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研究成果の概要（和文）：本研究では受精のキーシグナルであるカルシウムに着目し、イメージングや鞭毛波形解析を
行うことにより受精の様々な段階に応じた精子機能の解明に取り組み、以下の成果が得られた。（１）ケージド化合物
を用いて精子細胞内シグナルを人為的に制御することで精子機能調節を時空間的に可視化する系を構築した。（２）構
築したケージドATPによる精子刺激系を用いることにより鞭毛カルシウム結合タンパク質カラクシンが非対称波の屈曲
伝播と屈曲方向の切換に関与していることがわかった。（３）精子運動活性化・走化性において可溶性アデニル酸シク
ラーゼのカルシウムを介した役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This research was carried out to elucidate sperm function in the various stages 
of fertilization. Especially intracellular calcium signaling was focused. The following results were 
obtained. (1) To visualize sperm function spatiotemporally the system for sperm stimulation by using 
caged compounds were constructed. (2) Experiments using caged ATP revealed that calaxin is involved in 
propagation and switching of flagellar waveforms. (3) Soluble adenylyl cyclase critically plays a role in 
the regulation of flagellar motility and Ca2+-dependent regulation of flagellar waveform during 
chemotactic movement.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

受精において精子は精巣内から卵に到達
し融合するまで、卵側からのシグナルを含め
外的環境因子により様々な調節を受ける。こ
のとき「正しい場所と正しいタイミング」で
機能調節を行うことは同種の卵にたどり着
くために必要不可欠である。一般的に精子は
精巣の中では運動をしていないが、体外に放
出されると運動を開始し活性化が起こる。次
に精子は同種の卵へと確実にたどりつくた
めに卵に対して走化性を示し、最終的に卵に
到達した精子は、雌雄同体の生物の場合には
自己非自己認識を経た後、先体反応を介して
卵と融合する。運動開始から先体反応までこ
れら全ての段階においてCa2+は重要なシグナ
ル因子として働く。精子頭部および鞭毛には
多くのCa2+シグナリングに関わる因子が発現
しており、ほ乳類、ウニ類で個々の現象にお
ける細胞内のシグナル伝達経路の研究が活
発になされている。しかし精子が受精に向け
た様々な段階に応じてどのようにCa2+シグナ
ルを使い分けているのかはよくわかってい
ない。Ca2+シグナルが「いつ」「どこで」「ど
のように」働いているのかを知ることは細胞
内シグナル伝達機構を知る上で非常に重要
な情報である。 

 

２．研究の目的 

本研究では精子の受精におけるシグナル
受容・応答の全容を明らかにすることを最終
目標とした。本申請課題の研究期間において
は、主に「時空間的な精子機能調節における
カルシウムシグナルの役割」に焦点を当てて
研究を進めた。カルシウムシグナルが精子の
機能をどのように調節するのかを可視化す
るため、精子運動活性化、精子走化性など多
様な精子機能におけるカルシウム制御機構
の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

本研究では受精のキーシグナルであるカ
ルシウムに着目し、イメージングや鞭毛波形
解析を行うことにより受精の様々な段階に
応じた精子機能の解明に取り組んだ。ケージ
ド化合物を用いて精子細胞内シグナルを人
為的に制御することで時空間的に精子機能
調節を可視化する系を構築した。ケージド化
合物とは生理活性を持つ分子を光分解性保
護基で保護することにより一時的にその活
性を失わせた分子のことで、UVなど一定波長
の光を照射することで任意の場所とタイミ
ングで活性を瞬時に回復させることができ
る。 
 
４．研究成果 
(1) ケージド ATP による精子刺激系の確立 

 ケージド ATP を用いて精子機能を時空間
的に制御する系を確立した。除膜したカタユ
ウレイボヤ精子にケージド ATP を添加し、
UV 照射により運動開始直後の鞭毛波形形成

を捉えることのできるシステムを構築した。
ケージド解除のための UV 光源として
UVLED を使用し、鞭毛波形の観察には赤色
LED のパルス光を用い、高速カメラにより記
録を行った（図１）。ピンホールスライダー
を用いることにより径 20 mの範囲で局所
的に UV 光を照射し、精子頭部、鞭毛基部、
鞭毛先端など部位に応じた刺激が可能とな
った。さらにケージド化合物による刺激下の
精子鞭毛内シグナル変化を可視化するため、
二光源落射蛍光投光管を用いてカルシウム
蛍光シグナルを捉えるための青緑色 LED、ケ
ージド解除のための UVLED を組み込んだ系
を構築した。現在赤色 LED の透過光を加え、
青緑色、赤色の LED を同時に光らせ、イメー
ジスプリッターを用いてカメラの直前で像
を二つに分けることで、ケージド解除前後の
蛍光像による細胞内カルシウム変化と位相
差像による精子鞭毛運動変化を同時に記録
することが可能な系を構築中である。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１： ケージド解除のための UVLED、波形観
察のための赤色 LEDを組み込んだ精子解析シ
ステム 
 
 
(2) 鞭毛非対称波の伝播におけるカラクシン
の役割 
 構築したケージド ATP による精子刺激系
を用いてカルシウム依存的な非対称波の形
成と伝播のメカニズムを解明するための実
験を行った（図２）。その結果低濃度カルシ
ウムで誘導される対称波と高濃度カルシウ
ムで誘導される非対称波では、はじめに形成
される屈曲方向に違いがあることが明らか
となった。鞭毛非対称波調節に関与する鞭毛
軸糸カルシウム結合タンパク質カラクシン
を阻害したところ、高濃度カルシウム条件下
でのみ鞭毛波伝播が顕著に抑制された。この
ことからカラクシンは高濃度カルシウムに
よって誘導される非対称波の屈曲伝播と屈
曲方向の切換に関与していることが明らか
となった。これらの成果については生体運動
研究合同班会議２０１６において報告した。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 低濃度カルシウム条件下における対
称波形成の様子。横軸に時間、縦軸に鞭毛根
元からの距離、疑似カラーで鞭毛曲率を示し
ている。 
 
(3) ホヤ精子における可溶性アデニル酸シク
ラーゼの役割 

 カルシウムイメージングと詳細な鞭毛
運動解析を行うことにより、カタユウレイボ
ヤ精子運動活性化、走化性における可溶性ア
デニル酸シクラーゼの役割を明らかにした。
精子鞭毛運動の活性化および調節には、カル
シウムや cAMPなどが重要な役割を果たして
いる。cAMP 合成酵素であるアデニル酸シク
ラーゼには可溶性型（sAC）と膜貫通型(tmAC)

二種類が存在する。カタユウレイボヤ精子に
おいて sAC 阻害剤は、精子運動率には影響し
ないが運動速度が約半分になること、遊泳軌
跡曲率が上昇すること、精子走化性が有意に
阻害されることを明らかにした。またカルシ
ウム欠如海水では sAC 阻害剤により運動が
完全に阻害された。カルシウムイメージング
の結果、sAC が阻害されると精子走化性に必
要なターン時に過剰なカルシウム流入が生
じていることがわかった（図３）。これらの
結果より sAC はカルシウムを介した鞭毛振
動数の上昇と、カルシウム排出またはカルシ
ウム依存的な鞭毛打非対称性の変換を介し
て精子走化性に関与している可能性が示唆
された。これらの成果については The 8th 

International Tunicate Meeting, The 12th 

International Symposium on Spermatology, 日
本動物学会第 85 回大会において報告し、Int J 

Mol Sci.誌において発表した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：精子走化性ターン時の鞭毛内カルシウ
ムイメージング。sAC を阻害すると過剰なカ
ルシウム流入が生じる（右）。 
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