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研究成果の概要（和文）：これまでの解析より、子宮内液には殺精子因子が、精液タンパク質には精子を保護す
るタンパク質が存在すると考えられる。これらの因子が体内受精に不可欠であるが、それぞれの詳細なはたらき
は不明であった。本研究では、マウス型精液タンパク質を欠損し、さらにヒト型精液タンパク質をKIしたモデル
マウスの作製に成功した。このヒト型精液モデルマウスに妊孕性が認められれば、種間に保存された精子保護タ
ンパク質の解明が進み、免疫抑制剤としての応用も期待できる。一方、子宮内の殺精子因子として自然免疫の補
体C3を解析した。ほとんど観察されたことの無い形状でC3は精子に結合しており、そのしくみを解明することは
生物学的に大きい。

研究成果の概要（英文）：Internal fertilization is a complicated process, including gametes and 
liquid factors from both female and male. We hypothesized competitive factors in the internal 
fertilization: spermicide in female uterine fluid and sperm-protectant in male semen. These factors 
seem to be essential for the internal fertilization, but the precise mechanism was still unclear. In
 this study, we produced Svs2-6-/- male mice for deleting mouse-type semen and human SemgI/II 
knockin male mice for introducing human-type semen. We suppose the possibility for the humanized 
male mice with high fertility, which suggests that the seminal plasma proteins across the two 
species protect sperm from female immunity and development for human immunosuppressive reagents. In 
female spermicide, we found that uterine complement C3 kills sperm in the absence of SVS2. C3 
covered the surface of the killed sperm with unique formation. Our research about the internal 
fertilization may shed light on the new innate immune system.

研究分野：生殖科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの繁殖様式である体内受精には、女性因子と男性因子のバランスで成り立つ複雑さがある。現在の不妊患者
のうち、卵や精子には異常が見られない原因不明とされるケースが多数存在する。複雑な体内受精のしくみを少
しでも明らかにすることで、不妊原因の究明および、より自然な妊娠を可能にする治療法の開発が可能になると
考えている。本研究では、男性の精液タンパク質に異常がある場合は精子形成が正常でも子宮内で精子が死滅す
ると予想され、女性の免疫力が亢進している場合は過剰に精子が排除されていると予想される。それぞれのしく
みを詳細に知ることが、受精率の高い体内受精とはどういう状態のことを意味するのか理解したい。
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１．研究開始当初の背景 
 
日本は世界有数の「生殖医療大国」である。いまや不妊に悩むカップルは 6組に 1組と言わ
れ、体外受精が行われる頻度は過去 10年で 3倍以上に増えている。しかし不妊原因の究明は進
んでいるとは言えず、原因不明のまま体外受精や顕微授精で得た受精卵を移植する医療が繰り
返されているのが現状である。 
人間は、母親の体内で受精・発生することで子孫を繁栄させてきた。この生殖形式によって、
数少ない卵子は父親の精子と高い確率で受精し、高い確率で着床・発生することができる。こ
れら生殖に関わる全ての行程は、女性生殖器なしでは語り得ない。しかし現在の受精研究は、
体外受精技術やクローン技術によって女性生殖器なしでも、精子と卵子もしくは卵子のみによ
って個体発生することが実験的に証明されたことから、子宮や卵管といった生殖器内における
精子に生理的意義がないかのような錯覚が広がっている。しかし、先端技術によってバイパス
された過程にこそ、体内受精を行う人間の生殖戦略があるはずであり、真の意味での生殖研究
は子宮・卵管・卵子と精子・精漿の相互作用について行われることが妥当である。申請者のこ
れまでの研究は、女性生殖器内における精子および精漿の機能について検討してきた。 
 精漿とは精液の液性成分のことであり、精巣上体、精嚢腺、前立腺、尿道球腺などの副生殖
腺に由来する分泌液から構成される。一般的に精漿成分の約 70 %は精嚢腺からの分泌物で構成
されている。霊長類およびげっ歯類では、精嚢腺の主要なタンパク質がそれぞれ SemgI/IIおよ
び SVS2 と名付けられており、その一部の塩基配列や遺伝子座が一致することから相同タンパ
ク質と言われている。しかしそれらのアミノ酸配列の相同性は低く、配列からだけでは同一の
機能を持つとは考えにくい。近年、SVS2欠損マウスを用いた解析から、SVS2は子宮内におい
て精子を保護する働きがあり、欠損すると子宮内で精子が死滅することによって体内での受精
効率が著しく低下することを明らかにした(Kawano et al., PNAS 2014)。同様の作用は相同タンパ
ク質ヒト SemgI/IIにも期待されるが、体外で精液タンパク質 SemgI/IIおよび SVS2の機能解析
を行うには限界があり、さらに実際にヒトを用いた解析を行うのは非常に難しい。 
 
