
広島大学・統合生命科学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

挑戦的研究（萌芽）

2018～2017

モデルマウス作製による受精障害予防と治療法開発への挑戦

The development of prevention and treatemnt methods of fertilization failure 
from mice model

２０３１４７４２研究者番号：

島田　昌之（Shimada, Masayuki）

研究期間：

１７Ｋ１９３２４

年 月 日現在  元   ６   ５

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：雌にとって異物である精子を除去するが，一方でそれを寛容する仕組みについて不明
な点が多かった．本研究において，子宮内は白血球数が少ないが，精子侵入を子宮上皮細胞のTLR2とTLR4が認識
し，一過的（慢性ではない）なケモカイン分泌によって白血球を集積するメカニズムが明らかとなった．さら
に，この仕組みを回避するために，ミトコンドリアにおける遺伝子発現とタンパク質翻訳機構の高い精子は，直
進運動により卵管へ上向が可能になることも示した．

研究成果の概要（英文）：Sperm are non-self for female; however, sperm are ejaculated to uterus for 
fertilization. To remove the extra sperm in uterus and pass the fertilizing sperm to oviduct, uterus
 has the specific immune condition where uterus epithelial cells express TLR2 and TLR4. The stimuli 
activate p38MAPK and JNK but not NFkB to induce the AP-1-regulating gene expression, including 
chemokine family. The secreted chemokines recrute leucocytes that remove the extra sperm by 
phagocytosis. The linier motility sperm that have the high transcription and translational 
activities in mitochondria can transfer to oviduct for fertilization. If the mechanisms were 
affected by unphysiological factors, such as infections, sperm could not pass to oviduct or the 
serious inflammation would attack the early embryo transferred from oviduct. Therefore, the basic 
information about immune functions in uterus are contributed for infertility care and increase the 
performance of reproductive technology.  

研究分野：家畜繁殖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
子宮内に精子が残存することは，雌にとって異物である精子に対する抗体が産生される要因となる．また，除去
するために細胞性免疫が活性化しすぎると子宮内は炎症状態となり，受精卵も攻撃対象となってします．このよ
うな免疫寛容と炎症のバランスを保つ仕組みとして，子宮上皮細胞によるTLR2とTLR4系の制御機構を理解するこ
とで，精子抗体や着床異常の原因探索が可能となると期待される．さらに，人工授精時の子宮内免疫環境の把握
が可能となり，繁殖成績向上に寄与するものである．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

1産目の繁殖機能が正常な個体でも，その後，産子（児）が得られない，非遺伝的（後天的）
な繁殖障害が発生する．このような個体は，発情回帰を繰り返すため人工授精を繰り返し行う
が，全く受胎しないことから，受精障害や着床障害と推定される．着床障害は，染色体異常，
性ステロイドホルモンの異常で非自己の胎仔（子）を許容できないことが原因である．受精障
害については，雌は 100 %非自己の精子を寛容することが体内受精の絶対条件であるが，その
免疫寛容の仕組みや，その破綻が受精障害の原因となるか，など，全く解明されていない． 
申請者は，マウスにおいて，性成熟前に過剰排卵処理をした雌を交尾させると，性成熟後に
不妊を呈すること，この個体から回収した卵は体外受精により受精するが，体内では受精障害
の表現系になることを発見した．このことから，精子に対する免疫系は，性成熟前，あるいは
過剰排卵処理，その両者における異常な内分泌環境により ONになった，と推察した． 
免疫系は，まず①白血球が精子を異物と認識する，②多くの白血球がケモタキシスにより集
積する，③白血球が異物を貪食し，排除する，④貪食された異物の一部が抗原提示され，抗体
が産生される，という一連のプロセスにより異物を排除する．しかし，子宮内の精子認識と精
子除去メカニズムは全く解明されていない．また，この排除システムを乗り越えて，どのよう
に卵管へと上向し，受精が成立するかについても詳細は不明である． 
 
