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研究成果の概要（和文）：人工授精培地に添加することにより受精率上昇が認められる甘草から抽出したイソリ
キリチゲインやホルモノネチンについて、作用機序について解析を進めた。その結果、これら分子は細胞膜を通
過して精子に作用し、射出後の精子の運動性や成熟に影響を与え、受精率を向上させたものと考えられた。タン
パク質アレーを用い、精子内のこれら分子が作用するタンパク質の同定のための条件を整えることができた。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed the mechanism of an increase in fertilization rate of 
Isoliquiritigenin and Formononetin extracted from licorice, when added to artificial insemination 
medium.
As a result, it was thought that these molecules passed through the cell membrane and reacted to 
sperm, affecting the motility and maturation of the sperm after ejection, and improving the 
fertilization rate. We have completed the conditions for identification of the proteins associated 
with Isoliquiritigenin and Formononetin in sperm by using protein arrays.

研究分野： アンドロロジー
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
不妊症治療や優良な家畜の安定的な生産と希少動物の保護などのために、効率的な人工授精が望まれている。本
研究では、甘草から抽出した受精率に効果的が認められるイソリキリチゲインやホルモノネチンの精子に対する
作用機序について解析を進めた。植物成分が動物の体内に取り入れられ、生理活性物質として作用し、これら分
子の食物としての安全性について解析を進め、人工授精の改良に貢献できた。
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１．研究開始当初の背景 
日本では、5 組に 1 組のカップルが不妊症と報告されている（日本生殖医学会）。先進国に

おいては、同様に不妊症が増加していることが報告されている。最近になって、不妊症の原因
が男性側にも半分以上存在していることが報告され、また、女性と同様に加齢とともに精子機
能の不全が増加することが示唆された。一方で不妊症の治療技術は向上し、近年の晩婚化の進
行で、年齢を考慮した迅速な治療として、顕微授精（ICSI）が第一選択とされる傾向にある。
現在の日本では 50 人に 1 人が、また、デンマークでは 10 人に 1 人が人工授精で誕生し、人工
授精で誕生した子たちが生殖年齢に達し、人工授精治療による遺伝の連鎖も相まってか、半数
以上の男性が不妊症予備軍といわれている。近年、人工的な化学物質、特に環境ホルモンが動
物の性に影響を与えることが突き止められた。しかし、ヒトにおいての人工化学物質の性への
影響は不明のままである。医療技術の進展とともに、ヒトの生活は豊かになるが、原因を突き
止めることなく不妊症の増加を甘受し、技術で対処することは、本来のヒトの生活環に大きな
影響を与え、環境問題も含めて、子孫に大きなつけを残すことになる 
私は、大阪大学微生物病研究所に在籍中(1993-2004)、（１）マウス精子細胞特異的に発現

する遺伝子群のクローニングとその機能解析を行い、（２）これら遺伝子群のほとんどがヒト
にも保存されていることから、それらをクローニングし、各タンパク質の発現と機能解析を
行うと共にゲノム構造の解析を行ってきた。さらに、田中プロジェクトとして(2005-2007)、
（３）男性不妊症患者、妊孕性確認男性からの血液及び精液 DNA サンプルを収集し、それら
特異的遺伝子の染色体上の一次構造解析を行い、男性不妊症原因遺伝子変異や single 
nucleotide polymorphisms (SNPs)を明らかにしてきた。（４）精液中にこれら遺伝子の転写
物（mRNA）やタンパク質が存在することを明らかにし、mRNA やタンパク質を男性不妊症
患者と妊孕性の確認された男性で比較検討できることを示した。その後、長崎国際大学に移
り(2008～)、今までのプロジェクトに加え、甘草の水溶成分が人工授精時に有効に作用するこ
とを明らかにし、その主要成分として、イソリクイリチゲニンとホルモノネチンを同定した。    
また、これらの成果をもと遺伝子診断と最良の治療法の開発を進めてきた。この間、海外

