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研究成果の概要（和文）：生殖戦術の一つとして、動物では貯精と呼ばれるメカニズムを採用している。鳥類で
も、輸卵管で精子を貯蔵するが、41℃という高い体温下で数週間から数ヶ月もの間、受精能力を維持したまま精
子が貯蔵される現象は驚異的である。本研究では、鳥類の貯精嚢を主な研究対象とし、輸卵管内の精子のイメー
ジングによる可視化に挑戦し、加えて、貯精嚢での長期間の精子貯蔵メカニズムの解明を目指した。蛍光試薬で
精子を標識し、高感度カメラで検出した所、輸卵管外からの精子の可視化に成功した。また貯精嚢に存在する抗
酸化タンパク質を同定し、このタンパク質が精子の生存性を向上させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In avian species, simple tubular invaginations referred to as sperm storage 
tubules (SSTs) are located between the vagina and uterus as sperm storage sites. Spermatozoa, once 
ejaculated, migrate to and are thereafter stored in the lumen of the SSTs without loss of 
fertilizing capacity for up to 15 weeks at a body temperature of 41°C, however, the actual 
mechanism has been an enigma for more than half a century. In this study, we first investigated in 
vivo sperm imaging using IVIS system, and next, we identified redox protein in the SST.  Using IVIS 
system with fluorescent probe I had successfully detected sperm signal from outside of the oviduct. 
 In addition,  I had identified redox protein in the SST and found that in vitro sperm incubation 
with this anti-oxidant protein prolong the sperm longevity.

研究分野：繁殖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 体内受精を行う高等動物では、受精を効率
良く達成する為に重要な事象として、精子と
卵子とがタイミングよく受精の場に共存す
る必要性が挙げられる。そのための生殖戦略
として、雌性生殖器内に一定期間精子を貯蔵
し、排卵のタイミングに合わせて精子を放出
するための「貯精嚢」と呼ばれる器官を備え
る動物種が多く存在する。貯精嚢の内部で精
子は長期間受精能を維持したまま貯蔵され
ることが知られ、本研究代表者が研究対象と
している鳥類では、数週間から数ヶ月もの間、
体温付近（約 41℃）で精子が受精能を維持し
たまま貯蔵されることが知られている。 
 一方、雌性生殖器内へは卵子に対して圧倒
的多数の精子（例えばヒトでは数億個）が射
出されるのに対し、受精の場に辿り着く精子
は数百個であり、実際に受精出来るのはたっ
た数個の精子である。つまり、雌性生殖器内
では、精子間競争が起こるとともに、雌性生
殖器による精子選抜・淘汰が行われていると
考えられる。この仕組みは謎に包まれている
が、雌性生殖器にはダメージを受け、受精能
が低下した精子や、遺伝的に近親な精子を受
精から排除するとともに、自身に最適な精子
を自らが積極的に選択するシステムが存在
すると考えられる。一方、体外授精や顕微授
精等の人為的な不妊治療では受精が起こり、
精子および卵子自体の受精能には問題が無
いことが確認されている原因不明の不妊症
例が報告されている。また、ウシやブタ等の
家畜においても、精子の活力や形態は正常で
あるが、受胎成績の極めて悪い精液の事例も
少なくない。 
 これまでの半世紀以上にも及ぶ研究によ
り、精子と卵子との結合・融合に関する知見
は蓄積しつつある。しかし、①どのようなタ
イミングおよびメカニズムで精子が輸卵管
を登り、受精の場にたどり着くのか、②どの
ようにして輸卵管内に大量に射出された精
子が淘汰され、受精の場に到達する精子が選
抜されるのか、③その淘汰や選抜機構には個
体差や雌雄の組み合わせが重要なのか、等の
重要な問題は未解決のまま残されている。そ
の最大の理由は、動物の輸卵管が不透明であ
り、射精された精子が輸卵管内を移動し受精
するまでの過程を直接可視化し追跡するこ
とが困難な点にあった。近年のイメージング
技術の進歩により、輸卵管内での精子の挙動
を外部から検出することも不可能な時代で
はなくなった。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、鳥類を実験モデルとし
て、輸卵管における精子選抜および精子輸送
過程をイメージングにより可視化するとと
もに、その分子メカニズムの解明に挑戦する。
さらに、41℃という高温下で精子が長期間貯
蔵されるという驚異的なメカニズムを解明
することを目的とする。 

