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研究成果の概要（和文）：原因不明の不妊に関与する因子群が精液中に存在するのではないかと仮定し、質量分
析計（MS）を用いた精液プロテオームプロファイリングを実行し候補因子群を抽出、さらに、これらの因子の健
常者群と不妊症患者群間で比較検討し、生殖補助技術を適応する指標を決定することを目的とした。精液のプロ
テオミクスプロファイリングの解析をLC/MSにより行い、その結果、200以上のタンパク質ピークを確認し、その
内の数十ピークは健常者群と不妊症患者群間で有意な差が認められた。以上の結果より、不妊症男性精液におけ
るプロテオミクス解析にMSを用いることにより、今後のマーカー探索に向けた基礎的知見を蓄積することができ
た。

研究成果の概要（英文）：We have hypothesized that whether there are factors involved in male 
infertility with unknown reasons in semen. Therefore we have performed proteome profiling of semen 
using mass spectrometry (MS) to isolated and determine candidate factors in semen by comparing 
between healthy volunteers and male infertile patients.  Finally we have identified more than two 
hundreds of protein peaks in semen and chosen approximately twenty candidate molecules, which may 
involve in male infertility.  This result suggested that proteomics analysis of semen using MS is a 
powerful tool to explore candidate factors related to male infertility and accumulated fundamental 
knowledge in this field.  

研究分野：生殖医学
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１．研究開始当初の背景 

 現在、挙児希望を主訴に産婦人科外来を受

診する不妊患者カップルの中で、検査上正常

であるが原因不明の不妊に悩むものが１０%

以上の割合で存在する。これらの症例に対し

ては、最終的に体外受精法（IVF）または（お

よび）細胞質内精子注入法（ICSI）を行うが、

これまでのところ、これらの生殖補助技術が

first choice として有効かどうかを推測でき

るバイオマーカーは未だに見つかっていない。

我々は、もし体外受精成績予後判定を予測す

るマーカー分子の存在を精液プロテオームプ

ロファイリング解析により決定することがで

きれば、高額な医療費の削減、および適切な

生殖補助技術の選択（IVF または ICSI）によ

り妊娠に至るまでの期間短縮により患者負担

の削減を計ることができると考えた。 

従来の方法による精液などのタンパク質

解析は、カラムを用いた精製、 Edman 

degradation 法によるアミノ酸配列決定等、

単一分子を解析するために多くの機材を必

要とし、解析にも時間を要した。しかし近年

の Matrix-assisted laser 

desorption/ionization (MALDI) imaging 

mass spectrometry (MS)における技術進歩は、

MS 単体の使用で短時間に多数の蛋白質量分

析を可能にした。例えば米国バンダービルト

大学 Mass spectrometry Research Center の

Caprioli と Chaurand は肺癌患者組織（42 サ

ンプル）と正常肺組織（8 サンプル）に対し

て MS を施行し、患者の予後のブラインド試

験コホート調査を行った。（Yanagisawa et al. 

Lancet 2003 362:415-6）。その結果、MALDI-MS

により得られた 1600 以上のタンパク質のピ

ークの内、 15 が非小細胞癌患者の予後に密

接に関与していることを明らかにした。 

 さらに、我々と Caprioli のグループは、 

MALDI-MS の特性が、精巣上体における部位特

異的蛋白発現機構の解析に非常に有用なこ

と を 示 し た （ Chaurand et al. 

Electrophoresis 2002 23:3125-3135, 

Chaurand et al. Proteomics 2003 3:2221-39 

図 1 参照, Fouchecourt et al. Endocrinolgy 

144:887-900）。  

 最近の研究で我々は、精巣上体液中に分子

量 2000 から 50万の範囲内で 400以上のタン

パク質ピークを追跡し、その内の 50 のタン

パク質が精巣上体頭部から尾部にかけて独

特な部位特異性を示すことを明らかにした

(図１．Chaurand et al. Proteomics 2003 

3:2221-39 より改変)。 

 その後、さらに技術に改善を重ね、スポッ

トの直径を２mm（図１）から 0.5mm まで微細

化し、それぞれのスポットから得られたプロ

テオームプロファイリングを連結統合し、画

像化する事を可能にした。 

 

