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研究成果の概要（和文）： 
受精の過程において精子の運動能・受精能が調節されるメカニズムについて解明することを目

的とし、本課題においては、主に精子走化性機構、及び精漿による精子の受精能調節機構の 2
点に研究内容を絞って研究を推進した。そして、精子走化性において重要な役割を果たしてい

る精子鞭毛内 Ca2+濃度には細胞膜型 Ca2+ポンプが関与していること、マウス精嚢由来タンパク

質 SVS2 が in vivo での精子の受精能獲得の調整に必須であることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We are aiming to elucidate of control mechanisms of sperm movement and function during fertilization.  
In this study, we have studied on chemotaxis of ascidian spermatozoa and regulation of sperm 
capacitation by seminal plasma.  Finally, we have found that a plasma membrane Ca2+/ATPase is 
involved in ascidian sperm chemotaxis.  In mouse, seminal vesicle secretion 2 (SVS2) is essential for 
regulating sperm capacitation in female genital tract. 
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１．研究開始当初の背景 
 精巣内で形成された精子は、機能的にはま
だ未熟である。この未熟な精子は精巣上体で
運動能を獲得し、放精の際に運動を開始する。
さらに多くの動物では、卵由来の物質によっ
て活性化され、卵へ走化性運動を行う。この

過程において、卵や雌性生殖器分泌因子によ
り精子の最終成熟が起こり、受精能を得る。
そして卵周辺部において先体反応を起こし、
受精に至る。また哺乳類をはじめとした一部
の動物では、この受精過程において精漿に含
まれる因子が精子の運動能変化や受精能獲得
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に対して抑制的に働くことが判っている。こ
の卵由来物質や精漿といった、精子の外部環
境因子による精子受精能の制御は、受精にお
いて必要不可欠な現象であり、注目されてい
る研究分野である。 
 卵由来物質による精子活性化は古くより数
多くの報告があり、精子活性化物質もいくつ
かの種でとられている。一方、卵への精子走
化性は現象としては多くの動物で知られてい
るが、そのメカニズムはあまりわかっていな
いというのが現状であった。一方、受精能獲
得は主に哺乳類精子において見られ、さらに
精漿には精子の受精能獲得を抑制する因子
（受精能抑制因子）が存在することが知られ
ている。そして、前立腺や精巣上体から、受
精能抑制因子の受精能抑制因子の幾つかの候
補が示されている。一方、副生殖腺の一つで
ある精嚢中からも精子運動抑制因子が同定さ
れている。しかし、未だに受精能抑制因子の
生理的作用はわかっていなかった。 
 我々の研究グループはこの受精時における
精子機能調節の研究にあたり、特に精子運動
調節機構の分野で数多くの成果を挙げてきた。
そこで、これまでの研究成果を土台として受
精能獲得機構と精子運動調節機構の研究を有
機的に結びつけ、精子の機能調節を統合的に
とらえた研究を推し進めるべく、本研究課題
を開始した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、受精時における精子の運動
能・受精能の調節メカニズムを解明すること
を目的とした。具体的には、受精能獲得機構
と精子運動調節機構の研究を個々に進めつつ、
両者を有機的に結びつけながら解析すること
を目指した。 
 
３．研究の方法 
 受精の過程において精子機能が外来因子に
よって調節されるメカニズムを統合的に理解
することを目指し、本課題の実施期間におい
ては精子走化性と受精能抑制機構に研究内容
を絞り、精子活性化・誘引物質 SAAF による
カタユウレイボヤ精子運動調節機構、及び精
嚢由来の精漿成分 SVS2 によるマウス精子の
受精能調節機構の 2 点に研究内容を絞り、研
究をすすめることとした。具体的には以下の
通りである。 
 
(1) 精漿由来物質による哺乳類精子の受精能
調節機構の解明 
 我々の研究により、マウスにおいては精嚢
由来成分が精子の受精能獲得を抑制すること
が示され、その受精能抑制因子として、精嚢
分泌タンパク質 SVS2 が働くことを明らかに
していた。そこで、SVS2 と SVS2 受容体であ
るガングリオシド GM1 を足がかりに、SVS2 

KO マウスを用いた解析や分子生物学的手法
を用いて、主要なシグナル伝達機構を分子生
物学的に探索した。また SVS2 類似タンパク
質の機能を調べ、受精能抑制物質の生理作用
の解明に努めた。 
 また、研究分担者である吉田薫を中心に、
ヒト精嚢由来精漿タンパク質 semenogelin (Sg)
が精子受精能抑制因子として働きうるか、分
子生物学的、生理学的に検討を行った。 
  
