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血清の SpermicidalactIonに関する研究

(II) 当該物質の物理化学的性質について

松

森

本

田

τと，*
...!ilι 
1=， 久

*
 
ロハ
H
・

白
区

Studies on the spermicidal action of the serum 

(II) On the physico-chemical properties of the spermicidal substance 

By 

Kyuki MATSUMOTO** and Ziro MORITA** 

I 緒 -Eヨ
第 I報に於ては血清中の spermicidalsubstanceの

基本的性質，物理化学的操作を加えた場合の血清

spermicidal activityの変化に就て論じたが第 E報に

於ては当該物質の電気泳動及び超遠心による研究，

spermicidal substanceと柿体との関係及びspermicidal

actlOnを叉'けた精子の性状に就ての実験及び観祭結果

を報告する。

II 実験材料及び方法

供試動物， 'I共試材料，実験法及び記載法は第I報の

ものと~く同じである。「向精子の運動性を次の様に示

した。

俳:大部分が最活発な運動をするもの

件:大部分が活発な運動をするもの

+:微弱な運動をするもの

一:全く運動性を欠くもの

又，実験結果は特に本文中に明示しない限り個々の

実験を数例以上に基いてj同書きしたものである。

III 実験結果

(1) 正常血清蛋白及び Spermicidalsubstance 

の電気涼動

血がj-101eまとl主将「の結果，血ぷj中の spermicidalactivity 

才北海道大学段学部前沼学研究室

平本 Laboratory of Z0otechnie.al Science~ Faculty of 
Agriculture， Hokkaido University 

は布yt安濃度 21'/0の沈澱で最高を示した(部報〕。この

fractionを粗製 spermicidalsubstanceと定め電気泳

動的 patternを決定した。即ち spermicideの位置を

決定するために正常血清 (A)を泳動測定し， 之に更

に spermicide(21 %硫安沈澱透析物〉を加えたもの

(B)を測定し(両者の司王白濃度は略々同・とした)両

者の相対同桜差 (B-A) をi~L定した。第 1 図は此の関

係を[~[示したもので， 16試料の泳動にi&いたもので

ある。 f札負符号は成分の減少，疋符号は増加を意味

Fig. 1 Electrophoretic components 

of the spermicidal substance 

y-G. 

するものである。此の結巣から① Albuminは sper-

micidal action に関与していない(必ずuの値をと

る)。② α及び s-Globulinは殆ど関与していないも

のと考えられ @ r-Globulinの大部分が当該作j刊の

主役を泌ずる(必ず正の11立を示した〉と J思考された。

以との織に正日血泊中の spermicideは屯気泳動的に

大部分の rGlobulin {!I'i少の αー， s-Globulinより成
って);~;.り Albumin は此の作)[J に rMil与していないも

のと認められた。尚任fractionの地減のj美子をj:お2凶
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Fig. 2 Electrophoretic patterns 

of the serum protein 
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に示した。

( 2) SpermicidaI activityを欠除した血清の電

気涼動

spermicidal testを多数の動物に就て行った場合，

低い頻度で spermicidalactionを全く欠除している個

体が存在した。即ち馬 27頭の血清を調査した処2頭

の血清が当該作用を全く欠除してし、た。此の血清は

牛，家兎の数個体の精子と反応せず精子は充分な運動

を保持した。之等の血清蜜白の電気泳動分析値を求め

たのが第1表である。

abnormal serum 1に於ては Albumin の減少と

r-Globulinの増加が著明であり(総蛋白量は 8.4%)

