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研究成果の概要（和文）：近年、哺乳動物の精子の機能的成熟に於けるepididymosome(EPS)の役割が注目されている。
本研究では、EPSによって精子に供給されるアルドース還元酵素(AR)に着目してcapacitation(CPN)のメカニズムを解析
し、ARが細胞質型NADP+イソクエン酸脱水素酵素と共にCPNに伴ってチロシンリン酸化されて、前者は活性上昇、後者は
活性低下を来す事により精子内ROSレベルを調節してCPNを担っている事を明らかにした。また、EPSによる機能タンパ
ク質の精子への供給不全が精子成熟不全の一因と考え、人工EPSによる精子へのタンパク質供給システムの開発を試み
た。

研究成果の概要（英文）：In mammals, only the sperm that have undergone stepwise activation, including 
maturation in the epididymis and capacitation (CPN) in the tubal isthmus, are able to initiate both 
hyperactivated motility and acrosome reaction to fertilize an ovum. Although the mechanisms in CPN remain 
unclear, the tyrosine phosphorylation of functional proteins and the production of reactive oxygen 
species (ROS), are thought to be particularly important. In the present study, I first performed the 
functional analyses of aldose reductase (AR) and NADP+ isocitrate dehydrogenase (IDPc) that were 
tyrosine-phosphorylated during the capacitation. Second, I tried to develop the protein delivery system 
to immature sperm using artificially formed epididymosome.

研究分野：生殖生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 近年、体外受精、顕微受精といった不妊治
療を受ける人が増加し、妊娠を望むカップル
の 7組に 1組は不妊症の時代である。 不妊
の原因は、卵巣機能障害、精子の形態異常、
精子数の不足など様々であるが、原因不明の
ケースも多い。 精子の段階的活性化の過程
はブラックボックスが多く残された分野で
あり、その理解が不妊の理解に繋がるものと
考えられる。 ICSIなどの顕微受精技術の進
歩により、精子の運動や先体反応を経ずに受
精卵を得るツールを我々は手にしているが、
高度不妊治療に伴う卵子へのダメージや母
体への負荷を軽減しつつ受精率・出産率を上
げるためには、精子活性化を促す生殖補助技
術の進歩が欠かせない。 こうした背景から、
精子の活性化プロセスの研究、なかでも、最
も 大 き な ブ ラ ッ ク ボ ッ ク ス で あ る
capacitation (CPN) 過程の分子機構の解明
に向けた研究を始めた。 

 

２．研究の目的 

精巣で作られる未熟精子は、精巣上体細管
を通過する過程でエピディディモソーム
(EPS)とよばれるリポソーム様小胞によって、
精巣上体由来の因子が供給されることで成
熟精子となる。 さらに成熟精子は輸卵管峡
部で CPN と呼ばれる活性化を受けて初めて
受精能力を獲得する。 CPN の反応は精子細
胞膜に存在するコレステロールの脱離、Ca2+

と重炭酸イオンの細胞内流入、cAMPレベル
の上昇、活性酸素種 (ROS) の産生、機能タ
ンパク質のチロシン残基のリン酸化などが
複雑に関わる一連の連鎖反応から成ると考
えられているがそのスイッチングの仕組み
は混沌としている。 その為、本研究では、
次のことを目的に研究を行った。 1), 代表
者等がこれまでに、CPN特異的にチロシンリ
ン酸化されるタンパク質として同定した、ア
ルドース還元酵素 (Aldose Reductase : AR) 

及び NADP+依存性イソクエン酸脱水素酵素 

(IDPc) の機能解析を行う。 2), 人工のエピ
ディディモソーム (ARTEPS; ARTificial 

EPididymoSomes)による精子へのタンパク
質のデリバリーシステムを新たに開発し、人
為的に任意の機能を精子に付与できる新し
い技術を生み出す。 

以上により、未だ解明されていない CPN

の詳しいメカニズムを明らかにしようとい
うチャレンジが本研究の趣旨である。 

 

３．研究の方法 

（1）精子サンプルの調製 本研究では、ヒ
トへの応用を考慮し、精子の形状が最も近い、
ブタの精子を実験に用いた。 ブタ精巣上体
尾部より採取した精子に CPN 非誘導培地 

