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論文の内容の要旨

（目的）

　精子の運動能と受精能は，卵子と受精するのに必要な基本的な機能である。精子はこの機能を精巣上体頭部か

ら尾部へ移行する間に獲得し，この過程は精子成熟とよばれている。精子成熟に精巣上体の特定部位で分泌され

るタンパク質が重要な働きをしていると考えられている。本研究は，精巣上体から分泌されるタンパク質を精製

し，精子成熟における役割を解析することを目的とした。

（対象と方法）

　ブタ精巣上体分泌液から各種カラムクロマトグラフィーを用いてタンパク質を精製した。タンパク質のアミノ

酸配列はApp1iedB1osystem477AProteinSequencerを用いて決定した。ノーザンブロット法のオリゴヌクレ

オチドプローブはアミノ酸配列に基づいて含成した。五6kDaタンパク質のcDNAのクローニングは，ブタ精巣上

体体部のcDNAライブラリーを用いて行い，塩基配列を決定した。タンパク質のコレステロール結合活性は

Kandutsch　and　Shown｝（198ユ）の方法により分析した。グリコシダーゼ活性はPNP一グリコシドを基質として分

析した。分子量は，SDS一ポリアクリルアミドゲル電知永動法とゲルろ過法を用いて測定した。

（結果と考察）

（ユ）lectofe・ri・

　ブタ精巣上体分泌液から精製した70kDaのタンパク質が，N一末端アミノ酸配列分析結果から1actoferrinと同定

できた。また，ノーザンブロット法とウェスタンブロッド法による分析結果から，1actOferrinが精巣上体頭部の

後半以降で合成されて管腔内に分泌されていることが判明した。一方，精製1actoferrinに対する家兎抗血清は，

精巣上体尾部から得た成熟精子を凝集した。また，成熟精子細胞膜から1actOfe。。inを抽出できた。しかし抗血清

は精巣上体頭部前半の未成熟精子を凝集しなかった。1actof鮒inは精液や射出精子細胞膜表層の主要タンパク質

として知られている。本研究の結果は，1actofer．inは精巣上体頭部後半以降で分泌される精子表層に付着するこ

とを示している。また，精子成熟に関連することを示唆している。

（2）ユ6kDa　cho丑estero呈一bind三ng　protein

　ブタ精巣上体尾部分泌液から精製した分子量16kDaのタンパク質が，コレステロールを特異的に結合する活性，

及び精子細胞膜コレステロールを遊離させる作用を示した。このタンパク質は精巣上体の頭部後半から分泌され
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る新規の糖タンパク質であった。このタンパク質は精子表層のコレステロール含量の調節を通して精子成熟に関

与している可能性がある。

（3）亘ysosoma1type　α一Dllannosidase

　精子細胞膜表層の糖鎖は卵との認識・融合過程にかかわっていることから，ブタ精巣上体尾部分泌液中のα一

D一㎜a㎜os1dase活性をもつタンパク質を精製した。精製した酵素は，分子量270kDaであり，N一末端アミノ酸配

列及び酵素学的性状からリソソームタイプのα一D－ma㎜osaidaseであることが判明した。酵素の至適pHは酸性

領域にあるが，精巣上体分泌液の生理的pHにおいても高い活性を示した。この酵素はまた，精巣上体分泌液内

の主要なトD一㎜a㎜osidaseであった。筆者らは本研究でlactoferrin及び16kDa　cho1estero1－bind1㎎proteinの糖

鎖が精巣上体頭部から尾部に移行する間に徐々に分解されることを観察している。このリソソームタイプのα一

D－ma㎜osidaseは，精巣上体分泌液糖タンパク質の糖鎖や精子表層の糖鎖の修飾を通して精子成熟に関与してい

る可能性がある。

審査の結果の要旨

　精巣上体から分泌されるタンパク質は，精子成熟に重要な役割を演じていると考えられている。本研究で筆者

は，lactofe。。iRが精巣上体頭部後半以降で合成されて管腔内に分泌され精子表層に付着することを示した。従来

1ac丈oferrinは精嚢または前立腺由来で，精巣上体には存在しないとされていた。今回の研究結果はすでに英文原

著論文（Mo1，Reprod．Dev．47：490－496，ユ997）として発表されている。筆者はまた，精巣上体尾部分泌液中

に分子量16kDaの新規のコレステロール緒合タンパク質が存在することを明らかにした。さらに，精巣上体分泌

液内の主要なα一D－mamosidase活性は，分子量270kDaのリソソームタイプのα一D¶a㎜os1daseによることを示

した。本論文は，精子成熟の分子機構の解明に寄与すると考えられる新知見を記載しており，高く評価できる。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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