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男性 不妊 に 関 す る研 究
一invitroに お け る ヒ ト精 子acrosomereaction一

神戸大学医学部泌尿器科学教室

岡 田 弘

         STUDIES ON THE MALE  INFERTILITY 

 —ACROSOME REACTION OF HUMAN SPERM INCUBATED IN  VITRO— 

                           Hiroshi OKADA 

             From the Department of Urology, Kobe University School of Medicine 

   In 1981, P. Talbot developed a triple-stain technique to estimate the number of human 

sperm undergoing normal acrosome reaction in fixed smears. In this method, live and dead 

sperm are first differentiated using the vital stain trypan blue. Sperm are then fixed in 

glutaraldehyde, dried onto slides, and the postacrosomal region and acrosome are differen-
tiated using Bismark brown and Rose Bengal. Slides are examined at  1,000x with a bright-

field microscope and assessed for the percentage of sperm that have undergone the normal 

acrosome reaction. Using this method we examined C) the time course of the acrosome 

reaction of human sperm incubated in mBWW  © the influence of human serum albumin, 

the calcium concentration of incubation media, Ca ionophone  A  23187, and trypsin on the 

acrosome reaction of human sperm and C)the difference between the percentage of sperm 

undergoing normal acrosome reaction of fertile and infertile males. 

   We got the follouing results:  © The percentage of human sperm undergoing acrosome 

reaction increased for the first six hours of incubation,  C) Without human serum albumin 

the acrosome reaction did not occur. Ca ion could be one of the triggers of the acrosome 

reaction. Ca ionophore A23187 and trypsin induced the acrosome reaction in vitro. C)Sperm 

from oligozoospermic males, especially poorly motile sperm, could not undergo acrosome 

reaction so easily as sperm from fertile males could. 

Key  words  : Male infertility, Oligozoospermia, Acrosome reaction, Ca ionophore A23187. 

           Trypsin

緒 言

射 出 され た 精 子 は 女 性 生 殖 器 中を 通 過 す る 間に

capacitationを 受 け,授 精 能 を 獲 得 してゆ く.そ し

て,精 子 が卵 の透 明 帯 を通 過 し卵 細 胞 内へ 侵 入,授 精

(insemination)が 成 立 す る ため に は,精 子 頭 部

acrosomeのinneracrosomemembraneに 存 在 す

る タ ンパ ク分解 酵素 が 放 出 され な けれ ば な らな い 且).

この タ ンパ ク分解 酵 素 の放 出に は,前 段 階 と して の精

子 頭 部 のplasmamembraneお よびouteracroso。

memembraneの 空 胞 変 性が 必 要 不 可 欠 で,こ れ に

よ りは じめ てacrosomeの 内 容 物 で あ るacrosinを

含 め た 酵素 作 用 の 発 現 が 可 能 と な る.こ の 一 連 の

acrosomeに お こる変 化 をacrosomereaction(先

体 反 応)と 呼 ん で い る.ヒ ト精 子 頭 部 の大 き さは5～7μ

とほ か の 実 験 動 物 の マ ウスや ハ ムス ター な ど よ りか

な り小 さい た め,acrosomereactionの 観 察 に は 透

過 型 あ る いは 走 査 型電 子 顕 微鏡 が 用 い られ て きた.し
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か し,こ れ ら の方 法 は 標 本 の作 製 に 長 時 闇 を 要 し,電

子 顕 微 鏡 を必 要 とす るため,一 般 臨 床 の場 で は ル ー チ

ー ンに 検 査 で きな か った。 著 者 は,光 学 顕 微 鏡 を用 い

てaCrosomereaCtiOnの 観 察 可 能 な 方 法 と して,

1981年 にTalbotら に よ って 報 告 され た精 子 のtriple

-staintechnique2)を 応 用 して
,invitroで 培養 した

ヒ ト精 子 のacrosomereactioneCっ い て 基 礎 的 な ら

び に 臨 床 的 検討 を加 えた の で 報告 す る.

1.基 礎 的検討

Table1. mBWW液 の組 成17)(albuminfree

mBWWはHSAを 含 まな い)

content 9/2

研 究 方 法,対 象 お よび 結果

1.triple-staintechnique

l)実 験 材 料

(1)培 養 液

培 養 液 と してmBWW液(modifiedBiggers

WhittenandWhittingham液,Table.1)を 用 い

た.染 色 液 を 調 整 お よび洗 浄 精 子 を 作 製 す る際 に は

humanserumalbumin(HSA)を 除 い たalbumin

fl'eemBWW液 を 用 い た.

(2)固 定 液 と染 色 液

(ア)精 子 の固 定 液 は透 過 型 電 子 顕 微 鏡 用 資料 作 製 に

汎用 され て い る3%glutaraldehydeinO.1Mcaco-

dylatebufferpH7.4を 用 い た.

