
獨協医科大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２２０３

若手研究(B)

2017～2015

細胞外Na+によるハムスター精子受精能獲得調節機構の解明

Elucidation of regulatory mechanism of capacitation by extracellular Na+ in 
hamster spermatozoa

００７０８１８３研究者番号：

竹井　元（Takei, Gen）

研究期間：

１５Ｋ２１３２３

平成 年 月 日現在３０   ６ ２１

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：申請者の予備的研究より、受精の場である卵管内体液に、体外受精培地と比べて高濃
度のNa+が含まれることをハムスターを用いて明らかにした。この結果に基づき、本研究ではNa+が受精能獲得へ
与える影響について解析した。本研究により、ハムスター精子が超活性化運動を発現するためには、Na-Ca 
ExchangerやNa/K ATPase等の細胞内外Na+恒常性を制御する分子群の働きが必須であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：In my previous study, I revealed oviductal fluid contains high concentration
 of Na+ compared to the medium for the in vitro fertilization in hamsters. Based on the previous 
study, present study was performed to elucidate the impact of extracellular Na+ on hamster sperm 
capacitation. The result showed that hyperactivation is regulated by extracellular Na+ in hamster 
spermatozoa, and the activity of molecules that regulate cellular Na+ homeostasis, such as Na-Ca 
exchanger or Na/K ATPase, are involved in hamster sperm hyperactivation.

研究分野：生殖細胞生理学
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の精子は受精能獲得と呼ばれる
種々の精子の‟質的な変化„を経なければ卵
と受精できない。受精能獲得をした精子は、
超活性化運動と呼ばれる特殊な鞭毛運動を
示す。申請者の予備的な研究より、受精が起
こる場である卵管内の体液に含まれる Na イ
オン濃度が、体外受精用の培地より高いこと
が分かった。そこで、体外受精用の培地中の
Naイオン濃度を上昇させることにより、卵管
内の高濃度 Na イオンがハムスター精子の生
理活性へ与える影響を調べた。すると、体外
受精用培地の Na イオン濃度を卵管液程度ま
で上昇させると、超活性化運動の発現が遅延
することを見出した(図 1)。これはすなわち、
細胞外 Na によりハムスター精子超活性化が
制御されていることを示唆している。さらに、
この超活性化の制御には Na+ Ca2+ Exchanger 
(NCX)が関わることが分かってきた。 

 
２．研究の目的 
細胞外 Na イオンによりハムスター精子超
活性化が制御されるという予備的結果から、
申請者は精子細胞内外の Na イオン恒常性の
制御がハムスター精子超活性化の制御と密
接にかかわっているのではないかと考えた。
そこで、Naイオン恒常性制御による超活性化
調節機構を解明することで、生体内での受精
能獲得制御機構の一端を解明できるのでは
ないかと考え、研究を行った。具体的には、
(1) 細胞外 Na イオンが超活性化以外の受精
能獲得に伴う現象(先体反応、繊維鞘タンパク
質のチロシンリン酸化)に与える影響を明ら
かにする。(2) NCXがどのように超活性化を
制御しているのかを明らかにするため、ハム
スター精子内での NCX の局在及び活性変化
を調べる。(3) 細胞内外 Naイオン恒常性を制
御する分子をハムスター精巣から探索し、そ
の分子の受精能獲得に対する機能を明かに
する。以上の３点を明らかにすることを目的
として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
実験動物として、超活性化を安定的に高い
割合で起こす方法が確立されており、さらに
超活性化に伴う鞭毛運動変化の観察が容易
であるハムスター精子を用いた。 
繊維鞘タンパク質のチロシンリン酸化は

抗リン酸化チロシン抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングにより調べた。先体反応は、
CBB 溶液を用いて先体胞の染色の有無を評
価することにより調べた。 

