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研究成果の概要（和文）：当初、子宮内の殺精子因子には性周期依存的なホルモンを予想していたが、解析の結
果、免疫に関連する補体がその候補としてあがってきた。特に補体C3は発情期において子宮で高発現しており、
子宮内液中に高濃度に存在した。卵巣摘出マウスに高濃度E2投与をすることで人為的にC3の産生を促すことにも
成功した。この方法により回収した子宮内液は精子の凝集を起こし死滅させることが分かったが、その際にC3が
活性化している様子は観察されなかった。しかし免疫不全マウスのメスとSVS2KOオスマウスを交配させたとこ
ろ、妊孕性が野生型オスの半分程度まで回復したことから、殺精子作用にはメスの免疫とくに補体が関与すると
考えられる。

研究成果の概要（英文）：At the beginning of this research, steroid hormones were expected to define 
the sperm survival in female uterus; however, any sperm-killing inducible steroid hormone was not 
detected in the uterine fluid. The shotgun analysis of the uterine fluid by using LC/MS revealed 
that complement C3 existed with extremely high concentration if the fluid showed spermicide. C3 was 
highly expressed in the uterus if the mouse was in estrus period; but C3 was neither in diestrus 
period nor after injection of hCG. From ovariectomized mice, the secretion of C3 in the uterus was 
under controlled by estradiol. Both immuno-depletion of C3 and heat inactivation (56°C for 30 min) 
of the uterine secretion decreased the sperm killing effect. A mass of complement C3 in the uterus 
was easy to detect by western blotting; but the incubation with sperm could not activate uterine C3.
 The sperm killing mechanism in uterus continues to be investigated.

研究分野： 動物生殖学
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１．研究開始当初の背景 
本申請で用いる SVS2KO マウスは当初期

待していた不妊のフェノタイプは出たが、そ
の原因は意外なものであり、体内受精におけ
る新たな事実が浮き彫りとなった。すなわち、
SVS2 非存在下では精子は子宮内で死滅して
しまい、結果、卵子に到達できず不妊になっ
てしまうというものであった。この結果から
体内受精に関して、子宮内には精子を殺す障
害性因子が存在すること、またその因子から
精子を保護するのが SVS2 である、という新
たな知見を得ることができた。本研究では、
オスとメスの液性成分が子宮内における精
子の生存性をどのように調整しているのか
を明らかにする目的で、子宮内の殺精子因子
の同定を行い、その因子から精子を保護する
作用機序を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
これまでの結果から、子宮内には精子を殺

す障害性因子が存在すること、SVS2 はこの
因子から精子を保護する働きがあることを
明らかにした。この結果を受け、子宮内で精
子を殺す因子を同定することを目的とし、そ
の因子と精嚢腺 SVS2 の相互作用について解
析を行う。 
予備実験において、SVS2 は胎児期のオス

の脳やガン細胞にも発現していることが判
明したことから、精子と神経細胞・ガン細胞
に共通する SVS2 の細胞保護作用があると仮
定して解析を行う。また、細胞死を引き起こ
す因子についても精子・神経細胞の間に共通
したものが存在するとして解析を行い、
siRNA を用いたノックダウンによって臓器
特異的に攪乱したマウスを作製し、そのフェ
ノタイプを解析する。 
 
３．研究の方法 
【課題１】精子および神経細胞の生存性を下
げる障害性因子の同定 
①精子の生存性の低下を引き起こす障害性
因子を同定する 
②子宮内の障害性因子をノックダウン/欠損
したメスマウスを作製する 
【課題２】免疫不全マウスにおけるフェノタ
イプの発見 
①NOD/NOG マウスを用いて個体レベルでの障
害性因子の影響を調べる 
②野生型マウスにおける C3 の発現・分泌機
構の解明 
【課題３】精子における障害性因子と SVS2
の作用機序 

①障害性因子の作用機序の検討 

 
４．研究成果 
課題１の「子宮内における精子の生存性を

低下させる障害性因子の同定」において、当
初の予定ではプロジェステロンなどのホル
モンを想定していたが、解析の結果、精子を
殺しうるホルモンは子宮内液に検出されな

かった。そこで発情期のメスマウスから子宮
内液を回収し、含まれるタンパク質をショッ
トガン解析により網羅的に調べたところ、最
も多く存在しているタンパク質は補体の C3
であることが判明した。補体 C3 の mRNA を調
べたところ、休止期や過排卵処理(PMSG・hCG)
のマウスの子宮では発現しておらず、発情期
の子宮で高発現していることが分かった。ま
たウエスタンブロットでタンパク質の分泌
を調べたところ、mRNA の発現に比例してタン
パク質を分泌していること、さらには卵巣摘
出マウス(OVX マウス)に高濃度エストロジェ
ンを投与した場合にも C3 タンパク質の分泌
が非常に増えることも明らかとなった。この
結果から、子宮内の C3 合成・分泌はエスト
ロジェンによって制御されていることが推
測された。 
OVX マウスに高濃度のエストロジェン投与

をすることで人為的に子宮 C3 を回収するこ
とに成功したため、C3 の作用機序について解
析を行った。人為的に回収した C3 を含む子
宮内液も自然発情によって回収した子宮内
液と同様に、精子の凝集を引き起こし、精子
を死滅させることが分かった。また、一般的



に補体が失活するとされている 56℃で 30 分
処理すると子宮内液の殺精子効果は消失し
（図１）、また抗 C3 抗体による免疫除去をお
こなった子宮内液には殺精子効果が減弱す
る結果となった（図２）。これらの実験から、
子宮内液中の C3 が殺精子因子であると考え
られた。 
しかし、精子を凝集・死滅させた子宮内液

を用いて C3 の状態をウエスタンブロットに
より調べたところ、C3 は断片化して活性化し
ている様子は観察されなかった。一般的に、
C3はC3aとC3bに断片化することで活性化さ
れ補体経路が動くとされている。現段階では
C3 が精子を殺すしくみは不明なままである
が、新規な経路が存在する可能性も考えられ
る結果となった。 
さらに、C5 の欠損体であり、補体経路を失

活している免疫不全マウスである NOD・NOG
マウスのメスと SVS2KO オスマウスを交配さ
せたところ、オスの妊孕性が半分程度まで回
復することが明らかとなった。この結果より、
補体経路がメスの殺精子作用に関与するこ
とが明らかとなった。 
今後、子宮内 C3 がどのように精子を殺す

のか、その機構についてより詳細な解析が必
要となるが、一般的な活性化とは異なる機構
で精子を攻撃している可能性も検討してい
きたい。 
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