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研究成果の概要（和文）：本研究では、鳥類精子において膜ラフトによる先体反応のシグナル伝達機構を調べ、
さらに動物生殖工学技術開発への応用を試み以下の知見を得た。
①膜ラフトは受精関連遺伝子群を含み、先体反応の制御を担っている②先体反応には細胞外のエネルギー基質や
細胞膜調節因子を起点とする膜横断型シグナル機構が関与している③少なくともSFK, PKA, AMPKなどのタンパク
質キナーゼは先体反応の細胞膜調節に関与する④卵膜への精子の結合は、細胞内カルシウムの変化を生み、その
結果卵膜侵入性、運動性を向上する、ことが分かった。さらに、SFKは精子の長期受精能力保存に関与する可能
性が有り、生殖工学的技術への応用が期待出来る。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the signal transduction home of the acrosomal
 reaction by membrane rafts in avian spermatozoa, and also worked on the development of animal 
reproductive engineering technology using the results, and obtained the following findings.①
Membrane rafts contain fertilization-related genes and control the acrosomal reaction.②The 
acrosomal reaction involves transmembrane signaling mechanisms originating from extracellular energy
 substrates and cell membrane regulatory factors.③At least protein kinases such as SFK, PKA and 
AMPK are involved in cell membrane regulation of the acrosomal reaction.④Sperm binding to the egg 
membrane was found to produce changes in intracellular calcium, resulting in improved egg membrane 
penetration and motility. Furthermore, SFK may be involved in the long-term preservation of 
fertility in avian sperm, and is expected to be applied to reproductive technology.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義は、本成果は雄生殖メカニズムに関する鳥類と哺乳類の類似性と特異性を明らかにし、生殖生物学の
みならず進化生物学的に興味深い知見を示した。また精子における細胞膜による機能制御機構の重要性は、基盤
データとして翻訳後修飾を含むポストゲノム研究に大きく貢献する点も意義に含まれる。
社会的意義は、ヒトや家畜で好発する生殖障害の検査･治療法の開発に有用である。さらに細胞機能を利用した
次世代配偶子保存技術の開発に向けた研究シードとなり、様々な現社の問題の解析、解決にも応用できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
家畜生産力の強化や希少種の保存には、効率的な人工繁殖技術の開発が不可欠である。し

かし哺乳類に比べ、鳥類では精子の受精機能に不明な点が多く、その開発は遅れている。遺

伝子の転写翻訳活性を持たない精子は、自己に予め組み込まれた様々な細胞機構を駆使し、

細胞内シグナリング経路の活性、鞭毛における運動性および頭部における先体反応誘起を

同時に制御しなければならない。しかし、どのようなメカニズムで特定の細胞内領域に必要

に応じて機能発現を誘導するのか明らかではない。膜ラフトは、ステロールおよび機能性膜

タンパクを豊富に含む微少な細胞膜マイクロドメインである。今までに申請者を含むいく

つかの研究チームが、哺乳類や海洋生物の精子において膜ラフトが細胞機能の時空間制御

に関わることを明らかにした。このことは動物界において膜ラフトは精子受精機能の制御

に普遍的に関与していることを暗示するが、鳥類に関する研究は実施されていない。 

 
２．研究の目的 
卵膜に結合した鳥類精子は、直ちに先体反応を誘起し卵へ侵入する。哺乳類において、精

子は受精能獲得により細胞内 Ca2+ ([Ca2+]i)を増加させ先体反応を誘起するが、鳥類精子では

受精能獲得が存在せず、先体反応誘起のメカニズムは不明である。申請者は今までの研究で、

膜ラフトは鳥類精子の卵膜結合および先体反応に関与すること、PMCA1 および 4 を特異的

に含むことを明らかにした。鳥類精子の卵膜結合は[Ca2+]i 増加のトリガーであることから、

膜ラフトは鳥類精子の卵膜への結合から先体反応誘起までのプロセスを統括的に制御して

いる可能性がある。Ca2+イメージング法は高空間分解能を有し、[Ca2+]i 動態の解析に有用で

あるが、精子では主に鞭毛運動解析にしか利用されていない。 

 本研究は、基課題で得られた知見を基盤とし、[Ca2+]i 動態と先体反応のデュアルイメージ

ング法を用いて膜ラフトの機能を解析することで、この可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
実験 1: 精子膜ラフトに存在する卵膜結合性 60KDa タンパクの同定と機能 

