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研究成果の概要（和文）：本研究では、脊索動物精子の運動を制御するCa2+シグナル系の解析を行った。
まず、ホヤの細胞膜型Ca2+-ATPase (PMCA)は、精巣特異的なスプライスバリアントが存在した 。精子誘引物質
はPMCAの種特異的な細胞外配列を認識し、細胞内の精巣特異的配列が精子の活性化と走化性に関与していると思
われる 。
また、RNAseq解析によりクサフグの遺伝子発現プロファイルの解析を行った。 結果、62個のCa2+シグナル系遺
伝子が精子形成期後期に発現上昇することがわかった。これには多くのグルタミン酸受容体、電位依存性Ca2+チ
ャネル、PMCA、Na+-K+/Ca2+交換体などが含まれていた。 

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the Ca2+-signaling system that regulates chordate
 sperm motility.
First, we found a testis-specific splice variant in the ascidian plasma membrane Ca2-ATPase (PMCA). 
Sperm attractants recognize species-specific extracellular sequences of PMCA, and intracellular 
testis-specific sequences may be involved in sperm activation and chemotaxis .
We also analyzed the gene expression profile of the pufferfish by RNAseq analysis. The results 
showed that 62 Ca2+-signaling genes were upregulated in the late stage of spermatogenesis. These 
included many glutamate receptors, voltage-gated Ca2+ channels, PMCA, and Na+-K+/Ca2+ exchangers. 

研究分野：生殖生物学・細胞生理化学

キーワード： 受精　精子　鞭毛運動

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
精子運動調節の分子機構は哺乳類を中心に解析がすすめられ、精子特異的Ca2+チャネルCatsperが唯一のCa2+チ
ャネルとして働くことが知られている。しかしCatSperは脊椎動物でも無顎類、真骨魚類、両生類、鳥類で欠失
している。本研究は真骨魚類をもちいた初めての精子運動調節におけるCa2+シグナル系の解析であり、精子運動
調節の普遍性と進化の理解に大きく寄与すると自負する。また、将来的な男性不妊治療や繁殖技術の改良にむけ
たシーズとなることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 精⼦は雄体内では運動しておらず，放精後に運動を開始する。さらに、卵への⾛化性や，
卵周辺部での超活性化等，刻々と運動状態を変化させながら受精に⾄る。この精⼦運動は，卵
由来物質の雌側因⼦や，精漿といった雄側因⼦によって制御されており，特に卵に対する精⼦
の⾛化性は，ホヤやクラゲなど体外受精を⾏う動物では原則的に種特異的な現象であることが
知られ(1)，精⼦が同種の卵を⾒出し，受精を確実とするシステムとして働いている。申請者等
はこれまでにホヤにおける精⼦⾛化性の研究を⾏い，誘引物質として SAAF とよぶステロイド
誘導体を同定し(2)，SAAF は細胞膜型 Ca2＋-ATPase (PMCA)に作⽤して精⼦鞭⽑内 Ca2+濃度を調
節し，鞭⽑運動を制御していることを明らかとしている(3, 4) (図 1)。他の動物の精⼦運動調節機
構においても精⼦内の Ca2+シグナル系が関わることが知られている(5, 6)。 

近年は Ca2+シグナル系に関わる分⼦が次々と同定され，
精⼦特異的 Ca2+チャネル(CatSper), 精⼦特異的 K+チャネル
(Slo3), 精⼦型 Na+/H+交換体(sNHE), 電位依存性 H+チャネル 
(Hv)といった分⼦がこのシグナル系を担うことがわかって
きた(7) (図 1)。特に哺乳類では，数多くある Ca2+チャネルの
中で CatSper が唯⼀精⼦において機能するチャネルである
ことが解り(7)，棘⽪動物であるウニにおいても精⼦⾛化性
に関与することが⽰唆されていることから(8)，CatSper は精
⼦内 Ca2+調節の全てを担う最重要分⼦とされている。その
⼀⽅で，CatSper は進化的にあまり保存されておらず，脊索
動物の中でも両⽣類や真⾻⿂類等には存在しない(9)。 

⼀⽅，ホヤでは，哺乳類と同様に CatSper が存在するが
(9)，精⼦⾛化性には Ca2＋の排出に働く細胞膜型 Ca2＋-
ATPase (PMCA)が精⼦誘引物質 SAAF の受容に関与し，精
⼦運動の調節に深く関わることが申請者らによって明らか
となった(図 1) (4)。PMCA はもともと Ca2＋の排出にかかわ
るハウスキーピングな膜タンパク質として知られ，シグナ
ル伝達系での役割は考えられていなかった。⼀⽅，PMCA
はマウスにおいてもサブタイプの⼀つである PMCA4 が精
⼦運動に深く関わることが報告されており(10)，重要性は明
らかであるものの，研究はほとんど進んでいない。 

