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研究成果の概要（和文）：数ナノメートルの精子形態の“正常さ”を定義するためには光学顕微鏡では分解能が
低い。NanoSuit法は、化学固定や脱水・乾燥といった試料の前処理を必要としない電子顕微鏡による生試料観察
技術であり、生物個体を生きた状態のまま観察することができる。
本研究ではナノスーツ法を精子サンプルに対し最適化し、本手法が精子形態異常の詳細な解析に有用であること
を確認した。また、本法を用いることで、精子頭部における電子密度および元素の分布、さらには頭部形態的特
徴と精子機能に関わるレクチンの結合パターンを定量的に評価する方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Light microscopy has low resolution to define the "normality" of sperm 
morphology at a few nanometers. The NanoSuit method is a technique for observing a wet and alive 
biological sample with an electron microscop.
In this study, we optimized the Nanosuit method for sperm samples and confirmed that this method is 
useful for detailed analysis of sperm morphological abnormalities. In addition, by using this 
method, we established a method to quantitatively evaluate the electron density and element 
distribution in the sperm head, as well as the morphological characteristics of the head and the 
binding pattern of lectins involved in sperm function.

研究分野： 精子学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立したNanoSuit法を用いた電子顕微鏡観察技術による精子形態評価法は、これまでの光学顕微鏡観察
像を正確にするだけでなく、精子の形態そのものについても新たな超微形態的知見を与えることを可能にした。
また、本法を基礎とした精子頭部における電子密度および元素分布などの解析結果は、精子の形態と機能の関係
を理解するための新たな視点をもたらし、さらにそれらを定量的に評価する手法の確立は、これまでにない男性
不妊症評価法の開発に貢献できる可能性がある。

※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。



1. 研究開始当初の背景 
不妊症の原因の半数は男性にある(Pierik et al., Int J Androl,2000)。さらに近年、男性不妊症
の 増 加 が 問 題 の ひ と つ と な っ て い る (Rahban et al., 
Andrology, 2019)。男性不妊症の診断に精子正常形態率は
重要な評価方法であるが、数ナノメートルの精子形態の“正
常さ”を定義するためには光学顕微鏡では分解能が低すぎ
る（図 1）。一方、これまでの電子顕微鏡観察では、化学固
定や脱水処理などの煩雑な前処理のために重要な形態情報
が消失していることが危惧されている。そのため、これま
での方法では不妊症男性における精子表面構造の特徴を十
分に評価できていない可能性がある。 
 
2. 研究の目的 
NanoSuit®(以下、ナノスーツ)法は、我々のグループによって開発された電子顕微鏡による
生試料観察技術であり、従来の電子顕微鏡観察では必須であった化学固定や脱水・乾燥とい
った試料の前処理を必要としないため、生物個体を生きた状態のまま観察することができ
る(Takaku et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 2013)。本研究では、ナノスーツ法を用いて生き
た状態の細胞形態を保持しながら、高分解能で精子形態を FE-SEM 観察・解析することで、
精子形態の詳細な特徴づけを行う。 
 
3. 研究の方法 
精子は PBS で洗浄し、ART フィルターによるムチン繊維などの除去を行った後、PolyL リ
ジンコートスライドグラス上に適量を滴下した。ナノスーツ法では、この試料に低真空下で
プラズマを照射し、精子の周りにナノスーツを形成させ観察に用いた。従来法では、2%グ
ルタルアルデヒドで試料の一次固定を行い、1%オスミウムで二次固定後、エタノール脱水、
t-ブチルアルコール置換、凍結乾燥を経て、オスミウムによる蒸着を行った。観察は JEM-
7100F（JEOL）を用いた。精子へのレクチン結合性に関しては、15nm の金粒子が結合した
WGA、ConA、PNA を用い、適量を精子と反応、銀増感を行い、電子顕微鏡下で観察を行
った。 
 
