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研究成果の概要（和文）：マウス子宮内では精子を殺すしくみが存在し、その作用から精子を保護するために精
液タンパク質が存在する。本研究では、マウスの精液タンパク質をヒトのものに置き換えたマウスの作製に成功
し、表現型解析によってこれらが機能的に相同であることを明らかにした。またマウス子宮内ではE2依存的に補
体C3が合成・分泌されること、C3が精子に結合しC3bへと変換することを明らかにした。C3KOのメスマウスを使
用したところ、精子の死滅率低下に加え、不妊のオスマウスからもわずかに産仔が得られた。この結果より、子
宮においてC3は異物である精子を排除する機能に加えて、受精や発生に適した精子を選別している可能性が考え
られた。

研究成果の概要（英文）：We previously found that the mouse uterus contains spermicide and seminal 
plasma proteins neutralize it. In our research, we successfully generated KI mice in which the 
seminal proteins were replaced with human ones. The phenotypes of these mice revealed that these 
proteins have homologous functions between humans and mice. We also found that complement C3 is 
translated and secreted into the mouse uterus in an estrogen-dependent manner, and that C3 binds to 
sperm and is converted to C3b. In female mice with a C3 knockout, the spermicide effect of the 
uterus was reduced. Correspondingly, the litter size was increased in infertile male mice. These 
results suggest that uterine C3 may select sperm that are suitable for fertilization and 
development.

研究分野： 実験動物科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの繁殖様式である体内受精には、女性因子と男性因子のバランスで成り立つ複雑さがある。社会問題となっ
ている不妊症患者の中にも、卵や精子自体には異常がみられないが子供が得られないケースが多々ある。複雑な
体内受精のしくみを少しでも明らかにすることで、不妊原因の究明ならびに、より自然な妊娠を可能にする治療
法の開発が可能になる。本研究では、特にヒト精液タンパク質を大量に合成できるKIマウスの作製に成功した。
このマウスを使用することで、ヒトではなかなか解析を進めることができない精液タンパク質の機能について進
めることができた。もう少し研究を継続することで臨床現場にて活躍できる添加物の製造につながる。

※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 
日本は世界で最も生殖補助医療（ART）の行われている国であり、その成功率は世界で
最も低いと言われている。ART とは体外で精子や卵を扱い、顕微鏡下でより良い精子・
卵・胚の選別をすることにより、妊娠・出産効率を上げる技術である。しかしながら ART
効率が改善されず、少子化が大きな社会問題となっている背景には、女性のライフスタ
イルの変化だけではなく、哺乳類特有の体内受精に関する基礎研究ならびにヒトを対象
とする研究が決定的に不足していることが原因である。「体内受精」という生殖様式で
は、感染のリスクを下げるため女性生殖器には病原体に対する免疫反応が厳密に存在す
るが、一方で胚や精子は免疫反応の対象となってはいけない免疫寛容のしくみがあるは
ずである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生殖免疫における C3 とそれを制御する精液タンパク質の関係を、類を見
ない『ヒト型精液を持つモデルマウス』を用いることで解明し、発生工学から生殖医療
へ直結する知見の獲得ならびに新規な自然免疫機構を解明することを目的とする。子宮
内で観察される活性化状態 C3(H2O)が精子膜上のどの分子をターゲットとしているか
同定し、それに対して精液タンパク質がどのように抗補体活性を有するのか、発生工学
では類を見ない『ヒト型精液を持つモデルマウス』を用いることで、生殖研究者以外に
は興味を持たれていない精液成分が有する可能性（自然免疫抑制、子宮内細菌叢のヒト
型への変換）を追求するモデルとする。これによって、マウスを用いた発生工学の研究
結果を臨床応用へ直結させることが可能となる。 
 
 
３．研究の方法 
課題１．ヒト型精液モデルマウスを用いた表現型解析 
本研究で使用したヒト型精液モデルマウスは、ヒト精嚢で高発現する Semg1/2 の遺伝子
配列をプロモーターから KI したマウスになる。また KI 先のマウスゲノムにはあらか
じめマウス精嚢タンパク質 SVS2-6 を欠損したマウスを使用したため、マウス精嚢タン
パク質を欠損した上にヒト精嚢タンパク質を合成できるマウスということになる。この
マウスを使用して、どの程度ヒト精嚢タンパク質を発現するのか、またそのマウスの妊
孕性は変化するのかなど、作製したマウスの表現型について詳細に解析を行う。 
 