(2) 卵由来物質 SAAF によるカタユウレイボ
ヤ精子運動調節機構の解明 
 我々は尾索動物カタユウレイボヤの精子誘
引物質 SAAF を同定し、ある程度の精子活性
化・走化性におけるシグナル伝達機構の解析
を進めている。そこでこのカタユウレイボヤ
を主に用い、精子誘引物質 SAAF と結合する
タンパク質をプロテオミクスの手法で探索し、
さらにカルシウムイメージングや運動解析を
通じて、運動能調節や受精能獲得機構におけ
る役割を調べた。また、カタユウレイボヤの
近縁他種を用いて精子活性化・走化性機構の
種特異性と共通性を探り、受精成立の効率化
について検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)精漿由来物質による精子の受精能調節
機構の解明： 
 我々は、マウスにおいて精嚢から分泌さ
れるタンパク質SVS2が精子の受精能獲得
を抑制する働きがあることを示している。
そこで本研究ではまずSVS2が交尾後子宮
内でどのように分布するかを調べた。交尾
後数時間経った雌より雌性生殖器を取りだ
し、抗SVS2抗体で染色したところ、SVS2
は子宮内膜に付着していたが、卵管では見
られなかった。また、SVS2と結合すること
が知られているGM1の分布をコレラ毒素
サブユニットBで染色したところ、やはり
発情期に子宮内膜でのみ存在していた。こ
のことは、交尾時に子宮内に侵入したSVS
2は子宮内膜にくっつき、卵管には侵入しな
いことを示している。 
 また、SVS2遺伝子のKOマウスの作成を
行った。そして、SVS2が実際にin vivoにお
いて精子の自発的な受精能獲得を抑制し、
正しい場所での受精能獲得を制御している
ことを明らかとした。 
 さらに、SVS2以外の精嚢分泌タンパク質
が受精能獲得の抑制に働くかどうかを調べ
たところ、SVS4も単独で受精能抑制に働く
ことがわかった。さらにSVS3は単独では受
精能抑制作用は無かったが、SVS2と協調し
て受精能抑制を促進することも明らかとな
った。 
 



 

 

(2)卵由来物質による精子運動調節機構の解

明： 
 我々は、顕著に精子走化性を示す動物であ

る尾索動物カタユウレイボヤを用いて研究を

行い、これまでにカタユウレイボヤの精子誘

引物質（SAAF）を同定した。このSAAFによ

る精子誘引機構を明らかにするため、センサ

ー分子であるSAAF受容体の同定を行った。 
 まず、光反応性官能基であるdiazirine基を導

入した光架橋性biotin-SAAFによるSAAF結合

タンパク質の検出をおこなった。カタユウレ

イボヤ精子を人工海水に懸濁後、光架橋性

biotin-SAAFを加えUV360nmを照射した。

SDS-PAGEサンプルバッファーで直接可溶化

したサンプルをSDS-PAGEにて分離、PVDF膜
に転写した後、HRP-streptavidinによるoverlay
で光架橋性biotin-SAAFラベルを検出したと

ころ、SAAF特異的に標識される370kDa (p370)
と150kDa (p150)のタンパク質が検出された。 
 次に、streptavidin-resin と biotin-SAAF を用

いた SAAF 固相化レジンによる SAAF 結合タ

ンパク質の pull down により受容体候補分子

の精製を行った。カタユウレイボヤ精子を窒

素ガスキャビテーション処理後、超遠心分離

により細胞膜画分を調整した。これを

0.1%NP-40 を含む PBS 中に超音波処理により

懸濁し、SAAF 固相化レジンよるアフィニテ

ィ精製を行った結果、p370 を含む SAAF 結合

タンパク質を得た。これを SDS-PAGE により

分離し、p370 のバンドを MALDI-TOF-MASS
をもちいた PMF 法により解析したところ、

細胞膜型 Ca2+/ATPase (PMCA/ATP2B3)と同定

された。カタユウレイボヤ PMCAは予想分子

量が 133kDa であるが、PMCA 抗体によるウ

エスタンブロッティングにより、約 130kDa
のタンパク質と共に p370 が認識されること

から、p370 が実際に PMCA であることが明

らかとなった。この PMCAについて、さらに

詳細な解析を行ったところ、カタユウレイボ

ヤ精子膜上では、128kDa の新規バリアント

が主に発現していることを明らかにした。さ

らに、抗 pan PMCA抗体 5F10を用いたカタユ

ウレイボヤ精子の免疫染色行ったところ、精

子では CiPMCA が鞭毛上に局在していること

が明らかとなった。 
 この CiPMCA を Sf9 細胞にて発現させ、フ

ローセル型の QCM（水晶発振子マイクロバラ

ンス）（NAPiCOS:日本電波工業（株））による

分子間相互作用測定を行ったところ、

CiPMCA 発現細胞に SAAF が結合することが

示され、実際 CiPMCA と SAAF が相互作用す

ることが明らかとなった。 
さ ら に 、 PMCA の 阻 害 剤 で あ る

5-(and-6)-carboxyeosin diacetate を取り込ませ

たカタユウレイボヤ精子は、運動速度等には

変化は無いが、SAAF に対する走化性を全く

示さなくなった。このことは、CiPMCA が実

際に精子走化性に関与することを示す。 
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