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研究成果の概要（和文）：不妊症の半数は男性に原因があり、「無精子症」や「乏精子症」が知られている。一
方、精子が作られるのに、年齢にともなって進行する男性不妊も知られているが、原因は不明である。本研究で
はTCA回路の律速酵素であるクエン酸合成酵素、特に、精子で発現している非ミトコンドリア型クエン酸合成酵
素（extra-mitochondrial citrate synthase: eCS）に着目し、その精子での機能消失による、受精時における
卵活性化システムの異常、さらに、加齢にともなう男性不妊との関連を明らかにした。eCSの機能解明は、加齢
にともなう、生殖能の低下を含めた様々な疾患の原因解明につながると推測した。

研究成果の概要（英文）：One half of infertile couples have male factor causes such as azoospermia 
and oligozoospermia. However, the mechanism of declining male fertility with age is not well known. 
In this study, we focused on citrate synthase (CS), which is a core enzyme of the mitochondrial 
tricarboxylic acid (TCA) cycle, particular, extra-mitochondrial CS (eCS) abundant in the sperm head.
 We investigated the role of eCS in male fertility by producing eCs-deficient (eCs-KO) mice. The 
initiation of the first spike of Ca2+ oscillation was substantially delayed in eggs fused with 
eCs-KO sperm, despite normal expression of sperm factor phospholipase C zeta 1. The eCs-KO male mice
 were initially fertile, but the fertility dropped at 6 months of age (corresponded to about 30 
years in human). The data suggest that eCS suppresses age-dependent male infertility, providing 
insights into the elucidation of the causes of various diseases including the decline of male 
fertility with age. 

研究分野： 動物生殖科学

キーワード： クエン酸合成酵素　カルシウムオシレーション　妊孕性　非ミトコンドリア型　eTCA回路

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 卵活性化機構について研究されているものの、候補因子の数が増えているだけで、研究の大きな進展はなかっ
た。これまで「卵活性化」の精子ファクターはホスファリパーゼCゼータ1（PLCz1）、1つだと考えられていたが
「クエン酸合成酵素」も精子ファクターとしての働くことを発見した。さらに、第2の精子ファクターである
「クエン酸合成酵素」が加齢によりその働きが弱まり、精子内で合成される「クエン酸」含有量も減少すると男
性不妊を発症する可能性があることから、男性不妊の分子的基盤の理解に貢献できる。今後、精子に含まれる
「クエン酸」の含有量を測定することで男性不妊のリスク要因を評価する方法の開発などが期待される。

※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 

 

卵子は精子との融合によって細胞内カルシウム濃度が上昇し、細胞分裂を再開するための最

初のステップとして卵活性化が誘導される。卵活性化には、カルシウム濃度の周期的な上昇（カ

ルシウムオシレーション）が必要であり、何らかの精子因子（精子ファクター）が卵に移行する

ことで、イノシトール3リン酸（IP3）受容体を介してカルシウム波が誘起されると考えられてい

る。卵活性化因子の有力候補は、IP3産生酵素であるホスファリパーゼCゼータ（phospholipase 

C zeta; PLCz）である。近年、Plcz1欠損マウスが解析され、予想通りにカルシウム波の頻度に

顕著な異常が認められたが、雄性不妊にはならず、PLCz1以外の精子ファクターが存在する可能

性が残された。一方、クエン酸合成酵素（Citrate synthase、以下CS）は、イモリでは精子ファ

クターとして機能することが報告されている。 

TCA回路の律速酵素である「クエン酸合成酵素」には非ミトコンドリア型が存在することは知

られていない。マウスは、ミトコンドリアに局在するCSとミトコンドリア外に局在するクエン酸

酵素（extra-mitochondrial CS、以下eCS）をコードする２つの遺伝子を持っている。先行研究

から、eCSもまた重要な役割を担っていることがわかってきた。eCSは精子に発現しており、eCs 
mRNAの注入によってマウスの卵でもカルシウムオシレーションが誘導され、さらに、eCs欠損精

子との融合では、カルシウムオシレーションの誘導に顕著な異常がみられた（約1時間の開始の

遅れ）。さらに興味深いことに、eCs欠損雄マウスは加齢にともない妊孕性が顕著に低下するこ

とが分かった（若齢の10分の1以下）。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、受精の細胞の過程である卵活性化に集点をあて、eCS を中心としたカルシウムオ
シレーションの誘導メカニズムの解明をめざす。また、不妊を含めた加齢による細胞、組織、器
官レベルでの機能低下のメカニズムの解明をめざす。さらに、ミトコンドリア外での TCA 回路の
存在を明らかにする。 

