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論文内容の要 旨

一般に晴乳動物の精子は射精されたままの状態で、は受精で、きず、発情期の雌性生殖路内で一定時間

過ごすことにより、ある種の生物学的変化をおこし、はじめて受精できる。この現象は精子の受精能

獲得(capac i ta tion) と呼ばれており雌性生殖路内には capacitation factor (CF) の存在が示唆さ

れている。また、 capaci ta tion 精子は精莱あるいは副宰丸分泌液と接触することにより受精能を消失

し (decapacita tion)、精紫、副皐丸分泌液中には decapacitation factor (DF) の存在が示唆されて

いる。精子は発情期の雌性生殖路内に移すことにより、再び受精能を獲得することができる (reca-

pacitia tion)。精子にみられるこの可逆的現象である capacitation ， decapacitation の本質は、いま

だ明らかではな\，) 0 演者は、この現象を解明すべく capacitation ， decapacitation に伴なう機能的

変化、更にはこれらの現象に影響を及ぼす生理活性物質について、まず雌性動物側から capacitation 

に影響を及ぼす物質について、次に精子側から精子自身に存在し、精子の受精能をコントロールして

いる物質について検討を行った。

本論

第一章 精子機能に影響を及ぼす子宮内の生理活性物質

精子の capacitation は雌性動物の内分泌環境によって支配されており、 proges terone処理子宮内

でなく estrogen 処理子宮内においてはじめて成立する。精子の代表的代謝である呼吸および嫌気的

解糖能について検討し、両者共に estrogen 処理子宮内で著しく促進されることが認められた。また

呼吸機能にみられた促進は DF を含む精紫で処理することにより著明な減退を示した。このような結

果をもとに、モルモット子宮から呼吸活性促進物質の抽出を行い ((Fr. Es-I00 : estrogen 処理子

宮の硫安 50~100%沈澱)、 (Fr.Pro-50 : progesterone 処理子宮の硫安50%沈澱 )J estrogen 処

。
。
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Respiration was determined with Warburg appara tus in Ca-free KRP buffer at 37
0

C. 

2.5 mg) bovine ser� albumin , 2.5 mg + Control (bovine serum y-globulin , -x-

(5 mg) Fr. Es-100 -0  

(5 mg) 

(5 mg) 

Fr. Es-50 一 e-

Fr. Pro-100 ームー

(5 mg) Fr. Pro-50 一企一

この物質理チ宮内からは精子の呼吸活性を促進する生理活性物質の存在が明らかになった (Fig. 1)。

この呼吸促進物質にしかし、は精禁処理によって減退した呼吸活性をも回復することが認められた。

は副事丸精子を capacita tion させる CF 活性は認められなかった。

精子成熟に伴なう受精龍の変動
ん唱・一ー千世

弟ー享

capaci ta tion 精子は精子の成熟の場である副皐丸内の DF によって decapacita tion 前述の如く

させることから、 capaci ta tion は単に雌性生殖路内における生理的変化ではなく、精子成熟過程と密

の生理化学的本質はとらえることができる。従って capacitation 接な関連性を有する現象として、

精子の成熟過程に伴なう機能的変化と相通ずるとの観点から検討を行った。呼吸、嫌気的解糖能とも

また雌性生殖路からの抽出物に対するに精子の成熟過程に伴ない変動することが認められ (Fig. 2)、

を指標とした、精子の運動性は、成熟精子において特異的に促進がみられた。 Acrosome reaction 

(Table.1)。これらの結果capacitation に対する反応性も精子成熟過程に伴ない増すことが判明した

から、精子は成熟過程に伴なって機能的変化を生じ、外部環境に対する反応性を増すとともにその受
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精能を増大化することが示された。



Fig. 2. Respiration and anaerobic fructolysis of guinea-pig spermatozoa 

a) Respira tion b) Anaerobic fructolysis 
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Respiration (Ca-free KRP buffer , gas phase : air) and anaerobic fructolysis , 

(Ca-free KRB buffer , gas phase : Nz) were determined with Warburg apparatus 

at 37 oC. 