(イ)染 色 液 は 以 下 に 示 す3種 類 で あ る.

(i)ト リパ ンブ ル ー染 色 液Trypanblueを2%

w/vと な る よ うにalbuminfreemBWWで 調整

した。

(ii)ビ ス マル クブ ラ ウ ン染 色 液Bismarkbrown

を脱 イ オ ン水 で0.8%と な る よ うに 調 整 し,HCIで

pHを2.0と した.

(iii)ロ ー ズ ベ ンガル 染 色液RoseBengalを

o.1MtrisbufferpH5.8でo.8%と な る よ うに調

整 した.

い ずれ の試 薬 もSigma社 製 を 使用 し実 験 当 日に

調 整 され た.

2)triple-staintechniqueに よる洗 浄 精 子 の 染 色

(1>第1染 色(ト リパ ン ブル ー染 色)

albuminfreemBWW液 で3回 洗 浄 した精 子 を

albuminfreemBWW液 で 再 懸 濁 し精 子 浮遊 液 を

作 製 す る.こ れ に 等 量 の トリパ ン ブル ー染 色 液 を 加 え

37℃ のwaterbath中 で正 確 に15分 間 染 色す る.こ

れ にalbuminfrecmBWW液 を加 え 軽 く概 は ん した

後,室 温,2509で 遠 沈 し上澄 を 水 流 ポ ンプに て除 き,

沈 澱に 対 して再 度albuminfrcemBWW液 を 加 え

懸 濁 し,室 温,2509で 遠 沈 した 、 こ の操 作 を 上 澄 が

淡 青 色 に な る まで つ づ け上 澄 を 除 い た 後,3%グ ル タ

NaCl

KCl

CaCI2

KH2PO4

MgSO4-7H20

NaHCO3

Na-pyruvate

Na-lactate

Glucose

Humanserumalbumin

Antibioticsstocksoh

4.910

0.356

0.189

0.162

0.294

3.000

0.028

2.416

1.000

35.000

1.Om翅

mOsmol 308

ル ア ル デ ヒ ド固 定 液 を加 え,0℃ の 氷 室 に て約40分

間 固 定 す る.こ う して 固定 され た精 子 に 脱 イ オ ン水 を

加 え,室 温,2509で 遠 沈 し,上 澄 を 除 いた 後,再 度

脱 イ オ ン水 中 に 懸 濁 した.こ の操 作 を2回 繰 り返 す こ

とに よ り固 定 液 を 除 去 した.こ の 沈 澱精 子 を,ご く少

量 の 脱 イ オ ン水 で懸 濁 しacidcleanedglass上 に 均

一に 塗 沫,そ して 水 平 位 に て 室 温 で 一 晩 風 乾 し,第 一

染 色 精 子 の塗 沫標 本 と した.

(2)第2染 色(ビ ス マル クブ ラ ウ ン染 色)

翌 日,こ の 精子 塗 沫標 本 を,40℃ の ビス マ ル ク染

色液 中 で正 確 に5分 間 染 色 し,た だ ち に 脱 イ オ ン水中

で 充 分 に水 洗 し,余 剰 の水 分 を 除 く.

(3)第3染 色(ロ ー ズ ベ ンガ ル染 色)

上 記 標 本 を 乾 燥 させ な い よ うに 注 意 して ただ ちに,

25℃ の ロー ズベ ン ガル 染 色 液 中 で20～40分 間 染 色 し

た.つ い で,こ の 染 色 標 本 を,脱 イ オ ン水 中 で充 分 に

水洗 した後,上 昇 エ タ ノール 系 列 で 脱 水,キ シ レン

で 透 撤 し,通 常 の病 理 組 織標 本 と 同様 に,resinと

coverglassに よ って 封 入 し,永 久標 本 を作 製 した.

以 上 がtriple・ ・staintechniqueに よ る精 子 染色 法

で あ る.

3)triple-staintechniqueの 原 理

第1染 色 の ト リパ ンブ ル ー染 色 の 目的 は,生 精子 と

死 滅 精 子 の 染 め 分 け で あ る.す なわ ち,細 胞 膜 の 生物

活 性 が 保 た れ て い る 生精 子 は染 色 され な いが,生 物 活

性 の失 な わ れ た 死 滅 精 子 は 頭部 お よび 尾 部 が 青 色 に 染

色 され る.第2,第3染 色 で は,ビ ス マ ル クブ ラ ウ ン

に よ りpostacrosomalregionが 褐 色に,ロ ー ズ ベ
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ンガ ルに よ りacrosomeが ピ ン クに 染 め 分 け られ る.

plasmamembrancお よびouteracrcsomcmem-

braneが とれinneracrosomemembraneの 露 「「

したacrosomereaction陽 性 精 子 はacrosomeが

染 色 され な い.

