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研究成果の概要：精巣特異的GPIアンカー型セリンプロテアーゼPRSS21欠損マウスの解析から、

PRSS21 は卵子透明帯上での先体反応に機能していることを明らかにした。受精能回復実験を行

い、PRSS21 欠損精子の体外受精における受精能低下が子宮内分泌液への暴露によって回復する

ことを示した。しかし、PRSS21 欠損精子の卵子透明帯上での先体反応能低下は回復し

ていなかった。以上の結果から、PRSS21 欠損精子の受精能は子宮内因子によって補われてい

ることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
生殖過程の大部分が体内で進行する哺乳類
の生殖機構の分子的解析は、生体内での現象
を適切に観察する系が乏しいことから生体
外の場合に比べ殆どなされていない。一方で、
体外受精をはじめとした生殖補助技術の発
展は目覚ましいものがある。ここ数年の統計
では、全出生数に占める生殖補助技術の介在
率が 50人に一人の割合に近づいてきている。
このような分子メカニズムの解明が乏しい
ままでの技術先行状態は軽視されるもので
はないと考える。 
研究代表者らは受精メカニズムを明らかに

すべくこれまでに様々な精子膜上タンパク
質について解析を行ってきた。その結果、精
巣特異的 GPIアンカー型セリンプロテアーゼ
TESP5/PRSS21 欠損マウスの精巣上体精子は
野生型マウスとは異なり体外受精できない
ことを見出した。そこで、この PRSS21 欠損
マウスを手掛かりに、マウス子宮内環境での
精子の受精能獲得機構を明らかにし、体内で
進行する哺乳類の生殖機構の解明を目指し
た。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、主に以下の２つの目標を軸



に研究を進めた。 
（１）PRSS21 を介した精子先体反応メカニズ
ムの解明 

精子の先体反応は 50 年以上前から報告さ
れており、先体反応の誘起メカニズムにはい
くつもの説が提唱されている。しかしながら、
現在に至るまで哺乳類では先体反応に直接
関与する精子接着因子でさえも見出されて
いない。このように、精子先体反応は受精に
必須の現象でありながらその全貌はいまだ
不明である。PRSS21 欠損精巣上体精子は体外
では先体反応を誘引されない特異的な表現
型を示すことから、PRSS21 のプロテアーゼと
しての機能や GPIアンカー型膜タンパク質と
しての役割の解明が先体反応機構解明への
糸口になると期待される。 
（２）子宮内における受精能促進因子の同定
と解析 
 哺乳類の精子は射出された時点では十分
な受精機能を保持していない。多くの場合、
雌性生殖器官内を遡上することで様々な生
化学的環境変化を受け活性化する。研究代表
者らは PRSS21 欠損精子の解析を行い、排卵
期直前のマウス子宮内に精子の卵子透明帯
結合能力を促進させる因子の存在を見出し
た。子宮には重炭酸イオンや pH、コレステロ
ールなどによる精子活性化＝受精能獲得機
構があることは知られているが、今回見出し
た因子はこのいずれにも当てはまらないこ
とから新規の精子活性化物質である可能性
がある。また、精子側にもその因子に応答す
る分子が存在するかもしれない。そこで、子
宮内因子に応答する精子側因子の探索を試
みる。 
 
３．研究の方法 
（１）PRSS21 欠損マウスの作製 

PRSS21 の機能を解析するために、相同組み換
えによる欠損マウス作製を試みた（図Ａ）。
遺伝子の組み換えをサザンブロットで（図
Ｂ）、発現をノーザンブロットおよびウェス
タンブロットで確認した（図Ｃ）。 
（２） PRSS21 欠損マウス精巣上体精子を用
いた体外受精実験 
成熟した野生型マウスおよび PRSS21 欠損マ
ウスの精巣上体尾部から精子を回収し、体外
受精用培地（TYH メディウム）にて活性化処
理を行った。過排卵処理メスマウスの卵管膨

