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研究成果の概要（和文）：鶏精子の温度による可逆的な不動化現象の機構を明らかにするために、
細胞膜の存在する正常精子と細胞膜を取り除いた除膜精子を用いて研究を行った。40℃で不動
化を起こしている正常精子に Ca2+を添加すると運動は再開した。その後、細胞内情報伝達物質
の一つである PI3 キナーゼの阻害剤を加えると、運動性が低下した。これに対して除膜精子で
は、運動抑制効果は認めらなかった。このことから、鶏精子の運動調節に PI3 キナーゼの関与
が示唆された。また、この酵素は細胞膜あるいは細胞質に存在するものと推察された。 

 
研究成果の概要（英文）：The possible role of PI3-K in the reversible temperature-dependent 
immobilization of fowl sperm motility was investigated by using PI3 kinase inhibitor.  
Intact fowl sperm motility in TES/NaCl buffer remained negligible at the avian body 
temperature of 40oC but was activated immediately after the addition of Ca2+.  The 
subsequent addition of inhibitor inhibited the motility again.  In contrast, these 
inhibition was not observed in the demembranated spermatozoa at 40oC.  These results 
suggest that PI3 kinase which is not retained in the axoneme and/or accessory cytoskeletal 
components, but in the cell membrane or cytoplasm, may be involved in the maintenance 
of flagellar movement of fowl spermatozoa at 40oC. 
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類と鳥類の繁殖現象の大きな違いの
一つに、雌性生殖道内における精子の受精能

保力持期間が挙げられる。哺乳類は、コウモ
リなど一部の動物種を除けば短く、24-48 時
間程度である。ところが、鳥類の精子は卵管



の精子貯留腺内で長期間生存できるが、この
機構については不明な点が数多く残されて
いる。ところで、精子の運動はダイニン
（ATPase）と称される酵素が ATPを分解す
ることで得られるエネルギーにより、微小管
を滑らせることによって引き起こされる。
「滑り運動」は、「外的環境」の変化を感知
して巧みに調節されている。例えば、鳥類の
精子は体温に近い 40℃で運動を停止し、温度
を下げると再び動き出す。これを温度による
可逆的不動化現象と称している。このような
現象は、哺乳類精子では見られない。むしろ、
最活発な運動を行っている。この現象が、上
述の長期生存機構に深く係わっているが、こ
のメカニズムについては全く明らかにされ
ていない。 
もし、鳥類精子の不動化現象が受精時にも

起こるとすれば、卵細胞との受精は不可能で
ある。なぜなら、精子が卵黄膜を通過する際、
哺乳類精子と同様に、精子自らの運動が必須
だからである。ところが、鳥類は排卵時に多
量の腹腔液を分泌し、この液は受精部位であ
る卵管漏斗部にも流入する。排卵時以外には、
このような現象は認められない。したがって、
腹腔液中に精子の運動を賦活化させ、受精を
助ける因子の存在が示唆された。我々はこの
点に着目して、鶏の排卵時の腹腔液を分析し
た。その結果、運動促進因子の一つとして
Ca2+の存在が明らかになった。卵管内で不動
化を起こしていた精子は、受精時になると、
これが加わるため一斉に運動を開始するも
のと推測される。しかし、その詳細は全く解
明されていない。 
 
２．研究の目的 
先にも述べたように、鳥類の精子は体温に

近い 40℃で運動を停止し、温度を下げると再
び動き出す。これを温度による可逆的不動化
現象と称している。鳥類精子は、「温度」と
いう外的環境に影響を受けながら、最終的に
は細胞内で巧みな運動調節を行っている。本
研究では、鶏精子を用いて、運動調節機構の
多様性を分子レベルで明らかにする目的の
ために行った。 
 
３．研究の方法 
供試精子は、白レグ成鶏から採取･混合し、

TES/NaCl緩衝液(pH 7.4)で洗浄したものであ
る。精子の運動性の観察は、ビデオカメラと
加温装置を取り付けた位相差顕微鏡を用い
て行った。細胞膜の存在する正常精子と
Triton X-100で細胞膜を取り除いた除膜精子
に、Ca2+や脱リン酸化酵素の阻害剤であるカ

リクリン Aを加え、その前後に阻害剤を添加
して、経時的な運動性の変化を観察した。精
子細胞膜の流動性は蛍光色素である
1,6-dyphenyl-1,3,5-hexatriene（DPH）を用
い、蛍光分光光度計で蛍光の異方性比を算出
することによって計測した。ホスファチジ
ル・イノシトール・3 キナーゼ（PI3K）阻害
剤として LY294002 を、対照試薬として
LY303511を用いた。さらに、Western blotting
法により、鶏精子に PI3K 抗体に反応する抗
原が検出されるか否かについても検討した。
また、一酸化窒素合成酵素（NOS）の阻害剤
として L-NMMA、L-NAME、L-NNA 及び L-NIL を
用いた。また、アンドロゲン・レセプターの
アンタゴニストとして flutamide を、アゴニ
ストとして 5α-dihydrotestosterone（DHT）
を使用した。さらに、プロテアソームの阻害
剤として AM114 を、26S 複合体によってユ
ビキチン化されたタンパク質の分解を抑制
するMG132を使用した。なお、ミオシンホ
スファターゼの阻害剤にはスペルミンを用
いた。 
 