以上 述 べ たtriple-staintechniqしleに よ って染 め

分け られ る4種 類 の 精子 を模 式的 に 示 す(Fig.1).

① 生 精 子 でacrosomereacti・n陰 性,す なわ ち

精 子頭 部 にacrosomeを 冠す る も のはacrosomeが

ピ ンクに,postacrosomercgionが 褐 色 に ,tailは

ピ ンクに 染 ま る.② 生 精 子 でacr・s・meを 失 っ た,

す なわ ちacrosomercaction陽 性 精 子 の,acrosome

は透 明に 抜 け て お りpostacrosomeregionは 褐 色

に,tailは 淡 い ピ ン クに 染 ま る.そ して 死 滅精 子 は,

トリパ ン ブル ーに よ って 全 体 が 黒み が か って 染 色 され ,

③死 滅 精 子 でacros・meを 有 す る もの はacros・me

が 赤 褐 色 に,postacroso・neregionは 黒 褐 色 に ,

tai1は 黒 色 に 染 色 され る.④ 死 滅精 子 でacrosomc

を 失 っ た もの のacrosomeは 透 明に 抜 け て お り,

postacros・meregi・nは 黒 褐 色に,tailは 黒 色に

染 色 され る.

実際 の染 色 標 本 例 が(Fig.2)に 示 され て い る.

な お,acrosomereaction陽 性 率1よ,観 察精 子 数

(400～500)に 対 す るacrosomereaction陽 性 精 子

の 割 合 を(%e)に て 表示 した.す な わ ちacrosomc
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reaCtion陽 性 率(%)=・aCrosOmereactiOn陽 性 精

子 数/観 察精.了・数 ×100

2.invitroに お け る洗 浄 精 子acrosomereaction

の 経 時 的 変化

(対 象)

過 去1年 以 内に 子 供 が 生 まれ た か,ま た は,そ の妻

が 妊 娠 中 で あ るfertilemaleの うち でvaricocele

testisが 無 く,精 液 中 にUreaptasmaurea!yticumが 陰

性 の 男 子(以 下FertileMaleと す る)5名 か ら得 た

精 子

(方 法)

概 略 が(Fig.3)に 示 され て い る.用 手 法 に て 精 液

を 滅菌 シ ャー レ中 に 採 取 し,室 温(25℃)で 約30分

間 静 置,充 分 液 化 させ,こ の一 部 を 精 液検 査(精 液 量,

精子 濃 度,精 子 運 動 率,奇 形 率)に 供 した.こ の の ち,

albuminfreemBWWを 加 え,室 温,2509で 遠 沈,

上 澄 を 水流 ポ ンプに て 吸 引除 去 し,沈 澱 に 再 度albu-

minfreemBWWを 加 え懸 濁,同 様 に 遠 沈 懸 濁 を

3回 繰 り返 して洗 浄 精 子 を作 製 した.こ う してで きた

洗 浄 精 子 を,パ ラ フ ィ ンオ イル 下 のInBWWの

microdroplet中 に,精 子 濃 度10×106/mlと な る

よ うに 加 え,37℃,5%CO2,95%airのCO2三n-

cubator中 で培 養 を開 始 した.一 部 の洗 浄精 子 は,

培 養開 始 前 のacrosomereactionの 陽性 率 の算 定 に

供 され た.培 養 開 始後 は,2時 間 目,4時 間 目,6時

「 一 一 一 一 ニー 一 ⊥一一 一 一 一 一一一 「

collectsemeninsteriletube

↓

Iiquefiedatroomtemperature

SemenanaiySiS

〔ii騨、難 ・i・n〕

な
washedwithmBWW(albθ)

threetimes(250G,25℃)

　

spermresuspendedinmBWW一
triple-staintechnique

l
estimatethepercentageofacrosome-

reactedspermbeforeincubation

emBWW囎 罐 鷺 、、淵hittenand)

introducesperminmicrodroplet

10×IO6sperm/m2

mineraloil

↓

incubation

(37「C,5%CO2,95%air)

↓

triple-5taintechnique

↓

estimatethepercentageof

acrosome-reactedspermafter

incubation

Fig.3.実 験 の 概1略
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問 目,8時 間 目,お よび12時 間 目にCO2五ncubator

よ り一部 検 体 を 取 り出 し,こ れ をtriple-stainte-

chniqueで 染 色 し,各 時 間 ご と の'acrosomereact・

ion陽 性 率 と した.す べ て の実 験 はduplicateで お

こなわ れ,精 子 濃 度 の 測 定 はMaklerの 方 法3)に よ

り,精 子 運 動 率 の測 定 は 神戸 大 学 医 学 部 泌 尿 器科 学 教

室に て 開 発 され たB.P.P.法4)に よ った.varicocele

testisの 有 無 は,触 診 お よびcontactthermogra-

phy5》 に よ り,精 漿 中UreaPlasmaureal■ticumの 有

無 は さ きに 報 告 した 方 法6)に よ り検 索 した.

