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研究成果の概要（和文）：トリプシンは、消化酵素として一般的に知られているが、配偶子
形成への作用に関する報告は全くない。本研究はトリプシンの魚類の精子形成および受精
に対する作用の解析を行った。その結果、トリプシンは減数分裂の開始、精子変態および
受精に重要な働きをすることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Trypsin is well known as a pancreatic enzyme that is typically 
secreted into the intestine to digest proteins. In this study, I provide strong evidence that the 
testicular trypsins are important factors in the control of meiosis, spermiogenesis and fertilization 
using fish models. In other words, trypsin is a multifunctional factor in male reproduction. 
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 直接経費 間接経費 合 計 
２００８年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 
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２０１０年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

２０１１年度 3,200,000 960,000 4,160,000 

  年度  

総 計 14,800,000 4,440,000 19,240,000 
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１．研究開始当初の背景 

生物は、生殖を行うことにより、その
たびに若返りながら生命の連続性を保ち
続けてきた。生物の生殖の基本原理を解
明することは、有用生物資源の増大、希
少種の保護、ヒトの少子高齢化対策等に
大きく貢献するものと考えられる。精子
形成および卵形成の過程は、配偶子を作
製する過程であり、生殖プロセスの中心
的な役割を担う。精子形成は、体細胞分
裂による精原細胞の増殖過程、減数分裂、
精子変態および精子成熟の各過程からな
り、また卵形成は、卵原細胞の増殖、減
数分裂、卵成長（魚類では卵黄形成）、卵

成熟の過程からなる。これらは、過程自
体が複雑であるとともに、その進行には
様々な因子が関与しており、非常に複雑
に制御されている。これらの過程を生体
外で人為的に制御することができれば、
全く新しい概念の生物生産技術や遺伝子
資源保全技術を確立することも可能であ
る。 

これまでの研究により、雌雄両配偶子
形成での減数分裂開始の引き金を引く因
子が、魚類特有の黄体ホルモン系ステロ
イドである 17,20-ジヒドロキシ-4-プレ
グネン-3-オン（DHP）であることを突き
止め、これを証明し、減数分裂開始の制
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御機構全貌解明の突破口を開くとともに、
本来減数分裂を起こす時期ではないステ
ージの生殖細胞に対し減数分裂を誘導す
ることに成功した（Miura et al. PNAS 
2006）。さらに、DHP の下流で作用する
分子の候補を遺伝子発現差解析により検
索し、減数分裂の制御に関わると考えら
れる２５種類の候補遺伝子のクローニン
グに成功した（Ozaki et al. 
Endocrinology 2006）。これらの候補のう
ち、 も減数分裂の関わりが深いと考え
られたのが、本申請の主役であるセリン
プロテアーゼの一種であるトリプシンで
ある。 
トリプシンは、消化酵素として一般的に知ら
れているが、配偶子形成への作用に関する報
告は全く存在しない。 
２．研究の目的 
本研究では、トリプシンが配偶子形成、

特に精子形成の制御に作用しているか否
か、しているのであれば、精子形成の何れ
の過程で、どのように作用しているのかを
分子レベルで明らかにすること目的とし
て行われた。 
 
３．研究の方法 
ニホンウナギの精巣器官培養系、精原細胞と
精巣体細胞の共存細胞培養系および人為催
熟させた雌雄ウナギを用いてトリプシンの
精子形成、精子変態および受精に対する作用
を分子・細胞学的に調べた。 
４．研究成果 
トリプシンの精子形成への制御機構を

調べるモデル生物として、ニホンウナギ
（Anguilla japonica）を用いた。ニホンウ
ナギ雄は、飼育環境下では精巣中に、増殖
開始前の精原幹細胞のみが存在し、それ以
上に発達した生殖細胞は認められない。こ
の様なウナギに対し、外因性の生殖腺刺激
ホルモンを投与すると精子形成が惹起さ
れ、精子が得られるまでに成熟を誘導でき
る。またその精子形成は、ほぼ同調して進
行する。さらに上述のように、申請者が世
界に先駆け開発した精巣器官培養系
（Miura et al. PNAS 1991）､あるいは精
原細胞と精巣体細胞の共存細胞培養系
（Miura et al. Dev. Growth Diff. 1996）
により、試験管内で減数分裂を含む全精子
形成過程を精子形成誘起ステロイド：11-
ケトテストステロンを培養液に添加する
ことにより再現できる。この様にウナギは、
減数分裂開始の制御機構を解析する上で
優れた形質を多数有している。これらの利
点に加え、ウナギの実験系で遺伝子操作の
手法を用いることができれば、他に類を見
ない強力な減数分裂開始機構の解析系と
なることは間違いない。 

