
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

研究活動スタート支援

2014～2013

遺伝子改変動物を用いた精子成熟過程におけるPATE4の機能解析

Functional analyses of PATE4 in sperm maturation using genetically modified mice

５０７１２５５１研究者番号：

野田　大地（NODA, Taichi）

大阪大学・微生物病研究所・特任研究員（常勤）

研究期間：

２５８９００１３

平成 年 月 日現在２７   ６   ９

円     2,000,000

研究成果の概要（和文）：体外受精では，精巣で作られて精巣上体尾部に貯蔵された精子 (尾部精子) が一般的に使わ
れている。一方，体内受精では，尾部精子に副生殖腺 (特に精嚢腺) 分泌成分が付加された精子が子宮内へ射出される
。体内受精における精嚢腺分泌成分の役割を明らかにするため，精嚢腺除去マウスを作製して野生型雌と交配させたと
ころ，雄の妊孕性低下が観察された。次に，精嚢腺で大量に存在するPATE4の機能解析を試みた。Pate4欠損 (KO) マウ
スを作製して，KO雄と野生型雌を同居させたところ，この雌からはほとんど産仔が得られなかった。Pate4 KO雄が不妊
傾向にある原因については，現在詳細な表現型解析をしている。

研究成果の概要（英文）：In general, cauda epididymal sperm are used for in vitro fertilization. However, 
in vivo, seminal vesicle secretions (SVSs) are attached to epididymal sperm when those sperm are 
ejaculated. To reveal the function of SVSs in vivo, male mice removed the seminal vesicle were made. 
Those males led to the decrease in male reproductive performance, suggesting the importance of the 
seminal vesicle in male fertility. Next, the function of an SVS called PATE4 (prostate and testis 
expression 4) was analyzed using genetically modified mice. Pate4 KO mice were created with a gene 
targeting method and then WT females cohabited with Pate4 KO males barely delivered newborns, indicating 
that Pate4 KO males tended towards subfertility. The cause of the phenotype in the Pate4 KO male will be 
analyzed in detail.

研究分野： 生殖生物学

キーワード： 精嚢腺
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１．研究開始当初の背景 
精巣で作られた精子は，精巣の隣の管組

織 (精巣上体) を通過して終末部 (尾部) 
に貯蔵される。射出時に，尾部に蓄えられ
た精子 (尾部精子) 表面に副生殖腺 (主に
精嚢腺，前立腺および凝固腺) 由来のタン
パク質が付加され，精子は子宮内へと射出
される。実験的に射出前の尾部精子を体外
に回収して子宮内に人工授精すると，精子
は卵子と受精できることから (Watson et 
al., BOR, 17, 1977)，副生殖腺タンパク質
の精子への付加は体内受精に必須ではない
と考えられてきた。一方で，精嚢腺タンパ
ク質を付着させた精子では，鞭毛の運動様
式が変化し (Peitz and Olds-Clarke, BOR, 
35, 1986; Peitz, J Reprod Fert,83, 1988)，
さらに子宮内人工授精の授精率も向上する
と報告された (Kawano et al., PNAS, 111, 
2014)。また Kawano らは，精嚢腺由来の SVS2 
(seminal vesicle secretion 2) は子宮の
殺精子作用 (子宮内での精子に対する白血
球の攻撃) から精子を保護する機能を持つ
と報告している。このように，異なった結
果が存在するため，副生殖腺 (特に精嚢腺) 
タンパク質が体内受精に及ぼす影響につい
て改めて検討する必要性が浮上した。 
 

２．研究の目的 
 本研究の目標は，副生殖腺，特に精嚢腺分
泌タンパク質の体内受精における役割を明
らかにすることである。そこで，申請者は精
嚢腺除去が雄の妊孕性に及ぼす影響を調べ
た後，射出時に精子へと付着して精子受精能
力の向上に関与することが示唆されている
精嚢腺分泌タンパク質 PATE4 (prostate and 
testis expression 4) の機能解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)【副生殖腺タンパク質の機能解析】 
副生殖腺タンパク質の体内受精における

役割を調べるために，副生殖腺のうち凝固腺
あるいは精嚢腺を外科的に除去したマウス
を既報に従って作製した (Pang et al., J 
Reprod Fert, 56, 129-132, 1979)。手術か
ら数ヶ月経過した後，それらの雄マウスを野
生型 (WT) 雌と交配させた。 
副生殖腺タンパク質の精子への付着が体

外受精に与える影響を観察するために，実験
的に射出精子の採取を行った。具体的には，
直腸にプローブを挿入して，ファンクション
ジェネレーターを使った電気刺激による人
工射精を試みた。直腸プローブの作製は
Tecirlioğlu らの報告を参考にした (Reprod 
Fertil Dev, 14, 363-371, 2002)。電気刺激
は 0.25 V から 0.5 dB ずつ上昇させて，2.94 
V になるまで行った (刺激時間 1 s, インタ
ーバル 10 s，60 Hz の正弦波を各電圧に対し
て 4サイクル行った)。 
精嚢腺分泌タンパク質の尾部精子への付

