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研究成果の概要（和文）： 
流体環境下における精子運動性と機能分子との相関を知り、卵管内の力学的環境を反映させ

ることが受精プロセスにとって重要であるか否かを分子生物学的に検証する。運動精子速度と

頭部の蛍光強度の間には正の相関が見られ、流速が上昇すると運動精子の頭部が上流側に向く

ことが示唆された。精子固定時の流速上昇時に頭部および頸部の細胞内カルシウム濃度上昇が

観察された。頭部と頸部で精子運動に関わるシグナル伝達が働いており、卵管内等の流体中を

運動し受精するために必要な分子機能を備えていると推察される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To find the role of mechanical stimuli for fertilization in microfluidic environment 

that can mimic that of the oviduct, we investigated the relationship between 
interacellular Ca concentration ([Ca2+]i) and shear-stress (SS) in motile sperms and 
discussed the molecular mechanism of the mechano-sensing. We found that the [Ca2+]i in 
the head of a motile sperm is higher than that in the head of a non-motile sperm in flow. 
The directions of the heads of motile sperms that can handle Ca

2+ 

were against the fluid 
flow direction significantly, while the distribution of the angles between non-motile 
sperms and flow direction is bimodal. When the fluid velocity increased, an increase in 
the fluorescent intensity was observed for a second. Slight fluorescent change was 
observed in the fluid velocity and SS change. Our proposal based on this study is that 
intracellular calcium concentration changes in the head might be responses of SS, but 
the intracellular calcium concentration changes by altering flow velocity would be slight 
and second-scale events. 
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１．研究開始当初の背景 
卵管内で卵巣から子宮への流れが生じてい

る中で精子が運動性を維持しかつ卵管内を遡

上し卵子にたどり着くためには、精子が流れ

の向きを感知して運動していると推察される。

一般的に細胞運動を制御する因子の一つとし

てCa2+が知られているため、そのイオン動態を

把握することは精子の運動性と受精メカニズ

ムの解明に貢献する。本研究では、流れ等の

物理的刺激が存在する環境下における精子の

運動とそのイオン動態について情報を得、受

精プロセスに必要な精子運動と卵管の力学的

環境に関する理解を深めることを目的とする。 

 

２．研究の目的 
培地の流れが存在している状態、精子への

圧力等、動的環境下における精子運動性およ

び機能分子との相関を知り、卵管内の力学的

環境を反映させることが受精能獲得に重要で

あるか否か検証を試みる。具体的には、卵管

内の液流れ等を再現できるマイクロ流路およ

びデバイスを作製し、運動性とイオン動態を

同時に観測することにより、機能分子および

運動性の相関について情報を得ることを試み

る。 

卵管内の力学的環境を再現するマイクロ流

路を有するデバイスをガラス、シリコン樹脂、

PMMA等を組み合わせて構成し、高速度CCD

カメラによる精子の運動軌跡解析と精子内の

イオン濃度評価の二面から行う。後者につい

ては、各イオン選択性を有する蛍光色素で標

識し、その濃度分布を蛍光顕微鏡によって追

跡する。上記の結果によって、受精能獲得に

至るプロセスの解明に貢献する。 

 

３．研究の方法 
①流体刺激を負荷させるために、マイクロチ

ャネル内の精子運動軌跡と細胞内カルシウム

濃度（[Ca2+]i）の同時計測系を構築した。2-10 

(μM) のFluo-3 or 4 AMで染色した健常者の運

動精子を高さ50 μm, 幅500 μmのPDMS 

(Poly(dimethylsiloxiane)) 製マイクロチャ

ネル内（図１）に入れて、共焦点蛍光顕微鏡

観察は488 nm励起光を共焦点スキャナCSU-10

に通過させて観察を行った。 

水頭圧で流速を変化させた際（図２）のヒト

精子の運動性および[Ca2+]iを評価した。その

運動性と細胞内カルシウム濃度の（[Ca2+]i）

測定を行った。得られた画像を図3に示す。 

②イオンチャネル活性を阻害する薬剤(RuRed, 

GdCl3, verpamil)を添加して、その[Ca2+]i変

化と運動性の変化を観測した。 

③上記の研究を進めている際に、ブタ精子が

疎水性の高いPDMSに吸着しにくいことを発見

した。そのことを利用して、ブタ精子の運動

性を定量的に測定できるチャンバーを作製し

た。精子の運動軌跡記録・解析は、10倍のBM

レンズ（ニコン）を装着した顕微鏡像をSperm 

Motility Analysis System(SMAS)（ディテク

ト）を使用してプレパラート作製直後と15分

後に行った。 

 