 

３．研究の方法 
 
【課題１ eCS による卵活性化誘導メカニズムの解明】 
①eCS がクエン酸合成酵素活性を持つのかを確かめるため、eCs 欠損精子を用いてクエン酸合成
酵素活性を調べた。 
②eCs 欠損精子を用いて PLCz1 の発現量および局在の変化を調べた。 
 
【課題 2 eTCA 回路が存在することの証明】 
①eCS-GFP 融合タンパク質の発現ベクターをヒト胎児腎細胞（HEK293 細胞）に導入し、eCS の細
胞内局在を調べた。 
②eCS を強制発現させた細胞からミトコンドリアとミトコンドリアを含まない画分を分離し、
ATP 生産を比較した。 
 
【課題 3 加齢による不妊の原因探索】 
①加齢による eCs 欠損マウスの生殖能の低下の原因としてミトコンドリアの機能を調べた。 
②eCs 欠損加齢精子におけるメタボローム解析を行い、週齢による違いを調べた。 
 
４．研究成果 
課題1では精子で発現する eCS

を介した卵活性化機構の解明
と、精子における eCS の発現低
下、クエン酸合成活性の低下と
加齢との関連について検討し
た。そこで、eCs 欠損精子では、
既知の精子ファクター（PLCz1）
が正常に発現しているにも関わ
らず、カルシウムオシレーショ
ンのパターンが著しく乱れた。
特に、カルシウムオシレーショ
ンの第一スパイクと頻度が、野
生型マウスと比較して有意に低
下していることが明らかになっ



た。以上のことから、２種類の精子ファクターが存在し、カルシウムオシレーションには前半（開
始）と後半（持続）の２つの過程が存在することが明らかになった（図１）。 

課題 2 の「eTCA 回路の存在を
証明」するため、ミトコンドリア
外で eCS の存在を確認し、ミト
コンドリア外での ATP 産生を調
べた。まず eCS-GFP 融合タンパ
ク質の発現ベクターをヒト胎児
腎細胞（HEK293 細胞）に導入し、
eCS の細胞内局在を調べたとこ
ろ、CS は主にミトコンドリアに
存在しているが、eCS は CS とは
異なり、細胞質に広範に局在し
ていることがわかった。さらに、
eCS を強制発現させた細胞から
ミトコンドリアとミトコンドリ
アを含まない画分を分離し、ATP
産生量を比較したところ、ミト

コンドリアを含まない画分でも eCS を強制発現させることによって 3 倍程度の ATP 産生量の増
加がみられた。したがって、eCS はミトコンドリアで働く CS とは異なる経路で細胞内でのエネ
ルギー産生に関わっていることが推測された（図２）。 
課題 3 の「加齢による不妊の原因」を調べるため、加齢に伴うミトコンドリアの機能を比較し

たところ、クエン酸合成酵素活性は年齢と共に働きが弱まるため、年齢を重ねると精子のクエン
酸含有量も減っていくことがわかった（図２）。また eCs 欠損精子のエネルギー代謝は加齢に伴
い TCA 回路が必要以上に活性化していることがわかった。つまり、エネルギー代謝を促進するに
は TCA 回路の活性化が重要ではなく、他のなんらかの TCA 回路代謝産物との量的バランスが重
要であり、一方的な TCA 回路の活性化により代謝バランスが崩れてしまい、逆に妊孕性に負の効
果を与えることが推測された。 

他にも eCS は生殖細胞に限らず、一部の神

経細胞の集団でも発現していることはわか

った。神経細胞において eCS の機能を調べた

ところ、eCS は小脳の主要な出力細胞である

プルキンエ細胞に発現していることが明ら

かになった。eCs 欠損マウスの出生後の新生

仔の体重増加が一時的に遅延することから、

生殖細胞において卵活性化（カルシウムオシ

レーション）を誘導する因子として働く eCS

が神経細胞でもカルシウムシグナルを誘導

する因子として成長調節に関与しているこ

とが考えられた（図３）。したがって、eCS は

広範な細胞機能の調節に関わっている可能

性が示唆された。 
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