の研究者からも複数の共同研究が要請され、サンプルや情報の提供を行ってきた。 
 
２．研究の目的 
生薬の甘草の水溶性成分を人工受精時の精子培養液に加えると、受精率が向上することを突

き止めた。さらに成分を解析し、イソリクイリチゲニンやホルモノネチンは、単独で受精率を
向上させ、胚は正常に分化し正常な子産を得ることができることを明らかになった。形態異常
の精子に有効であったが、これらの作用機作については不明である。イソリクイリチゲニンや
ホルモノネチンがどのように人工授精率の向上に寄与するのかについて、分子メカニズムを明
らかにし、精子の成熟についての理解を進め、男性不妊症の理解し適応患者を検査したい。具
体的には、すでに私たちの別の実験で実績のある、プロテインアレイにイソリクイリチゲニン
やホルモノネチンを反応させ、これらフラボノイドが作用するタンパク質を同定する。最近、
これらフラボノイドは細胞内に取り込まれないことが報告されていることから、これらフラボ
ノイドは細胞膜成分に作用すると考えている。幸いにして、イソリクイリチゲニンやホルモノ
ネチンは、蛍光を発する物質である。イソリクイリチゲニンやホルモノネチンに対する特異抗
体は存在しないが、紫外線を用い、プロテインアレイで解析することが可能である。得られた
情報をもとに、イソリクイリチゲニンやホルモノネチンと反応するタンパク質をコードする遺
伝子をクローニングし、レコンビナントタンパク質を作成し、特異抗体の作成、精子細胞での
局在の観察、生化学的解析を進める。さらに、ビオコア等を用い、タンパク質の相互作用を解
析し、タンパク質分子の詳細について解析を進めたい。これらによって得られる結果を糸口に
精子の分化と射出精子の成熟について理解を深め、男性不妊症の原因の解明や治療法の開発に
結び付ける。 
 
３．研究の方法 
以前の研究において、甘草の水溶性成分から、人工授精の受精率を上昇させる物質と

してイソリクイリチゲニンやホルモノネチンを同定した。そこで今回は、これらフラボ
ノイドが作用する精子タンパク質の同定をおこない、精子上の因子から、精子成熟の理
解を進めたい。    



下図に研究方法の時系列を模式的に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

４．研究成果 
 
㋐イソリキリチゲニン、ホルモノネチンは蛍光物質でもある。精子や卵子などでこれら物質が
細胞膜を通過するのか否かについて、これら物質を含む培養液中での細胞の蛍光顕微鏡観察を
行った。その結果、ともにこれら物質は、細胞膜を透過することが明らかになった（論文④ 
、総説④） 
㋑最近になって、タンパク質がホールディングされた状態で用いることができるプロテインア
レイが開発された。最近の共同研究によって、そのプロテインアレイを用いて、生殖細胞核特
異的抗原を認識する抗体 TRA98 の抗原タンパク質を同定できた（投稿中）。同様のプロテイン
アレイを用いて、イソリクイリチゲニンやホルモノネチンと結合するタンパク質を同定する。
イソリクイリチゲニンやホルモノネチンは、蛍光物質である。イソリクイリチゲニンやホルモ
ノネチンを認識する抗体は存在しないが、プロテインアレイで容易にシグナルを得られること
か期待される。また、オーバーレイアッセイによって、タンパク質のシグナルを得ることがで
きた。プロテインアレイにかける条件は確立できたので、それを用いて、これら物質が直接作
用する生体内タンパク質の同定を進行中である。 
㋒中国大陸では、双子が多く生まれる村など、いくつかの風土症例が存在する。ある特別な食
物の接種が生体に影響を与えることも考えられる。甘草は、昔から生薬として食されており、
日本でも江戸時代から用いられてきた。アメリカではお菓子として昔から一般に食用にされて
おり安全性は非常に高い。これらの物質を食する形で形成できた。今後、動しかし、生体内で
の動向を調べ、至適量を処方し EBM を確立することは重要である。物実験、ヒトを対象とし
た臨床データを収集いたい。 
㋓イソリキリチゲニン、ホルモノネチンの生体への作用を解析する中で、IVF での受精率に効
果がある生薬成分を同定することができた（論文②及び投稿中）。また、関連する精子に関する
新しい知見も報告した（その他論文）。 
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