 基課題の研究は、膜ラフトに存在する 60KDa の新規分子がニワトリ精子の卵結合に関与

することを示唆した。そこでこの分子を同定するため、コーネル大学バイオテクノロジー研

究所で精製した 60KDa 新規分子のプロテオミクスを実施する。卵膜は 5 つの糖タンパク

(ZP1, ZP2, ZP3, ZP4, ZPD)から構成され、アクロシンは ZP1 と相互作用があることが示唆さ

れている。そこで次に、同定分子の組換えタンパクおよび特異的抗体を作製し、糖タンパク

への結合様式およびアクロシンとの関係性を調べる。また、特異的抗体を使って新規分子の

細胞内局在と先体反応における役割を調べる。 

実験 2: ニワトリ精子の先体反応誘起機構における膜ラフトの役割 

 本実験では、まず哺乳類精子で行った既報に従い、ニワトリ精子において Ca2+イメージン



 

 

グと同時に、先体反応をリアルタイムで検出する手法を確立する。その後、膜ラフト破壊剤

である 2OHCD を使って、卵膜への結合に伴う膜ラフトの役割を調べる。次にニワトリ精子

へイオンチャンネル特異的阻害剤あるいは活性化剤を使って、[Ca2+]i 増加と先体反応との

連関性とメカニズムを調べる。さらに卵膜への結合による細胞内 Ca2+増加がプロテインキ

ナーゼ C(PKC)、カルモジュリンキナーゼ(CaMK)およびホスファチジルイノシトール 2 リ

ン酸経路(PIP2)の活性におよぼす影響を調べる。以上の実験で、膜ラフトによる Ca2+動態制

御と先体反応誘起機構の解明を試みる。 

 

４．研究成果 

実験１−１:運動性鳥類膜ラフトに存在し、内卵黄膜との結合を仲介する

60KDaタンパク質(X)の分離同定に成功した。X特異的抗体を作成しWB

と IIF で精子発現特性を確認した（図 1）。さらにニワトリ精子の先体領

域原形質膜に存在するタンパク質群の網羅的同定およびその内、膜関連

タンパク質への特異的抗体を作成した。さらに先体反応の生理的トリガ

ーである内卵黄膜への精子の結合は、細胞内カルシウムの増加を生むこ

とが分かった(図 2)。さらに精子運動性分析デバイス(SMAS)を使って、

先体反応の促進経路であるAMP活性化キナーゼと鞭毛運動の関係を調

べると、影響は認められなかった。 

実験１−２：前述のプロテオーム分析で同定したサークファミリーキナ

ーゼ(SFK)の精子先体反応における機能的役割を検討した結果、SFK は

精子先体領域に存在し、膜ラフトにより活性制御されていることが分か

った。さらに SFK は膜電位調節により自発的先体反応を抑制すること

から、受精能力保存に関与している可能性が分かった(図 3)。 

精子は IPVL 結合によりミトコンドリア活動や[Ca2+]i に加え、特徴的な

運動性を発揮することで、卵侵入性を獲得する可能性

が示唆された。 

 

実験２−１：前述の膜ラフトプロテオーム同定に基づ

き作成した抗体は、その多くが精子先体部分へ局在を

示し、プロテオミクスデータの正当性が裏付けられ

た。A膜ラフトプロテオームに基づき、cAMP/PKA伝達

経路の家禽精子先体反応における役割を調べた。その

結果、膜ラフトは PKAを亢進することで IPVLによる

先体誘起性の維持に関わる事が分かった(図 4)。AMPK

をシグナリング経路上流で制御するグルコースと運動性の関係性を調べた結果、グルコー

ス輸送体 1(GLUT1)が解糖系とミトコンドリア酸化的リン酸化を介し運動と ATP 生産に関与
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図 1. ニワトリ精子にお

ける Xの発現 

図 2.IPVL による

[Ca2+]i変化 

図 3. ニワトリ精子 SFK の作

用モデル 



 

 

する事も分かった(図 5)。 

実験２−２：グルコース輸送体 3(GLUT3)に着目し、膜ラフトの精

子における機能を調べた結果、GLUT3 は頭部先体膜と尾部に局

在し、膜ラフトに機能制御されている事が分かった。また膜ラフ

トは AMPK を介して卵侵入を促進することで、受精能力の最大

化に関わる事が分かった（図 6）。さらにグルコース代謝経路の

解糖系および酸化的リン酸化の精子における役割は異なること

も分かった。先体反応のシグナル伝達機構を調べるため、SFKサ

ブタイプの同定を試みた。免疫沈降―プロテオミクス解析により

SFKのなかでも c-YES1はニワトリ精子先体反応に関与している

可能性が分かった。 

 本課題に関わる研究成果をまとめると、国際学術誌 9報（うち

責任著者 7 報）学会発表４報(国際学会 1報)であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4. cAMP/PKA 経路による

先体反応制御モデル 

図 5. グルコースによる

運動性制御モデル 

図 6. グルコースはGLUT3/

膜ラフトを介して AMPK—

先体反応機構を調節する 
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