NCXの活性が細胞外 Naイオンによってど
のように変化するのかを明らかにするため、
蛍光 Caインジケーターである Fluo-4を用い
て、細胞外 Na イオン濃度変化に応じてハム
スター精子細胞内 Ca イオン濃度がどのよう
に変化するのか、蛍光分光光度計による細胞
内 Ca イオン濃度の定量および蛍光イメージ
ングを行った。 
並行して Na イオン恒常性を制御する分子
の探索、及び NCX のどのサブタイプが精子
に存在するかを明らかにするために、ハムス
ター精巣を用いた RNA-seq解析を行った。ま
た得られた分子が本当にハムスター精子に
存在するかどうかを確かめるために、RT-PCR
及び特異的な抗体を用いたウェスタンブロ
ッティングにより、mRNAレベル・タンパク
質レベルの両面から解析を行った。さらにハ
ムスター精子で Na+/K+ ATPase (NKA) α4 の
発現が認められたことから、その特異的な阻
害剤である ouabain を作用させたときのハム
スター精子受精能獲得への影響を調べた。 
なお将来的に遺伝子改変動物を用いた実
験を検討するために、マウスでも同様の現象
が見られるかどうかについて予備的な検討
を行った。しかし、マウス精子においては同
様の現象が観察されなかったため、本研究報
告書ではハムスター精子を用いた結果のみ
を示すこととする。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞外 Na イオンが超活性化以外の受精
能獲得に伴う現象に与える影響について 
 細胞外 Na イオンが超活性化以外の受精能
獲得に伴う現象に与える影響について、繊維
鞘タンパク質のチロシンリン酸化への影響、
及び先体反応への影響について解析した。そ
の結果、細胞外 Na イオン濃度を増加させて
も繊維鞘タンパク質のチロシンリン酸化及
び先体反応へは影響がなかった。すなわちこ
れらの現象は全て受精能獲得に伴う現象で
あるにもかかわらず、超活性化のみが細胞外
Na イオンにより制御を受けているというこ
とが分かった。 
(2) NCXがどのように超活性化を制御してい
るのかの解析 
NCX が超活性化の制御に関わっているか
どうかを調べるために、ハムスター精子細胞
内Caイオン濃度の定量及びCaイメージング
を行った。その結果、細胞外 Na イオン濃度
上昇に伴い運動開始直後の精子細胞内 Ca イ
オン濃度が減少すること、及びその減少は主
に精子鞭毛(主部)で起こっていることが分か
った。この結果は、運動開始直後のハムスタ
ー精子では、NCXが細胞外 Naイオンに応じ
て細胞(鞭毛)内 Ca イオンをくみ出している
ことを示唆している。超活性化運動発現時の
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 図 1: 細胞外 Na+による超活性化発現の遅延 



細胞内 Ca イオン濃度を測定することによっ
て、NCXの活性の経時変化を間接的に評価す
ることを試みた。しかし、Fluo-4をロードし
た精子を長時間培養しても超活性化運動を
示す精子を得られなかったため、本研究計画
期間内ではハムスター精子細胞内 Ca イオン
濃度の経時変化を評価できなかった。今後詳
細に条件を検討することで、細胞内 Ca イオ
ン濃度変化を明らかにし、NCX活性の経時変
化を見積もる予定である。 
予備的研究により、NCX の阻害剤である

SN-6を精子に作用させると 150 mM NaClに
よって抑制された超活性化が、101 mM NaCl
存在下での超活性化率と同程度まで上昇す
ることが分かっている。さらに NCX 阻害剤
を作用させたハムスター精子の細胞内 Ca レ
ベルが上昇することが分かった。超活性化運
動を示すためには細胞内 Ca イオン濃度の上
昇が必要であることが知られているので
(Suarez et al., 1993)。これらの結果は、NCX
が細胞外 Na イオンに応じて細胞(鞭毛)内 Ca
イオンをくみ出すことにより、細胞内 Ca イ
オン濃度の上昇を抑え、超活性化を抑制して
いることを示唆している。以上の内容をまと
めて、Reproduction 誌に 2016 年に報告した
(Takei and Fujinoki, 2016)。 
またハムスター精子にNCXが発現してい
ることを確認するため、RNA-seq解析から得
られたハムスター精巣発現 mRNA のリスト
から NCX アイソフォームを探索した。見つ
かったNCXアイソフォームについてRT-PCR
を行い、実際に精巣で発現しているかどうか
を確認した。その結果、ハムスター精巣にお
いて NCX1 及び NCX2 の発現が認められた。
NCX1 および NCX2 がタンパク質レベルで
ハムスター精子に発現しているかどうかを
確かめるため、市販の抗体を用いたウェスタ
ンブロッティングを行った。しかし 4種類の
抗体を購入しても、ハムスターの NCX と反
応する抗体が得られなかったため、ハムスタ
ー精子におけるタンパク質レベルでの
NCX1,2 の発現を確認するには至らなかった。
今後はハムスターNCX の抗体を作成するこ
とも視野に入れて、研究を進めていく予定で
ある。 
 
(3) Naイオン恒常性制御分子の探索およびそ
の機能解析 
さらに、NCX 以外の細胞内 Na イオン恒常
性制御分子を探索し、それらの分子がハムス
ター精子受精能獲得へ果たす機能について
解析した。ハムスター精巣において Na イオ
ン恒常性に関わる分子を探索したところ、細
胞内外の Na イオン恒常性制御において中心
的な機能を果たす分子である NKA α サブユ
ニットのうち、普遍的なアイソフォームであ
る α1と精巣特異的アイソフォームである α4
の二つの配列を発見した。そこで NKA α1お
よび α4 がハムスター精巣で発現しているこ
とを RT-PCRにより確認したところ、これら

