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一般に晴乳類の精子は射精されたままの状態では受精する能力を有しておらず，雌性生殖路内にお

いて一定期間滞留する聞に何らかの生理的機能変化をとげ初めて受精能を獲得する。この現象は capa­

citation と呼ばれ， capacitation した精子は精業等と incubation を行なうことによりその受精能を消

失すること (decapacita tion) も知られている。これは精禁中に存在する decapacitation factor 

(DF) の影響と考えられるが最近著者らは， DF が精子自身に含まれることを示し，精子capacitaｭ

tion という現象は，この DF が精子より遊離することによりおこることを示唆した。精子capacitat-

ionの有無を判定する方法として間接的には， acrosome re action の観察や，精子呼吸，解糖能の測

定があげられるが，直接的には受精を行なわせてその受精能を観察する以外にはない。これまで行な

われてきた方法は，種々の状態の精子を雌性生殖路内に注入し，その受精能をみるものであり，実際

の受精条件に近いという利点はあるが，雌性生殖路内の種々の因子の存在を考える時，必らずしもこ

の方法が精子自身の受精能の検討に適しているとはいえない。著者は， in vitro において受精を行な

わせることができれば，雌性側の複雑な因子を除いて精子の受精能を測定できると考え， また ， in" 

vitro Iこわいて，受精を詳細に検討すれば，精子capacitationの解明，ひいては，受精現象の解明に

つながると考え，こうした観点から， capacitation しやすいといわれるマウス.をとりあげ，その体外

受精を試み，基礎的な検討を加えると共に，その応用として，この系を用い，ラット皐丸より精子

capacitation を抑制する物質の抽出精製を試みた。
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第一章 体外受精を行なわせる基礎的条件の検討

可能なかぎり簡単な組成のmedium中において再現性よく体外受精を行なわせるという観点から，

medium には卵胞液や血清の添加をしないものを採用し実験を行なった。副皐丸頭より得た精子は受

精能を持たず，副皐丸尾および輸精管からのもののみで受精可能であった。また，精子農度は1. 5X

105 sperm/mlで最も良い結果が得られた。この系における受精の時間的経過は Fig.1 に示される通

りであり，受精の各時期の写真を Plate 1-5 に示す。精子の卵 zona pellucida 内への penetration

がおこったものは，その後，ほとんどが 2 卵割卵ヘ進むことが認められた。
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Fig.1 Time Course of in Vitro Fertilization of Mouse Ova 

* ova with penetrated sperm in perivitelline space 
** ova with male and female pronuclei 

mediumの pHは，受精率に大きく影響を与え， pH 8. 0において最も高い受精率が得られた。また，

良好な受精率の得られる pHで、は，精子の卵 zona pellucida内への侵入の速度も速いことが示された。

マウス体外受精の系において，精子は一定の時間を経て初めて卵内に侵入することができた。精子の

preincubation はこの時間を短縮し，マウス精子においても capacitation が必要で、あること，及び，

それに要する時間は35~40分であることが示された (Fig.2) 口

第二章 Zona pellucida の protease に対する感受性の変化と卵の受精能

卵を protease により処理すると，その外層を形成する zona pellucida が隔解することは知られて

いたが， m-KRB中においては一部の卵の zona pellucida は protease に対して抵抗性を示すことが認

められた。 protease 処理を行なった後も zona pellucida を有する卵を集め体外受精の系に供したが，

このような卵は受精能を持たなかった。卵の受精能の持続期間を検討したところ，排卵後12時間を経

過したものでは，ほとんど受精能を消失していることが認められた。そこで，排卵後の種々の時間に

卵を輸卵管より採取し，その受精能及び、protease に対する zona pellucida の感受性を検討した。尚，
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Explanation for the plate 

Plate 1. Ova with sperm in perivitelline 

space (stage 1). (X200) 

Plate 2. Ova in stage 1 (gently pressed 

under cover glass). (X 400) 

Plate 3. Ova with male and female 

pronuclei (stage II). (X400) 

Plate 4. Ova in stage II (gently pressed 

under cov鑽 glass). (X400) 

Plate; 5. 2国 cell ova observed 24 hr after 

cultivation. (X160) 

ZP: zona pellucida PS: perivitelline space 

V: vitellus PN: pronuclei PB: polarbody SP: sperm 
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Fig.2 Effect of Sperm Preincubation on the Time Course of in Vitro 