4. 研究成果 
ナノスーツ法を精子サンプルに対し最適化し、従来の試料作成方法（従来法）との比較解析
を行った。従来法で調整した精子では頭部の大きさがナノスーツ法で調整した精子に比べ
て有意に収縮していることが明らかになった（12.9 μm^2 vs 11.6μm^2, p<0.05）。この従
来法における精子頭部の収縮は、固定・脱水・凍結乾燥などの煩雑な前処理が原因と考えら
れる。このようにナノスーツ法では、処理工程が少なく、試料作製に要する時間が短いだけ



でなく、その観察像はより本来に近い特徴が保持されていると考えられる。また本研究では、
多くの男性不妊症患者の精子の形態的の特徴づけを通して、本手法が精子形態異常の詳細
な解析にも有用であることを確認した（図 3）。 
 

 

 
 
さらに我々は、観察時に SEM 加速電圧を 1kV から 5kV まで段階的に上昇させると、ナノ
スーツ法の試料のみ、部域ごとに異なる二次電子像が確認できることを明らかにした（図
4A）。この結果は、精子頭部に電子密度が高い領域と低い領域が存在することを示唆する。
精子は、先端部分に比べ中央部が厚い形態的特徴を示し、その部位における素材の電子密度
は高くなる。また、頭部が小さい精子程、この電子密度の高い領域の割合が多く（図 4B）、
頭部全体に対し 50%程度を占める最頻値を示した（図 4C）。精子間のこのような特性に注
視した解析例はなく、今後精子の質や男性不妊症に有用な指標になる可能性がある。また本



解析法は、小型で比較的安価な卓上電子顕微鏡でも評価可能であった。 

 
 
精子の形態的特徴は男性不妊症の指標として重要であるが、現在のところ、必ずしも精子の
受精能と関連してはいない。それゆえ、形態的特徴と他の指標を組み合わせた複合的な評価
が必要となる。そこで、本研究では“精子の元素レベルでの分析”および“精子のレクチン結
合能”に着目した新しい精子評価指標の開発に取り組んだ。 
まず精子頭部の元素組成を解析した結果、炭素、酸素、リンが主要な成分として検出された
（図 5A）。一方で、精子間における Na や Cl の検出量には差を認めた（図 5B-D）。このよ
うな精子の塩類の取り込み能の違いは、受精能などの機能に関連している可能性が示唆さ
れる。 

 
 
一方、精子におけるレクチン機能に関しては、PNA や ConA のようなレクチンが inner 



acrosomal membrane へ結合することが報告されている。したがって、これらの先体領域へ
の結合の有無は先体反応を起こした精子の特徴づけに有用である。また、post acrosomal 
membrane や equatorial region などの領域への結合特性を示すレクチンは、精子間で結合分
布に差があることが知られている。しかし一方、レクチン結合分布の精子間差と詳細な精子
形態的特徴の連関については不明である。その理由として、レクチン結合分布の解析の多く
は光学顕微鏡下で行われているが、解像度が低く微細な構造まで評価することができない
ためである。我々は WGA、ConA、PNA の局在パターンについてナノスーツ法を用いて電
子顕微鏡レベルで確認する方法の検討を行い、詳細な精子形態とレクチン結合部位を特徴
付けに成功した（図 6A-C）。さらに我々はレクチンに標識されている Au もしくは増感剤の
Ag を元素分析により検出することで、これらのレクチン結合を定量的に評価する方法を確
立した(図 6D)。 

 
 
このように元素分布やレクチンの結合パターンは、精子形態と組み合わせることで精子機
能や男性不妊症の診断に有用な可能性がある。現在、本研究で得られた成果を臨床応用する
目的で、ナノスーツ法を用いた形態的特徴付けを基に体外受精成績を予測するアルゴリズ
ム構築を目指している（AMED 研究課題：ナノスーツ法による精子形態評価の機械学習ア
ルゴリズムの開発）。 
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