２．研究の目的 
 繁殖障害は，家畜の生産性低下による深刻な経済的損失を引き起こす．先天的な繁殖障害は，
育種改良で淘汰されているが，1 産目の繁殖機能が正常な個体でも，その後，産子（児）が得
られない 2 産目以降の後天的な繁殖障害が発生する．雄を変えた人工授精を繰り返し行うが，
全く受胎しないことから，雌側要因（受精障害や着床障害）と推定される． 
着床障害（流産）は，染色体異常，あるいは性ステロイドホルモンの異常に起因する細胞性
免疫の活性化が原因である．妊娠環境は，胎児（子）を異物と認識しない寛容状態であり，こ
の寛容不全が流産を引き起こす．一方，雌側要因における受精障害の原因は，解明されていな
い． 
申請者は，性成熟前の雌マウスに過剰排卵処理し，交尾させると，不妊になることを発見し
た．この個体は，体外受精により正常受精卵が得られるが，体内受精に異常がみられたことか
ら，子宮機能ではなく，受精障害が原因であり，本マウスが受精障害解析モデルになると考え
た．つまり，雌にとって，精子は 100 %非自己であるため，精子を許容する環境が整っていな
い性成熟前において，過剰排卵という異常内分泌環境下では，精子に対する免疫系が ONにな
ると推定した． 
 本研究では，この免疫系が ONになる仕組みの解明とその免疫系を突破して受精が成立する
メカニズムに焦点を当て，家畜の繁殖障害の原因解明から繁殖管理法の開発に挑戦する．  
 
３．研究の方法 
① 子宮内における精子認識機構の解明 

 子宮内で精子を認識する第一候補である白血球の動態解析を行うため，発情発見後の
雌豚から経時的に子宮内容物をウシの受精卵回収用バルーンカテーテルを用いて回
収し，解析する． 

 交配許容時（人工授精適期）には，精子侵入（注入）前に白血球数は少ないのに対し
て，精子注入直後に白血球数が著しく増加することから，白血球以外に精子を認識す
る仕組みがあると仮説だてた．この仮説を立証するため，ウシ子宮上皮細胞の体外培
養系を用いて，精子と白血球の共培養系というアッセイ系を開発し，子宮上皮細胞の
ケモカイン発現およびそのケモカイン発現に関与すると推定されるシグナル伝達系，
さらにはシグナル伝達系を活性化する受容体の探索を real time PCR 法および
western blotting 法により行った． 

② 子宮上皮細胞および集積した白血球に認識されない精子上向メカニズムの解析 
 子宮内で精子が白血球による貪食を回避して卵管へと上向できる仕組みを解明する
ため，子宮内腔粘液のメタボローム解析とその栄養基質による精子運動メカニズムの
解明を以下のように試みた．まず，ブタの子宮内腔粘液を交尾 6時間後にバルーンカ
テーテルを用いて回収し，その栄養基質をメタボローム解析した． 

③ クレアチンの精子運動パターンへの役割 
 クレアチントランスポーターの局在を免疫蛍光染色法により解析し，尾部に強局在し
たことから，尾部の運動に関わる解糖系への影響をヘキソキナーゼ活性を指標に解析
した． 

 クレアチンによるエネルギー蓄積機構について，ATP 量の掲示的変化により解析した． 
 精子の受精能獲得へのクレアチン添加の影響を解析し，体外受精系の改善を試みた． 
 体内におけるクレアチンの影響を検討するため，クレアチン受容体拮抗剤をマウスに
腹腔投与し，卵胞発育，排卵，受精に及ぼす影響を検討した． 

④ 低グルコース条件における精子運動パターンの解析 
 子宮環境を模倣した精子培養液を開発し，その環境における精子運動パターンをコン
ピューター解析した． 



 精子の代謝機構について解糖系とミトコンドリア代謝系に及ぼす影響を検討した． 
 ミトコンドリア代謝におけるミトコンドリア内タンパク質ターンオーバー機構につ
いてフローサイトメーターと western blotting 法に解析した． 