このように，精⼦運動調節は精⼦内の Ca2＋上昇が引き⾦
となる，極めて保存性の⾼い細胞応答系であるにもかかわらず，そこに関与している Ca2＋シグ
ナル伝達系は脊索動物の中でさえもかなり異なっていることが解ってきた。そこで脊索動物の
受精の分⼦機構の進化と多様性を明らかにするためには，研究が進んでいる哺乳類とホヤ（尾
索動物）のあいだを埋める動物群，特に CatSper を持たない⿂類等の研究が必要不可⽋である。 

ところで，真⾻⿂類における精⼦運動調節の研究は，1980~90 年代に精⼒的に⾏われ，精⼦
運動の誘起は浸透圧の変化で起こる等，基本的知⾒が得られている(11)。しかし，分⼦⽣物学的
な解析はほとんどなされておらず，浸透圧の変化の感知機構や，過分極や Ca2+応答を担うチャ
ネルの実態等，未だほとんど解っていないのが現状である。⼀⽅で真⾻⿂類でもゲノム情報は
蓄積しつつあり，精⼦運動調節の分⼦基盤を探るための準備は万全に整っていると⾔える。 

そこで我々は，「精⼦機能調節における Ca2+シグナル系の解明」を⽬指し，特に⾮常に重要な
分⼦でありながら，多くの動物で⽋損している CatSper に着⽬しつつ，まずは脊索動物における
分⼦機構の進化の解明を⽬指して本研究を⽴案した。 

 

２．研究の目的 

 本研究は，上記のように精⼦機能調節における Ca2+シグナル系の解明を最終的な⽬標とし，
具体的には脊索動物において（１）精⼦運動を制御する Ca2+シグナル系における CatSper を中⼼

図1：精子走化性に関与するCa2+シグナル系

の比較。各分子の略称は本文を参照。 
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とした Ca2+チャネル（流⼊系）と PMCA を中⼼とした Ca2+ポンプ（排出系）の役割の解析，及
びCatSper が関与しない系として（２）真⾻⿂類精⼦の運動開始を担う Ca2+シグナル系を司る分
⼦の同定を⾏い，最終的に受精システム内でこれらの知⾒を統合し，Ca2+シグナル系の上流，
下流も考慮した(3) 脊索動物精⼦の運動調節機構の解明を⽬指すことを期間内の⽬標とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 精⼦運動調節に関わる Ca2+シグナル系の解析：カタユウレイボヤ Ciona intestinalis を⽤いて，
哺乳類で必須である CatSper を中⼼とした Ca2+流⼊系，及びホヤの精⼦誘引物質の受容に関わる
PMCA を中⼼とした Ca2+排出系が，精⼦運動調節における Ca2+調節にどのように関わるかを検
討した。ゲノム編集により Ca2+シグナリング系に関わる遺伝⼦の遺伝⼦改変ホヤを作出し，そ
の精⼦を⽤いて精⼦運動制御に関わる機能を解析することを試みた。また，精巣特異的発現プ
ロモータの探索もおこなった。 

(2) 硬⾻⿂類精⼦の運動開始を担う Ca2+シグナル系の同定：CatSper の存在しない真⾻⿂類でも，
精⼦運動の開始には Ca2+シグナル系が関与する。そこで，哺乳類及びホヤでの知⾒や⼿法を⿂
類精⼦に適応し，真⾻⿂類精⼦の運動開始に関与する分⼦の同定を⽬指した。実験材料として
は，知⾒が豊富であり，三崎臨海実験所で得ることが容易なクサフグ Takifugu alboplumbeus を
⽤いた。まず精⼦運動活性化に関与する分⼦について，特に Ca2+チャネル及び浸透圧感知分⼦
の同定を，Piezo や Trp 等浸透圧応答の機能が報告されている分⼦に対する市販の阻害剤を⽤い，
精⼦運動開始に関する効果を検討した。また，クサフグの精⼦形成過程と精⼦で発現するタン
パク質の遺伝⼦発現プロファイルの詳細がわかっていなかったため，１⽉から５⽉にかけてク
サフグ精巣をサンプリングし，精⼦の形成過程と RNAseq による遺伝⼦発現プロファイルの網
羅的解析を⾏った。 

