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研究成果の概要（和文）：

従来、精子無力症の診断には顕微鏡下で精子運動率の測定を行うのが唯一の方法であったが、

私たちが作成した Semenogelin(Sg)抗体を用いて精子への Sg の結合性を検討した所、精子運動

率と Sg 結合率、結合量は負の相関を有し、精子無力症の診断パラメータとして有用であること

が明らかになった。従来の検査法である精子運動率測定の問題点とされる射出後の時間や検者

間差に影響されない新規マーカーとしての応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：

For a diagnosis of the asthenozoospermia, the only method is conventional measurement of

sperm motility rate under a microscope. We investigate the association between Semenogelin(Sg) and

spermatozoa in infertile men with asthenozoospermia using a anti-Sg antibody. Spermatozoa, washed

by Percoll density gradients, were immunostained with anti- Sg antibody and subjected to flow cy-

tometric analysis. The proportion of spermatozoa labeled with the antibody and the average intensity

of fluorescence labeling per spermatozoa were analyzed in relation to the parameters used for semen

analysis. A significant negative correlation was found between sperm motility and the proportion and

intensity of labeling. The method presented in this study allows reproducible and objective assessment

of the asthenozoospermia.
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１．研究開始当初の背景

女性一人当たりの平均出産数を示す合計

特殊出生率が 1.29 となり、人口の減少が目

前に迫っているわが国において、不妊症の治

療は重要課題の一つである。平成 16 年、政

府は少子化社会対策大綱を策定し、重点課題

の中に『不妊治療への支援等に取り組む』と

いう項目を織り込んだ。そこには「不妊を取

り巻く要因など不妊に関する研究の取り組

みを進める」という記載があるが、不妊症を

扱う生殖医療の現状をみると、その原因究明

よりむしろ対症療法的な生殖補助技術（ART）

の発展を目指す方向に向かっていることが

危惧される。我々男性不妊を専門とする泌尿

器科としては、自然妊娠を望むカップルの要

望に応えるべく不妊症の基礎から臨床へつ

ながる研究を行っていくことが、少子化対策

の重要な一策であると考える。 申請者は、

男子不妊症外来の中で精子無力症によって

妊娠に至らない症例を多く経験し、精子運動

抑制因子 (Seminal plasma sperm motility

inhibitor, 以下 SPMI と略す)が精子無力症

の原因究明の手がかりになるのではと、SPMI

の基礎および臨床研究を 20 年以上継続して

きた。SPMI が精子運動を抑制する機序は、精

子の運動機構に重要な dynein 腕に存在する

dynein ATPase の活性を阻害することによる

と判明した(Mol Reprod Devel 31:55-62,1992,

36:475-481,1993)。SPMI の前駆体は精液凝固

体の主要蛋白であるsemenogelin (Sg)である

ことを突き止め、次いで健常男性の精漿中 Sg

濃度と運動率を検討したところ軽度の負の

相関を認めた（J Androl, 24:878,2003）。ま

た、Sg は活性酸素の生成を抑制することで精

子の capacitation を阻害することも明らか

にしている（J Androl, 22:672-79, 2001）。

最近では免疫電子顕微鏡法ならびにフロー

サイトメーターを用いて Sg の精子細胞膜へ

の結合性について検討を始めており、精子無

力症患者の精子細胞膜には Sg が高率に結合

していること、そしてその局在は精子の細胞

膜が障害された部位であることを観察して

いる。これらの予備検討から診断法としての

有用性を確信し、現在抗 Sg 抗体を使用した

