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研究成果の概要（和文）：精嚢分泌タンパク質による精子受精能獲得の抑制機構について、主にヒトを対象とし
て研究を行った。受精能獲得はコレステロールの流出で開始する。そこで、コレステロールによって制御される
脂質ラフト構成成分であるガングリオシドGM1、また、精子最外表面をコートしているグリコカリックスとその
構造の中心を担うβディフェンシン126への精嚢分泌タンパク質SEMGの作用を検討した。SEMGはコレステロール
への明確な結合を示さなかったが、ガングリオシドGM1及びGM2への結合を示した。男性不妊症患者（無精子症は
除く）DNA検体のβディフェンシン126遺伝子多型検査ではその頻度分布に正常群との差はみられなかった。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the mechanism that sperm motility and fertility are 
regulated by seminal vesicle secretion protein during the fertilization process. Here, we studied 
sperm fertility through control of sperm membrane structure by seminal secretory protein mainly on 
human subjects.It is a well-known that capacitation starts in cholesterol efflux. Therefore, the 
effect of human seminal vesicle secretory protein, SEMG on ganglioside GM1 which is a lipid raft 
constituent component controlled by cholesterol and on glycocalyx which is considered to coat the 
outermost surface of sperm and β defensin 126 which plays the center of its structure were 
examined. SEMG showed no clear binding to cholesterol similar to murine homologous protein SVS 2, 
but it was confirmed to show binding to gangliosides GM 1 and GM 2. In male infertility patients 
(excluding azoospermia), the frequency distribution of β-defensin 126 gene polymorphism in DNA 
specimens showed no difference from the normal group.

研究分野： 生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 
精巣内で形成されたほ乳類精子は機能的には
未熟である。精巣上体で細胞外より膜の修飾を
受け、運動能を獲得し、放精の際に運動を開始
する。さらに、雌生殖道内において、卵や雌性
生殖器分泌因子により精子の最終成熟が起こり、
受精能を得る（受精能獲得）。そして卵周辺部に
おいて先体胞の開口分泌が起き（先体反応）、
受精に至る。この受精過程において精漿に含ま
れる因子が精子の運動能や受精能に対して抑
制的に働くことが示された。これまでに、精漿中
の精子受精能獲得を抑制する因子（受精能抑
制因子）として種々の物質が研究されている。こ
のように精子の外部環境因子による精子機能の
制御は受精において必要不可欠な現象であり、
注目されている研究分野である。一方、副生殖
腺の一つである精嚢からも精子運動抑制因子
が同定されている。特に、近年は in vivo での受
精過程を検討することにより“受精能獲得”という
現象を根本的に理解しようとする研究が始まっ
ており、精子の外部環境因子として精嚢分泌タ
ンパク質は重要と考えられている。研究代表者
である吉田薫は研究分担者である岩本晃明、吉
池美紀との共同研究で精嚢由来のヒト精子運動
抑制物質である semenogelin 1&2(SEMG1&2)の
研究を行い、SEMG の PSA（前立腺特異抗原）
による分解産物が運動抑制すること、SEMG が
活性酸素産生経路経由で受精能獲得を抑制す
ることを示した。さらにヒト精子の運動調節につ
いては、運動活性化における亜鉛イオンの働き
が SEMG を介したものであること、また SEMG 
は精子膜電位の過分極を引き起こし、膜構造を
変化させるものであることを明らかにした。しかし、
ヒトを対象とした研究のみでは in vivo での受精
過程を検討することは不可能であるため、ここ数
年はマウスにおける精嚢分泌タンパク質による
受精能獲得調節機構の研究を進めることで、こ
れまで不明であった受精能抑制因子の生理的
作用を明らかにしつつある。まず、SEMG のマウ
スにおける相同タンパク質である SVS2 が in 
vivo において受精能抑制因子として働くことが
明らかになった。さらに、研究代表者も参加して、
その分子の作用機構の研究を行い、精子細胞
膜のガングリオシド GM1 が SVS2 の標的分子
であることを明らかにした。また、最近、SVS2 の
もう一つの標的分子は精子細胞膜のコレステロ
ールであり、細胞膜へコレステロールを戻す働き
がすなわち、受精能獲得抑制因子としての作用
本体であることを明らかにした。また、既に 
SVS2KO マウスの表現系解析は終了しており、
子宮内で精子が死滅することによる雄性不妊で
あることを明らかにしている。このように、これま
で精嚢分泌タンパク質の受精能獲得抑制作用
は in vitro の阻害因子という形で評価されてきた
が、in vivo では受精の場、タイミングまで受精能
を抑制しておくことこそ重要であり、それは精子
の生存に直結する機構であることが示唆された。
しかしながら、どのようにして精嚢分泌タンパク
質は精子の受精能獲得を、そして結果として、
生存をコントロールしているのかは不明である。

