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研究成果の概要（和文）：ケージド化合物を用いて、cAMPが引き起こす鞭毛波形変化過程および細胞内カルシウ
ム濃度の挙動を詳細に解析した結果、ホヤ精子においてcAMPがカルシウム依存的、カルシウム非依存的の二つの
条件下で異なる波形変化をもたらすことを明らかにした。またCNGチャネル阻害剤の精子走化性に対する効果を
調べたところ、cAMP、過分極によって活性化されるCNGチャネルの一種HCNチャネルが精子走化性時のカルシウム
排出に作用し、適切な波形変化を制御している可能性が示唆された。精子走化性における遊泳方向変換を正しい
タイミングで誘導するためのシグナリング経路および鞭毛波制御の分子機構において新たな知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Using caged compounds, we analyzed in detail the behavior of cAMP-induced 
flagellar waveform change process and intracellular calcium concentration, and found that cAMP 
induces different waveform changes in ascidian spermatozoa under two conditions: calcium-dependent 
and calcium-independent. The effects of CNG channel inhibitors on sperm chemotaxis were also 
examined, suggesting that HCN channels, a type of CNG channel activated by cAMP and 
hyperpolarization, may act on calcium efflux during sperm chemotaxis and regulate the appropriate 
waveform changes. Our findings provide new insights into the signaling pathways and molecular 
mechanisms of flagellar wave regulation to induce the correct timing of swimming direction change 
during sperm　chemotaxis. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 精子運動　繊毛　イオンチャネル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真核生物の鞭毛・繊毛は、精子運動・体内の水流制御など細胞運動やシグナル受容において非常に重要な器官で
あり、その構造・機能は進化を通して高度に保存されている。本申請課題では、材料として扱いやすく反応が顕
著に観察できる海産生物精子を用いて、「鞭毛波形制御におけるカルシウムイオンとcAMPの役割」に着目し、研
究を実施した。その結果精子鞭毛波形を制御するためのシグナル因子とその役割を明らかにした。本研究成果
は、不妊治療や繁殖分野への応用へとつながるものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
真核生物の繊毛・鞭毛は細胞外の環境に応じて瞬時に反応し運動を変化させる。受精において

多くの生物の精子は精巣中では運動能を持たないが放精の際に運動を開始し、卵由来の物質に
よって活性化され、卵に対して走化性を示す。このとき精子内では劇的な変化が生じ鞭毛運動が
制御されている。本研究課題の研究代表者は、これまで高速遊泳中の精子の鞭毛波形とカルシウ
ム動態を同時に捉えることのできる顕微鏡用照明装置や膨大な画像の解析を可能にするソフト
など他では真似のできない実験システムを構築してきた。構築したカルシウムイメージング装
置を用いて、カタユウレイボヤ精子が走化性を示しているときの鞭毛内カルシウム変動を捉え
ることに世界で初めて成功した。また鞭毛・繊毛軸糸に存在する新規のカルシウム結合タンパク
質カラクシンが精子走化性において非対称波形の伝播に関与することが研究代表者らの研究に
より明らかとなり、カルシウムシグナルが直接分子モーターを制御する機構の解明に大きく貢
献した。 
本申請課題では、精子走化性における鞭毛波制御におけるカルシウムイオンと cAMP の役割に

着目し、研究を実施した。 
 
２．研究の目的 
 鞭毛・繊毛の運動制御機構を解明することを最終目標とし、本申請課題では「ホヤ精子鞭毛

波形制御におけるカルシウムイオンと cAMP の役割の解明」を目的とした。実験材料であるカ
タユウレイボヤ精子は、運動活性化・精子誘引因子が既に同定されており精子運動制御における
鞭毛波形解析、鞭毛内カルシウムイメージングの実験・解析系が研究代表者らのグループによっ
て確立されていること、ゲノムが明らかになっており精子プロテオミクスの基盤が整っている
ことから鞭毛運動制御機構の解明において非常に有用である。本研究ではカタユウレイボヤ精
子の鞭毛波形形成過程の詳細解析、波形変化を引き起こす細胞内シグナルの可視化、キーシグナ
ル因子の同定を行うことにより、精子の遊泳方向制御に重要な鞭毛波の対称化・非対称化におけ
るカルシウムイオンと cAMP の役割の全容解明を目指した。 
 

３．研究の方法 
（１）精子鞭毛波形解析 
精子走化性遊泳を理解するためには鞭毛波形の解析が必須である。50-60 ヘルツで高速振動す

るカタユウレイボヤ精子鞭毛運動を正確にとらえるために研究代表者らのグループでは高速度
カメラと自作のストロボ照明装置を使用している。カメラの露光シグナルと同期した 0.5 ミリ
秒以下の短いパルス光で撮像することにより鞭毛波形を明瞭に取得することが可能である。同
様のシステムを蛍光顕微鏡の照明系に応用することにより、カルシウムイオン感受性蛍光色素
を取り込ませた精子の鞭毛内カルシウム
イメージング系も確立した。得られた動画
の解析はお茶の水女子大学馬場昭次名誉
教授によって開発された細胞運動解析ソ
フトウェア Bohboh によって行った。この
ソフトウェアは精子頭部のような細胞体
の自動トラッキングや繊毛・鞭毛の波形の
自動トレースが可能であり、得られた座標
データから遊泳軌跡、軌跡曲率、遊泳速度、
波形曲率、輝度値などを算出できる。 
（２）ケージド化合物を用いた実験系 
膜透過性ケージドcAMPおよびcGMPを取