 

２．研究の目的 

 これまで我々のグループは、精液の４つの

構成要素、精子、精巣上体液、前立腺液、精

嚢液のうち、精巣上体液に注目し研究を続け

てきた。正常な精子は精巣上体内を通過中に

管腔内の連続した環境変化に暴露されるこ

 
図1.MALDI-MSによる精巣上体プロテオー
ムプロファイリング 
（range16,000-28,000 m/z）．精巣上体凍
結切片上に領域別に（番号１−９）をスポ
ッティングし、 MALDI-MSをおこなった。
精巣上体に発現するマーカータンパク質
の分子量(m/z)： 18308, mE-RABP; 20743, 
PEBP; 22944, GPX5; 26831, CRISP1 。
initial segment 起始部；caput 頭部；
corpus 体部；cauda、尾部。 



とにより精子表面が様々に修飾されること

により最終的に運動能と受精能を獲得する。

これらのことから、精巣上体で分泌されるタ

ンパク質群が精子の質や、IVF または ICSI の

成功率に深く関わっていると我々は仮定し

た。 

 我々のグループは脈々と精巣上体をター

ゲットにした研究を行っており、特に精巣上

体特異的リポカリン遺伝子をモデルにその

遺伝子発現機構の解明に取り組み、それに関

連した転写因子の同定を行った。また、マウ

スの精巣上体を標的としたプロテオミクス

解析によって簡便に大量の情報（ビックデー

タ）を処理するための基本的技術・情報資源

は蓄積されている。これら両者の研究で培っ

てきた資源は本研究でも活用、発展されると

考えた。 

 我々はこの仮説に基づき、前述した MS の

特性（1. 短時間でのプロテオームプロファ

イリングの回収および解析、2. サンプル調

整が簡便）を利用して精力的に精液プロテオ

ームプロファイリング解析を行い、生殖補助

医療の必要性の有無を決定するバイオマー

カー候補分子群を選別し、最重要バイオマー

カーを同定する事を目標にした。 

 

 

３．研究の方法 

（１）正常男性および不妊男性精液の調整・

評価 

 正常男性および不妊症男性の射精後精液

を用手法にて回収する。液状化後に500g x 5

分遠心し、精子成分と精漿成分に分画し

-80℃にて保存した。精子の一部は、将来の

形態観察、免疫組織化学染色に備えて、4%パ

ラホルムアルデヒド-リン酸緩衝液中で固定

し保存した。 

（２）MSを用いた精液検体のプロテオミクス

プロファイリング解析 

 上記で用意した精液の濃度測定をQubit 

Protein Assay Kitを用いて行い、還元とア

ルキル化を行った後、メタノールクロロホル

ム沈殿を行なった。pH調整を行なった後、ト

リプシン消化をover nightで行い、酸性化、

pH調整後に濃度測定を行い200ng/μLに調整

した。脱塩した後、乾燥の過程を経てLC/MS

を行なった。上記により検出された精液タン

パク質プロファイルを正常人グループと生

殖補助医療対象グループの組み合わせで解

析を行なった。 

 

 

４．研究成果 

 研究申請段階ではMALDI-TOF法を用いて精

液検体のプロテオミクスプロファイリング

 

研究体制の概略図 
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図 2. 健常者(A)、男性不妊症患者(B)それぞ

れの精液より得られた代表的 LC/MS（TIC ク

ロマトグラム） 



を 行 う 予 定 で あ っ た が 、 Liquid 

Chromatography - Mass Spectrometry 

(LC/MS)を併用し、分画した精子成分と精漿

成分のサンブル調整条件、MS 条件を各種試み

た結果、LC/MS がより安定してシグナル検出

可能であり、それに前処理プロトコールを各

種組み合わせた結果、格段のノイズの減少を

達成することができた。 

 その結果、200 以上のタンパク質ピークを

確認し、その内の数十ピークは健常者群と男

性不妊症患者群間で違いが認められた（図

２）。 

 以上の結果より、健常者と男性不妊症患者

精液におけるプロテオミクス解析にLC/MSを

用いることにより、今後の男性不妊症に関連

するマーカー探索に向けた基礎的知見を蓄

積することができた。 
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