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研究成果の概要（和文）：生体内に存在する硫黄は、レドックス恒常性の維持や生体機能の調節に関与すること
が知られているが、生殖における役割は未だ不明な部分が多い。そこで本研究では、精子における生体硫黄の機
能解明や加齢による精子中硫黄の酸化状態を評価し、加齢性不妊症における生体硫黄の関連を検証した。精子中
チオールの酸化は、精子運動パターンを変化させ、受精能を低下させることが明らかになった。さらに、加齢に
伴う受精能低下と並行して、精子や各種生殖器官の酸化状態の変化が観察された。以上、本知見は、生体硫黄の
酸化が精子の受精能低下に関与することを示し、チオール酸化を標的とした加齢性不妊症の予防、診断、治療法
の開発が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Sulfur-containing compounds are involved in maintenance of redox homeostasis
 and regulation of biological functions. However, the role of the sulfur-containing compounds in 
reproduction is still unknown. Previously, we have shown that various sulfur-containing compounds 
are useful for improving fertility, and find the importance of biological sulfur in reproduction. 
Therefore, in this study, we examined the function of membrane protein with thiol groups in sperm. 
First, we investigated the effect of oxidation of thiol groups on the fertilization ability of 
sperm. Oxidation of thiol groups altered the sperm motility pattern and reduced the fertility. 
Furthermore, sperm in which thiols were oxidized had impaired calcium homeostasis and suppressed 
capacitation. In summary, the present findings indicate that oxidation of thiols in sperm protein is
 involved in the decrease in fertility of sperm, and the evaluation of thiol groups in sperm would 
be useful for diagnosis of male infertility.

研究分野： 薬学、生殖生物学、実験動物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、精子中チオールの酸化還元状態が受精能に関与することを明らかにし、精子に起因する不妊症の解明
や予防・診断・および治療法の開発が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
不妊症は、妊娠を望むカップルが１年以上の不妊期間がある状態と定義され、晩婚化および

少子化による人口減少を課題とする本邦において克服すべき疾患である。不妊症を克服するた
めには、加齢に伴う受精能低下に関与する因子の解明が必要であり、本知見に基づいた予防・
治療法の開発が求められている。これまでに私達は、含硫化合物が受精機能の改善に有効であ
ることを明らかにしており、含硫化合物を利用した生殖工学技術の開発にも取り組んでいる。
本知見から、含硫化合物が生殖機能における有用性は示されているが、生殖細胞における生体
硫黄の役割や加齢による生体硫黄の状態変化は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
  本研究では、生体硫黄が生殖機能に及ぼす影響を明らかにすることで、加齢に関連する不妊
症の原因解明、予防・治療法の開発に繋がる基礎的知見の収集を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、C57BL/6 系統の成熟雄マウスから採取した精子を用いて、膜非透過性のチオー
ル選択的酸化剤（5,5-dithiobis（2-nitrobenzoic acid） : DTNB）を処理した精子膜上チオー
ルが酸化された精子の受精能を評価した。また、C57BL/6 系統の老齢雄マウスを用いて、受精
能および精子や各種生殖器官の酸化状態の変化を評価した。 
 
４．研究成果 
１．チオール酸化型精子の調製 
タンパク質中チオール基を酸化した精子を調製するために、各種濃度の DTNB を精子に処理

した。精子中チオールと DTNB の反応については、DTNB の反応産物である TNB 量を評価す
ることで、精子が酸化されたことが確認できた。 
２．チオール酸化が精子における受精能の低下 
精子膜上タンパク質中チオール基の酸化と受精能の関係を評価するために、DTNB を処理し

た精子を用いて体外受精を行った。その結果、DTNB によりチオール基が酸化された精子は、
受精能の低下が認められた。 
３．チオール酸化型精子における先体反応誘起率 
精子中チオール基の酸化が受精能を低下させる原因を明らかにするために、精子の受精能を

示す指標となる先体反応誘起率を評価したが、DTNB 処理精子は先体反応誘起率に変化を及ぼ
さなかった。 
４．チオール酸化型精子における運動能の低下 
精子中チオール基の酸化が運動能に及ぼす影響を明らかにするために、精子運動性解析装置

により運動能を評価した結果、DTNB 処理精子は、受精能獲得過程に起こるハイパーアクチベ
ーションの指標となる精子頭部の振り幅（ALH）が低下した。 
５．チオール酸化型精子におけるカルシウム量の低下 
精子中チオール基の酸化が受精能獲得過程において生じる細胞内カルシウム量の上昇に及ぼす
影響を評価するために、Fluo 4-AM によりカルシウムを標識し、フローサイトメトリーを用い
て細胞内カルシウム量の変化を評価した。その結果、DTNB 処理精子では、培養中の精子内カ
ルシウム量が減少した。 
６．老齢雄マウスにおける受精能の低下と酸化状態の変化 
成熟齢雌マウスあるいは老齢雌マウスと成熟雌マウスを交配させた結果、老齢雄マウスにおい
て受精率の低下が認められた。また、精子や各種生殖器官の酸化状態の変化が観察された。 

 
以上、本知見は、生体硫黄の酸化が精子の受精能低下に関与することを示しており、精子の

受精能診断におけるチオール基評価の有用性やチオール酸化を標的とした加齢性不妊症の予防
や治療法の開発が期待できる。 
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