(結 果)

①acrosomereaction陽 性 率 は 培養 開 始 後6時

間 目 まで 漸増 し,そ の 後2時 問 平 衡 状 態 を保 ち,以 後

漸減 して い った.

② 培 養 開 始 時 す で に,acrosomereaction陽{生

精 子 が3%み られ た(Fig.4)が,こ れ は 洗 浄操 作 な
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どに よ りacrosomereactionが 対 象 精 子 の3%に 起

こ った こ とを示 して い る.

3.invitroに お け る 洗 浄 精 子acrosomereac・

tionと 培 養 液 のalbumin濃 度 の関 係.

(対 象)

FertileMale3名 の 精子.

(方 法)

albuminfreemBWWと,HumanSerumA!・

bumin(HSA)を1.8%お よび,3.5%と な る よ うに

加 え たmBWWで パ ラ フ ィ ンオ イ ル 下 にmicro

dropletを 作 製 し,そ れ ぞ れ に,洗 浄 精 子 を精 子 濃

度 が,10×1061mlと な る よ うに 調整 して加 え,37℃,

S%CO2,95%air中 で 培 養 し,acrosomereaction

陽 性率 の経 時 的 変 化 を 観察 した.

(結 果)

①albuminfreemBWW中 で培 養 した 精子 で は
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reactionの 経 時 的 変 化
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acrosomereactionは 起 こ らな か っ た,

②HSA濃 度1.8%お よび3.5%間 のacrosome

reactionの 陽 性 率 に,有 意 差 は 認 め られ な か った

(Fig.5).有 意 差 検 定 はpairedt・ ・testに ょ った,

4.invitroに お け る 洗 浄 精 子acrosomereac-

tionに 対 す るCaイ オ ンの 影 響.

(対 象)

FertileMale4名 の 精 子

(方 法)

パ ラ フ ィ ンオ イル 下 のCafreemBWWで 作 製 し

たmicrodroplet中 に 洗 浄 精 子 を 工0×106!mlと な

る よ うに 加 え,4時 間preincubateし た 後,micro

droplet中 にCaイ オ ンが 最 終 濃 度2μMと な る よ

うに添 加 し,そ の 後 のacrosomereactionの 経 時

的変 化 を 観 察 した.

(結 果)

Gaイ オ ン添 加 後,30分 でacrosomereaction陽

性 精子 はCa・free群 に 比 ぺ2倍 に増 加 した(Fig.6).

5.invitroに お け る 洗浄 精 子acrosomereac-

t圭onに 対 す るCaionophoreA23187の 影 響

(対 象)

FertileMale3名 の精 子

(試 薬)

CaionophoreA23187(EliLiily社 製)を100%

ethanolで 溶解 し10mMのstocksolutionと し,

これ をmBWWで 希釈 し各種 濃 度 のCaionophore

A23187を 含 む 培 養液 を作 成 した.

(方 法)

パ ラ フ ィ ンオ イル下 にmBWWで 作 成 したmicro

droplet中 へ 精 子 濃 度 が20x106!mlと な る よ うに,

洗 浄 精子 を加 え,こ れ にCaionophoreA23187を

最 終 濃 度0.5pM,1.0μM,2.5μM,5.0μM,お よび

10μMと な る よ うに添 加 し,30分,60分 お よび90分

後 のacrosomereaction陽 性 率 を 各 濃 度 ご と に比

較 検 討 し た.normalcontro1はCaionophore

A23187を 加 え ずethanolの み を 最 終 濃 度0.1%と な

る よ うに 加 え たmBWWと した 。 また,す べ て の実

験 操 作 は暗 室 中 に て行 なわ れ た.

(結 果)

CaionophoreA23丘87添 加 後90分 のacrosome

reaction陽 性 率 は 高 濃 度 とな るほ ど高 く,濃 度 依 存

性 で あ っ た.ま た,10μM添 加 群 のacrosome

reaction陽 性 率 はnormalcontrolの 約3倍 で あ っ

た(Fig.7).

6.invitroに お け る 洗 浄 精 子acrosomereac-

tionに 対 す るtrypsinの 影 響

(対 象)

FertileMale5名 の精 子

(試 薬)

trypsinはSigma社 製 を用 い た.

(方 法)

パ ラ フ ィ ンオ イ ル下ee作 製 したmBWWのmicro

droplet中 に10×106/ml精 子 濃度 とな る よ うに 調 整

して洗 浄精 子 を加 え,30分 間preincubateし た の

ち,trypsinをO.1%,0.2%,O.5%k一 よ び1.0%と

な る よ うに 添 加 し,そ の後 のacrosomereaction陽

性 率 を 各 濃 度 ご とに比 較 検討 した.

