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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は，家畜の人工授精で雌を受胎させにくい精子を産生する雄個体（低繁殖症
雄個体）を正確に選び出すための新しい精子分子性状検査法の開発であった。本研究での取り組みにより，ウシ（黒毛
和種）の凍結保存精子および新鮮射出精子における先体チロシンリン酸化タンパク質の分布状態を指標とする検査法の
開発に成功した。またこの検査法により人工授精および体外受精での成績を予測できることを示した。

研究成果の概要（英文）： The aim of the present study was to develop a new method to evaluate sperm 
molecular characteristics for identifying AI-subfertile males of livestock. In this study, we succeeded 
in the development of the method to evaluate molecular characteristics of bull (Japanese Black bull) 
cryopreserved and freshly ejaculated spermatozoa by the observation of acrosomal tyrosine-phosphorylated 
proteins. Moreover, we also showed that outcomes of AI and in vitro fertilization can be predicted by 
this evaluation for the spermatozoa.

研究分野：生殖生物学

キーワード： 応用動物　畜産学　雄性繁殖能力　精子　人工授精　ウシ　ブタ
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の畜産経営の最大のリスクであるとともに，
畜産乳製品の安定供給を脅かす要因で，
生活にも畜産乳製品の価格上昇という形で
その悪影響が及んでいた
 
（2）
雌雄両
である。雄性繁殖能力の評価では
確立された精子の活力，濃度，形
する伝統的な細胞生物学的検査法が主体的
に利用されていた
た精子を雌に人工授精しても受胎しない症
例が多く認められ
雌を受胎
（低繁殖
新しい精子検査法の開発が畜産現場から強
く求め
 
（3）
おける受精能力制御因子の探索と機能解析
を実施
リン酸化タンパク質
ル酸シクラーゼ
能的に劣る欠陥分子が精子で派生すること
を報告した
 
２．研究の目的
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るための新しい精子
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ついて検討した。
（1）
子の分子性状検査法における
および体外受精成績の予測精度を検討した。
（2） 
因する欠陥分子の検出法の開発を試みた。
（3）
因子の分子特性および機能
で精子分子性状検査法のマーカー分子とな
りうる「機能的に劣る欠陥分子」を探索した。
 
３．研
（1）
新鮮射出精子は，兵庫県立農林水産技術総
合センターまたは神戸大学農学部で飼育中
のウシ
ージホワイト種
び手圧法により採取した。ウシ凍結保存精子，
ウシ精巣上体尾精子，
巣は兵庫県立農林水産技術総合センターか
ら提供された。
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とかなり大きな個体差を示した。また

精子を用いた人工
頭につき 30～129 回の

，検査頭数：16 頭 , P<0.01, 
および過排卵処理と人工授精を施し

た雌ウシでの移植可能胚の回収率（1 頭につ
個の回収胚を検査，検査頭数：

との間に有意な相関関
また体外受精においても

正常分布率の高い凍結保存精子（
頭につき 3～4回の
を使用した場合

平均正常分布率：13%, 1
検査を実施，検査頭数：

有意に高い受精率（平均受精率
P<0.01）が得られた。

以上の結果から，ウシ凍結保存精子における
正常分布率は人工授精での受胎率およ

び体外受精での受精率を予測するための有
用なマーカーであり，これを用いた精子の分
子性状検査法により低繁殖症の雄ウシ
を人工授精プログラムから排除できる
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上体尾精子（1 頭につき 1 回の検査を実施，
検査頭数 32 頭）における Ac-pY正常分布率
はそれぞれ 4～99%および 18～99%とかなり
大きな個体差を示した。また新鮮射出精子お
よび精巣上体尾精子のこれらの値には，凍結
保存精子を用いた人工授精での受胎率[それ
ぞれ（1頭につき45～88回の人工授精を実施，
検査頭数：8 頭, P<0.05, r=0.830）および（1
頭につき 39～485回の人工授精を実施，検査
頭数：14頭, P<0.05, r=0.715）]との間に有意
な相関関係が認められた（雑誌論文①）。 
  
（2） ADCY10  
 既報 (Noda et al., PLoS One. 2013, 8(2): 
e57296) に示したウシADCY10の機能的に劣
る欠陥分子を特異的に認識するウサギポリ
クロナール抗体の作製を専門業者に委託し
たが，納入された抗体の反応特異性は低く，
実験条件を多様に変更したが，反応特異性の
低さは改善されなかった。そのため，ウシ新
鮮射出精子における ADCY10 の機能を評価
するための手法を別途に開発した。その結果，
ADCY10 活性化剤を洗浄後のウシ射出精子
に添加した際の前進運動性の状態を解析す
ることで，ADCY10の機能を間接的評価でき
ることを示した（未発表）。 
 
（3） その他の受精能力制御因子 
① IZUMO1 
 ウシ新鮮射出精子において IZUMO1 は先
体の主部と赤道節の境界部で 45 kDa および
17 kDa の分子マスを持つタンパク質として
検出された。先体反応とともに IZUMO1は赤
道節全体へと拡散した。凍結保存時の操作に
より先体の損傷・離脱が生じた精子では同様
の変化が観察され，さらに IZUMO1の先体全
体への拡散あるいは消失も認められた（学会
発表⑥⑪）。なお，17 kDaの IZUMO1が欠陥
型であるか否かについては検討を継続中で
ある。 
 
② カルパイン 2 
 Ca2+依存性プロテアーゼのカルパイン 2 が
ブタ新鮮射出精子の鞭毛の中片部および主
部に分布し，Full-type hyperactivationの発生制
御に関与することを示唆した。またキャパシ
テーション精子が受精能力を発現する際に
引き起こす細胞内Ca2+濃度の急速な上昇に呼
応する分子のひとつがカルパイン 2であると
推察した（雑誌論文⑥）。なお，カルパイン 2
の欠陥分子は見出せなかった（未発表）。 

 

図. 間接蛍光抗体法によるブタ新鮮射出精子での
カルパイン2の検出 （左：可視光，右：蛍光） 

 
③ セリン･スレオニンプロテインホスファターゼ 

Calyculin Aに感受性を示すセリン･スレオニ
ンプロテインホスファターゼ（PP1/PP2A）が
ウシ新鮮射出精子の頸部，主部および後先体
部に分布し，基質タンパク質のセリン･スレオ
ニンリン酸化状態を調節することで，精子に
おける受精能力の発現を制御することを明
らかにした。とりわけ頸部での脱リン酸化反
応は Full-type hyperactivationの発生抑制に，
および後先体部での脱リン酸化反応は先体
反応の発生抑制の解除に関与することを示
した（雑誌論文⑤）。またブタ新鮮射出精子
の後先体部に分布する PP1/PP2A もウシと同
様の機能を有するが，この分子の調節に新規
性の高い細胞内 cAMPシグナル伝達機構が関
与する可能性を示唆した（雑誌論文③⑧）。
またこれらの PP1/PP2A には少なくとも
PP1gamma2 が含まれることを明らかにした
（未発表）。 
 
④ cAMP 作動性グアニンヌクレオチド交換
タンパク質（EPAC） 
 ウシおよびブタの新鮮射出精子において，
複数の種類の市販の抗体を用いて EPAC1 お
よび EPAC2 の検出を試みたが，いずれの実
験においても EPACとしての機能に重要な C
末端領域を欠損する断片型分子しか検出で
きず，正常型の EPACを見いだせなかった（未
発表）。 
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