Fertilization of Mouse Ova 

一ー-0一一一control sperm (epididymal sperm were inseminated within 3 min 

after preparation) 

・一一一preincubated sperm (epididymal sperm were incubated at 37 C for 

60 min in m-KRB medium at the concentration of 1-1. 5X106 

sperm/ml prior insemination) 

Time after insemination 
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Fig.3 Change in Sensitivity of Zona Pellucida to Chymotrypsin in Oviduct 

Female mouse were induced to superovulate by ip. injection of 5 IU 

of PMS 48 hr before an ip. injection of 5 IU of HCG and the ova 

were collected from oviduct at various time after injection of HCG. 
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Fig.3 に示されるように zona pellucida は，protease としてはchymotrypsin を用いた。その結果，

受精能が低下してゆくのに伴ない，その protease に対する感受性が減少してゆくことが明ら

しかし，排卵後直ちに卵を採取し ， in vitro において培養を行なった場合や，排卵直後

に PM S の投与を行なったの (Fig.5) では時間の経過に伴なう受精能の低下やzona pellucida 

かとなった。

排卵後，

の

protease に対する感受性の減少は認められなかった。下垂体-卵巣の系を介して雌性は性周期を発現

その後，着床の準備として子宮内膜の肥厚や黄体の形成を行なうことはよく知らし，排卵をおこし，

れているが，今回の実験において，下垂体-卵巣の系は，雌性生殖路内を受精に適した環境に保つだ

不妊等の関連において興味深い知見けではなく，卵の受精能をも control していることが示唆され，

100 

80 
(
掛
)
ロ

O
J明
けV
M
W
N
J
明
叶
叶
けvh
H
ω
』

20 

と考えられた。

60 

40 

60 

40 

{

A

W

)

 

m
w〉
O
ω
ω
M

刷
l
m
c
o
N

20 

。

24 21 18 工512 

。

(hr) 

Fig.4 Change in Sensitivity of Zona Pellucida to Chymotrypsin in Vitro 

Ova were collected from female induced superovulation in 

conventionally 12 hr after HCG injection and transfered to 

culture medium 

Time after HCG injection 

それ以上の精子が侵入するのを抑える働らきを持つ。そこ卵の zona pellucida は受精時に変化し，

このような zona pellucida の変化を検討し， protease に対する感受性で，受精の前後においても，

また受精時には急激に pro-に有意な差を認めた。 zona pellucida は雌性生殖路内に b~いては徐々に，

モルモット精

tease に対する感受性を消失し，受精の制御を行なうことが示された。

受精阻害物質の検定手段としてのマウス体外受精の応用

decapaci tation factor (DF) には種特異性がないことが報告されていることより，

子より得られる DF がマウス体外受精の系に有効であるか，また，このDFの酵素処理安定性につい

マウス体外受精はDFの検定手段となり得ること，

第三章

モルモットまた，て検討を行なった。その結果，

精子より得られる DF は， β-amylase処理により失活することが判明した。

次にラット皐丸を原料としてマウス体外受精の系を用い受精阻害因子の抽出精製を行なった。 Fig.
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Fig.5 Effect of PMS and HCG Injection on the Decrease of Sensiti vity 

of Zona Pellucida to Chymotrypsin 

PM S (5IU) or HCG (5IU) were injected to superovulated 

female 12 hr and 18 hr after HCG injection. Ova collected 

from oviduct at various time were incubated in medium 

containing chymotrypsin (25μg/ml). 

一一O一一PMS injection -~・~-HCG injection 

Time after HCG injection 

アンフォラインカラム電気泳動において単一で、6tご示す方法により得られた物質は， disc電気泳動，

マウス精あり，分子量は SDS-ポリアクリルアミド電気泳動により 7500と算定された。このものは，

子がcapacitationすることを抑制する作用を有するが， capacitation精子の受精能には影響を及ぼさ

なかった。このものの作用-用量曲線はFig.7 に示すとうりであった。
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Fig.7 Dose Response Curve of Fertilization Inhibitory Effect of Fr.α-1 

-300一

Concentra七ion of Fr.α-1 



precipl tate 

precipitate 

B
G
 e
 

Z
 

A
u
-
ｭ

e
e
A

川

抗
戸
』
.