(結 果)

tryp・inは 濃 産 依 存 性 にacr・s・m・reacti・nを 誘

発 した(Fig.8).

皿.臨 床的検討

研究方法,対 象および結果

tnvitroに お け る 培養 前後の不妊 患 者 精 子 の
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acrosomereaction陽 性 率 を 精子 濃 度 お よび精 子 運

動 率別 に 比 較 検 討 した.

(方 法)

不 妊 患 者 洗 浄 精 子 を パ ラ フ ィ ンオ イ ル下 のmicro

droPlet中 に て,37℃,5%CO2,95%roQmairの

CO2incubator内 で 培 養 し,培 養 前 後 にtriple-

stainを お こな いacrosomereaction陽 性 率 を 比 較

した.培 養時 間 は予 備 実験(Fig.4)の 結 果 を踏 まえ

6時 間 培 養 と した.

(対 象)

対 象 は神 戸 大 学 医 学 部 泌 尿 器 科 男 子 不 妊外 来 通 院 患

者のうち以下に示す症例を除外した108例 である.

azoospermia症 例,精 子濃度0.5×1061ml以 下の

高度乏精子症例,motilityが0%の 精子無力症,夫

婦のいずれかに抗精子抗体が陽性であった症例,お よ

び妻に排卵障害,卵 管通過性障害を有するものを除外

した.normalcontrolと してFertileMale5名 の

精子を採用した.

(結果)

対象とした108名 を精子濃度別に以下のごとく4つ

のgroupに 分 けた.正 常精子濃度群(N群):精 子

濃度45×106!m1以 上,乏 精子症grade1(01三go1
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群)=精 子 濃 度15×1061ml以 上45×loelml未 満,

乏 精 子 症9rade2(oligo2群);精 子 濃 度5×1061

ml以 上15×1061ml未 満,乏 精 子 症grade3(01igo

3群):精 子 濃 度5×1061ml未 満,な お,normal

controlのFertileMale5名 をF群 と して 記 載 し

た.6時 間 培養 後 に おけ る各 群 のacrosomereac。

tionの 陽 性 率 を比 較 す る と(Fig.9)1.F群 とN群

との 間 に 有意 差 は なか った.oligoI群,oligo2群

お よびoligo3群 の培 養 後 のacrosomereaction陽

性 率 はF群 に 比 して 有 意に 低 か った(P<0、05).2.

N群 の培 養 後 のacrosomereaction陽 性 率1よoligo

1群,01igo2群,01igo3群 に 比 して有 意 に高 か っ

た(p<0.05>

3.01igo1群 の培 養 後 のacrosomereaction陽

性 率 はoligo2群,01igo3群 に 比 して 有 意 に 高 か

った(p<0.05).

4.oligo2群 とoligo3群 と の培 養 後 のacrosome

reaction陽 性 率 に 有 意 差 は なか った(p<O.05).

この 有 意性 検 定 はWilcoxonranksumtestに ょ

った.

培養 開 始 時 の運 動 率 別 に 対 象 症 例 を以 下 の4群 に 分

け,そ れ ぞ れ の 群 間 の6時 間 培 養 後 のacrosome

reaction陽 性 率 を比 較 した(Fig.10).

group1.運 動 率20%未 満 の17例

gmup2.運 動 率20%以 上40%未 満 の27例

group3.運 動 率40%以 上60%未 満 の36例
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group4.運 動 率60%o以 上 の28例

group1.の6時 聞 培 養後 のacrosomereaction陽

性 率 は ほか の3群 に 比 して 有 意 に 低 か った(P<0.05).

group2。group3.お よびgroup4,の 間 に は有 意

差 は なか った(Wilcoxonranksumtest).