４．研究成果 
PI3K 阻害剤（0～100 μM）を単独に添加し
ても、正常精子あるいは除膜精子の運動性は、
30℃及び 40℃ともに濃度の差異による影響
は認められず、30℃では活発な運動性を示し、
40℃では不動化を起こしていた。これに対し
て、40℃で不動化を起こしている精子に Ca2+

を添加すると運動は再開し、約 60％の値を示
した。ところがその後、阻害剤を加えると、
運動性は 10～20％まで低下した。添加順序を
逆にしても抑制効果が認められた。一方、除
膜精子に阻害剤を加えると、運動抑制効果は
認められず、対照区と同様の値を示した。ま
た Western blotting 法により、鶏精子内に
PI3K 抗体を認識するバンドが検出された。以
上の結果から、40℃における鶏精子の運動調
節に PI3K の関与が示唆された。また、この
酵素やその基質は軸糸あるいはそれに付随
する細胞骨格系ではなく、除膜によって溶出
する細胞膜あるいは細胞質に存在するもの
と推察された。 
次に、NOS 阻害剤を添加しても、0～100 μM
の濃度域では正常精子と除膜精子の運動性
に影響を及ぼさなかった。この現象は 2 mM 
CaCl2や 100 nM カリクリン A の存在下でも同
様であった。一方、30℃で活発に運動してい
る正常精子にアンドロゲン・レセプター・ア
ンタゴニストである flutamide を加えると、
運動性は濃度依存的に低下した。これに対し
て、アゴニストである DHT を先に加えて、あ



とから flutamide を添加すると、flutamide
の運動抑制効果は認められず、60％前後の値
を維持していた。また 40℃では、flutamide
の有無にかかわらず、正常精子は不動化を起
こしたままだった。これらの精子に運動促進
物質である Ca2+やカリクリン A を加えること
で運動が再開した。しかし、その後 flutamide
を添加すると運動性は再び低下した。添加順
序を逆にしても、flutamide の抑制作用を止
めることはできなかった。Flutamide の代わ
りに hydroxyflutamide を加えても同様の結
果が得られた。以上の結果から、鶏精子の運
動調節に NOS は関係しないものの、アンドロ
ゲン・レセプター活性が深く関与していると
推察された。また、このレセプターは、細胞
膜あるいは細胞質内に存在すると示唆され
た。 
さらに、0～10 μM の AM114 あるいは

MG132を添加して10分後の正常精子の運動
性は、30℃では全ての濃度域で 40％前後の
運動性を示した。40℃では、全ての濃度域に
おいて精子は不動化現象を起こし、運動は抑
制されたままであった。除膜精子の場合、
30℃では AM114及び MG132添加区ではい
ずれの濃度域とも 50～60％前後の運動性を
示した。30℃において、AM114 あるいは
MG132の存在下での Ca2+添加後の精子の運
動性は、AM114 添加区のみ Ca2+添加後に有
意に抑制された。40℃では、両阻害剤添加区
において、Ca2+添加後に運動性は回復したが
有意に抑制されていた。反対に Ca2+存在下で
の阻害剤添加では、30℃において有意な運動
抑制効果は見られなかったが、40℃では阻害
された。カリクリン Aを用いた同様の実験で
は、両区間に差異は認められなかった。同様
に、カリクリン A存在下での両阻害剤の添加
により運動性は抑制されたが有意差は観察
されなかった。一方、除膜精子において、
EGTA 添加により精子の運動性は低下した
が、阻害剤添加の有無にかかわらず Ca2+添加
後に運動性は回復した。以上の結果から、プ
ロテアソーム阻害剤である AM114 と
MG132 が鶏精子の代謝に関係なく運動性に
何らかの影響を及ぼしているものと推察さ
れた。 
一方、0～0.5 mMのスペルミンを添加して

10 分後の正常精子の運動性は、30℃では全
ての濃度域で 40％前後の運動性を示した。
40℃では、全ての濃度域で 10％前後の運動
性を示した。除膜精子の場合においては、
30℃では添加濃度が高くなるにしたがって
運動性は有意に低下した。40℃ではいずれの
濃度域とも不動化現象を起こしていた。正常

精子が活発な運動を行っている 30℃におい
て、スペルミン存在下での Ca2+添加後の精子
の運動性に変化は見られなかった。精子が不
動化を起こす 40℃では、スペルミン添加区に
おいて、Ca2+添加後に急激に運動性が回復し
た。反対に Ca2+存在下でのスペルミン添加区
では、30℃、40℃の両温度区において有意差
は見られなかった。一方、除膜精子において、
EGTA 添加により精子の運動性は低下した
が、スペルミン添加の有無にかかわらず Ca2+

添加後に運動性は回復した。カリクリン A存
在下でのスペルミン添加後の精子は、30℃、
40℃の両温度区において、有意な運動抑制効
果が見られた。精子の細胞膜流動性は、30℃、
40℃ともにスペルミン添加の有無に関係な
く、ほぼ一定の値を示した。以上の結果から、
スペルミンが鶏精子の軸糸に直接作用して
運動調節に何らかの影響を及ぼしているも
のと推察された。 
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