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< は し が き >

ブタ卵子の体外受精時には,ブタにおける繁殖技術の発展に対して大きな障害とな

っている多精子受精(異常受精)が高頻度(50%以上)に起こる｡そこで,これまで多くの

研究者によって多精子受精を抑制すべく,受精培地の組成や媒精時の精子濃度等の検

討が行われてきたが,その原因の解明にまで未だ至っておらず,適切な体外受精環境

の構築が強く望まれている｡我々は,これまでの研究で,glycosaminoglycans(GAGs)

の一つであるコンドロイチン硫酸 A の徹底水解から得られた四糖からなる短鎖のオ

リゴ糖が,体外受精時の多精子受精を透明帯周囲の卵丘細胞の有無に関係なく効果的

に抑制することを初めて明らかにした｡この我々が新規に見出したオリゴ糖は,精子

頭部の先体に特異的に局在するヒアルロニダーゼ活性を著しく阻害すると共に,透明

帯への結合精子数を減少させた｡一般に,精子ヒアルロニダーゼは成熟卵の周囲を覆

う拡張卵丘細胞層を精子が通過する際に必要とされており,精子の透明帯-の侵入に

対するヒアルロニダーゼの関与については全く検討されていなかった｡また,新規オ

リゴ糖はD-glucuronjcacidとN-acetyトgalactosamine(GalNAc)で構成されており,受精

時における精子一透明帯間の一次糖鎖結合-のオリゴ糖の関与も考慮する必要があ

った｡したがって,我々が発見した抗ヒアルロニダーゼ作用を有するオリゴ糖の多精

子受精抑制効果は,ヒアルロニダーゼ阻害作用に起因するものか,もしくは精子-卵

透明帯問の糖鎖修飾に起因するものかと云った解明すべき次なる研究課題が発生し

た｡

そこで本研究では,糖鎖を有さないポリフェノール類から新たな抗ヒアルロニダー

ゼ作用物質としてタンニン酸をスクリーニングしたC他のポリフェノール類(アピゲ

ニンやクエルセチン等)とは異なり,タンニン酸は精子から粗抽出したヒアルロニダ

ーゼの活性を濃度依存的に阻害し,受精培地-の5Llg/ml以上の添加で多精子受精率

を25%にまで有意に抑制した(対照区58%;p<0.05).一九 抗ヒアルロニダーゼ活性を

示さない他のポリフェノール類には多精子受精抑制効果は検出されず,しかも,透明

帯-の精子結合や精子先体由来タンパク質分解酵素活性を阻害する作用がタンニン

酸には認められなかった｡ただし,タンニン酸は抗ヒアルロニダーゼ作用以外に強い

抗酸化作用を有しており,この点の影響に関してタンニン関連化合物(タンニン酸,

エラグ酸ならびに没食子酸)を用いて更なる追究を行った｡その結果,多精子受精抑

制効果は,タンニン酸と同様に強い抗ヒアルロニダーゼ作用を保持しながら抗酸化作

用を示さないエラグ酸においても確認された｡そして,エラグ酸もしくはタンニン酸

による処理は,透明帯により誘起される精子先体反応を顕著に抑制することが証明さ

れたOすなわち,精子一透明帯間の一次結合で惹起される先体反応に精子ヒアルロニ

ダーゼ活性が関与していると云った新たな知見が得られ,この生理学的作用を抗ヒア

ルロニダーゼ剤は阻害する機序を介して多精子受精を抑制していると結論された｡

一 方 ,ブ タにお け る精 子 一透 明帯 問 の糖鎖 結 合 には GalNAc よ りも
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N-acety1-glucosamine(GIcNAc)の方が強く関わっており,GIcNAc糖鎖末端-特異的に

結合するレクチン(WGAとS-WGA)処理は透明帯-の結合精子数ならびに多精子受精

率を有意に減少させたわく0.05)｡ しかし,活性化卵の表層額粒の開裂に伴 う透明帯構

成糖タンパク質の硬化や透明帯-の結合精子数の減少は活性化処理後4-12時間にか

けて起こり,透明帯との相互作用で先体反応を誘起 した精子の割合が低下するには活

性化処理後 12時間を要した｡そして,この時期には GalNAc糖鎖末端の変化は観察

されたが,GIcNAcの糖鎖末端の変化が検出されたのは活性化処理後24時間であった｡

すなわち,透明帯構成糖タンパク質の各糖鎖末端の変化の遅延がブタ体外受精時の高

率な多精子受精に影響を及ぼしていると考えられた｡

以上述べてきたように,ブタ体外受精時に特異的に観察される高頻度の多精子受精

には精子一透明帯間の糖鎖結合が深く関係 してお り,抗ヒアルロニダーゼ剤による多

精子受精抑制効果は,透明帯との糖鎖結合によって引き起こされる精子先体反応の抑

制作用に起因していることが明らかとなった｡しかし,ブタにおける体外受精環境を

完全に確立するには数多くの問題点が残っており,今後の発展が期待される｡
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