(3) 脊索動物精⼦の運動調節における Ca2+シグナル系の調節機構：精⼦⾛化性の種特異性の解明
を⽬指し，既に精⼦誘引物質の構造が判明しているスジキレボヤ Ascidia sydneiensis，およびナ
ツメボヤ A. ahodori，ザラボヤ A. zara，ユウレイボヤ Ciona savignyi，Phallusia mammilata，P. 
philippinensis，の５種の PMCA のクローニングを⾏い，塩基配列を同定した。さらに，SAAF を
認識すると予想される部分を推測した。 

 

４．研究成果 

(1) 精子運動調節に関わる Ca2+シグナル系の解析:  

 哺乳類で必須である CatSper を中⼼とした Ca2+流⼊系が，カタユウレイボヤの精子走化性にも
関わるかどうかを検討した。まず，カタユウレイボヤにおけるCatSper遺伝子の詳細な発現プロ
ファイルをリアルタイム PCRにて詳細に調べた。その結果，精子以外でも鰓や筋肉で発現して
いることを明らかとした。 

 一方，SAAF 受容体として機能すると思われる PMCA のより詳細な機能を調べるため，カタ
ユ ウ レ イ ボ ヤ Ciona 
intestinalis を用いて，ゲノ
ム編集により PMCA遺伝子
の遺伝子改変ホヤの作出を

行ったが，最終的に性成熟

まで育てることが叶わず，

精子を採取可能な成熟個体

を得ることができなかっ

た。また，PMCA と SAAF
の相互作用および立体構造

解析を行うことを想定し，

PMCA の大規模組換えタン
パク質発現系の再構築を目

指し，これまで確立した昆

虫細胞での発現に加え，哺

図 2：クサフグ精巣の成熟過程。A〜D：精巣の外見。サンプリング日時：
2021/3/3（A） 2021/3/31（B） 2021/4/8（C） 2021/4/30（D）。E〜G：精巣の
パラフィン包埋切片（ヘマトキシリン-エオシン染色）。サンプリング: 3/3（E，精
⼦形成期初期)，4/8（F，精⼦形成期中期)，4/30（G，精⼦形成期後期)。黒矢尻：
精巣，白矢尻：精原細胞，赤矢尻：精母細胞，緑矢尻：精細胞･精子。 



 
乳類細胞での発現系構築を試みた。しかし，立体構造解析に十分なタンパク質発現系の確立は

出来なかった。 

(2) 硬骨魚類精子の運動開始を担う Ca2+シグナル系の同定:  

 クサフグ Takifugu alboplumbeus を⽤い，まず精⼦運動に対する各種阻害剤を試み，関与する
分⼦の推測を試みた。TGN-020 や TC AQP1.1 等，Aquaporin サブタイプの阻害剤を中⼼に精⼦運
動に影響を与える阻害剤の探索を試みたが，予想に反して試みた薬剤で精⼦運動開始を阻害す
るものはなかった。 

 次に，精巣を各種成熟段階でサンプリングし，精⼦の形成過程と RNAseq による遺伝⼦発現
プロファイルの網羅的解析を⾏った。まずクサフグ精巣の成熟過程について調査した。神奈川
県三崎周辺では，クサフグの繁殖期は５⽉半ばから７⽉上旬である。そこで，精巣⽣育段階と
考えられる 1 ⽉から５⽉にかけてサンプリングを⾏い，精巣のパラフィン包埋切⽚を作成して
ヘマトキシリン-エオシン染⾊により観察を⾏った。結果，１⽉下旬から３⽉初旬にかけて得ら
れた個体の精巣は⼩さく，減数分裂もほとんど⾏われておらず精原細胞中⼼に構成されている
が，３⽉下旬から４⽉上旬には減数分裂が盛んに⾏われており精⺟細胞が主となり，四⽉末に
はほぼ精⼦形成が完了していることがわかった(図 2)。この結果より，３⽉上旬の精巣を精⼦形
成期初期，４⽉上旬を精⼦形成期中期，4⽉末以降を精⼦形成期後期と定義した。 