課題２．生殖免疫における補体 C3 の機能解析 
精嚢タンパク質が存在しない場合、子宮内では精子が死滅すること、またその原因は補
体 C3 であることが分かっている。本研究では補体 C3 がどのようなメカニズムで精子
を殺しているのか解析を行う。またその上で精嚢タンパク質はどのように C3 から精子
を保護しているのか明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
 
課題１．ヒト型精液モデルマウスを用いた表現型解析 

初年度において、マウス型精液タンパク質を欠失した Svs2-6KO マウスの、Svs2-6 ゲ
ノム領域に、ヒト BAC プラスミドに含まれる Semg1/2 のプロモーターを含むゲノム領
域を挿入することに成功した。このような Semg KI マウスは 2 系統得ることができた
ため、それぞれの精嚢分泌物を調べた。その結果、両方の系統ともに SEMG1 と SEMG2
のタンパク質が発現していることが確認された。 
 ２年目は、KI マウスにて妊孕性が回復したことが判明した。この結果より、アミノ酸
配列が異なるタンパク質であるが機能的に相同であると言うことが可能となった。同時
に、KI マウスの精嚢では大量のヒト精液タンパク質 SEMG1/2 が存在することが明らか
になった。ヒト精液タンパク質 SEMG1/2 は強塩基性のタンパク質であり、大腸菌や培
養細胞でリコンビナントタンパク質の合成を行ってもほとんど回収できない。しかしこ
のマウスの精嚢タンパク質を使うことによって高濃度のタンパク質が回収できた。 

３年目は、機能的に相同であるマウスSVS2とヒトSEMG1について詳細に解析した。
その結果、マウス SVS2 は精子が持つプロテアーゼによってペプチド化し、そのペプチ
ドが精子保護能を有すると考えられた。一方、ヒト SEMG1 はマウス精子のプロテアー
ゼではペプチド化しにくいこと、ヒト前立腺から分泌される PSA によって断片化され
ることが分かった。この機能相同な二つのタンパク質間に、活性化させる断片化メカニ
ズムには種特異性があることが判明した。 



４年目は、精子保護機能があると考えられたマウス SVS2 の断片化ペプチドを銀染で
検出し、LC-MS/MS で断片を同定した。またこのアミノ酸情報を元にペプチド合成し、
子宮内で機能している可能性のあるペプチド 6 種を入手した。 
 
課題２．生殖免疫における補体 C3 の機能解析 
 初年度には、補体 C3 が精子表面に結合していることは確認できたが、一般的に活性
化状態とされている C3b に変換している様子は観察されなかった。一方、C3 KO メス
マウスを用いたところ、産仔がほとんど得られないと Svs2 KO オスマウスから子供を
得ることができた。この結果から、メスの精子選別機能に補体 C3 がかかわっているこ
とは明らかとなった。 

２年目は、ヒトの男性不妊モデルマウスを使用し、C3KO メスマウスと交配させたと
ころ、わずかではあるが産仔が得られた。さらに子宮には産仔数以上の着床痕が見られ
ることが明らかとなった。この結果は、子宮内に C3 が存在しないことによって、通常
なら受精しない精子が卵と受精することを示している。さらに着床痕のみが見られ、産
仔とはならなかったことから、受精はするがその多くは流産している可能性が示された。
この結果より、子宮内にて C3 は精子を殺すと同時に、正常な胚発生を行えるメリット
のある精子を選抜しているともいえる。 

３年目は、ウエスタンブロットの検出方法を改良することによって、精子に結合した
10 分をピークに C3 が C3b に活性化している状態を検出することができた。、精子が死
滅する 3 時間培養時には C3b がさらに分解されていたため、ウエスタンブロットで検
出されなかったことが明らかとなった。 

４年目は、子宮内液中の C3 がマウス精嚢タンパク質 SVS2 と強い相互作用を有する
ことが明らかとなった。この結果より、体内では C3 は精子に結合する前に SVS2 と結
合していると考えられ、これによって精子が殺されるリスクが軽減していると想像され
た。しかし C3 の活性化経路については思うように研究が進まなかった。これまでに報
告されている補体研究のほとんどはヒト・in vitro 実験で構成されており、実験材料や実
験結果が本研究であるマウス子宮には当てはまらなかった。一方、細菌への反応とは別
に、子宮内液が精子を殺す作用は安定的に観察され、Factor B が殺精子作用に関与する
と考えられた。一般的な補体経路ではない「副経路」をつかって雌は精子を選抜してい
る可能性がある。 
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