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研究成果の概要（和文）： 

 

 精子超活性化の調節には PPP（phosphoprotein phosphatase）と呼ばれる脱リン酸化酵素が

関与すると考えられている。本研究では、PPP のどの型がハムスター精子超活性化の調節に関

与するのかを調査した。その結果、PPP2 が精子超活性化の調節に密接に関与した。しかしなが

ら、PPP2 は精子タンパク質のチロシンリン酸化の調節とは関与しなかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

 It has been widely accepted that phosphoprotein phosphatases (PPPs) are associated with 
the regulation of sperm hyperactivation. In the present study, we examined the types of 
PPPs associated with the regulation of hamster sperm hyperactivaton. From the results, 
it is likely that PPP2 is closely associated with the regulation of sperm hyperactivation, 
although it is not associated with the regulation of tyrosine phosphorylation. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

 不妊症に占める原因のうち男性側の責任
は約 50％近くに存在する。中でも造精機能障
害が 90％以上を占め、そのうち約 60％は原
因不明とされ、特発性男性不妊症と呼ばれる。
特発性男性不妊症に対する治療として薬物
療法が行われるが、一般的にその有効性は低
く、生殖補助医療（assisted reproductive 
technology: ART）に移行することが多い。
ART の治療成績は良好であるが、一方では多
胎妊娠、卵巣過剰刺激症候群等の合併症の問
題を包含している。これら ART による合併症
を予防するためにも、精子の受精現象への理
解をさらに深め、ART に依存しない男性不妊
治療法の開発が望まれている。 
 射出精子は卵子と受精する能力を有して
おらず、雌性生殖路内で「受精能獲得」と呼
ばれる複雑な生理学的、機能的な変化をとげ、
はじめて受精することが可能となる。受精能
獲得精子は頭部では先体反応を、鞭毛では超
活性化と呼ばれる変化をとげる。超活性化は
精子鞭毛の高振幅非対称の特殊な運動であ
り、卵子の外側にある透明帯を貫通し、受精
するための推進力となる。これまで精子超活
性化は、Ca2+や cAMP、PKA によるタンパク質
リン酸化によって調節され、最終的に精子鞭
毛の A kinase anchoring protein（AKAP）と
呼ぶ 80kDa前後のタンパク質チロシンリン酸
化と強い関連があると理解されている。しか
しながら、PKA から AKAP のリン酸化までのリ
ン酸化カスケードは未だ十分に解明されて
いない。 
 

２． 研究の目的 

 

 リン酸化カスケードの調節にはタンパク
質リン酸化酵素であるキナーゼだけではな
く、脱リン酸化酵素であるプロテインフォス
ファターゼも関与している。本研究ではプロ
テインフォスファターゼの中でもセリン／
スレオニンフォスファターゼ（PPP）に焦点
を当て、精子超活性化の調節に関与すると考
えられる精子リン酸化タンパク質および PPP
サブファミリーを検索した。 
 
３．研究の方法 

 
(1) 精巣上体より採取したハムスター精子

を培養液中で超活性化させ、顕微鏡下
に超活性化を観察し、精子超活性化率
の変化を解析した。 
精子運動率(%)=運動精子数/全精子数
x100 
精子超活性化率(%)=超活性化精子数/
全精子数 x100 

 
(2) 超活性化過程にある精子からタンパク

質を抽出し（図 1）、抗リン酸化チロシ
ン抗体を用いたウエスタンブロッティ
ングを行い、超活性化の間にチロシン
リン酸化する精子タンパク質を検出し
た。 

 
図 1 精子タンパク質プロトコール 
 
 

(3) 抗PPP1CA,1CB,1CC抗体、抗PPP2抗体、
抗 PPP3 抗体を用いたウエスタンブロ
ッティングで精子タンパク質中の PPP
の存在を確認した。 

 

(4) PPP 阻害による精子超活性化への影響
を見るために、PPP 阻害剤(PPP1/2 阻害
剤：オカダ酸、カリキュリン A、トー
トマイシン、PPP3 阻害剤：デルタメス
リン、フェンバレレート)（表 1）の添
加による精子の超活性化率の変化を解
析した。 

 表 1 PPP 阻害剤の IC50（50%阻害濃度） 

 

(5) PPP1CA および PPP2 の活性をそれ自身
のリン酸化・脱リン酸化を見ることに



より評価した。尚、PPP1CA は Thr-320
のリン酸化、PPP2 は Tyr-307 のリン酸
化により不活性化することが解ってい
る。 

 

(6) 最後に、精子タンパク質のチロシンリ
ン酸化の変化をウエスタンブロッティ
ングにより確認し、PPP1/2 阻害剤添加
精子における変化と比較した。 

 
４．研究成果 
 
(1) ハムスター精子は 3 時間で概ね超活性化

を完了した。 
 

図 2 精子運動率・超活性化率の変化 
 

(2) 精子が超活性化する間に時間依存性に増
強する 12 種類のタンパク質チロシンリ
ン酸化を検出した。 

 

(3) 精子中に PPP1CA、PPP1CC、PPP2 および
PPP3 が存在することを確認した。 

 

(4) PPP1および 2の阻害により精子超活性化
は有意に促進されたが、PPP3 を阻害して
も不変であった（図 3-5）。 

 
 図 3 オカダ酸の PPP1/2 阻害による精子超
活性化の影響 

 

 図 4 カリキュリン A の PPP1/2 阻害による
精子超活性化の影響 

 

 図 5 デルタメスリンの PPP3 阻害による精
子超活性化の影響 

 

(5) 精子PPP1CAは運動開始から2時間までリ
ン酸化状態であり、3 時間以降で脱リン
酸化した。一方、PPP2 は運動開始直後で
はリン酸化しておらず、0.5 時間以後リ
ン酸化した。PPP1CC のリン酸化は評価で
きなかった。 

 

(6) そして、PPP2 を阻害したにも関わらず
AKAPの候補と考えられる 4種類のタンパ
ク質チロシンリン酸化はコントロールと
不変であったが、一方 PPP1 を阻害すると
増強した。 

 
 ハムスター精子中に PPP1CA、PPP1CC、PPP2
および PPP3 が存在したが、PPP3 は精子超活
性化と関連性がなかった。また、PPP2 を阻害
することにより精子超活性化が促進された
ことにより、PPP2 は精子超活性化と関連性が
あることを初めて報告した。PPP1CA は精子超
活性化が始まってから不活性化し、一方 PPP2
は始まる前に不活性化した。時間経過を考え
ると PPP1CA より PPP2 が作用していることが



想定される。一方 PPP1CC はリン酸化を確認
することが出来ず、PPP1CC が超活性化に関わ
っているかどうかは不明であった（図 6）。 

 
 
 図 6 精子超活性化間の PPP 活性 
 
 また、AKAP の候補と考えられる 4 種類のタ
ンパク質チロシンリン酸化は PPP2 阻害によ
り調節された精子超活性化と関与しない傾
向にあり、PPP2 の作用部位は今まで報告され
ている精子受精能獲得を調節するリン酸化
カスケードとは異なる可能性があると評価
した。 
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