トリプシンの精巣での発現制御を、ウナ
ギ精巣器官培養系を用いて行った。トリプ
シンは、精子形成を制御する性ステロイド
ホルモン；11-ケトテストステロン、エス
トラジオール-17および DHP の内、DHP
の刺激によってのみ、著しく精巣での発現
を誘導した。また、その精巣での発現部位
は、減数分裂開始前の後期 B 型精原細胞
を取り囲むセルトリ細胞であることが、免
疫組織学による解析で明らかとなった。ト
リプシンの精子形成での機能を明らかに
するために、ウナギ組換体トリプシン、ト
リプシンの作用を阻害するセリンプロテ
アーゼの阻害剤、抗—ウナギトリプシン抗
体を用い、トリプシン精子形成への作用を
精原細胞およびセルトリ細胞の共存細胞
培養系により調べた。セリンプロテアーゼ
阻害剤および抗トリプシン抗体は DHP に
よる精原細胞の DNA 合成のみを阻害し、
11-KTによるDNA合成を阻害しないこと、
DHP 組換体トリプシンが精原細胞の
DNA 合成を促進することから、トリプシ
ンは精子形成の過程のうち DHP により制
御される精原細胞のDNA合成に作用する
ことが明らかとなった。 
精原細胞での DNA 合成は、体細胞分裂

による増殖分裂時、および減数第一分裂前
期に起こる。DHP による DNA 合成は、
その濃度により増殖分裂と減数分裂前期
の何れにも作用するものと考えられてい
る（Miura et al. 1996 PNAS）。トリプシ
ンにより刺激した精原細胞を、減数分裂マ
ーカーである spo11 抗体を用いて免疫染
色を施したところ、特異的に染色されるこ
とから、トリプシンは減数第一分裂前期の
制御に関わるものと推察された。しかしな
がら、電子顕微鏡による観察の結果、トリ
プシン処理を施した精原細胞には減数分
裂時の相同染色体の対合を示すシナプト
ネマ構造が観察されなかったことから、減
数分裂の制御にはトリプシン以外の何ら
かの因子の存在が必要であるものと考え
られた。 
トリプシンの精巣での発現を詳細に観

察すると、先に述べたセルトリ細胞以外に、
精細胞および精子の細胞膜に存在するこ
とが免疫組織学的解析により明らかとな
った。そこで、これら精子形成後期の生殖
細胞に対するトリプシンの作用メカニズ
ムを解析した。 
本来精子変態をしないステージである

精原幹細胞を単離し、トリプシンを添加し
た培養液で培養すると、精原細胞の核は伸
長し、また、鞭毛用の構造が出現した。こ
れらのトリプシンにより形態変化した精
子を抗チュウブリン抗体を用いて染色し
たところ、細胞体上に正常精子で認められ



 

 

るマンシェット構造様のチューブリンの
束が観察されるとともに、鞭毛用構造もチ
ュウブリンを含むタンパクで構成されて
いることが明らかとなった。これらのこと
から、トリプシンは精子変態時の形態変化
にも重要な働きを示している可能性が示
された。 
精子上でのトリプシンの存在部位は細