精子の質評価法に関する特許申請中である。

国内外の関連研究の中でも、Sg の精子運

動機構に着目した研究は我々独自のもので

ある。生殖補助技術の発展にはめざましい

ものがあるが、まだまだ安全性が保障され

たわけではないことから、自然妊娠が期待

できる精子運動性改善のための機序解明、

さらに創薬を目指すことは重要な課題で、

現在のところ本研究に類する精子無力症の

原因にせまる研究は見られない。

２．研究の目的

本研究は従来にはない客観的な精子無力

症診断法の確立を目的として新規マーカー

を用いて精子の質を判定する臨床診断キッ

トの開発を目指すものである。精子運動率

の測定には現在顕微鏡下に目視で測定して

いるが検者間差が見られることが知られて

おりさらに射出後の時間によって運動率が

低下する。そこで我々が精製したSgをマー

カーとしてSgの精子に対する結合部位を明

らかにし、精子無力症におけるSg結合率・

結合量の下限値などの判定条件を設定する。

そして多数の不妊症患者ならびに健常男性

の精子において検討を行い、精子無力症診

断法としてSgの結合性が新たなマーカーと

なることを証明する。さらには坑Sg抗体を

用いた診断キットを開発し従来にはない客

観的な精子無力症診断法を確立する。



３．研究の方法

（１）男子不妊症（精子無力症含む）の試

料バンクの構築：外来患者の精子・精漿・

血清・DNAを継続して収集する。

（２）フローサイトメーターを使用した

SPMI結合性の検討：健常者と不妊患者の洗

浄精子を2%PFAで固定後、抗Sg抗体と反応さ

せ、Alexa488標識抗マウスIgGで染色し、フ

ローサイトメーターを使用してSPMIの陽性

率（％）ならびに結合量（蛍光強度）を解

析する。そして、精子無力症のカットオフ

値を設定する。

（３）上記手法で不妊クリニックを受診し

た患者の精子のSg結合率。結合量を測定し

Sg結合性と受精率、着床率、妊娠率等の臨

床データとの関連を解析する

（４）精子に対するSPMI結合性の観察

健常者と男性不妊症患者の精液をパーコー

ルで遠心し、洗浄精子を調整する。抗Sgモ

ノクローナル抗体で免疫染色し、光顕およ

び電顕レベルでSgの精子細胞膜への結合性

すなわち局在および結合量の相違を検討す

る。

４．研究成果

（１）不妊外来を受診した精子運動率 50%以

下の患者および健常ボランティア男性の

percoll 洗浄精子を固定後、抗 Sg モノクロ

ーナル抗体と反応させ、蛍光標識２次抗体で

染色し、フローサイトメーターを使用して

Sg の結合率(%)ならびに結合量（蛍光強度）

を解析した。その結果、Sg 結合率(mean±SD)

は患者(63±17%)で健常男性(29±14%)に比

較して有意に高く(p<0.0001)、精子運動率お

よび生存率との間に強い負の相関(r=−0.64, 

r=−0.68)が認められた。Sg 結合量も同様に

患者(579±456)は健常男性(184±143)より

有意に高く(p=0.01)、精子運動率および生存

率との間に負の相関(r=−0.37, r=−0.45)を

認めた。また Sg 結合率と結合量の間には正

の相関(r=0.538)が認められた。精子無力症

患者は SPMI 結合率 55％以上かつ結合量 450

以上に分布しており、今回の対象集団におい

てはここがカットオフ値と考えられた。

（２）SPMI が運動不良な精子細胞膜を通過

するのか、あるいは、もともと運動不良な精

子細胞膜内に SPMI が存在するのか免疫電顕

による検索を行った。研究協力者である千葉

大形態形成学年森清隆教授らの協力を受け、

結果をよりクリアにするため検体作製過程

で起きるアーチファクトを最小限に留める

工夫を検討しているものの、検討に充分量の

運動不良精子を得ることの困難さなどもあ

り、結論を導き出すには更なる研究期間を要

する。

（３）上記カットオフ値が妊娠の予測因子と

なり得るのかを検証するため、不妊カップル

の精子 SPMI 結合率および結合量を測定し、

その値と顕微授精による受精率を検討した。

その結果、精子運動率と Sg 結合能、結合率

は負の相関を有し、さらに受精率とも負の相

関があることを明らかにした。しかしながら

まだ症例数が少ないことから結論には至ら

なかった。

（４）抗 Sg 抗体を用いて運動不良精子のみ

ならず機能不良と考えられる精子を吸着・排

除し超選択的に受精に適する良質精子のみ

を選別する方法として磁性ビーズを用いた

検討を行ったが精子を捕捉することはでき

なかった。またマイクロ流体チップに精通し

ている共同インターナショナルの下木原博

士らと共同で抗 Sg 抗体をマイクロ流体チッ

プの流路に固定する前検討として精子をマ

イクロチップに流せるかを検討したが精液

の粘度が問題となり細い流路に精液を流す

ことが困難であることが判明した。今後は流



路に流す前の簡便な精子洗浄処理法を検討

する。
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