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研究成果の概要： 
 
受精の過程において精子の運動能・受精能が調節されるメカニズムについて解明することを目

的とし、本課題においては、主に精子走化性運動調節機構、及び精漿による精子の受精能調節

機構の 2点に研究内容を絞って研究を推進した。そして、精子走化性においては精子誘引物質
による精子鞭毛内 Ca2+濃度上昇が鞭毛運動の変化となり、走化性運動に顕著な方向転換となっ

ていること、マウス精子の受精能獲得は精漿タンパク質 SVS2 が精子表面のガングリオシド
GM1と結合することで抑制されること、ヒト精子の受精能抑制は精漿タンパク質 Sgと Zn2+に

より制御されていることなどが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 精巣内で形成された精子は、運動能・受精
能は持たず、機能的には未熟である。この未
熟な精子は精巣上体で運動能を獲得し、放精
の際に運動を開始する（精子運動開始）。さ
らに多くの動物では、卵由来の物質によって
活性化され（精子運動活性化）、卵へ走化性
運動（精子走化性）を行う。この過程におい
て、卵や雌性生殖器分泌因子により精子の最

終成熟が起こり、受精能を得る（受精能獲得）。
そして卵周辺部において先体胞の開口分泌
が起き（先体反応）、受精に至る。また哺乳
類をはじめとした一部の動物では、この受精
過程において精漿に含まれる因子が精子の
運動能や受精能に対して抑制的に働くこと
が判っている。この卵由来物質や精漿といっ
た、精子の外部環境因子による精子機能の制
御は、受精において必要不可欠な現象であり、
注目されている研究分野である。 
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 卵由来物質による精子活性化は古くより
数多くの報告があり、精子活性化物質もいく
つかの種でとられている。一方、卵への精子
走化性は現象としては多くの動物で知られ
ているが、そのメカニズムは今もってほとん
ど何もわかっていないというのが現状であ
った。一方、精子鞭毛運動は細胞内 Ca2+濃度
によって制御されることが古くから知られ
ており、精子活性化や走化性の際に精子内 
Ca2+の変動があると考えられていた。しかし
精子は運動速度が速いために蛍光測定が困
難であり、実際の精子細胞内の Ca2+動態の解
明が待ちこがれていた。 
 一方、受精能獲得は主に哺乳類精子におい
て見られ、さらに精漿には精子の受精能獲得
を抑制する因子（受精能抑制因子）が存在す
ることが知られている。そして、前立腺や精
巣上体から、受精能抑制因子の受精能抑制因
子の幾つかの候補が示されている。一方、副
生殖腺の一つである精嚢中からも精子運動
抑制因子が同定されている。しかし、未だに
受精能獲得とは何か、受精能抑制因子の生理
的作用が何かはわかっていなかった。 
 我々の研究グループはこの受精時におけ
る精子機能調節の研究にあたり、特に精子運
動調節機構の分野で数多くの成果を挙げて
きた。しかし、哺乳類精子は受精能獲得によ
り精子の運動様式が大幅に変化するため、受
精能獲得機構の理解なしには走化性等の運
動調節機構の研究もあり得ないと感じるに
至った。そこで、これまでの研究成果を土台
として受精能獲得機構と精子運動調節機構
の研究を有機的に結びつけ、精子の機能調節
を統合的にとらえた研究を推し進める必要
があると考え、本研究課題を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 受精の過程において精子機能が外来因子
によって調節されるメカニズムを統合的に
理解することを最終目標とした。具体的には、
受精能獲得機構と精子運動調節機構の研究
を個々に進めつつ、両者を有機的に結びつけ
ながら解析することを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
 受精の過程において精子機能が外来因子
によって調節されるメカニズムを統合的に
理解することを目指し、本課題の実施期間に
おいては精子走化性と受精能抑制機構に研
究内容を絞り、精子活性化・誘引物質 SAAF
によるカタユウレイボヤ精子運動調節機構、
及び精嚢由来の精漿成分 SVS2 によるマウス
精子の受精能調節機構の 2点に研究内容を絞