大部から未受精卵を回収し、必要に応じて卵
丘細胞層および卵子透明帯の除去を行い実
験に使用した。 
（３）卵子透明帯上での先体反応の検出およ
び精子の卵子透明帯通過実験 
先体反応後の精子特異的に結合する IZUMO1
抗体を用い、卵子透明帯上で誘起される先体
反応の検出を行った。実験は論文③で報告し
た方法で行った。共染色には核を特異的に染
色する Hoechst33342 を使用し、実験のコン
トロールとして先体反応の誘起が抑制され
ている PLCδ4 欠損精子を用いた。さらに、
精子が卵子に到達することで受精が成立す
ることから、卵子透明帯の通過能について
PRSS21 欠損精子で検証した。CD9 欠損卵子を
使用し、卵子透明体を通過して囲卵腔に貯留
した精子の数を比較した。 
（４）PRSS21 欠損精子の受精能獲得能の検証 
PRSS21 欠損精子の受精能獲得状況を精子タ
ンパク質のチロシンリン酸化と自然発生的
な先体反応率とで確認した。培養時間ごとに
回収した精子タンパク質を抗チロシンリン
酸化抗体で検出した。また、培養時間ごとに
回収した精子を CBB染色に供し先体タンパク
質の残っている精子の率を測定した。さらに、
PRSS21 欠損精子および野生型マウス精子か
ら抽出したタンパク質から受精に寄与する
精子タンパク質の比較を行った。 
（５）子宮内環境暴露による PRSS21 欠損精
子のレスキュー 
自然交配における PRSS21 欠損マウスの正常
な産仔を再現するため、PRSS21 欠損精巣上体
精子を回収後、ホルモン処理により排卵を誘
導されたメスマウス子宮に注入し、人工授精
を試みた。また、射出過程の必要性を検証す
るために、自然交配で子宮内に射出された精
子を回収、体外で培養後、体外受精を試みた。 
（６） 子宮内分泌液の回収と PRSS21 欠損精
子への処理 
マウスは発情周期を持つことから、その性周
期によって子宮内環境に変化があると考え
られる。膣垢検査（スメアテスト）によって
判別した性周期ごとに子宮内分泌液を還流
法によって回収した。得られた子宮内分泌液
を体外受精用の TYH メディウムに添加後、
PRSS21 欠損精巣上体精子を媒精し、受精能獲
得状況を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）PRSS21 欠損マウスの作製と体外受精に
よる受精能低下 
作出された PRSS21 欠損マウスは、自然交配
では正常な産仔であったが、精巣上体精子を
用いた体外受精では野生型に比べ①受精率
（図Ａ）②卵子透明帯への精子の結合数（図
Ｂ）③卵細胞膜との融合（図Ｃ）いずれにお
いても顕著な低下が認められた。 



（２）PRSS21 欠損精子の卵子透明帯上におけ
る先体反応能低下 

先体反応のマーカーである IZUMO1 抗体によ
る免疫染色の結果（図Ａ）、野生型に比べ
PRSS21 欠損精子は卵子透明帯への結合だけ
でなく、結合に後誘起される先体反応率も低
下していた。そして、その率は細胞増殖に関
与し先体反応に機能することが知られてい
る PLCδ4 を欠損した精子とほとんど同じで
あった（図Ｂ）。 
（３）PRSS21 欠損精子の卵子透明帯通過不全 

PRSS21 欠損精子は卵子透明帯上での先体反
応低下がみられることから、卵子透明帯通過
能を確認したところ、PRSS21 欠損精子ではほ
とんど通過できないことが確認できた（図Ａ，
Ｂ）。 
（４）PRSS21 欠損精子における受精能獲得機
構 
PRSS21 欠損精子が卵子透明帯上での先体反
応能が抑制されていることから、通常精子が
先体反能時に必要とされている受精能獲得
機構について検証を行った。その結果、受精
能獲得のマーカーである精子タンパク質の
リン酸化（図Ａ）や自然発生的な先体反応数
（図Ｂ）は、野生型においても PRSS21 欠損
精子においてもほぼ変わらず起きていた。ま
た、卵子透明帯への結合が減少していたこと
から、精子膜タンパク質に影響が出ていない
かウェスタンブロット解析で確認を行った。

その結果、PRSS21 欠損精子と野生型精子では
大きな違いがないことが判明した。 
（５）子宮内環境における PRSS21 欠損精子
の受精能回復 

体外では受精能のほとんど見られない
PRSS21 欠損精巣上体精子を子宮内環境に暴
露し、受精能の回復を試みた（図Ａ）。その
結果、①人工授精（ＡＩ）によって子宮内に
戻された PRSS21 欠損精子でも受精卵が確認
された（図Ｂ）。また、自然交配によって子
宮内に射出された PRSS21 欠損精子を用いた
体外受精においても、有意に受精能の回復が
認められた（図Ｃ）。このことから、PRSS21
欠損精子は一度でも子宮内環境に暴露され
れば、例え射出過程がなくとも受精能を会得
していることが明らかになった。 
（６）子宮内抽出液による PRSS21 欠損精子
のレスキュー 

子宮内から回収した子宮内分泌液を用いて
PRSS21 欠損精子の受精能回復を試みたとこ
ろ、子宮内分泌液の量依存的に受精率が回復
することが示された。この結果から、子宮内
に存在する受精能付与因子の存在を確認し
（図）。 た

 
以上の結果から PRSS21 欠損精子の子宮内分
泌液での受精能回復は、先体反応能には依存



していないこと。また、生体内では子宮内因
子は複数存在しそれぞれの活性によって受
精が成し遂げられていることが明らかにな
った。これらの研究成果は論文①として発表
済みである。今後はさらにこれら因子の同
定・解析を進めることで、哺乳類における生

内での受精現象の解明に繋げる。 
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