考 察

invitroで,た とえ ばTMPA7)やBWW液8)の

ような 培養 液 中 で 哺 乳 類 の 精 子 にacrosomereac-

tionを 惹起 させ うる こ とは 周 知 の 事 実 で あ るが,こ の

aCrosOmereactionに 関す る研 究 は お もに 認 歯類 の

ハ ム ス タ ーや モ ル モ ッ トな どの 小 動 物 を用 い て お こ な

わ れ て きた.こ れ は,上 記 翻歯 類 のacrosomeが 位 相

差顕 微 鏡 や 微 分 干渉 顕 微 鏡 な どの 光 学 顕 微 鏡 を用 い て

充分 に 観 察 可 能 との事 情 に よ っ てい る.光 学 顕 微 鏡 を

用 いた ヒ ト精 子 のacrosomereactionの 観 察法 と し

て は,こ れ まで にFITC-RCAを 使 った 蛍 光法9)が

報告 され て い る.し か し,ヒ ト精 子頭 部 は5～7μmと

小 さ いた め 光 顕 レペ ル で そ の膜 の変 化 を 充 分 に と らえ

るこ とが で きな か っ た.こ のた め お もに透 過 型 ま た は

走査 型 電 子顕 微 鏡 を用 い て の研 究 が な され て きた が,

これ らは,観 察 に大 規 模 の特 殊 な 設 備 を 必 要 とす る も

の であ り,定 量 的 な解 析 を お こな うに は長 時 間 を 必 要

とす る.ま た,こ れ らはacrosomemembraneお よ

びplasmamembraneに 起 こった 変 化 を 観 察 す る も

の であ るが,い ず れ も 固 定 した 精子 を 対 象 と して い

るた め,死 滅精 子 の 膜 に 非 特 異 的 に 生 じた 死 後 変 化

(acrosomemembraneの 脱 落)を 観 察 して い る のか,

真 のacrosomereactionに よ ってacrosomeme-

mbraneお よびplasmamembraneeC変 化 を 生 じた

ものか の判 別 が 困難 で あ った.triple・staintechnique

は,こ れ らの欠 点 を 解 決 す る方 法 で,ト リパ ンブル ー

第1染 色に よ り生 精 子 と死 滅 精子 の染 め 分 けが 可 能 で

あ る.

実 際 の 染色 例 に 見 る ご と く,acrosomeが ピ ソ ク

に 染 ま った もの と染 ま らなか った も のは 明 瞭 に 区 別 さ

れ る.第2染 色 に 必要 な時 間 は用 いた ロー ズベ ンガ ル

の試薬 ロ ッ トに よ って多 少 のば らつ きが あ ったた め,

ロッ トご とに最 適 な染 色 時 間 を 決 定 した.な お,今 回

のnOrmalCOntrOlは,VariCOCeleteStiSを 有 す

る患者 や 精液 中UreaPlasmaUreal)ticum陽 性 患 者 の

精 子 は 形 態 学 的 に 異 常 を 有 す る 割 合 が 多 い と の報

告G・27》が あ るた め,こ れ らを 認 め な いFertileMale

精子 と した.

invitro,mBWW中 で 培 養 した 精子 のacrosome

reaction陽 性 率 を 経 時 的 に み る と(Fig.4),6時 間

目ま で は 漸増 し8時 間 目 ま で平 衡状 態 を保 ち,以 後 漸

減 した,こ れ はacrosomereactionを お こ して い る

精 子 数 は経 時 的 に 増 加 し て い く が,acrosomereac-

tion陽 性精 子 は一 般 的に 短 時間 でviabilitylo)が 低 下

し,死 滅 して い くた め 生精 子 数 も経 時 的 に 減 少 して ゆ

き,両 者 が6時 間 目で 平 衡に 達 した こ とに よ る と推 察

され る.ま た,培 養 開 始 時 に もacrosomereaction

陽 性 精 子 が3%見 られ た の は,洗 浄 精 子 作 成 過程 で,

遠 沈操 作 を3回 行 な っ て い るた め,物 理 的 外 力 に よる

acrosomemembrane脱 落 精 子 が 存 在 す る もの と考

え られ る.

invitroで 培 養 した 各 種 動 物 精 子 のacrosome

reaction陽 性 率IXgoldenhamsterii)の40%,guinea

pig且2)の75%と の成 績 に 比 べ ヒ トで は20%と 低 率 で あ

った.invitroで 精 子 を 培 養 しacrosomereaction

を お こ させ るた め に はalbuminが 必 要不 可 欠 で あ る

こ とが知 られ て い る が,い か な る メ カ ニ ズ ムにalbu・

minが 関 与 す るか は あ き らか に され て いな い.著 者

の成 績 で もalbuminfreeの 培 養 液 を使 用 した場 合

に はacrosomereactionは お こ らな いが,1.8%お

よび3・5%のalbumin(H.S.A.)濃 度 の 培 養 液 を用

いた 場 合,acrOsomereactionが 両 者 と も 同程 度 に

誘 発 され て い た.こ れ は,A三tkenら13)の3%お よび

L8%濃 度 のH.S.A.を 用 い た実 験 と同様 の成 績 で,

濃 度依 存 性 は 見 られ な か った.し か し,最 近 同一 製 品,

同 一 濃度 のH.S.A.を 使 用 して も,製 品 のPッ トに

よ りacrosomereactionの 誘 発 に 差 が あ る と の報 告

もみ られ,こ れ に つ い て 押 尾 ら14)は,H.S.A.の

fractionVは 単 一 の タ ンパ クの み で は な く,数 種 類

の 爽 雑物 が あ り,こ れ が ば らつ きの 原 因 と説 明 して い

る.ま た,彼 は ハ ムス タ ー精 子 を 用 い たacrosome

reactionの 観 察 で,BovineSerumAlbumin(B.