二つの mRNAレベルでの存在が確認された。
さらにウェスタンブロッティングによりタ
ンパク質レベルでの解析を行ったところ、ハ
ムスター精子にNKA α1およびα4タンパク質
が存在することが確認された。 

NKA α1および α4のハムスター精子におけ
る機能を解析するために、NKAの特異的な阻
害剤である ouabain を作用させた際の受精能
獲得への影響を調べた(図 2)。その結果、10-6 
M ouabainにより超活性化が抑制され、10-5 M
以上の ouabain により鞭毛運動が完全に阻害
されることが分かった。先行研究より、10-6 M
の ouabainは NKA α4を特異的に阻害し、10-5 
Mの ouabainはNKA α1と α4の両方を阻害す
ることが知られている。すなわち、これらの
結果は NKA α4の活性が超活性化運動の発現
に必須であり、NKA α1 は精子の運動性の維
持に必須であることを示唆している。 

 
NKA α4 が超活性化に必須であることが分
かったので、次に超活性化運動と強い相関が
あることが知られている繊維鞘タンパク質
のチロシンリン酸化が、NKA α4 の阻害によ
りどのような影響を受けるのか調べた。する
と ouabain を作用させても繊維鞘タンパク質
のチロシンリン酸化は阻害されないことが
分かった。さらに、繊維鞘タンパク質のチロ
シンリン酸化および超活性化を増強するこ
とが知られているジブチリル cAMPやイソブ
チルメチルキサンチン(IBMX)、calyculin Aな
どの薬剤を投与しても、ouabainによる超活性
化の阻害からの回復は見られなかった。これ
らの結果は、NKA α4が細胞内外の Naイオン
恒常性を制御することで、繊維鞘タンパク質
のチロシンリン酸化を含むリン酸化シグナ
ル伝達系とは別の側面から超活性化を制御
していることを示唆している。以上の内容を
現在投稿中である。 
ところで 2016年の我々の報告において、卵
管内体液に 20 mMもの高濃度の Kイオンが
含まれていることを明らかにした(Takei and 
Fujinoki, 2016)。一方受精能獲得した精子では
膜電位の過分極が起こり、また膜電位の過分
極が先体反応を起こすために必須であると
報告されている。高濃度の細胞外 Kイオンは
膜電位を脱分極させるので、受精能獲得が起
こる場所である卵管内に高濃度の K イオン
が存在することは、膜電位の過分極が受精能
獲得に必須であるとする研究と矛盾する(de 
la Vega-Beltrán et al., 2012)。そこで高濃度の K
イオンがハムスターの超活性化や先体反応、

図 2 NKA阻害剤 ouabainの運動率, 超活性化への効果 
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および受精能獲得に伴う膜電位の過分極へ
与える影響について調べた。その結果、20 mM
の K イオン存在下においても膜電位が過分
極する傾向は見られたが、20 mMの Kイオン
存在下で過分極したハムスター精子の膜電
位は、通常の体外受精用培地 (K イオン濃度
は 2-6 mM)での受精能獲得前の精子に比べて
有意に脱分極していることが分かった。その
一方、20 mMの Kイオン存在下でも超活性化
や先体反応には影響が見られないことが分
かった。この結果は、膜電位の制御が受精能
獲得に対して重要でない可能性を示す。これ
らの結果に基づき NKA α4の結果について考
察すると、NKA α4 の阻害による超活性化の
阻害は、膜電位の脱分極が原因ではないと示
唆される。受精能獲得した精子では細胞内
Na イオン濃度が減少することがマウスで報
告されている(Escoffier et al., 2012)。この報告
に基づき考察すると、NKA α4は細胞内 Naイ
オンを減少させることで、Na/H Exchangerの
様な二次輸送体の活性を変化させ、受精能獲
得を引き起こしている可能性が考えられた。 

NKA α4や NCX1, 2の他に、Na/H Exchanger
の様々なアイソフォームや K-dependent Na 
Ca ExchangerやNa-HCO3

- cotransporterなどの
様々な二次輸送体がハムスター精巣 mRNA
を用いた RNA-seq 解析により見つかってい
る。今後はこれらの輸送体がハムスター精子
の受精能獲得にどのように貢献しているの
かを解析していく予定である。さらに脳室内
で Na センサーとして働くことが報告されて
いる Nax チャネルや、Na 漏出チャネルであ
る Sodium leak channel non-selective proteinな
どの様々な Naチャネルが RNA-seq解析によ
り見つかっている。今後の研究では、これら
の Na チャネルがどのように上述の一次・二
次輸送体共同してハムスター精子超活性化
などの生理活性を制御しているのかを明ら
かにすることで、Naイオンの一次輸送体、二
次輸送体やチャネルによる Na イオン恒常性
制御と超活性化などの受精能獲得制御機構
の関連を明らかにしていきたい。 
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