u

l

p

 

l
a
a
o
 

e
-
-
V
M
 

C

-

ハ
U

円iH
 
nr 

Fr.A 

rat
l 
testes 

added sal i ne 

homogeni zed 

50%homogenate 

I stirred for a day at 40C 
I centrifuged 

supernatant 

I adjusted pH 3.7 with 1N HCI 

I centri fuged 

sup「rnat制

dialyzed to distilled water 

bufferi zed wi th 0.05 M ci trate-O. 1M 
phosphate buffer pH 3. 7 

CM-cellulose column chromatography 
-一」
20mM NaOH eluate 

I dialyzed and lyophylized 

Fr.iB 

conjugated with 2 %SDS-2 % 2 mercaptoethanol 

Sephadex G-200 column chromatography 

Fr'lα 
Sephadex G-100 column chromatography 

Dowex 1 X 8 column chromatography 

dialyzed and lyophylized 

Fr.'α ー 1

Fig.6 Flow Diagram for Mouse in Vitro Fertilization Inhibitory 

Substance Isolation 

本物質は Table 1 に示される物理化学的性状を有していた。また，アミノ酸組成は Table n に示

されるものであった。

Table 1 

Composition 

protein 92% 

sugar 4% 

Molecular weight 7500 

Isoelectric point pH 4.9 

1% 

l1cm280m 
15.3 

Physicochemical Properties of Fr.α-1 

(bi uret method) 

(phenol-sulfuric acid method) 

(SDS-pol yacrylamide gel electrophoresis) 

(electrofocusing on carrier ampholite) 

(in formﾎc acid, acetic acid, water-25: 87 : 888) 

結 圭，ð，.

再開

1 )体外受精に用いる精子は副皐丸尾ないしは，輸精管よりのものが適当であり，精子濃度は1. 5X
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Table n Amino Acid Composition of Fr.α-1 

Amino acid Amino acid 
Amino acid Mole % residues/mole Amino acid Mole % residues/mole 

of protein of protein 

Asp 8.08 4 Met 2.29 1 

Thr 4.89 3 Ile 5.33 3 

Ser 6.26 3 Leu 10.03 6 

Glu 10.67 6 Tyr 4.21 2 

Pro 4.52 3 Phe 5.07 3 

Gly 8.22 5 Trp* 2.19 1 

Ala 6.97 4 Lys 5.84 3 

Val 7.07 4 His 2.20 l 

1/2 Cys 1. 80 1 Arg 3.95 2 

* By ul traviolet absorption method 

105 sperm/ml が最適で、あった O マウスにおいても明らかに精子はcapacitation を必要としており，そ

れに要する時間は35~40分であることを認めた。 mediumの pH は受精率に大きく影響し，最適 pH は

8.0であった。しかし， pH によって capacitation は影響を受けておらず，精子の zona pellucida通過

速度がregulate されていることが判明した。また，精子 insemination後に卵の受精能が消失すること

や，卵採取時間によっては，受精能を持たないものが存在することも明らかとなり，再現性のよいマ

ウス体外受精の系を確立した。

2 )排卵後，時間の経過に伴ない，卵の受精能は次第に減弱し，ついには消失することを認めた。し

かし， ovum donor に PMS を追加投与した場合や in vitro に卵を培養する聞には，受精能は保持され

ることより，この受精能の消失は単なる卵の aging ではなく，内分泌系の支配を受ける受精の制御反

応であることを明らかにした。さらに，この制御は zona pellucida の protease に対する感受性の消

失に基づき行なわれており，多精子受精も同様の機構で阻止されていることが示唆され，卵の受精能

解明の端緒を聞いた。

3 )ラット皐丸よりマウス精子の capacitation を抑制する物質の抽出精製を試み，分子量7500，等電

点pH 4. 9, 4 %の糖を含む蛋白質を単離した。このものは，一旦capaci ta tion した精子の受精能は抑

制しないが，精子capaci ta tion を repressする性質を有していた。

論文の審査結果の要旨

マウス体外受精の基礎的な検討を行い併せて，その系を用いラット皐丸より精子capacitation を抑

制する物質の抽出精製を行い，分子量7500，等電点、pH4.9， 4%の糖を含む蛋白質を単離した。

よって本論文は薬学博士の価値あるものと認める。

-302一