Substrate : Fructose , 2.5 mg/vessel 

一企- unripe spermatozoa (unwashed) 

ームー unripe sperma tozoa (washed) 

-・- ripe spermatozoa (unwashed) 

-0- ripe spermatozoa (washed) 

Table 1. Motility and acrO$ome reaction % of guinea-pig spermatozoa after incubation 

in utero for 9 hours 

1 npe 

unnpe 

npe 

unnpe 

npe 

unnpe 

Motility Acrosome 

(%) reaction (%) 

29.3 16.0 

10.0 2.0 

20.5 5.7 

12.0 0.8 

15.2 6.8 

4.5 1.3 

Experimental 

No. 

S pe rma tozoa 

2 

3 

Guinea-pig epididymal spermatozoa was inseminated in the estrogen dominated uterus 

for 9 hours. 
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精子からの遊離物質と受精能阻害活性第三章

精子の成熟過程に伴なう機能的変化を物質レベルから明らかにする目的で medium 中に精子より遊

離してくる物質について検討した。その結果、成熟過程に伴ない精子からの遊離物質の量が増すこと

に明らこの遊離物質の Sephadex G-200 column で最初に溶出される分画'(Fr. 1 ) が認められ、

の精子細胞自身に対する生理的機能の検討として(Fig.3)。次いで、 Fr.Iかな量的変動が示された

精子呼吸、運動性に及ぼす影響をみたところ、 Fr.I は精子生存性には何ら影響を与えないにもかか

わらず、呼吸、運動性ともに著しく抑制されることが明らかとなった。そこで DF は種に非特異的作

Fr.I の DF 活性の有無をウサギ精子を用いて検討したとこ用を有すると報告されていることから、

Fig. 3. Gel filtration of the substance released from incubated guinea-pig sper-
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Elution volume 

40 
。

Column size : 2 X 70 cm 

Eluate : distilled water (pH 7.4) 

ー unnpe spermatozoa 一一一 npe sperma tozoa , 

Fr. 1 により脱受またcapacitation 精子の受精能は著明に抑制されること、ろ、 Fr.I 処理により

精能された精子は発情期の雌性生殖路内で recapaci ta tion されることを認め、 Fr.I に可逆的な DF

活性はマウスの体外受精においてもDF のまた Fr.I(Table.2)。活性のあることが判明した

を、予め認められ、 Fr.I を添加することによりマウス体外受精は著明に抑制された。一方 Fr.I

Fr. 1 に対する抗体で処理することにより、その DF 活性は完全に消失することから DF は免疫原性

この精子からの DF の遊離が子宮内ではそのホルモン状(Table.3)。そこで、をもつことが示された

でラベル化した抗体の種々処理した精子への結合能をみる態によりどのような影響を受けるか 131 1

ca-またことにより検討したところ、 Fr.I は estrogen 処理子宮内で持異的に精子より遊離され、

(Table.4)。この

が生じ、 capacitation 精子に精禁中の DF

pacitation 精子の精禁処理により、 Fr.I は精子に結合することが明らかになった

capacI ta tlOn ことは精子から DF が遊離することにより

decapacita tion が生ずることを示唆するものである。また子宮内で精子から

遊離した Fr. 1 は、 estrogen 処理子宮内で特異的に消失することが認められ、生殖機能の合目的的

184-

が結合することにより



Table 2. Effect of Fr. 1 on fertilization of rabbit spermatozoa 

Treatment 
Ova fertilized 

Ova recovered 
% Fertile 

Capacita ted sperma tozoa 

Capacitated spermatozoa 十 Fr. 1 

Capacitated spermatozoa + Fr. 1 + recapacitation 
Epididymal spermatozoa 

16/19 

3/26 

20/36 

1/13 

4
1
4
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Rabbit spermatozoa was capacitated in an estrous ~.ちßbit u terus for 6 hours. 

Fr. 1 (1 mg/107 spermatozoa) was incubated with capacitated spermatozoa for 30 

min at 37 oC. 

Capacitated spermatozoa treated with Fr. 1 was recapacitated in an estrous uterus. 