３．研究の方法 
 グルコースの 2位の水酸基にヨウ素を酵素
的に導入し、精子とインキュベート後、
computed tomography（CT）で検出した。ま
た蛍光色素である pHrodo-Red-AM, Syto61
または SiR-hoechstで精子を染色し、近赤外
光を検出する装置である IVSI で検出した。
これらの精子をウズラの膣内に注入し、検出
を行った。また体外に取り出した輸卵管を検
出した。 
 一方、精子の運動制御に関わる因子の同定
に関する実験では、貯精嚢抽出物を陰イオン
交換クロマトグラフィーおよびゲルろ過ク
ロマトグラフィーに供し、精子の運動に影響
を与える分画を回収した、得られた分画を
LC-MS/MS 分析することにより、活性分子を同
定した。 
 
４．研究成果 
(1) 精子のインビトロメージング 
 体外から精子を可視化する技術を開発す
るために、グリカールを基質として、クロル
ペルオキシダーゼにより、グルコースの 2位
の水酸基にヨウ素または臭素の導入を試み
た。その結果、合成、単離・精製および NMR
分析による構造決定には成功したが、合成産
物の細胞毒性が強く、実験に使用できないこ
とがわかった。そこで市販の蛍光試薬である
SiR-hoechst および SYTO-61 を用いて精子を
標 識 し 、 IVIS 
imaging system
を用いた可視化
を試みた。その
結果、マウスを
用いた実験では、
体外からの精子
蛍光の観察に成
功した（右図）。 
ウズラ精子を用いた IVIS イメージングで
は、蛍光色素である SiR-hoechst および
SYTO-61 で染色したウズラ精子をメスの膣
内に人工授精する方法を検討した。結果、
体外からのイメージングは蛍光試薬の蛍光
強度とカメラの感度が不足し、現時点では
不可能であった。しかし、人工授精後のウ
ズラから輸卵管を取り出してイメージング
を行った場合、精子のシグナルが検出可能
であることが判明した（下図）。しかしなが
ら、輸卵管自
体の自家蛍光
が予想外に強
いこと、体外
での輸卵管培
養手法がない
ことなど、今
後さらに改良
が必要と考え
られた。 
 
(2) ウズラ精子の運動制御に関与する因子の



同定 
 一方、精子の運動制御に関わる因子の同定
に関しては、子宮膣移行部に存在する抗酸化
タンパク質として、アルブミン(ALB)とトラ
ンスフェリン(TRF)を同定し、機能解析を行
った。イオン交換クロマトグラフィーで ALB
と TRF を精製し、精子の生存性に及ぼす効果
を調べた。ALB と TRF は共にインビトロで精
子の生存性を改善し、その効果は TRF の方が
高かった。そこで TRF をジゴキシゲニンでラ
ベルし、精子表面への結合を確認したところ、
TRF は精子の頭部に結合することが判明した。
興味深いことに、市販のウシ TRF や大腸菌に
発現させた組み換えウズラTRFには効果がな
いことから、ウズラの天然 TRF には精子の生
存性を改善するための特殊な構造がある可
能性が示唆された。今後、さらなる解析が必
要と考えられる。加えて、ゲルろ過クロマト
グラフィーの低分子分画には、アクチン結合
タンパク質の C 末端ペプチドが検出された。
合成ペプチドを作成し、精子に及ぼす影響を
観察したところ、ミトコンドリア活性、細胞
内カルシウム濃度の上昇反応が観察された。
これらのことから、貯精嚢内における精子の
維持には、運動の停止、酸化ストレスの除去
に加え、さらなるメカニズムが存在する可能
性が考えられた。 
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