1， α 3β玉， α Vβ1，

αVβ5， α M β2な どの 複数 の イ ン テ グ リ ン が あげ

られ
，

また
，

こ れ らイ ン テ グ リ ン の リガ ン ドに相
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当す る もの は い ずれ も精 f・に その 存在が報告 され

て い る こ とよ り，卵網胞膜 と精
．
f’の 結合，受精 後

の 卵 細胞膜 に お ける精 チ結合阻害に 複数の イ ン テ

グ リ ン が 関与する 可能性を示唆する 成績で あ る と

考えられ る．

　 ICSI に よ り出生 した児に関 して は，　自然妊娠，

体外受精に よ り出生 した児の 先天異常率 ， 染色体

異 常 率 と比 較 し 問題 が な い と す る報 告 が 多 い

が
17／
，性染色体異常頻度が高 い とす る報 告も認 め

られ
ls／

，また ，　 Y 染色体 の microdeletion などの 男

児 へ の 遺伝 も問題と して あげ られて い る
191
． ヒ ト

初期胚 の FISH 法 を用 い た染色 体 の 検討で は ，

ICSI と体 外受精で は 異数性 異常 に 差 を認 め な い

とされ て い るが
2°）
，ICSI に おける第 2 極体放出不

全 の 頻度の 増加 を指摘 する報告 も認め られる
Lt［，

，

本研究で は精 ∫と卵 t’の 染色体 を個別 に 評価す る

た め マ ウ ス 卵 と ヒ ト精 1・の 異種間 lcSI モ デ ル を

用 い て検討した 結果 ，
マ ウ ス卵染色体の 異数性 ，

構造異常は低値で あ り， 紡錘体近傍に ICSI した 場

合 で も異常率に 差は 認 め られ な い 成績 が 得 られ

た．本来 コ ン トロ
ール とすべ きヒ ト精了とマ ウ ス

卵 を用 い た体外受精に よる染色体分析は困難で あ

る こ とか ら， 報告されて い る マ ウ ス 卵 とマ ウ ス 精

子の 体外受精に よ り得 られ たマ ウ ス 卵の 染色体異

常率 と比 較 した が
，
ICSI に よ る 異常率の 増加は 認

め られ な い
22｝
．しか し， 10％程 度に第 2 極体 の 放

出抑制を認め，こ の 頻 度は ICSI針の 刺入部位に よ

り差 が認め られ ない こ とよ り，第 2 極体放出抑制

は紡錘体へ の 直接障害よ りは IcSI操 作時の 細胞

骨格に対する影響に よ る もの と推測 され る．しか

し， 排卵誘発 の 影響，ICSI時の 高濃度の カ ル シ ウ

ム の 流入 に よる影響も否定で きず ， 今後の さらな

る検討が期待され る． ヒ ト精 r・の 染色体 異常 に関

して も構 造異常 を主 として認め たが，異常率は透

明帯 除去ハ ム ス タ
ー卵 r一と ヒ ト精 r の 体外受精 に

よ る 異常率 と同程度で ある こ と よ り
韓

， ICSI操作

に よ る 精 ∫染 色体 へ の 影響は 少な い もの と考え ら

れ る．こ の よ うに，精 子と卵細胞膜 の 融合 を介 さ

ず， 受精後の 卵細胞膜の 精子結合阻害が誘起 され

な い ICSI卵にお い て も染色体 レ ベ ル で の 正常性

が保たれ る こ とが 明 らか とな っ た．
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　　　 　　　　　　ま と め

　 ヒ ト卵にお い て は受精時の 表層顆粒の 放出に よ

る透明帯反応が多精子受精防御の L 要な役割 を担

うが ， 卵細胞膜に もslow な block で はあるが卵細

胞膜多精予受精防御 ともい える＊E−　rの 結合 ・融合

を阻害する機構が存在す る こ とを明 らか に した．

また，阻害機構の 成立 に は卵細胞膜 と精 ∫
」

細胞膜

の 融合が不 可欠で あ り， 両配偶 r一の 膜融A に よ り

卵細胞膜 1二：の 複数の イ ン テ グ リ ン
， CD9 の 発現が

変化 し，その 結果 ， 精子の 結合 ・融合阻害が成 立

す る H∫能性を示唆 した（図 2）．しか し， 近年，fer−

tilinβ，α 6イ ン テ グ リ ン の ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス に

よる実験成績
Z抛 ’〕

か ら従来 ， 精子 と卵細 胞膜 の 結合
・融合 に関 与する と考え られて い た閃 了・が決 して

必 須 の も の で は な い こ と が 明 らか に されつ つ あ

る．＊e　r一の 卵細 胞膜 へ の 結合 ・融合 はマ ル チ ス

テ ッ プな現象で あ り，複数の 因子が相 ij二に 関連 し ，

その 作用 を補完 して い る可能性 も考え られる．い

ずれ に して も，複数の イ ン テ グ リ ン の 相 互関連 ，

CD9 とイ ン テグ リ ン の 関連， イ ン テ ゲ リン以外の

融介蛋 自の 関与な ど， 精子 と卵細 胞膜 の 相互作川

を解明す るため今後明 らか にすべ き課題 も多 く残

され て い る と い える．
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Ab$tract

  An  effective  block to multiple  sperm  peltetration in mammalian  oocytes  is critical for' nornial  f'ertilization