Table 1 Electrophoretic analysis of abnormal serum proteins 

Ascend Descend 

Alb. α 戸 r Total Alb. α P r Total 
一一一一一一一一一一 一一一 一一一一一

Normal serum 42.9 17.9 21.4 17.9 100 
34.2 11.5 18.0 26.2 100 

Abnormal ser叶; 35.9 15.4 15.4 33.3 100 26.1 19.6 23.9 32.4 100 

此の血液の性状を検査した処，赤血球数及び沈降速度

は略々正常値に近いにも拘らず白血球数 1万箇に対し

て1箇の割合で Siderocytenが検出され伝染性貧血と

診断された。

一方 abnormalserum 2に於ては Albuminの僅か

の減少と α-Globulinの高値が特徴的であったが T

Globulin 値は電気泳動の上昇及び下降値が著しく異

っていた。此の馬の Siderocytenの検出は未だ行って

いなし、。

以上の立11く spermicidal test からみた血消の ab-

normalityを2例に就いて観察したが異常個体の頭数

が少くて他の性状との類似関係を論ずる事ができなか

った。

(3) 超遠心機による血清蛋自の分離

39.3 10.7 25.0 25.0 100 
49.2 13.6 16.9 20.3 100 

34.2 13.2 18.4 34.2 100 
31.8 22.7 25.0 20.5 100 

Fig. 3 Dividing methods of 

concentrated serum protein 

2 

渡辺，川出，及び宇井口が血清蛋白について超遠心

機に依る濃縮度を観察しているので之に従って血清を

分離した。超遠心機にかけ浪紛された血清蛋白は拡散

するので特に留意し採取に当って第3図の如き分離法

を試みた。

Fig. 4 Changes in the highest activity 

血清は 40，000及び 50，000r.p.m.各1時間宛2例

12試料に就き上記法により分離し各 fractionについ

て spermicidalactivityを観察した結果が第4図であ

る。

むlω
吋

・5ω
u 
" 80 

with the centrifugical force 

40. OOOr. p. m 

40 60 70 80 m.m 

Distance from central axis 



42 北海道大学淡学部紀要

民11ち 40，000r目p.m. 1時間の趨;遠心により activity

の最高は回転中心より 53mmを中心として鈍峯を作

った。又 50，000r.p.m. 1時間の遠心により activity

の最高を示した peakは回転中心より 68mmの点に

移動した。即ち回転数を 40，000より 50，000r.p.m.. 

に増加させる事により 15mmの最高活性部の移動が

認められた。

( 4 ) Spermicidal substanceの超遠心分析

小沢及び高波2)は血清蛋白に就て塩祈蛋白の超遠心

分析を行っているので之を参考とし硫安 14~21% で

沈澱する fractionを更に 0.9%NaCl液で透析した

ものを spermicideとし， その対照として略々同蛋白

濃度の血清を用いた。尚使用した超遠心機は 8pinco

(Model E)であり，沈降速度は 8vedvergの式に従

って補正計算を行い 8020W他で示した。その結果は

第2表である。

Table 2 The sedimentation pattern 

of the serum proteins 

name of peak 8a 8b 

mean r.p.m 60.000 

mean temp. 9.0
0
C 

S llsnpoerrImI14IC serum 16 6 
20W lsoermicide 14.5 5.5 

8c 

4 
3.5 

通常正常15血清には 3つの界而形成が見られるが使

冗上之を最初Jに現れるものから)艇に 8a，8b， 8cとし

てその各々の沈降定数を求めるとそれぞれC18~98)

168， 68， 48の3つの似が得られ之は他の研究者の値

と略々一致した。次に硫安で抱1肝炎透析して得た

spermicideは第2表に示した様に 14.58，5.58， 3.58 

の3つの値が得られ之等はそれぞれ正常血清の 3つの

11i(に対比すべきものと忠、われた。之等の他について相

対面積を比較すると主として 8b(8=5固め fractionが

8permicidal actionの主役を演ずるものと三考えられた

(第3表〉。

Table 3 Comparison in area 

。fthe sediments 

name of peak 8a 8b 8c total 

normal serurm (1) 4.3 53.9 41.7 100 

8permicide (2) 4.2 76.6 18.7 100 

difference bet 十0.4 +22.7 -23.0 
(2) and (1) 