(Non-cap medium) 或いは、CPN 誘導培地 

(Cap medium) を各々加え、37℃、5% CO2

の条件下で 3時間培養した。 培養後、顕微
鏡下で観察し、運動している精子の割合が

95%以上の個体で解析を行った。 また CPN

の判定は chlortetracycline (CTC) 結合パタ
ーンの変化、CASAによる運動性パラメータ
ーの変化、及び、鞭毛の屈曲性の変化を評価
することで行い、70%以上の精子が CPN を
起こしたサンプルのみを Capacitated sperm

として実験に用いた。 

 

（2）人口エピディディモソーム (ARTEPS) 

技術の開発 

①リポソーム化薬剤を用いた精子への ARの
導入 先ずは、脂質組成の異なる市販のリポ
ソーム化薬剤 (COATSOME EL series) 数
種へ蛍光標識した ARを導入した。 続いて、
ウェスタンブロットを行い、それぞれのリポ
ソームの封入効率の検討を行った。 その後、
調整したリポソームをブタ精子に導入し、免
疫蛍光染色により検出した。 それぞれの実
験で、リポソームの処理時間、温度や濃度の
各パラメーターを操作し、最高の導入効率が
得られる条件の探索を行った。 

②運動性の解析 ARTEPS 技術による AR

導入前後の精子サンプルの運動性を比較解
析した。 運動性の解析には CASAを用いた。 
 

（3）ARの機能解析 

①AR の精子内局在と CPN に伴うチロシン
リン酸化の解析 先ずは、自作した抗 AR抗
体用いて培養後の精子の免疫染色を行った。 
続いて、Okamura & Sugita. [6] の方法に基
づいて、精子をサイトゾル、膜、鞭毛、頭の
各フラクションに分画し、それぞれの画分か
らの抽出タンパク質を用いて、免疫沈降やウ
ェスタンブロットを行い、リン酸化の確認を
行った。 これにより、AR が精子内のどこ
に局在し、また、どこに局在している ARが
CPN に伴いチロシンリン酸化しているのか
を明らかにした。 

②CPN に伴う AR の活性変化の解析 ①で
得られた各画分のタンパク抽出液を用いて、
AR の活性を測定した。 AR の活性測定は、
Katoh et al. [3] の方法に基づいて行った。 
即ち、分光光度計で 340 nmの吸光度を測定
することで、反応により消費される NADPH

量を測定し、その値から AR活性を算出した。 
③AR の膜透過性特異的阻害剤 alrestatin を
用いた解析 alrestatinを用い、CPN に深く
関わりがある、ROSの産生、超活性化運動の
誘起、CTCの染色パターン及びグルタチオン 

(GSH) レベルの変化を解析した。 ROS レ
ベ ル の 測 定 は 、 ROS の 蛍 光 試 薬 

(6-carboxy-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein 

Diacetate, Diacetoxymethyl Ester) を用い
て、その蛍光を観察し、また超活性化運動誘
起の解析は CASA を用いて行った。 また、
ROSの消去系として重要なGSHレベルは市
販 の キ ッ ト  (Total Glutathione 

Quantification kit) により測定した。 

 

 



（4）IDPcの機能解析 

①IDPcの精子内局在とCPNに伴うチロシン
リン酸化の解析 AR と同様に、自作した抗
IDPc 抗体を用いて、培養後の精子の免疫染
色を行った。 チロシンリン酸化の解析は、
免疫沈降、SDS-PAGE及び、ウェスタンブロ
ットを行い確認した。 

②CPNに伴う IDPcの活性変化の解析 培養
後、0, 30, 90, 180分後の精子からソニケーシ
ョンによりタンパク質を抽出し、サンプルと
した。 活性測定は、Cordoba et al. [1] の方
法に基づいて行った。 即ち、分光光度計で
340 nm の吸光度を測定することで、反応に
より生成される NADPH量を測定し、その値
から IDPc活性を算出した。 

②精子内 NADPH レベル、ROS レベル及び
運動性の培養時間依存的な変化の解析 ②
同様、培養後、0, 30, 90, 180分後の精子を用
いて、精子内 NADPH レベル、ROS レベル
及び運動性の解析を行った。 精子内
NADPH 量 の 測 定 は 、 EnzyChromTM 

NADP+/NADPH Assay Kitを用いて行った。 
また、ROS レベルと運動性の解析は前述
（ (3)-③ ）の方法で行った。 

 
４．研究成果 
(1) ARTEPS技術の開発  

①ARTEPS技術の最適化 先ずは、蛍光標識
した外来性の水溶性物質を市販のリポソー
ム化薬剤に封入し、その後、調整したリポソ
ームを精子に導入することを試みた。 本研
究では、COATSOME EL seriesを用い、蛍
光標識した ARを精子に導入した。 図１に
示す通り、 COATSOME EL-01-N 及び
COATSOME EL-01-A で多くのタンパク質
が封入でき、また、精子に導入する事にも成
功した。 