着が精子の体内受精能力の向上に与える影

響を既存の人工授精法 (Kawano et al., PNAS, 
111, 2014) により検討した。具体的には，
WT 精巣上体尾部から精子を採取して，PBS 中
で懸濁後，精嚢腺分泌液とともに子宮内に人
工授精した。 
(2)【マウス PATE4 の発現解析】 
 マウス PATE4 (アクセッションNo. AAI20765) 
の 52 番目から 69 番目のアミノ酸配列 
(CSTVSHFVGTKHVYSKQM) を抗原として，ウサギを
免疫動物としてポリクローナル抗体 (抗マウス
PATE4 抗体) を作製し，WT 雄マウスから採取し
た各組織由来のタンパク質を使ってウェスタン
ブロット解析を行った。 
(3)【Pate4欠損 (KO) マウスの作製】 
 KOMP から購入したターゲティングベクタ
ー (Project ID: CSD36005，図 1) をエレク
トロポレーション法により ES 細胞へ導入し
た。薬剤選択により耐性クローンをピックア
ップして，ゲノム DNA を抽出した。そのゲノ
ム DNAを鋳型とした PCRにより相同組換えを
起こした ES 細胞クローンをスクリーニング
した。核型が正常な ES 細胞クローンを 8 細
胞期胚へ注入し，その後受精卵を仮親の子宮
内に移植した。得られたキメラマウスを WT
雌と交配させて，生殖系列への寄与を確認し
た。3種類のプライマー (図 1の矢印 A-C) を
使ったPCRにより産仔のジェノタイピングを
決定し，得られた Pate4ヘテロ欠損マウス同
士を交配させて，Pate4 KOマウスを作出した。 
 
 
 
 
 
 

 
(4)【Pate4 KO マウスの表現型解析】 
 Pate4 KO 雄マウスを WT 雌マウスと交配さ
せて，KO 雄マウスの妊孕性を調べた。そして，
WT と Pate4 KO の雄マウスから精巣上体尾部
をそれぞれ採取して，尾部に含まれる精子の
濃度，鞭毛運動，形態および受精能力を CASA
や体外受精試験により調べた。 
 
４．研究成果 
(1)【副生殖腺タンパク質の機能解析】 
自然交配試験を 2か月行ったところ，凝固

腺ではなく精嚢腺を除去した雄マウスで妊
孕性の低下が観察された。この結果から，少
なくとも精嚢腺が体内受精に重要な役割を
果たすことが示唆された。精嚢腺除去マウス
の不妊傾向の原因については，現在詳細な表
現型解析を進めている。 
次に，副生殖腺タンパク質の尾部精子への

付加が体外受精に及ぼす影響を調べるため
に，電気刺激を用いた射出精子の採取を試み



た。具体的には，作製した直腸プローブ (図
2A) を WT 雄マウスの直腸に挿入して，電気
刺激を行った。その結果，射出精子を含む精
液が得られたが (図 2B と C)，精液に含まれ
る精子数は少なく，血液および尿の混入も観
察された。以上の結果から，この手法で採取
できる射出精子は質が悪いため，副生殖腺タ
ンパク質の尾部精子への付加が精子体外受
精能力に与える影響を調べることはできな
かった。そこで，体外で尾部精子に精嚢腺分
泌タンパク質を付
着させて子宮内人
工授精した。しか
し，Kawano らが報
告した手法では精
子の子宮内人工授
精が難しく授精率
が低いために，精
嚢腺分泌タンパク
質の精子への付着
が体内受精能力の
向上に及ぼす影響
を正確に判定でき
なかった。 
本検討項目により，少なくとも精嚢腺の雄

性繁殖能力における重要性が示唆されたの
で，申請者は精嚢腺で大量に存在する PATE4
に注目し，以下の検討項目で PATE4 の特性解
析を試みた。 
(2)【マウス PATE4 の発現解析】 
 WT 雄マウスの精巣，精巣上体，前立腺，凝
固腺および精嚢腺由来のタンパク質を使っ
たウェスタンブロット解析により，PATE4 は
精嚢腺で大量に存在することが分かった。次
に，精嚢腺を筋組織と上皮細胞の混合物，お
よび分泌液に分けて，タンパク質を抽出しウ
ェスタンブロット解析を行ったところ，筋組
織と上皮細胞の混合物では 11 kDa の分子マ
スにおいて，分泌液では 11 kDa と 15 kDa の
分子マスにおいて
PATE4 の存在を示
すバンドが検出さ
れた (図 3)。また，
WT 雄と交配した直
後の雌子宮内液タ
ンパク質を用いた
ウェスタンブロッ
ト解析では，精嚢
腺分泌液と同様の
分子量でバンドが
検出された。 
以上の結果から，マウス PATE4 は精嚢腺の

上皮細胞で合成・分泌された後，射出時に精
子と混合されて雌の子宮内へと輸送される
ことが明らかになった。 
(3)【Pate4 KO マウスの作製】 
 相同組換え ES 細胞を得るために，96 クロ
ーンのゲノム DNA を用いて 5'側，3'側 PCR を
行い，相同組換え体のスクリーニングを行っ
た。その結果，96 クローン中 20 クローンが

正しい相同組換えを起こしたことが分かっ
た。20クローン中6クローンの核型を解析し，
正常だった 3クローンを 8細胞期胚に注入し
て，キメラマウスを作製した。得られたキメ
ラマウスを WT 雌と交配させて，1クローンが
生殖系列へ寄与した。次に，Pate4 ヘテロ欠
損マウス同士を交配させて，Pate4 KO マウス
を作出した。KO
精嚢腺タンパク
質を使ったウェ
スタンブロット
解析により，KO
マウスにおける
PATE4 タンパク
質の消失を確認
した (図 4)。 
(4)【Pate4 KO マウスの表現型解析】 
 WT と Pate4 KO の精巣上体尾部に存在する
精子数，尾部精子の運動能力や形態を比較し
たが，WT と KO の間で差はなかった。また，
WTと Pate4 KO の尾部精子を WTの未受精卵に
媒精したところ (体外受精試験)，体外受精
率に差はなかった。しかしながら，Pate4 KO
雄マウスと同居させた WT 雌からはほとんど
産仔が得られなかった。現在，申請者は Pate4 
KO 雄の不妊傾向の原因について調べている。 
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