O 

凶みにE治血清及び spermicideの超遠心分析図を

第 5図に示した。

Fig. 5 The sedimentation patterns photographed 16 min. interval 

( 1) Normal serum 

( 2) 8permicidal substance 

(5) 補体と Spermicidalsubstanceとの関係

CHANG3)等によって spermicidalsubstanceが血清

中の補体に酷似している諸点に就き指摘されてし、るo

然し之等の'!fミ験方法につき疑問とする処が多いので別

の回から之を検討した。

①水に対する透析性

布Il体は水に対して透析すると C1と cF2 が分離する

ため補体作用を消火するが両者を混合すると補体作用

は再現する。市るに害者I報第2表に示した立11く血清を

水に対して透析した場合如何なる処18:を施しでも活性
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の再現が見られなかったので補体と spermicidalsub-

stanceの相同性には充分疑いを持つ事ができる。

②硫安による塩析性

硫安濃度 2Mで沈澱する fractionは主としてど1+

C'3 でありその上澄は主として凸+心であると云わ

れているへ従って硫安 2Mで沈澱した fractionは

完全な補体作用を示さない筈である。而るに著者等の

得た硫安各濃度による沈澱と spermicidalactivityと

の関係は前報の様にその最大活性は 1.6Mで，その

上澄には activityが現れなかった。此の事は 1.6M

の上澄即ち補体成分の C'2及び C'4を必要としない事

を意味している。

③補体の spermicidalactivity 

血清を非i働化すると spermicidalactivityが消失す

るので易熱性殺精子成分と考え，非働化血清を抗体と

して補体の関与の成否を観察した結果，他動物に比し

補体合量の透かに高いモルモット血清は通常の動物血

清の如く 16倍稀釈液迄しか activity を示さなかっ

た。従って強力な補体作用を有するモルモット 50倍

稀釈血清(補体)は activity を有しなかった。更に

非働化血清(抗体〕を等量補体に混合しでも activity

は再現しなかった。

④ 吸収血清の spermicidalactivity 

正常血清に運動性を有する精子を混合し全く sper-

micidal actionを示さなくなる迄吸収させた血清を吸

収血清とし，前項の様に補体と抗体とを作り之等の存

在と activityの再現の有無を観察した。その結果，

吸収血清に梢体を加えても activityは再現しなかっ

た。又吸収血清に抗体を加えても再現せず更に吸収血

清に補体及び抗体を等量混合しでも activity の再現

は認められなかった。

以上4項にわたる実験的事実は spermicidal sub-

stanceが補体にあらざる事を示すものであると考えら

hる。

( 6) SpermicidaI actionを受けた精子の性状

新鮮血清を精子に混合すると瞬時にして精子国有の

活発な運動性を消失する。然し運動の停止は必ずしも

粕子の死を意味するものでは無いので spermicidal

actlOnを受けた結子の性状に就て検討した。

① spermicidal actionの不可逆性

精子を新魚了血清，非働性血1~j' ， Krebs-Ringer燐酸

絞fIi!ii皮(以下 KRPと略す〉に泌合し 111寺間後遠沈し

て各々 KRPに円以前させキ!?子のi主動性を訴lべたのが

5f~ 4表である。

Table 4 Effect of various treatments 

on the motility of spermatozoa 

inactivated normal 
K.R.P. serum serum 

before treatment 時

after treatment 叶

KRP-resuspension 叶

+十i 刊十

十十十

十廿

尚之等の処理過程を第6図に示した。

Fig. 6 Treating Process 

serum sperm 
¥/  

spermicfdal test 

/ヘ¥

supernatant preclpJtates 
(spermatozoa) 

I pumpmg 

KRP-resuspension 

I manometer 
shaking (02-uptake) 

第4表に示した様に正常血清で処理した精子は血清

除去し KRPに再序説しでもその運動性は再現しなか

ったので 'permicidalactionは不可逆的な反応である

と考えられる。

@ 精子の Methylen・blue還元能

Methylen-blue reduction test (MRT)は精子の脱

水素酸素活性を示すものとして脱色に要する時間によ

って酵素活性を測定するものである。 Beck& Salis-

buryの二5・法5) に従って 1120F で好気的に MRTを

行った結果を第5表に示した。

Table 5 Methylene-blue raductiori test 

treatment with 

test 
m
勾

γA
ャ

3

m
p
m
 

s
d
 

m
m
 

r
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0

汀

n

H

 

d
 

ρ
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m
z
u
 

a
r
 

n
日
P
 
R
 
K
 
38min. 12.5 

2 35 9 

1.88x 108 

1. 50x 10" 

motility什~叶肘

l司表中の数字は完全に脱色が終了するに要した時間

(分〉を示している。第6図に示した処理を行って得

た精子に就き条件を等しくして測定すると運動性を持

った非働性血清処理精子が最も速く 9~12 x，次いで

KRP で処理した粘子は 35~38 分を契した。 j主動性

を欠除した新鮮.ul1.浩処理粘子は1時間以上を経過する
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も脱色能が全然認められなかった。JliJち新鮮血清処理