胞膜上であるが、特に精子の先端部分で特
に強い発現が認められた。ウナギを含む硬
骨魚類の精子には、一部の例外を除き、先
体が存在しないが、受精時にプロテアーゼ
が働く可能性は否定できない。そこで、精
子膜上に存在するトリプシンあるいはト
リプシン様プロテアーゼが受精に関わる
か否かを、抗トリプシン抗体およびセリン
プロテアーゼ阻害剤を用いたウナギの受
精実験により確かめた。その結果、抗トリ
プシン抗体およびセリンプリテーゼ阻害
剤により精子を処理すると、受精率の著し
い低下が観察された。この現象は、ウナギ
だけではなくハタ科の魚類によっても確
認された。これらの結果から、トリプシン
様のプロテアーゼは、受精にも重要な役割
を果たすことが、明らかとなった。 
上述のように、トリプシンは減数分裂の

制御に関わるものの、単独では減数分裂の
全過程を誘導することが出来ない。そこで、
トリプシン以外の減数分裂の制御に関わ
る因子、あるいはトリプシンとの相互作用
によって減数分裂の制御に関わる因子の
検索を行った。 
減数分裂を誘導する性ステロイドホル

モン：DHP により精巣で発現が誘導され
るものの中にシステインデオキシゲナー
ゼ（CDO1）がある。この酵素は、システ
インからタウリンを合成する際に必須の
酵素である。そこで、本研究では、トリプ
シン以外の減数分裂の制御に関わる因子
の候補の一つとしてタウリンに着目して、
研究を行った。 
アミノ酸の誘導体であるタウリンは、肝

臓で合成され、様々な生理機能を有してい
ることが知られているが、配偶子形成への
作用に関する知見は、ほとんど存在しない。
タウリンの精子形成および減数分裂への
作用を解析する第一段階として、精巣での
タウリン合成機構について調べた。 
ウナギの生体外精巣器官培養系を用い

て、タウリンの精巣での産生機構を調べた。
タウリン合成には、上述の CDO とシステ
インするフィン酸脱炭酸酵素（CSD）が関
わっているが、これらの酵素のうち CDO
のみが DHP の刺激により精巣での発現が
遺伝子レベルで誘導され、タウリンの産生
を誘起することが明らかとなった。CDO
および CSD の精巣内での局在により、タ

ウリンが精巣のどこで産生されているか
を調べたところ、セルトリ細胞で産生され
ていることが明らかとなった。 
タウリンが精子形成に及ぼす作用を各

種生体外培養系により調べた。その結果、
タウリンには精原細胞のDNA合成と活性
酸素除去酵素（SOD）の活性を促進させ
る作用があること、この作用は、タウリン
の細胞への輸送を司り、DHP の刺激によ
り精巣での発現が促進されるタウリント
ランスポーター(TauT)を介していること
が明らかとなった。 

DHP の作用により発現が誘導されるタ
ウリンとトリプシンの間に相互関係があ
るか否かを生体外培養系により解析した。
その結果、タウリンとトリプシンは、精原
細胞でのDNA合成を相互に促進し合って
いることが明らかとなり、その機構はトリ
プシンがタウリントランスポーターの発
現を誘導し、これによってタウリンの精原
細胞内への輸送が促進されることが明ら
かとなった。 
タウリンとトリプシンの相互作用が減

数分裂の制御に関わるか否かを解析した。
その結果、タウリンとトリプシンの相互作
用により、精原細胞で、減数分裂時の相同
染色体の対合を示す分子マーカーSYCP3
の発現が誘導されることから、両因子の相
互作用により減数分裂が誘導されること
が明らかとなった。この相互作用のメカニ
ズムは、トリプシンが減数分裂の誘導に関
わる spo11の発現を誘導するとともに、
TauT の発現を誘導し、精原細胞内に DHP
の刺激により精巣内で合成されたタウリ
ンを精原細胞内に輸送し、さらに輸送され
たタウリンが spo11のスプライシングを
誘導し spo11を出現させ、この２種類の
spo11 が減数分裂を誘導することが明ら
かとなった。 
以上本研究では、精巣で発現が認められ

た消化酵素：トリプシンが精子形成および
受精に重要な働きを持つこと、特に減数分
裂の過程に関して、トリプシンとアミノ酸
誘導体であるタウリンが、相互に作用し制
御していることを明らかにした。 
今後これらの基礎研究の成果が、精子形

成に限らず、卵形成も含めた配偶子形成の
制御機構の解明、さらには新しい生物生産
技術の確立にも役立つものと考えられる。 
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