上記マウスの研究と平行して、申請者は臨床応
用を見据えたヒトを対象とした基礎研究を行って
きたが、今までのところ、ヒト精子膜上に SEMG
の受容体となるタンパク質分子を特定するに至
っていない。そこで、対象をタンパク質受容体か
ら広げて探索する必要があると考えた。その候
補は、ひとつには、ガングリオシド GM1、もう一
つは β ディフェンシン 126 である。ガングリオ
シド GM1 は脂質ラフトに局在し、ラフト形成は
コレステロールの含有量に影響を受け、マウスで
は相同タンパク質 SVS2 が結合することを既に
示している。一方、精子膜に存在する「糖衣」グ
リコカリックスとその中心タンパク質βディフェン
シン 126 の機能がほ乳類の受精において、やは
り受精の場、タイミングまで受精能を抑制する役
割において重要であり、同時に精子の生存に関
与していることが近年明らかにされている。この
双方に対する SEMG の影響を探ることは直接
の検討が困難であるヒトにおける in vivo 精子受
精能獲得機構解明につながると期待できる。こ
のように、これまでのマウスでの研究成果を土台
としたヒト精子での研究を進めることが必須であ
ると考え、本研究課題の申請に至った。 
 
２．研究の目的 
受精の過程において精子の運動能・受精能が
精嚢分泌タンパク質によって調節されるメカニズ
ムについて解明することを目的とする。本申請課
題の研究期間においては精嚢分泌タンパク質
による精子膜構造の制御を介した精子受精能
獲得の抑制機構について、主にヒトを対象として
研究を行う。受精能獲得がコレステロールの流
出で起こることは周知の事実である。そこで、着
目する精子膜構造としては、コレステロールによ
って制御される脂質ラフト構成成分であるガング
リオシド GM1、また、精子最外表面をコートして
いると考えられるグリコカリックスとその構造の中
心を担うβディフェンシン 126、つまり、精子の
表面に存在する糖鎖への精嚢分泌タンパク質
の作用について検討する。 
 
３．研究の方法 
上記のようにマウスでの研究成果を基本とし、ま
ず、ヒトにおける相同性を次の２つの項目につい
て検討する。(1)SEMG とコレステロールとの相互
作用。(2)SEMG とガングリオシド GM1 との相互
作用。さらに、(3)SEMG と精子最外表面のグリ
コカリックス、特にその構造の中心を担うβディ
フ ェンシン 126 の O 結合型糖鎖との相互作用
について明らかにする。これらにより、SEMG と精
子膜表面との相互作用点が明らかになる。次に、
それぞれの分子をラベル・可視化し、膜の流動
性変化と受精能獲得、および細胞膜の破壊、細
胞死について検討することにより SEMG による受
精能抑制分子機構の解明を目指す。また、ヒト
βディフェンシン 126 遺伝子(DEFB126)におけ
る多型（２塩基欠損による終止コドン消失）は妊
孕性の低下と関連することが示されているが、申
請者らが臨床応用として検討してきた“精子の
質”を判定するマーカーとしての精子膜残存 



SEMG との関連については未検討であるため、
抗体を用いた２重染色により関連性を検討する。
同時に、マーカーとしての有用性を評価する目
的で、申請者らが既に収集済みのDNAバンクを
対象として DEFB126 多型と妊孕性を後ろ向きに
検討する。 
 
４．研究成果 
(1)SEMG とコレステロールとの相互作用 
ヒト精子膜のコレステロールを蛍光色素フィリピ
ンで標識し、蛍光顕微鏡観察により SEMG の影
響を検討した。これまでに細胞膜コレステロール
の除去効果があるとされているメチルβサイクロ
デキストリン(MbCD)およびアルブミン(BSA)の作
用と比較したが、本研究期間中には明確な影響
は検出されなかった。個体によるばらつきが大き
いため、更に例数を増やした検討が必要であ
る。 
 
(2)SEMG とガングリオシド GM1 との相互作用 
水晶発振子マイクロバランス法により、発振子セ
ンサー金表面に SEMG と BSA(コントロール)を固
相化し、PBS 中で GM1 および GM2 との相互作
用を検討した。SEMG は GM1、GM2 の両方に結
合することが示された。 
 
(3)SEMG と精子最外表面のグリコカリックス、特
にその構造の中心を担うβディフェンシン 126 
の O 結合型糖鎖との相互作用 
本研究期間中には SEMG とβディフェンシン
126 の直接的な相互作用を確認することはでき
なかった。男性不妊症患者(無精子症を除
く)DNA 検体の DEFB126 多型検査結果は、159
例中、wt/wt が 39 例(24.5%)、wt/del が 76 例
(47.8%)、del/delが44例(27.7%)であり、先行研究
における正常検体での検討と比較してその頻度
には有意な差が見られなかった。 
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