によって精子の脱水素酸素活性が消火したと考えられ

る。尚通常脱色時間と精子生存率との関係は牛精液で

8.5~13.8 分で 60.9% ， 40.92分で 31.6%と云わ

れているo

③細胞膜透過性

市I!胞肢は一般に生存中，分子を通過せしめるが分子

の集団を通過せしめなし、。此の理論に基いて精子の染

色性による生死鑑別法が確立されてし、る。第6表に示

した結果は LASLEYの方法6)でEosin-phosphateBuf-

fer solutionを用いて染色したもので数字は Eosinに

染まった精子の全体に対する割合を示している。

test 

2 

Table 6 Live-dead staining 

。ftreated spermatozoa 

treatment with 

KRP inactivated 
serum 

509も 20 

40 40 

motility before _IL JlJ 

staining 11 川

normal 
serum 

90 

90 

尚精子の処理法は第6図に示した通りである。同表

に示した様に運動性を持たない加熱処理した精子及び

新鮮血清で処理した精子は大部分 Eosinを吸収して居

り不染のものは僅少数である。 KRPで処理されたも

のは活発な運動肢を有するにも拘らす 40~50% の精

子が染色された。更に非働性血清で処理した精子は運

動性も大であり 20~40% のものしか染色されなかっ

た。

以上の如く新鮮血清で処理した精子は運動性を有せ

ず而も大部分 Eosin粒子は細胞内に摂取された。

④ Spermicidal actionを受ける精子の酸素消費量

KRP，非働性血?青及び新鮮血清で各々処理した場合

の精子の酸素消費量:を第7表に示した。

Table 7 Effect of treatments on the 

respiration of sperm. 

treatment with 

test K.R.P. inacti va ted normal serum serum 

100 119 143 

2 100 128 103 

3 100 137 90 

4 100 183 152 
一一一一一一一一 ー一一

ロlOtility 州 #! 