り、研究をすすめることとした。具体的には
以下の通りである。 
 
(1) 卵由来物質 SAAFによるカタユウレイボ
ヤ精子運動調節機構の解明 

 我々は尾索動物カタユウレイボヤの精子
誘引物質 SAAFを同定し、ある程度の精子活
性化・走化性におけるシグナル伝達機構の解
析を進めている。そこでこのカタユウレイボ
ヤを主に用い、これまでの成果を基に精子活
性化・走化性のシグナル伝達機構の解明を分
子生物学的・生理学的手法を用いて行った。 
 特に、精子の鞭毛運動調節に必須であると
考えられている Ca2+が、実際に精子内で変動
しているか、それがどのように精子運動を調
節しているかと言う点に着目し、精子内 Ca2+

イメージング法の確立を目指した。 
 また、ホヤの他種及びマウス等を用いて同
様に解析し、精子活性化・走化性機構の種特
異性と共通性を探り、受精成立の効率化につ
いて検討を行った。 
 
(2) 精漿由来物質による哺乳類精子の受精
能調節機構の解明 

 我々の研究により、マウスにおいては精嚢
由来成分が精子の受精能獲得を抑制するこ
とが示され、その受精能抑制因子として、膣
栓形成タンパク質 SVS2 が働く可能性を見い
だしていた。そこで、まず実際に精嚢分泌タ
ンパク質 SVS2が受精能抑制因子として働き
うるか、分子細胞生物学的手法により検討し
た。さらに精子上に存在すると考えられる
SVS2 受容体を探索し、それを足がかりに分
子機構の解明を試みた。 
 また、研究分担者である吉田薫を中心に、
ヒト精嚢由来精漿タンパク質 semenogelin 
(Sg)が精子受精能抑制因子として働きうるか、
分子生物学的、生理学的に検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 卵由来物質 SAAFによるカタユウレイボ
ヤ精子運動調節機構の解明 

 
① カタユウレイボヤ精子走化性運動時のカ
ルシウム動態 

 我々は高速運動している精子の鞭毛波形
とその中の Ca2+動態を正確に捉えるため、発
光ダイオード（LED）を用いたストロボ照明
装置を蛍光顕微鏡に組み込んだ高速度イメ
ージングシステムを構築し、露光時間
500µsec という微小時間での蛍光測定を行う
ことが可能とした。その結果、走化性運動時
の鞭毛運動と精子鞭毛内Ca2+変化を同時に捉
えることに世界で初めて成功し、走化性運動



時には鞭毛波形の変化が見られる直前に精
子鞭毛内 Ca2+が一過的に上昇する（Ca2+バー
スト）ことが明らかとなった。これまでは、
除膜モデルを用いた実験より、精子鞭毛打の
対称性は細胞内Ca2+濃度と相関すると考えら
れてきた。しかし、走化性運動時に見られる
一過的な鞭毛波形変化においては、その波形
変化に沿った鞭毛内Ca2+の変化は観察されず、
Ca2+バーストによって鞭毛波形が非対称型～
対称型と連続的にモーダルシフトすること
でおこることが示唆された。 
 さらに、精子がどのように誘引物質を感知
しているのかを明らかにするため、誘引物質
濃度勾配中においてCa2+バーストがどこで起
こるかを調べた。すると、精子は常に誘引源
から最も離れたときに反応していることが
明らかとなった。以上のことから、精子は
SAAF の濃度変化を常にセンサーし、誘引物
質濃度が減少から上昇に変わる点（濃度変化
の極小値）を検出し、Ca2+バーストが生じる
ことで鞭毛波形を瞬時に変化させ、遊泳方向
の転換を行っていると思われる。 