A.S.)のfractionVを 精 製 した もの をalbuminと

して使 用 す れ ば,従 来 使 用 され て い るB.S.A.濃 度

の1!8で,同 程 度 のacrosomereactionの 誘 発 が

可 能 で あ った と報告15)し て い る.こ れ は 現在,世 界 各

国 で精 子 の授 精 能 力 評 価に 使 用 され て い るzonafree

hamstereggを 利 用 したspermpenetrationtest

(S.P.T.)の 各 施 設 問 の 差 がalbuminの 精 製 度 に 起

因 す る とのひ とつ の考 え を示 唆 して い る.す なわ ち,

S.P.T.の 一段 階 と して のacrosomereactionに 質

的,量 的 差 が あれ ば,結 果 と し て当 然spermpenetra・

tionに 差 が 見 られ る こ とに な る.

Caイ オ ンを 含 ま な い 培養 液 で洗 浄 精 子 を 培 養 した

場 合 に は,acrosomereactionは お こ ら な か った

(F三9・6).こ れ は,alburninと 同様 にCaイ オ ンは
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acrosomereaction誘 発 に 必 要 不 可欠 で あ る と い う

諸 家 の報 告16)と 一 致 して い た.4時 間Caイ オ ンを

含 まな い 培 養液 で 洗 浄 精 子 をpreincubateし た 後,

Caイ オ ンを添 加 す る と短 時 間 にacrosomereaction

が 誘 発 され た,こ れ は,albuminやCaイ オ ン添 加

に よ って,acrosomereactio匝 を 同期 化17)し うる こ

とを示 して お り,精 子 授 精 能 獲 得 の 一 段 階 で あ る この

acrosomereactionを 同 期 化 す る こ とは,各 精 子 間

の授 精 能 獲 得 過 程 の 差 が な くな りzonafreehamster

eggを 用 いた 精 子 授 精 能 評 価 成 績18)を さ らに 安 定 さ

せ る も の と期 待 され る.GaionophoreA23187は

Caイ オ ン存 在 下 に,ウ シ19),ヒ ツ ジ20),ウ サ ギ,モ

ル モ ッ ト20)や ヒ ト精 子21)にacrosomereact三 〇nを 誘

発 させ る.今 回 の 成 績(Fig.7)で は,Caionophore

A23187は0.5μM～10μMの 範 囲 で濃 度 依 存 性 に,

acrosomereactionを 誘 発 した.guineapigや

boarの 精 子 の場 合 はCaionophoreA23187とCa

存 在 下 では す ぐに運 動 率が 低 下 して し ま うが ヒ ト精 子

は運 動 率 が 低 下す る こ とは なか った.こ の 原因 は,

Resselら22)に よれ ばguineapigやboarの 精 子 は

好 気 的 な 代謝 を して お り,CaionophoreA23187で

ミ トコ ン ド リヤ内 へ のGaイ オ ンの 流 入 が 増加 し02

消 費 が 増 加 し結 果 と して02欠 乏 に 陥 り,運 動 性 が 低

下 す るが ヒ ト精 子 は 好気 的,嫌 気 的 な環 境 の いず れ で

も生存 可 能 な た め と報 告 され てい る.Caionophore

A23187は,生 体 膜 に 変 化 を お こ し,Caのinflux

を 増 加 させ る こ とが知 られ て い る,Jamil23)の 電 子 顕

微 鏡 に よ る精 子 膜 に対 す る観 察 に よれ ば,Caionoロ

phoreA23187は 精子 頭 部 のequatorialsegment

か ら前方 のplasmamembraneとouteracrosome

membraneにvesiculationを お こ させ る と報 告 し

て い る.こ の膜 に お こ った 変 化 は,生 理 的 条件 下 で

acrosomereactionを お こ した 精 子 膜 の 変 化 に近 似

して い る.CaionophoreA23187が いか な る メ カ ニ

ズ ムに よっ て精 子 の 膜 に 上 記 の よ うな変 化 を きた す か

は,あ き らか で は な い が,CaionophoreA23187が

phospholypaseA2の 強 力 なstimulator24)で あ る こ

とを 考 え れ ぽ,精 子膜 に存 在 す るphospholypaseを

介 し てacroSomereactionを 誘発 して い る可 能 性 が

あ る と考 え られ た.