り込んだカタユウレイボヤ精子の細胞内
サイクリックヌクレオチド濃度上昇に伴
う鞭毛運動変化を高速カメラにより解析
した。UV-LED でケージド解除を行いながら
高速運動している精子鞭毛波形を赤色 LED
ストロボによって可視化するシステムを
用いた（図 1）。このシステムにより cAMP
および cGMP の一過的な上昇が鞭毛波の非
対称性調節にどのような影響を与えるの
かを知ることができる。 
 
４．研究成果 
（１）対称化・非対称化に伴う精子鞭毛内のカルシウムイオンと cAMP の動態解析 
cAMP の一過的な増加によりカルシウム存在下、非存在下両方において波形変化が見られたが、

図 1：ケージド化合物を用いた鞭毛波形解析システム。倒
立位相差顕微鏡のコンデンサー部分に赤色 LED ホルダー
を組み込み、蛍光観察のための光路には UVLED を組み込
み、UV 照射のシグナルを録画トリガーとし、高速カメラ
と同期をとった赤色光で波形を記録した。 



cGMP では波形変化が見られなかった。 
同様の実験で、膜透過性ケージド cAMP を取り込んだ精子の細胞内ｃAMP 濃度上昇に伴う鞭毛

内カルシウム濃度変化を LED ストロボ光源を組み込んだ蛍光顕微鏡によって解析した。その結
果 cAMP 濃度上昇に伴い細胞内カルシウムイオン濃度も上昇することがわかった。この結果は、
鞭毛波制御のカルシウム流入にはサイクリックヌクレオチド感受性チャネルが関与しているこ
とが示唆された。 
（２）鞭毛波の対称化・非対称化制御に関わる分子の同定 
サイクリックヌクレオチド感受性

（CNG：cyclic nucleotide gated）チャ
ネルの関与を調べるため、複数の CNG チ
ャネル阻害剤を用いて精子走化性時の波
形変化を調べた結果、精子走化性時の遊
泳方向変換に必要な鞭毛波形変化が阻害
された。カルシウムイメージングの結果、
走化性におけるターン運動の際に示す細
胞内カルシウムイオンの排出が CNG チャ
ネル阻害剤存在下で抑制されることがわ
かった。これらの結果から、カタユウレイ
ボヤ精子運動調節においてcAMPを介して
CNG チャネルが活性化され、カルシウムイ
オンの排出制御に関与していることが示
唆された。 
 カタユウレイボヤ精子における CNGチャ
ネル分子の局在を明らかにするため、ホヤ
精巣で高発現している二種類の CNG チャネ
ルの解析を行った（図 2）。CNG チャネルは、
環状ヌクレオチドによって活性化される
イオンチャネルの一種で、精子走化性のシ
グナル経路において重要であることがウ
ニ精子で報告されている。しかし、走化性
物質の受容から運動の変化に至るシグナ
ル経路におけるこれらの CNG チャネルの機
能や役割の詳細は明らかでない。四量体を
形成し環状ヌクレオチドによって活性化さ
れるカリウム選択性の CNG チャネルである
tetraKCNG （ tetrameric, cyclic 
nucleotide-gated, K+-selective）チャネル
については、カタユウレイボヤの精巣、精子
において多量発現しており鞭毛膜上に局在
すること、走化性経路に重要な細胞膜の過
分極に関与しうることを既に報告してい
る。本研究では、過分極および環状ヌクレオ
チドによって活性化される CNG チャネルで
あるHCN（hyperpolarization-activated and 
cyclic nucleotide-gated）チャネルの解析
を行った。抗カタユウレイボヤ HCN2 チャネ
ル抗体を作製し、カタユウレイボヤ精子にお
いて HCN チャネルが発現していることをタンパク質レベルで確認した。また、間接蛍光抗体法に
より、精子の鞭毛膜上に局在していることを明らかにした。さらに、精子運動調節における HCN
チャネルの役割を明らかにするために、HCN チャネル特異的な阻害剤を用いて精子走化性への影
響を調べた結果、遊泳方向変換に必要な鞭毛波形変化が安定しないこと、遊泳方向変換の引金と
なるカルシウム流入が過剰かつ長時間になることがわかった。これらの結果から、カタユウレイ
ボヤ精子 HCN チャネルは KCNG チャネルによって生じた過分極によって活性化され、カルシウム
イオン排出を制御することにより、精子の走化性シグナリングに関与していることが示唆され
た。 
 
以上の成果に関しては国際会議を含めた複数の学会で発表済みである。ホヤ精子走化性制御に
おける CNG チャネルの役割に関しての論文は Int J Mol Sci 誌に発表した。ホヤ精子において
発見された鞭毛・繊毛のカルシウムセンサーであるカラクシンの遺伝子欠損マウスの解析を行
い、カラクシンが体軸左右性決定に重要なノード繊毛の形成および運動に関与すること、精子、
気管繊毛においても波形制御に関与することを発見し、Commun. Biol.誌に発表した。本申請課
題遂行のために改良した鞭毛・繊毛運動解析技術を活かし、複数の共同研究を行い Current Biol.
誌、PLoS Genet.誌、Sci Adv.誌、BMC Zoology 誌などにおいて成果を報告した。 

図 2：精子走化性に関与する二種類の CNG チャネル
（上）とその局在解析（下）。作製した抗カタユウレイボ
ヤ KCNG および HCN2 チャネル抗体による免疫蛍光染
色。KCNG および HCN2 共に精子鞭毛への局在が確認さ
れる。 
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