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研究成果の概要（和文）：ゾウの射出精子の低い運動性は、ゾウの精巣および精巣上体の解剖学的位置が他の哺
乳類と異なることによる高温ストレスを原因とする可能性がある。本研究では、ゾウ精子成熟過程で重要な精巣
上体試料を用い、精子成熟過程の熱タンパク関連因子と精子成熟関連因子を解析し、これらの因子が他の哺乳類
と異なる部位及び強度で発現をしていること、また精巣上体組織培養系を用いて熱ストレスへの反応が異なるこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Elephant low quality of sperm may be caused by maturation process of 
epididymis, because the elephant sperm might receive the heat stress much longer than other mammals 
by their location. Here we investigated the expression of heat shock related molecules in elephant 
epididymis. HSF1 and HSP70 were quite highly expressed in the elephant epididymis compared to the 
other mammals, suggesting that there are endogenous heat stresses and heat responses in the 
epididymis. The localization area of these molecules was also different among elephants and the 
other animals. The heat shock responses, such as elevation of HSF1 and HSP70 were observed using 
tissue culture under the experimental heat stress, however, the timing of HSP70 response to the heat
 was delayed compared to the other animals. Because the regionalized epididymal fluid 
microenvironments are essential to the sperm maturation, the expression of these molecules by 
different way may affect the maturation process of elephant sperm.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の特色は、これまで人工授精が不可能であったゾウから採取した精液でも人工授精が可能となる手法を提
供するための基礎条件を検討するもので、今後、希少動物であるゾウの保護技術を確立する上での活用が期待さ
れる。さらに、ゾウ以外のヒトを含む他の哺乳動物においても、成熟精子形成能力が低下した希少品種および造
精機能障害等の疾患に応用できる技術に繋がると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	

アジア地域に生息するアジアゾウの推定個体数は約 6 万 6 千頭(野生 5 万頭、飼育 1 万 6 千

頭)と年間約３％の割合で減少を続けている。特にゾウは他の動物と比較し妊娠期間が約 600

日と長く、自然状態下の繁殖は 5-8 年に一回と生涯での繁殖率は他の動物と比較し著しく低い

ため、個体の保護保全には人工的な手法の補助が必要となってきた。子孫の個体数を増加させ

る方法として、自然交配または人工授精による方法があるが、人工授精には運動性の良好な精

子が必要である。しかし、ゾウの射出精子の運動性は約 30％程度と低く、また安定して良好な

精子が得られないという大きな問題点がある(Kiso	et	al.	Pros	One：	2014)。このような背

景から自然交配に頼らざるを得ず、ゾウの地理的、生理的不一致等の要因もあり増頭が現在ま

で大変困難な状態であった。	

	 通常、哺乳動物は精巣および精巣上体は、陰嚢に包まれ体腔外に存在し、精子形成や精子成

熟は体温より低い状態で行われる（Chudhury	and	Steinberger,	Am.	J.	Anat.:1964,	Kokak	et	

al.,	Asian	J.	Androl.:2002）。しかし、ゾウでは精子形成を行う精巣が高温の腹腔内で停留

している。すなわち他の哺乳動物種と比較して、ゾウの精子形成や精子成熟は極度の熱ストレ

ス下で発生・成熟していることとなる。精巣につながる長いゾウの精巣上体は、精巣と共に熱

ストレスを受けており、精子成熟過程が他の多くの哺乳動物と異なる可能性があると考えた。

つまりゾウ射出精子の低い運動性には、熱ストレスに関与する因子と精子成熟に関わる因子が

関連付けられる可能性がある。しかし、ゾウはゾウがワシントン条約の附属書 Iの対象種であ

ることから、科学材料としての国外での研究には制限があり、精子成熟過程の報告がなかった。	

	

２．研究の目的	

	 本研究は、特に精子成熟過程で重要な部位である精巣上体に注目し、①熱ストレス下で精子

成熟ができる精巣上体部域（頭部、体部、尾部）ごとの熱ストレス防御機構を明らかにするこ

と、②精子成熟に及ぼす精巣上体由来の発現因子の解析を行い、精巣上体におけるゾウの精子

成熟過程の分子機構を明らかにすること、③その結果を他の熱ストレスのない動物種における

精子成熟過程の分子機構と比較した上で、ゾウ精巣上体上皮細胞培養系を用い、精子成熟過程

に必要な因子を確定し、人工授精の指標となる運動性６０％が達成される精子成熟促進培養法を開

発することを目的とする。	

	