 
② 卵における SAAFの分泌調節機構 
 精子走化性機構の研究において、卵側から
の精子誘引物質放出機構に関する研究は皆
無である。そこで、SAAF の輸送に関わる卵
内の分子の解析を行い、SAAF の放出メカニ
ズムの検討を行った。まず、カタユウレイボ
ヤの卵成熟過程から受精後までの一連の
SAAF の放出パターンを明らかにするため、
未成熟な卵母細胞から、成熟後、放卵後、受
精後までの精子誘引活性の測定を行ったと
ころ、SAAF は卵成熟による卵核胞崩壊後に
合成もしくは活性化され、さらに放出が開始
すること、受精後には SAAF放出が停止する
ことが明らかとなった。 
 次に、SAAF の卵内輸送や卵外へ放出に関
わる候補分子の探索を、プロテオミクスの手
法を用いて行った。卵細胞膜タンパク質画分
に対してビオチン及び光親和性プローブで
標識した SAAFを UVによって架橋し、二次
元電気泳動法で分離した後に標識タンパク
質をアビジン-HRP で検出することにより、
SAAF と相互作用する候補タンパク質を検出
し、これを MALDI-TOF/MS によるペプチド
マスフィンガープリント法によって同定し
た。その結果、SAAF と特異的に結合するい
くつかのタンパク質が同定され、そのうち分
子シャペロンである VCP/p97 が最も顕著な
タンパク質として検出された。さらに
VCP/p97 の卵内での局在を解析したところ、
VCP/p97は未成熟な卵では卵核胞および細胞
質中にほぼ均一に VCP/p97存在するが、卵核
胞崩壊後には細胞質中の小胞体周辺および
卵膜直下に局在が変化することが明らかと

なった。 

 
(2) 精漿由来物質による哺乳類精子の受精能
調節機構の解明 

 
① マウス精漿由来物質 SVS2 の精子に対す
る作用 

 一般的に哺乳類精子は射精された直後は
卵子へ侵入することができない。しかし雌の
生殖道内を通過することによって精子は先
体反応を誘起し卵子へと侵入可能となる。こ
の現象は精子の受精能獲得と呼ばれており、
さらに精漿には精子の受精能獲得を抑制す
る作用があるが存在することが知られてい
た。そこで我々は、マウスを用いて精漿中に
存在する受精能獲得抑制因子の探索を行っ
たところ、マウス精嚢由来の膣栓形成タンパ
ク質 SVS2が in vivoにおいて受精能抑制因子
として働くことが明らかとなった。さらに
SVS2 の精子上の受容体の探索を行ったとこ
ろ SVS2 は精子膜上のガングリオシド GM1
と選択的に結合することが明らかとなった。
SVS2の受精能獲得抑制作用はGM1と特異的
に結合する物質であるコレラ毒素Bサブユニ
ットによっても mimic 出来るため、GM1 が
SVS2 受容体として働いている可能性が高い
と思われる。 

 

② ヒト精漿由来物質 semenogelin (Sg)の精子
に対する作用 

 哺乳類精子が受精に至るには受精能獲得
が必須である。受精能獲得した精子では細胞
膜の過分極による細胞内Ca2+の上昇により先
体胞反応が可能になると考えられている。実
際にヒト精子においても、Sgは添加後１分で
膜電位を過分極させ、この作用は濃度依存的
であった。また、Sg処理後に Sgを洗浄除去
すると膜電位は元に戻り、その作用が可逆的
であることが示された。 
 ところで、Sgは高濃度で精子運動を完全に
抑制するが、低濃度では超活性化状態に至る
経路をより強く抑制するため、受精能獲得の
抑制因子と考えられる。そこで Sg の精子に
対する作用機構を調べたところ、Zn2+がその
作用に重要な役割を果たしていることが判
った。高濃度 Sg (2.5-10 mg/ml)において Zn2+

の添加は Sg を凝集させ，精子運動を抑制す
る。また低濃度 Sg (0-1 mg/ml)では Zn2+の添
加が Sg 凝集なしに精子運動を促進する。
QCM による分子間相互作用測定で、精子膜
抽出物存在下で Sgに対する Sgの結合が Zn2+

添加により促進されることが示された。低濃
度の Sg存在下での Zn2+による運動促進は Sg
による特異的な作用ではなくタンパク質成
分の精子への非特異的な作用が精子運動に



影響を与えていること、また、高濃度の Sg
存在下での Zn2+の添加は Sg の凝集を引き起
こすが、これには精子膜成分が重要な役割を
担っていることが示された。 
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