and  subsequent  embryonic  development. It has been speculated  that the humail oocyte  relies  primarily on

the zona  reaction  to prevent  polyspeiTny. IIowever, the role  and  the mechanisms  concerning  the  oocyte

plasma  membrane  block in human  oocyte  are  poorly  un(]erstood.  We  firstly investigate a rnain  jneehanism

of  polysperrny bloek in human  oocytes.  SecTondary, the existence,  time  cotuse  and  mechanisms  oi' i1ie hu-

man  plasma  membrane  block to polyspenmy  were  investigated by an  in vitro fenilization assay  using  zona

pellucida-freeunferi,ilizedooc;ytes.

  The  total incidenee of  polypronuclear feniIization in our  IVF program was  6.2%, A  signifieantly  higher

polyspermic  fertilization was  observed  aiter  SUZI (34.5%) 
,
 indieating Lhat zona  reaction  inainly  invo]ved in

polyspermy bloek in hutnati oocytes.  Sperm  pertet,rat/ion assay  using  the zona-free  human  oocytes  clc,mon-

strated  that the number  ofpenetrating  spemnatozoa  reached  a maximum  by 2 h after insemiriation. A  rein-

semination  experiment  also  revealed  that the number  ot' penetrating and  binding spermatozoa  were  not  sig-

nificantly  deEferent bet"Feen control  and  reinsemination  oocytes,  suggesting  that the plasma membrane

block plays arz importaiit role  in the prevention  ofpolyspermy  in the human  oocyte.

  It has not  been deteumined if there is a  requirement  for spermi-oocyte  membrane  fusion for the establish-

ment  of  a  block to sperm  penetration at Lhe oocyte  plttsma membrane  level in the human. Therefore, we  in-

vestigated  whether  the incorporation of  the speum  plasma membrane  into the oolemma  contt'ibutes  to the

plasma membrane  block to polyspenmy, using  zona-free  oocytes  fertilized by intracytoplasmic spemi  i"jec-

tion (ICSI)er aetivated  by parLhenogenetic  activation.  Only two  of  the 35 pronuclear  oocytes  fertiiized sper-

matozoa  (control) demonstrated one  single  penetrating spermatozoa.  in contrast,  ICSI or  pmthenogeneti-

cally activated  oocytes  at pronuclear stage  could  stil] be penetrated by and  fuse with excess  spermatozoa,

and  this did not  result  in a  block Tesponse,  These findings suggest,  that the establishment  of  the pLasma

membraiie  block to spemn  penetration in tlLe human  eocyte  may  require  a  fusion process  between  spetmi

and  oocyte  plasma  membraRe.  The  plasma  membrane  bleck  to polyspermy does  not  invoive cortical  gran-
ule  exocytosis,  because release  of  C･G contents  was  observed  in both control  and  non-spemri-fertilized  oo-

cytes.

  To clarify the role  of  CD9  or  integrins concerning  the polysperrny block at eolemma,  we  invest,igat/ed ex-

pression of  CD9  and  integrins on  plasma  rnembrane  in uul'ertilized  oocytes,  sperm-t'ertilized  tmd  IC･SI fertil-

ized pronuclear  oocytes.  CD9  protein wtis  expre.ssed  on  plasma  membrape  in unfertilized  oocytes  and  ICSI

fertilized pronuclear  oocytes,  however, was  not,  observed  in sperin-lertilized  pronuelear  oocytes,  Similarly,

4 of  7or-subunits and  3 of  6P-subunits examined  were  detected in unfertilized  atid  ICSI feitilized oocytes

but not  sperm-fertilized  oocytes.  Treatment  of  oocytes  with  anti-CI)9  antibody  inhibited fusion and  pene-

tration processes  of  spermatozoa.  Thus,  changes  of  expression  of  CD9  or  integrins may  contribute  1/o oo-

cyte  plasma membrane  bloek  to sperrn  fusion and  penetration.

  Heterologous fenilization was  perforrned to assess  the chromosomal  nenmality  of  mouse-humati  hybrid

embiyo  at the first cleavage  metaphase  after  ICSI. ICSI procedur'e do not  eause  all increase in the t're-

queney  of  aneuploidy  and  st,mictura]  aberrations  in both  paternal and  maternal  chreinosomes.

  in conclusion,  we  have clarified  the existence  and  meehanism  of  human  oocyte  plasma  membrane  block
te spenm  penetration. These results  wuuld  facilitate understanding  of  the mechanism  of  hturtan sperm-
oocyte  interaetion.
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