 
２．研究の目的 
 
「不妊」は、もはや人類の存続を脅かす難治性の疾患として扱われるのが妥当であるが、社
会システムの問題、主に晩婚といった女性のライフスタイルが主な原因であるとの考え方が一
般的であり、根本的な対処法の確立には程遠いのが現状である。不妊症の原因は多岐に渡って
おり、男性および女性因子によって単独で引き起こされる疾患の他に、双方が複雑に絡み合っ
た結果としての病態も考慮されるべきである。本研究では、今まで注目されてこなかった精液
成分に着目し、その機能不全による女性・男性の両側の体内環境システムの異常によって引き
起こされる不妊病態の解明を試みる。本研究が成功することにより、精液タンパク質の免疫抑
制効果に着目した免疫抑制剤としての創薬へつながる。 
これまで申請者は、メスマウスの生殖器には精子を殺す因子が存在すること、その因子から
精子を保護するために精液中のSVS2が存在することを明らかにしてきた (Kawano et al., PNAS 
2014)。SVS2の精子を保護する作用は、SVS2が主となって働いているとは考えられるが、精液
中には SVS2の遺伝子重複産物である SVS3-6のタンパク質も多く存在しており、その機能は未
知なままである。子宮内に SVS2が単独で存在した場合では、SVS2-6が存在した場合と比較し
て、精子を保護する能力が弱まる傾向にあることから、SVS2以外の SVS3-6も体内受精におい
て関与している可能性は高い。 
そこで、マウス SVS2とヒト SemgI/IIの機能比較を行うためには、SVS2単独欠損マウスの解
析だけでは不十分であり、SVS3-6 も含むファミリー遺伝子全てを欠損させたマウスを作製し、
さらにはヒト SemgI/IIを導入した「ヒト型精液タンパク質のマウス」を作製する必要があると
考える。本研究ではマウス SVS2-6 の遺伝子群をヒト SemgI/II で置き換えたマウスを作製し、
その表現型を解析することで、ヒト型精液タンパク質 SemgI/IIはマウスでも機能し得るのか否
か解析を行う。その結果、マウス SVS2とヒト SemgI/IIの機能は相同であるか否かをマウス体
内で検証することが出来ると考える。ヒト SemgI/II にも精子を保護するはたらきがある場合、
ヒトの免疫抑制剤としての創薬開発につながる。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究計画では、ヒト型精液タンパク質のマウスを作り、その表現型を解析することによっ
て種間における生殖の共通性を明らかにする。マウス型精液のタンパク質ファミリーSVS2-6
を欠損したマウスが既に作製できているため、その欠損領域にヒト型のタンパク質ファミリー
SemgI/II を導入する。その一連の作業には、ゲノム編集が短期間で効率よく行える Crispr/Cas9
システムを用いる。作製されたマウスの解析は、野生型メスと交配させて産仔数を調べる。オ
スマウスの妊孕性や、子宮内に射出された精子の観察などを予定しており、ヒト型タンパク質
はマウスの体内受精においても機能し得るのか否か、に焦点をあてて解析する。 
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４．研究成果 
 
 本研究では、実験計画どおりにマウスの作製が進んだ。2017年度には精液タンパク質 SVS2-6
をコードする 100kbpの領域を欠失したマウスが準備でき、その表現型が SVS2単独の欠損マウ
スより不妊傾向が強まることを明らかとした。一方で、SVS2-6欠損マウスでも完全な不妊にな
ることはなかったため、マウス精液中に含まれる SVS2-6 のタンパク質のうち体内受精におい
て主としてはたらくタンパク質は SVS2であると結論付けた。また 2018年には SVS2-6が欠失
した領域へヒト SemgI/II 遺伝子を導入したマウスの作製にも着手した。期間内にヒト SemgI/II
タンパク質の発現までは確認できなかったが、ゲノムが導入された KI マウスを 2 系統作製す
ることに成功した。この結果により、マウス型の精液タンパク質の欠損、およびヒト型の精液
タンパク質の導入を実現したことになる。 
 また子宮内の殺精子因子についても解析が進んだ。C3を欠損するマウスを導入し、解析した
ところ子宮内液による殺精子効果は減弱した。野生型マウスの子宮内には大量の補体 C3 が存
在し、共培養すると精子を死滅させることが分かった。この死滅した精子を回収したところ、
精子膜表面に大量の C3 が結合していること、またその分子量から一般的な活性化は起こって
いないことが判明した。詳細に調べたところ、生体内ではほとんど確認されたことの無いフォ
ームで精子細胞膜に結合することが分かってきた。また精子細胞膜には特異的なレセプターが
存在すると考えられ、そのレセプターを同定することが母体免疫が精子を殺すメカニズム、な
らびに、精液タンパク質が母体免疫から精子を守るメカニズムの鍵になると考えられる。 
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