 
４．研究成果 
① 子宮内における精子認識機構の解明 
 ブタの子宮内では，発情発見時には白
血球数は低値であった．しかし，精子
注入により3時間後には多量の白血球
が検出され，その白血球は精子を貪食
していた． 

 そこで，精子を認識するのは子宮上皮
細胞であり，その認識により白血球が
遊走されてくると仮説立て，子宮上皮
細胞培養系における精子との共培養
の影響を検討した．その結果，精子添
加により1時間以内に子宮上皮細胞に
おけるケモカイン発現が有意に増加
した．発現上昇するケモカイン類につ
いて，それをコードする遺伝子のプロ
モータ領域に着眼し，共通する転写因
子結合サイトを予測した．その結果，
NFkB と AP-1 転写因子が候補化された
ことから，これらと上流のシグナル伝
達系について解析を試みた．精子との
共培養により子宮上皮細胞内で
p38MAPK と JNK が活性化するが，NFkB
のリン酸化は上昇しないことが示さ
れた．この結果から，精子は p38MAPK
と JNK を介して AP-1 系転写因子を活
性化し，ケモカイン類を発現すること
が明確化された（図 1）．この両シグナル伝達系を活性化させる受容体として，TLR2 と TLR4
の重要性が示唆された（図 1）． 

 このケモカインに暴露された白血球は，精子への貪食能が高まることも明らかとなった． 
 

② 子宮上皮細胞および集積した白血球に認識されない精子上向メカニズムの解析 
 発情期の子宮内では，グルコース濃度は低いこと，精子の運動性が良好な子宮環境ではクレ
アチンが高濃度含有していることが明らかとなった． 
 
③ クレアチンの精子運動パターンへの役割 
 クレアチンは，クレアチントランスポ
ーターに取り込まれ，クレアチンキナ
ーゼによりリン酸化されて，それによ
り PO32-をチャージする因子である．そ
こで，精子の ATP 量の変化と受精能獲
得への影響を検討した結果，クレアチ
ン添加によりATP量は高値で維持され，
精子はジグザグ運動の幅が広がると
ともに曲線速度が高まった（図 2）．さ
らに，受精能獲得の指標であるチロシ
ン残基のリン酸化も誘起されたこと
から，クレアチン添加が受精能獲得を
促進することが明確化された．さらに，
これまでの受精能獲得の指標に加え
て，クレアチン添加はジグザク運動に
よる直進速度も早めるという新知見
が得られた． 

 体内受精におけるクレアチンの影響
について，クレアチン拮抗剤をマウス
腹腔に投与し検討した結果，卵胞発育
と排卵に影響はないが，受精率が著し
く低下した（図 3）．つまり，クレアチンが精子の受精能力に重要な因子であると結論付け
られた． 



 さらに，このクレアチンの精子受精能保持作用に着眼し，微少数精子による体外受精系の
開発を試みた結果，1つの卵当たり 5匹という超微少数の体外受精系を開発した． 

 
④ 低グルコース条件における精子運動パターンの解析 
 子宮内腔内の低グルコース条件を再現し，精子の運動パターンを解析した結果，精子の直
進性が向上し，その直進速度も早まった（図 4）．この時，精子のミトコンドリア活性が上
昇し，ATP 産生が高まることも明らかとなった． 

 そこで，精子のミトコンドリアにおける電子伝達系酵素の動態を解析した結果，その量に
変化はなかった．しかし，それらのうちミトコンドリア DNA がコードする遺伝子の発現が
有意に上昇した．そこで，ターンオーバーが生じていると仮定し，ミトコンドリア特異的
タンパク質翻訳抑制剤の影響を検討した結果，ミトコンドリア DNA にコードされるタンパ
ク質量が減少し，直進速度も低下した． 
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