４．研究成果 

①運動精子と不動精子の[Ca2+]iを比較したと

図２ マイクロチャネル内におけるヒト運動精子と

不運動精子の時分割共焦点蛍光顕微カルシウムイメ

ージング像。時間分解能は 45 ｍｓである。 

図１ 本研究で使用した PDMS マイクロチャネ

ルと水頭差によって水流を作る方法。 



 

 

ころ、高速運動精子の頭部蛍光強度が高く観

察された。また、運動精子速度と頭部の蛍光

強度の間には正の相関が見られた(図３)。静

止流体あるいはPTV(Particle Tracking 

Velocimetry)で観測された速度が15 μm/sec

の系について、流体中では、頭部の蛍光強度

が精子運動速度とほぼ相関していることを見

いだしている。 

PTVで観測された速度が0.1-0.3 mm/secの

流体における[Ca2+]i由来の蛍光を示す運動精

子の向き（尾部→頭部）と流体のなす角の分

布は150度で最大であったのに対し(n=96)、不

動精子では0度と180度で最大であった(n=54)。

これらの現象から、流速が大きくなるにつれ

て運動精子の頭部が上流側に向くことが示唆

された。 

頭部を固定し精子内イオン動態を計測す

る系においては、ヒト精子については

Poly-L-lysine をガラスにコートして精子頭

部を吸着させる方法が良いことを確認した。

一方、ブタ精子がガラスに吸着し易いことを

利用して、ブタ精子頭部をガラスに吸着させ、

水頭差変化によって流速を変化させた際の 

[Ca2+]iを計測した。流速が変化していない場

合と比較して、流速上昇時に頭部および頸部

の最大蛍光強度の増加が見られた（図４）。

現在のところ、流速に対する定量性は見出し

ていないが、流速が上昇する際に頭部および

頸部の[Ca2+]i 上昇が観察されたと考えてい

る。ガラスに吸着させたヒト精子についても

同様の傾向が見られた。 

 
②機械受容イオンチャネルの阻害剤

（Ruthenium Red(RuR)とGdCl3）添加時の蛍光

強度変化観測を試みたが、ヒト精子運動速度

は著しく低下しなかったものの、観察された

蛍光強度が著しく低下したため、この観察系

では精子運動性とチャネル活性に関わる議論

が困難であった。特にRuRはミトコンドリアに

蓄積することが知られているために、この薬

剤を添加した際の変化がイオンチャネル活性

の変化に由来するか否か判別がつきにくい問

題点がある。 

一方、膜電位依存性Ca2+チャネルの代表的阻

害剤であるVerpamilを添加した際には、同様

に運動性は低下せず、流速が0.1mm/secの時、

精子頭部は上流に向かっていた。 

 

これらの結果をまとめると、精子は流体の

向きを感知する機構が細胞内に備わっており、

その機能が頭部に備わっていると考えられる。

図３ Fluo-3AM 蛍光強度とヒト精子運動速度の相関。

図４ ブタ精子頭

部を固定した際の

[Ca2+]i 由来蛍光強

度変化観察。強度

最大値と時間の関

係をグラフにし

た。時間分解能は

40 msec である。 

Ａ：流速が変化し

な か っ た 際 、

Ｂ：流速が増加し

た際の変化。 



 

 

これらの精子では頭部と頸部で精子運動に関

わるCa2+シグナル伝達が働いており、卵管内等

の流体中を運動し受精するために必要な機能

を備えていると推察される。①のガラス吸着

時の実験結果からは、シェア―ストレスがそ

の役割を担うが、②の実験結果でその可能性

を十分に証明できない状況である。この点を

正当に検証するためには、流速変化と[Ca2+]i

由来の蛍光変化を詳細に検討する必要がある

と考えている。また、今後は候補となる機械

受容イオンチャネルの選択的阻害剤（例えば、

TrpV2: cannabiol、TrpC3: pyrazole-2）添加

時の挙動を評価する。 

 
③ガラス製とPDMS製の二種類のプレパラート

を比較したところ、ガラスの場合15分後には

ほとんどの精子が吸着したが、PDMSの場合は

一部のみの吸着が見られた(図５)。多数の精

子運動性を同時に記録・解析するためには、

観察時における精子像が重ならないように焦

点深度を小さくする必要がある。簡単に当目

的を達成するため、縦横1x0.5(mm2)程度面積

を持つ２枚のPDMSチャンバーに精液を挟み込

む方法を提案しており、当方法で恒常的にブ

タ精子運動軌跡解析を行っている。本観察技

術は将来的には畜産業における精液・精子管

理システムへの貢献につながる。今後はその

運動軌跡と細胞内分子挙動について精査する

計画である。 
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