通常家兎精子で Zooは 11，牛精子で 21位とされ

ている 7)が第6図の処理を行うと内在呼吸は約半分位

に減少した。 I司ミ廷に示した様に KRPで処理し突に

KRPに再i7iJfy.したものを標準として酸素消費量を百

分率で示すと，非働性血清で処剤、したものは運動性も

大であり酸素消費量も大で 20~30% J1肋nした。之に

対して新鮮血清で処理した精子は全く運動性を欠くに

も拘らず KRPで処理したものよりも酸素消資量は大

であるか或は殆ど等しい値を示した。

尚その他の性状のーっとして形態変化の有無が問題

となるが，少くとも光学顕微鏡下で観察した限り正常

な精子の形態と比較して spermicidalactionを受けた

精子の形態には変化が認められなかった。然し詳和lは

電子顕微鋭による研究に待たねばならない。

IV考察

古来多くの研究者によって所謂殺精子物質或は粘子

運動抑制物質として研究の対象とされて来たのはシア

ン化物，アジ化物，買わ化物， SH基と結合する化合物，

キノン類，表面活性剤，有機金属化合物等であり之等

は総て低分子物質で旦正常生体内にありそうもない物

質である。 しかし著者等の問題として取り上げた

spermicidal substanceは高分子物質就中，塩難溶性蛋

白で或る穫の Globulinと考えられる。且正常動物血

清の一成分であり細菌等の汚染による二次的なもので

はなし、。

近時血清(ff白の研究が著しく進歩し詳細にわたり論

ぜられるに至って庖り特に COHN ~ìJKのエタノール

による血清成分の分商法が確立し血清中の各種蛍白が

化学的に捕祝されつつあるが，之等の蛋白中免疫物質

として易熱性成分である補体と spermicidalsubstance 

との相同性が論ぜ、られたが否定的結果に終っている。

正常血清蛋白中生物活性をもつものとして多くの

Vitamine及び Hormoneがあるが此の中，精子に著

IV3な影響を与える物質として現在認められているもの

に Thyro圃Globulinがある 8)が此の物質は精子の運動

性を高める役割を有し，それは呼吸促進剤としての作

用を有するためと考えられている。

血清の正常 pH範囲内で活性を示す物質としてクエ

ン酸で抑制される酸素 Desoxyribonucleaseを sper・

micidal substanceの役割に仮定し，血清中此の酸素

の activityが特に高いと云われるネコ血清0)の sper・

micidal aιtlOn を調べたがその activityは):r:;の血清

のそれよりも低いおを矢口った。
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一方精子運動機構に関する研究は近時絡についたば

かりであり詳細は不明であるが MANN10) LARDY， 

吉川等1山内こよって代表される研究者達によって精子

の代謝と運動との関係が生化学的に解明されつつあ

る。代謝機構の解明に果した阻害剤の役割lは大きいの

で生理的物質としての血清中の spermicidalsubstance 

の本態並びにその作用機序の研究は精子の代謝機序及

び本物質の生理的意義の解明と相倹って大きい意味を

持たねばならないものと考える。

正常血清蜜白が或る種の細菌及び Trypanosomaを

m V1VO 或は m vJtroに殺す作用のある事が最近明

かにされて居り 13)凶その化学的本態は α2-Glycopro-

tem及び αcLipoproteinであろうと云われているが

未だ明かでない。即ち易熱性殺菌系に於て正常血清中

に存-l正する正常殺菌素が免疫殺菌素として捉えられる

抗体と果して同一であるか否か或はその化学的本態，

性質に就ても不明の点が多い。

又，牛乳中の或る種の蛋白が或る種の細菌を殺す作

用を有する事が最近明かにされつつあり 15)16)その本態

は易熱性の Globulinに属すると云われているが之等

の蛋白たる本態が spermicidalsubstanceと同一物で

あるか否かは全然不明である。

著者等は今 spermicidalactionを受けた精子の性状

に就て二三の項目にわたって検討したのであるが今後

精子の代謝商から止との課題を取扱って行きたいと考え

ている。

V 結 論

前報に引続いて血清中の spermicidalsubstanceに

ついて物理化学的性質及び精子の性状に就て研究した

結果は次の如くである。

①電気泳動的に spermicidalsubstanceは主とし

て r-Globulin及び僅少量の α 及び s-Globulinよ

り成って尽り Albuminは此の作用に殆ど関与してい

なかった。

②血清を超遠心濃縮すると回転速度に応じて最大

活性を有する fractionが移動した。

③ j担遠心分析により 8=5.5の fractionが sper-

micidal actionの主役を演ずるものと考えられた。

④ spermicidal substanceは補体とは異る性質を有

していた。

⑤ spermicidal action を受けた精子は不可逆的に

運動性を消失して居り Methylenblueの脱色能を欠

き， Eosinで染色されたが酸素の消費能を有するもの

のようであった。

今後精子の代謝と運動との関係について充分なる検

討を必要とするものである。
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R品ume

Physico-chemical properties of the spermicidal 

substance in fresh sera and the characteristics 

of the sperm affected by the spermicidal sub-

stance were studied. 

(1) By means of TIsELlus-electrophoretic 

apparatus， it was found that r-and s-gJobuJin 
fractions were mainJy responsibJe for spermicidal 

activity， but the albumin fraction did not effect 

1t. 

(2) By the uJtra-centrifugical separation of 

the serum protein， high activity fraction was 

removed in consequence of the centrifugal 

force. 

(3) In the ultra-centrifugical analysis， a 

fraction (s= 5.5) was shown to pJay a Jeading 
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part in this spermicidal action. 

(4) Chemical and biological characteristics 

of the complement were not similar to those of 

the spermicidal substance. 

(5) The sperms a汀ectedby the spermicidal 

substance lost their motility irreversibly and lost 

methyleneblue reduction-ability; they were 

stained by eosin pigment but showed a con-

siderable respiratory activity. 

The mechanism of the action of this sper-

micidal substance on the spermatozoa has to be 

studied in relation to the metabolic patterns of 

spermatozoa. 