Table 3. Effect of Fr. 1 and anti-Fr. 1 -immunoglobulin (anti-Fr. 1 -Ig.) on mouse 

fertilization in vitro 

No.of ova No.of ova 
Treatment 

fertilized ※ 
% Fertile 

examined 

Control 64 30 47 

Fr.I ※※ 67 。 。

Fr. 1 + anti-Fr. 1 -Ig. (50μg) 58 2 3 

Fr. 1 + anti-Fr. 1 -Ig. (100μg) 54 21 39 

Fr.I 十 anti由 Fr. 1 -Ig. (200μg) 46 19 41 

Fr.I 十 normal serum 
※※※ 

y-globulin (200μg) 36 。 。

Mouse spermatozoa (2.2 X 105) and ova were incubated in modified KRB buffer 

(pH 7.4) under mineral oil in 5 % C O2 -air for 4 hours at 37 oC. 

※ Ova with male and female pronuclei 

※※ Fr. 1 ; 10μg/ tube 

※※※ fractionated from normal rabbit serum 
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Table 4. Binding activity of 1311_ anti-Fr. 1 -immunoglobulin to guinea-pig sperma tozoa 

Treatment 

Radioactivity c) Specific 
(cpm/107 spermatozoa) aCtIvlty 
(Mean :::l::: S. E. ) (%) 

2 ， 400 士 69 ※※ 69 

3, 127 土 13 90 

2 ， 811 土 39 ※ 81 

2 ， 973 士 31 86 

3, 467 :::l::: 157 100 

Uterine sperm.
a
)... Capacitated sperm. 

U terine sperm.
a
) trea ted with seminal 

plasma.. . Decapacitated sperm. 

U terine spermア.. . Non-capacitated sperm. 
Epididymal sperm. 

(incubated sperm. in vitro) 

Epididymal sperm. (fresh) 

a) incubated in an estrogen dominated uterus for 6 hours 

b) incubated in a progesterone dominated uterus for 6 hours 

c) after the reaction with 131I-anti-Fr. 1 -immunoglobulin, the radioactivity of the 

spermatozoa washed by the buffer 

※※ p く 0.01，※ p く 0.05 ; significantly different as compared to the group of 

epididymal sperm. (fresh) 

な結果として興味深いものと考えられる D

第四章 in vitro capacitation 誘発に関する検討

capacitation は精子から DF を遊離することにより生ずるならば、精子機能に何ら damage を与え

ることなく精子から特異的に DF を遊離させるような適当な medium を用いて in vitro においても

capacitation の誘発は可能で、あると考え、 chemically defined medium である modified KRB buｭ

ffer 中で incubation をすることにより capacita tion誘発の検討を行った。その結果、モルモット精

子において incubation time の経過に伴ない acrosome reac tion の出現を認め、更に capacitation

精子ならば異種動物の精子とでも受精可能なハムスターの卵を用いることにより、 preincuba tion 精

子が特異的に受精することを認めた (Table.5)。また、ウサギ精子においても同様の結果が得られた。

以上の結果、 capacita tion は精子からの DF の遊離によるものであるとの演者の考えをより明らかな

ものとした。

第五章 受精能阻止物質の精製および性質

マウス体外受精阻止に対する DF 活性を指標として DF の安定性を検討したところ、 DF は 80
0

C の

熱処理によって失活するが、酸 (pH 2.0)、アルカリ (p H 10.0) 処理には安定であることを認めた。

また pronase 処理でその活性は約五に、 β-amylase 処理では完全に失活することから、 DF 活性発

現に糖および蛋白質の関与が示された (Table..6)o DF の精製は等電点分画法、 DEAE cellulose 

column chroma tography および Sephadex G-50 によるゲルロ過法により行った。この DF はゲル

ロ過法、また Ampholine column の等電点的電気泳動法で p_H 2.6 付近に等電点をもっ低分子酸性

糖蛋白質であることを認めた (Fig.4)。更に、精製 DF の受精能阻害機序を検討したところ、 DF は
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Table 5. Penetra tion of guinea司 pig spe rma tozoa in to hams te r ova ※ in vitro 

Epididymal sperma tozoa P reincuba ted sperma tozoa 
※※ 

Treatment Ova fertilized Ova fertilized 
% Fertile % Fertile 

Ova examined Ova examined 

Wash ※※※ 0/17 o 15/20 75 

Unwash 。 /15 。 6/23 26 

※ Hamster ova were treated with 0.2 % hyaluronidase and 0.1 % trypsin to 

disperse cumulus cells and dissolve zona pellucida. 