さ ま ざ ま の タ ンパ ク分 解 酵 素 に よ ってacrosome

reactionを 誘 発 させ る試 み が な され て い るが,tryp-

s五nは0・05%～2%の 範 囲 で濃 度 依存 性ecヒ ト精 子

acrosomereactionを 誘 発 した(F量9.8).ま た,2

%trypsin添 加 に よ り,通 常 の 培 養 条件 下 で は ほ と

ん どacrosomereact三 〇nが お こ らな い と され て い る

培 養 開 始 後120分 とい う 短 時 間 に,32%の 精 子 が

acrosomereactionを お こ した.こ れ は,tryPsin

に もacrosomereactionの 誘 発作 用 で あ る こ と を示

して い る,Perreaultら25)はguineapig精 子 の

acrosomereactionに た い す るtrypsininhibitor

の影 響 を 観 察 し,trypsinは 直 接 精 子 膜 に 作 用 してお

り,acrosinに は 関 与 しな い と述 べ て い る.

不 妊 患 者 精 子 とfertilemale精 子 をinvitroで

培 養 した 際 のacrosomereaction陽 性 率 を 比 較 した

と ころ,F群 はN群 との 間 に 有 意 差 が なか った 。 この

こ とは,N群 の精 子 はF群 の 精子 と同様 にacrosome

reactionを 正 常 に お こす が,妊 娠 に い た る そ の ほ か

の ス テ ッ プで あ る,精 子 の 子 宮 頸 管 粘 液 の通 過 性,精

子 の卵 へ の侵 入 性,授 精 卵 の 着 床 障 害 あ るい は な ん ら

か の婦 人 側 因 子 な どが 不 妊 の原 因 に な っ て い る もの と,

考 え られ る.

乏 精 子 症 の3群 のacrosomereaction陽 性 率 が い

ず れ もF群 よ り低 か った こ とは,acrosomereaction

の 障 害 され た乏 精 子 症 症 例 の存 在 を示 唆 して い る.

不 妊 患者 精 子 のinvitroに お け るacrosome

reaction陽 性 率 を,運 動 率 別 に 検 討 す る と(Fig.10),

培 養 開 始 時 の運 動 率 が20%未 満 の 症 例 の 群 は,20%以

上 の症 例 の群 よ り6時 間 培 養後 のacroso皿ereaction

陽 性 率 は 有 意 に低 か った.こ れ は,培 養開 始 時 の運 動

率 が低 い精 子 は,培 養 とい う環 境 に 弱 い精 子 が 多 く,

invitroでacrosomereactionを お こ させ る こ と も

そ の もの が 困難 で あ る こ とを示 して い る.

Edwardsら26》 が,IVF十ET(invitrofヒrtili・

zation十embryotransfer)に よ る 挙児 の第1例 目の

成 功 例 を 童978年 に 報 告 して 以 来,ヨ ー ロ ッパ各 国 や オ

ー ス トラ リア,ア メ リカの 諸 施 設 で 実 施 され,最 近 わ

が 国 に お い て も 数 施 設 で お こ なわ れ て い る.IVF+

ETに さい し,培 養 開 始 時 の運 動 性 の悪 い精 子 は,

そ の実 施 が 困 難 と され て い るが,前 述 の 運 動 率 と

acrosomereactionに 関 す る結 果 が,こ の 原 因 のひ

とつ を 説 明 して い る.

IVF+ETを お こ な うに あ た り,事 前 にinvit「o

で培 養 した 精 子 のacroso・nereactionをtriple-

staintechniqueに よ りチ ェ ッ クす る こ とは,そ の適

応 を 決 め る うえ で,ま た成 功 率 を 向上 させ るた め に も

意 味 の あ る と ころ と考 え られ る.

以 上,triple-staintechniqueは 特 別 な 設 備 を要 せ

ず,比 較的 短 時 間 でacrosomereactionの 観 察 が

可 能 であ る こ と よ り,不 妊 の精 子 側 因 子 の ス ク リー ニ

ン グの ひ とつ と し て,き わ め て 有 用 と考 え られ た.



結 語

岡 田:男 性 不 妊 ・acrosomereaction

triple・staintechniqueを 用 い て ヒ ト精 子acroso・

mereactionを 観 察 した 結 果,

1.mBWW中 で は 培 養 開 始 後6時 問 目ま で は

acrosomereaction陽 性 精 子 の 割 合 は 漸増 した.

2.humanserumalbuminを 含 ま な い 培養 液 中

で はacrosomereactionは お こ らな か った.Caイ

オ・ン,CaionophoreA23187,trypsinに はacroso幽

mereactionの 誘 発 作 用 が 認 め られ た,

3.不 妊 患 者 精 子 の うち で乏 精 子 症 患者 の精 子 や 運

動率 が20%以 下 の精 子 はFertileMaleの 精 子 に 比 し

てacrosomereactionを お こ させ る こ とが 困難 で あ

った.こ の こ とが 不妊 症 の一 因 とな って い る可 能 性 が

示 され た.

稿を終え るにあた り,終 始御指導な らびに御校閲を賜 わ り
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本論文の要 旨は第27回 日本不妊 学会 総会(1982年),第71
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ロロジー・学会 シンポジウム(1983年)に て報告 した.
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