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研究成果の概要（和文）：本研究では、ブタ精巣で発現するリラキシン様蛋白（RLF）（insulin-like factor 
3、INSL3とも呼ぶ）の作用機構について、抗体により内因性RLFを不活性化（中和化）したブタを作製して究明
した。不活性化モデルブタでは、生殖細胞のアポトーシスが4倍増加し、BAXの発現増加、BCL2の発現減少をもた
らし、CASP3発現を活性化した。精子性状の変化に加え、精子運動能や濃度を低下させた。以上、RLF不活性化
（中和）は生殖細胞のアポトーシス増加と精子性状の低下を導き、RLFが生殖細胞の抗アポトーシス・成熟因子
として機能することを示唆する。

研究成果の概要（英文）：This study was to produce model pigs neutralized endogenous RLF by 
immunization with RLF/INSL3 antibody and to investigate the mechanism of its action as germ cell 
anti-apoptotic and maturation factor. First, RLF inactivation resulted in a 4-fould increase in the 
frequency of apoptotic germ cells. Second, inactivation led to upregulation of the pro-apoptotic BAX
 and downregulation of the anti-apoptotic BCL2, and in turn activated the mitochondrial apoptotic 
pathway with induction of CASP3. Third, neutralization affected the development of epididymal muscle
 layer. Finally, inactivation had no effect on semen volume; however, it caused a significant 
reduction in sperm motility, concentration and quality compared with control. These results revealed
 that the RLF/INSL3 inactivation (neutralization) increases germ cell apoptosis and decreases in 
semen quality and sperm output, suggesting that RLF/INSL3 acts as an germ cell anti-apoptotic and 
maturation factor of sperm production.

研究分野：動物生殖生理学
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の成熟因子としての作用

本研究は、精巣ライディッヒ細胞で発現する
の精子形成過程における生殖細胞のア

ポトーシス抑制機構と精子成熟過程におけ
の作用機構を明らかにしようとする

の能動
を投与

をサイレンシング
（不活性化）したモデルブタを用いる。生殖
細胞のアポトーシス抑制機構については、
法によるアポトーシス陽性生殖細胞

アポトーシスカス
および

レーザーマイク
による受容体発現細胞の
干渉法で明白にする。一方、

定量形
精液性状

による精子運動特性解析、精
C TC によ

cA M P/cG M P 測定
による細胞内シグナリング解析を行った。 

 



研究代表者らによりブタ精巣から単離し
た R LF（Biochem . J. 2014）をキャリアタンパ
ク質である卵白アルブミン（O VA）と結合さ
せた O VA -R LF を抗原として、7 週齢の未成
熟雄豚に免疫を開始し、28週齢まで能動免疫
処理を施した。なお、対照区には、O VA のみ
を免疫処理した。R LF を不活性化できる力価
の高い抗体が産生されたことを、受容体
LG R 8 遺伝子を導入した H EK 293 細胞
（Biochem . J. 2012; Biol. C hem . 2013)で確認
し、受動免疫に用いる血清を採取した。 
採取した血清は、硫安沈殿の後、D EA E セ
ファロースカラムクロマトによりＩｇＧ画
分を精製した。得られた抗 R LF ＩｇＧ画分
を 21 週齢（春機発動期）の雄豚に 2 週間隔
で計 9 回、39 週齢まで受動免疫処理を施し、
R LF の不活性化モデルブタを作製した。なお、
対照区のブタには正常血清から得た N orm al 
IgG を同様に処理した。抗体価は EIA 法でモ
ニタリングし、免疫期間を通して R LF が不活
性化されていることを示し、R LF 不活性化モ
デルを確立することができた。 
 
（２）R LF 不活性化モデルブタの生殖細胞の
アポトーシス制御機構の解析 
不活性化モデルにおいて、精巣のパラフィ
ン切片を作製し、アポトーシスを示す生殖細
胞を TU N EL 法で解析した。その結果、不活
性化モデルでは、精細管当たりのアポトーシ
ス陽性生殖細胞の割合は対照区の 4倍にまで
増加していることが判明した。この生殖細胞
の細胞死を反映するかのように、精巣重量は
著しく減少していることが分かった。さらに、
アポトーシス制御因子、とくに促進因子とし
て BA X ,と C aspase3を、一方、抑制因子とし
て BC L2と X IA P を定量ＰＣＲ法で解析し、
R LF 不活性化モデルのアポトーシス制御機
構が究明できた。 
 
（３）R N A 干渉モデル細胞の作製と R LF の
抗アポトーシス/生存因子としての検証  
 R LF の受容体アンタゴニストの siR N A を
直接精巣に導入した R N A 干渉モデルの作製
を目指した。すなわち、候補となる 5 つの
siR N A を合成し、H EK 293細胞に受容体遺伝
子と共に siR N A を導入した。導入 4 時間後
に核の周りに siR N A が取り込まれているこ
とが確認でき、導入 1日目にはシグナリング
が阻止され、その効果が 3日まで続くことが
分かった。さらに、本モデル細胞系において
R LF が抗アポトーシス/生存因子として機能
することが検証できた。 
 
（４）精子成熟過程における精子核クロマチ
ンの構造安定性に及ぼす R LF 不活性化の影
響 
 R LF 不活性化モデルブタの凍結保存精子
を用い、精子核クロマチンの構造安定性を解
析した。精子の塗抹標本を低 pH ・界面活性
剤に浸漬して D N A 変性負荷処理を施した後、

アクリジンオレンジ染色を行い、精子核クロ
マチンの構造安定性の程度を顕微蛍光測光
解析で調べたところ、精子核クロマチンの構
造安定性が低下し、さらに SS 結合の割合が
低下していることがモノブロモビマンを用
いた顕微蛍光測光解析で判明した。 
 
（５）精子成熟過程における精子運動能の付
与に及ぼす R LF 不活性化の影響 
R LF（IN SL3）抗体をブタに受動免疫した

R LF 不活性化モデルで、精子運動能の付与に
及ぼす影響を調べた。22週齢（春機発動）の
雄豚を用いて 38週（成熟）まで R LF 抗体を
2週毎に９回投与し、R LF 不活性化を図った。
その結果、R LF 不活性化は精液量に影響を及
ぼさなかったが、精子濃度や精子運動能の有
意な低下をもたらした。さらに、精子性状に
も違いがみられ、正常精子の割合が減少する
一方で、死滅精子が増加していた。このこと
から、R LF は精子成熟段階の運動能付与に重
要であることが明らかとなった。 
 
（６）ブタ精子の受精能に対する R LF の関与
の検証 
精子の受精能とは、精子の超活性化、受精
能獲得、先体反応、卵との接着・融合、前核
形成、胚発生に至るまでのプロセスを左右す
る精子の能力を指す。本研究では、体外受精
系を用いて卵へ侵入するまでの精子の能力
に及ぼす R LF の影響を C A SA による運動能
生解析、 C TC による受精能解析および
cA M P/cG M P 測定による細胞内シグナリン
グの 3方面から検証した。その結果、R LF は
ブタ精子の細胞内 cA M P の上昇を導くもの
の、受精能獲得にはあまり関与せず、卵との
接触・融合に関与する可能性を示唆した。 
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