 精⼦形成期初期にカテゴライズされた雄 4個体及び精⼦形成期後期にカテゴライズされた雄 4
個体から RNA を抽出し，RNA-seq 解析をおこな
った。次世代シーケンサー(NGS)によるシーケン
スデータをトラフグゲノムデータをリファレン
スとしたマッピング及び発現量定量化を⾏った
結果，すべてのサンプルにおいて良好なマッピ
ング率を⽰し，54412 の遺伝⼦(トランスクリプ
トバリアント含む)がマッピングされた。これら
のデータをもちいて発現変動遺伝⼦(DEGs)の解
析に⽤いたところ，8887 個の DEGs が検出され
た。このうち 2671 個は精⼦形成期初期で，6216
個は精⼦形成期後期で発現上昇していた。ダイ
ニン重鎖など精⼦でタンパク質として機能する
遺伝⼦の mRNA は精⼦形成期後期で発現上昇し
ている傾向にあり，後期に発現上昇している遺
伝⼦群に特に着⽬した。クサフグの精⼦
運動開始に関与する可能性があるイオン
輸送体を探索するため，検出された DEGs
から Ca2+の輸送に関する遺伝⼦群を抜粋
したところ，126個の DEGs が同定され，
そのうち 62遺伝⼦が精⼦形成期後期で発
現上昇，⼀⽅で 64遺伝⼦が発現減少して
いた。発現上昇が確認された遺伝⼦群に
は多くのグルタミン酸受容体関連遺伝
⼦，電位依存性 Ca2+チャネルのサブユニ
ッ ト の 他 ， 細 胞 膜 型 Ca2+-ATPase 
(PMCA)，Na+-K+/Ca2+交換体などが含まれ
ていた（図 3）。現在引き続きデータ解析
を進めている。 

(3)脊索動物精子の運動調節における Ca2+

シグナル系の調節機構:  

精子走化性の種特異性の解明を目指し，

スジキレボヤ Ascidia sydneiensis，ナツメ
ボヤ A. ahodori，ザラボヤ A. zara，ユウレ
イ ボ ヤ Ciona savignyi，Phallusia 
mammilata，P. philippinensis， の５種の

図3：精⼦形成期後期vs精⼦形成期初期のMAプロット。
精⼦形成期後期に発現上昇が確認された，おもだった
Ca2+シグナル系関連遺伝子を示す。TRPM7: transient 
receptor potential cation channel subfamily M member 7. CNG
チャネル: cyclic-nucleotide-gated cation channel. 

図 4 A：Atp2b バリアントのダイアグラム。白枠は細胞内領域，
灰色枠は細胞外領域，黒枠は膜貫通ドメインを示す。Variant b が
精子特異的。(B）各ホヤ Atp2b から翻訳された PMCA C 末端の推
定アミノ酸配列。星印はホヤ種間で保存されているアミノ酸をし
めす。色は各アミノ酸の構造と機能に応じて示す。 
 



 

PMCA の配列を同定し，配列を比較した。その結果，ホヤでは調べた全ての種に精巣特異的な
スプライスバリアントが存在し，ホヤ特異的な配列が 3′末端付近に検出されることが明らか
となった（図 4）(12)。さらに dN/dS解析の結果，ホヤ PMCAの細胞外ループ 1，2，4がポジテ
ィブセレクションを受け，種特異的に分化していることがわかった（図 5）(12)。これらのこと

から，精子誘引物質 SAAFは PMCAの細胞外ループ 1，2，4の種特異的構造を認識し，さらに
精巣特異的な C末端領域がホヤ精子の活性化と走化性に関与していると考えられる。 

 ⼀⽅，カタユウレイボヤでは，放卵放精が精子走化性の引き金になっていることがわかって
いる。その仕組みを調べたところ，ホヤ体内では卵は pH6 という低い pH で保存されており，

放卵時に卵周囲の pH が上昇することで，精子誘引物質の放出が開始することが明らかとなっ

た。一方で，精子側も放精時に pHの上昇がおき，その pH 上昇が精子運動を活性化するが，精

子の走化性応答には pHは影響ないことがわかった（図 6）(13)。 
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B 

図 5: A：SWISS-MODEL で構築したカタユウレイボヤ
PMCA の 3D 構造モデル。PMCA の 5 つの細胞外ループ
については dN/dS値を示す。B：各ホヤ PMCAの 5つの
細胞外ループのアミノ酸配列のアラインメント。下部
のカラースケールは dN/dS 値を示し，A と対応する。 

図 6:カタユウレイボヤの精子走化性に及ぼす pH
の影響。A：卵の精子誘引能に及ぼす pH の影
響。異なる pH で調製した卵海水を詰めたガラス
針の近傍での精子の走化性指数（LECI）を算出
した。B：精子走化性に対する pH の影響。カタ
ユウレイボヤ精子誘引物質である SAAF を含むガ
ラス針の近傍での精子の挙動を各 pH 条件で調べ
た。低 pH 条件下では卵に対する精子走化性は見
られないが，精子走化性自体は低 pH では阻害さ
れない。星印は，統計的に有意な点を示す（p < 
0.05, Dunnett の検定）。 
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