※※ Guinea-pig spermatoヌ oa was preincubated in modified KRB buffer undere miｭ

neral oil in 5 % COz-air for 12 hours at 37 oC. 

※※※ Preincubated spermatozoa was washed with modified KRB buffer before inse-

mination with hamster ova. 

Table 6. Effect of pronase-P , trypsin and β-amylase on DF activity of Fr. 1 in 

mouse fertilization in vitro 

P retrea tment 
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30/45 

21/67 

6/73 

39/64 

2/72 

% Fertile 

67 

31 

9 

61 

3 

Mouse spermatozoa and ova were incubated in modified KRB buffer under mineral 

oil in 5 % COz-air for 4 hours at 37 oC. 

Fr. 1 was pretreated with each enzyme (Fr. 1 : enzyme 20: 1) for 6 hours 

at 37 oC. 

※ Treated Fr. 1 (10μg) was assayed in mouse fertilization. 

精子の acrosome 中に含まれ卵周囲に層として存在する corona radia ta を溶解する酵素である co­

rona radia ta penetra ting enzyme (CPE) の阻害活性を有することを認め、 DF が CPE の inhi­

bitor であることが示された (Table 7)。
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Fig 4. Determination of isoelectric point of DF by Ampholine column electrophoresis 

1.0 10 

‘、丸

ー 8 
、x‘

、

、

~ ‘、誕・・、.‘ 6 

<33> 0.5 
、、ヲt

、

‘ .‘ 、
~ 、

口

ハ 'ìl')l~ ~ I 王。

2 

。 30 60 90 120 

Elution volume (ml) 

-0- Fr.I 

-・ Purified DF 

Table 7. Effect of DF on activity 

Treatment of ova 
Denuda tion index 

+ 十

2 2 6 

10 1 。

1 l 11 

No. of ova 

None 0

1

3

 

可
E
ム
唱
E
A

句
E
ム

CPE (50μg) 

CPE (50μg) + DF (500μg) 

Denuda tion index ; 

十 the corona cells were completely dispersed 

土 some corona cells were removed 

only the cumulus cells were removed 

CPE ; corona radia ta penetra ting enzyme from rabbit sperma tozoa. 

CPE was incubated with or without DF for 2 hours at 37 oc before treatment with 

ova. 

結 ミ?b.

"冊

1) estrogen 処理子宮は精子の呼吸、嫌気的解糖能を特異的に促進し、その本体は子宮内に存在す

るアルブミン様蛋白質であることが判明した。
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2 )精子は成熟過程に伴なって、外部環境に対する反応性を増すと共に、その受精能を増大化するこ

とが示された。

3 )精子からの遊離物質には、精子の運動性、呼吸機能の抑制作用、受精能阻害活性 (DF 活性)が

認められた。また capacita tion は精子から DF の遊離により生じ、 decapaci ta tion は capacita­

tion 精子に DF が結合することにより生ずることが示唆された。

4 )精子機能に damage を与えない適当な medium を用いることにより in vitro capacitation 誘発

が可能なことを示した。

5) DF は精製により低分子の酸性糖蛋白質であり、その作用機序は CPE 活性の阻害作用にあるこ

とが判明した。

論文の審査結果の要旨

モルモット皐丸中より精子受精能獲得因子を抽出精製し、その因子が酸性糖蛋白であることを認め

併せてその作用機作のーっとして精子の acrosome に存在する corona radia ta penetra ting enzyme 

を抑制する作用があることを認めた。

この観点より本論文が薬学博士の学位記を授与する価値あるものと認めた。
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