 

 

②導入後の精子運動性の解析 CASA を用
いて、①で作製した精子の運動性の解析を行
った。 導入前後で精子の前進運動性には有
意な差が認められなかった。 一方、超活性
化運動誘起には一定の効果が認められた。 
しかしながら、時間的余裕から、実際に体外
受精及び顕微授精を行い受精能力向上の確
認は行うことができなかったので、今後、受
精能力の確認を行い、本研究により認められ
た運動性の変化が、実際の受精に密接に関与
しているのか精査し、研究成果を広く発信し
ていく予定である。 また AR や IDPc ばか
りでなく CPN に深く関係するカルシウム結

合タンパク質などにも着目し、精子への導入
を行っていく。 

 

(2) CPN のメカニズムの解明 

①AR の機能解析 先ずは、自作した抗ブタ
AR 抗血清を用いて、精巣と精巣上体各部位
の組織切片の免疫組織染色を行った。 その
結果、精子の ARは精子形成、特に精巣上体
での成熟過程で体細胞から精子に付与され
る外来タンパク質であることが明らかとな
った。 また、精子内においては、AR の大
部分は先体の可溶性画分（サイトゾル画分）
に存在し、残りの僅かが細胞膜及び鞭毛の顆
粒画分に存在していることが明らかになっ
た。 そこで、実際に精子のどこに局在する
ARが CPNに伴ってチロシンリン酸化し、ま
たその活性を上昇させているのか解析を行
ったところ、鞭毛に局在する ARがその調節
を担っていることが判明した (図 2)。 

 

 

 

次に、AR の膜透過性の特異的阻害剤であ
る alrestatin を用いて、その効果を解析した
ところ、CPNに伴って認められる ARの活性
上昇、ROSの上昇、CASAにより測定された
精子の運動性の変化、精子頭部への CTC 結
合パターンの変化、及び、GSH レベルの低
下、AR のチロシンリン酸化の全てが、阻害
されることが明らかとなり (図 3) 、AR が
CPN の誘起において少なくともトリガーの
一つになっていることを世界に先駆けて発
見し、科学雑誌で報告した [2, 3] 。 

 



②IDPc の機能解析 先ずは、精子の免疫染
色を行い、IDPc の精子内局在を確認した。 
その結果、IDPc の多くは鞭毛主部に存在し
ていることが明らかとなった。 そこで、酵
素活性を確認したところ、AR とは反対に、
CPNに伴いチロシンリン酸化することで、活
性を低下させていることが判明した (図 4)。 
 

 

次に、IDPc の酵素活性、チロシンリン酸
化及び精子細胞内 ROS レベル、NADPH レ
ベル、精子運動性の時間依存的変化の解析を
行った。 その結果、CPN 誘導後 30分後に
は、IDPc はチロシンリン酸化し、活性を低
下させ、それに伴い NADPHレベルは低下し、
反対に ROS レベルは上昇していることが明
らかになった。 一方、運動性の変化が認め
られるのは培養開始後 90分以降だった。 こ
れらの結果から、IDPc のチロシンリン酸化
に伴う活性変化が CPN 及び超活性化運動に
関与している可能性が示唆された (投稿準備
中) 。 

 

③結論 ARは NADPH消費酵素であり、反
対に IDPcはNADPH産生酵素であることか
ら、CPNに伴うチロシンリン酸化による AR

の活性上昇と IDPc の活性低下は、精子内
NADPH 量の減少を導くことが推察される。 
更に、NADPH量の減少は、ROSの消去機構
として重要であるグルタチオンサイクルの
働きを障害し、結果として精子内 ROS レベ
ルを上昇させる。 ROSは適切な濃度で調節
されていることを条件に、精子が CPN を起
こすために重要な調節因子になっていると
考えられており[4, 5]、精子内 ARと IDPcは、
その調節の中枢を担っていると考えられた
（図 5）。 加えて、AR と IDPc は共に鞭毛
に局在していることから、超活性化運動にも
密接に関与している可能性が示唆された。 

これまで、精子で産生される ROS は主に
ミトコンドリアを起源とするとされてきた
が、本研究結果は新しい ROS 産生系の存在
を示したものといえる。 
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