３．研究の方法	

	 本研究は、アジアゾウ(	Elephas	maximus)精子成熟に関して、精子の解析、精巣上体の解析、

精子成熟培養系、精子保存方法の 4 方向から行う。ゾウ試料を用いた研究はタイ王国チュラロン

コーン大学獣医学部との共同研究により研究者が現地で共同研究者と共に行い、試料写真を基に画像

解析や統計処理等は日本国内で行った。 
１）ゾウ精子の解析	

射出精子、精巣上体（頭部、体部、尾部）、精巣からの回収した精子について、成熟精子マ

ーカーを確定し、成熟精子及び未成熟精子の割合を調査する。	

２）	ゾウ精巣上体の解析	

ゾウ精巣上体（頭部、体部、尾部）、精巣において、精子成熟に関与する因子、熱ショック

因子や熱ショックタンパク質などの熱ストレスにより発現変動する因子、それぞれの発現

とその相互作用について免疫組織学的に検出し画像解析を行う。さらに、熱ストレスに弱

い多くの哺乳動物の典型的なモデルとしてマウス及びブタの精巣と精巣上体を用い、精子



成熟因子の発現レベルを免疫組織学的に検出し比較解析する。	

３）	ゾウ精巣上体培養系の作成	

ゾウ精巣上体サンプルより、頭部、体部、尾部の三カ所からそれぞれ精巣上体上皮細胞を

単離し、飢餓状態を与えることにより、部域の由来の異なる細胞株を作製する。これらの

細胞株を組み合わせ、精子成熟に関わる因子の発現調節を行い、未成熟精子との共培養下

で精子成熟培養系の確立を目指す。	

４）	精子成熟と熱ストレスの影響についての解析	

ゾウ精巣上体の熱ストレスへの応答を確認するため、精巣上体組織の培養条件を改良し、

培養下で熱ストレスを人工的に与えた場合の熱ストレス関連蛋白質の発現状態を免疫組織

化学的手法により解析する。	

５）	ゾウ精子の精子凍結方法の検討	

人工授精に適応する運動性の高いゾウ精子の保存方法を冷却方法や添加物質の点より検討

する。	

	

４．研究成果	

１）ゾウ精子の解析	

精子自身の成熟度を検討するため、精子膜ラフトドメインの局在の検討を行った。初めに、熱

に感受性の高い、マウス、ネコ、イヌの新鮮精子及び凍結精子の未固定及び固定（4%PFA/PBS）

標本を用い、ラフトドメインの主構成物 GM1 に結合する Cholera	Toxin	B	subunit	(CTB)の生

体染色及び、ラフトドメイン構成物の Flottilin に対する抗体を用いた免疫細胞染色を行った。

CT	B の染色結果から、新鮮精子と固定標本を染色したもの、また新鮮精子を染色後に固定した

標本では局在が異なり、固定後の試料ではラフトドメイン内の GM1 の局在を正確に検討できな

いことが明らかとなった。一方、ゾウ精巣上体精子では、Flottilin 固定した抗体染色で今迄

に報告のあるヒト精子と同様の局在を示したことから、固定標本においてマーカーとして使用

できる可能性が示唆された。さらに Flottilin に加え、CD59 もゾウ精巣上体精子での局在を確

認でき、固定標本においてマーカーとして使用できる可能性が示唆された。しかし、ゾウの新

鮮な射出精子での解析は十分な試料が得られなかったため、今後の検討課題である。	

	

２）ゾウ精巣上体の解析	

ゾウ未成熟個体の精巣上体の頭部、体部、尾部を 4%PFA/PBS

で一晩固定し、パラフィンブロックを作成、免疫組織学染

色を行った。まず熱ストレスに関与する HSF1、HSP70、	

HSP90A の発現を検討した。HSF1 は基底細胞では発現せず主

細胞では全ての部位において発現していたが、体部、尾部

での発現が多く、HSP70 は精巣では発現がみられないが、精

巣上体ではほぼ頭部でのみ両細胞において発現していた。

HSP90A は主細胞では発現せず、体部及び尾部の基底細胞の

一部で発現していた。また、精子成熟に関わる lactoferrin

は頭部の	主細胞でのみ発現をしているが、α-mannosidase

は体部よりも頭部の主細胞で多く発現していた。ゾウとブ

タやマウスの精巣上体における各分子の発現個所を比較し

たところ、熱ストレス関連分子 HSF1,	HSP70 とホルモン産

 

 

 



生に関与する 3β-HSD、5α-reductase の発現部位や強度が異なる事が明らかとなった。	

	

３）ゾウ精巣上体培養系の作成	

ゾウ精巣上体サンプルより、頭部、体部、尾部の三カ所からそれぞれ精巣上体上皮細胞を単離

し、単離したゾウ精巣上体細胞由来の細胞株作製を試みた。これらの細胞の細胞増殖を促進す

ることは現時点ではできていないが、HDGF の添加により、1ヶ月以上培養することが可能にな

った。また、精巣上体組織培養系の確立も行った。今後、良好な精子を産生するゾウ精子成熟

促進培養系の開発へとつなげていく必要がある。	

	

４）精子成熟と熱ストレスの影響についての解析	

ゾウ精巣上体の熱ストレスへの応答を確認するため、精巣上体組織の培養条件を改良し、培養

下で熱ストレスを人工的に与えた場合の熱ストレス関連蛋白質の発現状態を免疫組織化学的

手法により解析した。HSF1は、ゾウ精巣組織を培養した場合と同様に熱ストレスを受けてから

精巣組織とほぼ同じタイミングで精巣上体組織でも誘導された。またゾウ精巣では発現しない

HSP70 は、精巣上体において熱ストレスにより誘導されるものの、その誘導には非常に時間が

かかることが明らかとなった。他の精子成熟に関与する因子の発現状態の熱ストレスとの関係

については、現在画像解析中であるが、少なくとも、ゾウ精巣上体の細胞は熱ストレスに対し

反応を行うが、その反応性は他の動物とは異なることが示唆された。	

	

５）精子凍結方法の検討	

ゾウ精子の凍結過程における冷却速度と orvus	es	paste(OEP)の添加効果を検討した。2 頭の

アジアゾウから	採取した精液を用い、2種類の冷却速度(1℃/min,	0.1℃/min)で室温から 5℃

まで冷却し、0.74%OEP 添加群及び無添加群の 4群で凍結保存し、融解後の精子性状について比

較した。その結果、冷却速度及び OEP 添加に関係なく、精子の融解後の運動性は低く、特に、

他の精子群と比較して、OEP 無添加群の 0.1℃/min で冷却・凍結保存した精子における生存率

は有意に低下した。なお、凍結前の運動性は約 64%で、凍結融解後に 1-3%に低下することから、

例数を増やし、凍結液の改善をすることが必要であると考えられた。	
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