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[序論] 
生命システムの維持を担う現象の一つに細

胞の移動があげられる。精子は運動を行い雄の

ゲノムを卵まで運び受精に至る。哺乳類の精子

では、受精に至るまでに受精能獲得という現象

が知られている。これは、射出されて泳ぎだし

た直後の精子には受精する能力がないが、時間

経過を伴うにつれて受精が可能になる現象で

ある。この現象は先体反応が起こることができ

るという生理的な現象と同時に、運動性の変化、

すなわち超活性化という現象を伴う。超活性化

は精子の運動性調節機構の解明における良い

モデルである。従来の研究より、頭部の軌跡を

追った運動の解析から超活性化に伴い運動速

度が上昇していることが明らかとなった。しか

し、これらの結果からはどのような機構で超活

性化が起こるのかについては明らかにされて

いない。そこで本研究では精子の運動調節機構

の解明を目的として、まず超活性化の生理的意

義を明らかにし、次に、鞭毛の波形を解析する

ことにより、その変化が推進力への増加にどの

ように関与しているかを明らかにする。さらに

は細胞内部で起こる波形変化に関与する分子

機構についての解析を行う。 
 

[結果と考察] 
①運動性に関する解析 
まず、従来使用されてきた頭部の点の軌跡か

ら算出した運動性のパラメータについての再

現を試みた(Fig.1)。その結果、培養開始１０分

の精子よりも４時間経過した精子の方が、

VCL、VAP といったパラメータで表される速

度は早まっていた。さらに軌跡の直線性を表す

指標である LIN、STR の解析から４時間経過

するとその軌跡の直線性が減少し、さらに頭部

の振りを表す指標である PRC の解析から４時

間経過すると頭部の振りが増していることが

示された。 

 
(Fig.1 精子の運動軌跡のパラメータ) 

 
次に、超活性化の生理的意義を調べるために、



in vivo における卵管の条件を模倣した高粘性

状態をポリアクリルアミド(PAA)を用いて作

り出し、培養開始後様々な時間の精子について

前進運動できる精子の割合を比較した(Fig.2)。
すると高粘性の条件にて、10 分では泳げない

が 4 時間後の超活性化を起こした精子では泳

げるようになった。すなわち超活性化という現

象は生理的にも意義のあるものであった。そし

て、超活性化という現象に伴い、推進力が上昇

していることが明らかとなった。 

 
 (Fig.2 培地の粘性を上げた時の前進精子の

割合) 
   
②鞭毛の屈曲に関する解析 
精子の推進力の原動力は鞭毛の波形に起因

するため、超活性化の特徴を真に理解するには

頭部の軌跡の解析だけでは不十分で実際に推

進力を生み出す鞭毛の波形について解析を行

う必要がある。従って、鞭毛の波形変化を調べ

た。本研究では波形変化に関するパラメータを

自作し解析を行った。 

 

(Fig.3 鞭毛の波形解析方法) 
 
ハムスター鞭毛（全長 180μｍ）の屈曲を頭

のカギと同じ方向を R-bend、逆の方向を

P-bend と定義し(Fig.3a)、頭部から 30μｍ毎

の領域に分割し頭部と鞭毛の境界点から順に

ＯからＥの各位置の点を設定した（Fig.3b）。
そして、各位置の接線の補角より部位毎に屈曲

角度を算出した(Fig.3c)。このとき R-bend お

よびP-bendにそれぞれ正および負の値を与え

た。 
培養開始後の各時間経過時の波形解析より、

鞭毛の振りの平均角度は培養時間と共に R 側

に非対称的に傾いていた。また、鞭毛の振りは

active→partially inactive→hyperactive とい

った過程を経て変化していた。しかし、屈曲角

度の変化率を測ることによって鞭毛微小管の

滑り速度の変化を調べたところ、格段に推進力

が異なる 10 分と 4 時間の精子との間で滑り速

度の増加は認められなかった(Fig.4)。 

 

(Fig.4 1/250 秒おきに連続する２フレーム間

における鞭毛各部位の屈曲角度変化) 
 
各部位における滑り速度は一定もしくは 10

分の方がやや早いので、超活性化に伴う推進力

増加には波形全体の形や伝播様式が深く関与

すると考え、時間経過と共に生じる屈曲角度の

変化値を調べた(Fig.5)。 

 

(Fig.5  1/250s 毎の各部位の屈曲角度変化) 



すると 10 分と４時間培養後の精子両方で R
から P 側の屈曲に費やす時間の方が P から R
側に費やす時間よりも早く、R から P 側の滑

り速度が逆側よりも格段に早くなっているこ

とが明らかとなった(Fig.6)。 

 
(Fig.6 滑り速度の非対称性) 

 
そこで、滑り速度の非対称性と推進力との関

係を調べるべく各位置の推進方向に対する推

進力とその鞭毛位置の曲率との相関関係を調

べてみた(Fig.7)。 

 
(Fig.7 推進力に対する有効屈曲の存在。推進

方向に対し、赤：正の推進力、青：負の推進力) 
 
すると非常に興味深いことに、P 側から R

側へ屈曲する時に限って推進方向に対して正

の推進力が出ており、R 側から P 側に屈曲す

る時には必ず負の推進力が生じていた。これは

運動開始後 10 分の精子にも同様の傾向が認め

られた。すなわち、鞭毛の振りには推進力とい

うことに関し有効な屈曲(P→R)と無効な屈曲

（R→P）が存在することが明らかとなった。 
そして、各部位での振幅は 10 分よりも超活

性化した 4 時間の方が増すこと(Fig.8)より、超

活性化した精子の鞭毛ではより振幅が大きい

がゆえにより大きな有効波が生み出され、推進

力がより上昇したと考えられる。 

 
(Fig.8 鞭毛各部位における振幅) 

 
また、鞭毛の波動は頭部で形成され尾部の先

端に伝播するという観点から、各部位の時間経

過に伴う屈曲の変化を解析した。その結果、４

時間経過して超活性化した精子はスムーズに

波が伝播していくのに対し、10 分の精子は尾

部以降の部位で主要波に対して干渉を与える

ような波動が存在していた。Fig.9 は鞭毛の各

部位において R 方向と P 方向の屈曲がそれぞ

れ最大となる時間をプロットしたものであり、

波のピークがいつ現れたのかを示している。 

 

(Fig.9 部位間を伝播する波のR側とP側の屈

曲最大値の推移(１flame 間に 1/250s)) 
 
4 時間の培養で超活性化した精子では O-A

から D-E までスムーズに一番大きい波が伝播

していたが、10 分の精子では B-C の部位から

途中に新たな波が発生していた。このような干



渉波の存在は推進力に対し負の作用を与える

ものと考えられ、それが存在しない超活性化し

た精子は推進力に関してより効果的な波形を

生み出すと考えられる。 
以上の結果をまとめると、超活性化した精子

では振幅が大きく、それは P から R 方向の有

効屈曲が生じる時間が長いということを意味

し、さらに推進力に対して負の働きをする干渉

波が存在しないことが明らかとなり、これら２

つの波形変化の要素が推進力に対してプラス

の影響を与えていることが示唆された。 
 
 
③分子生物的な解析 
鞭毛波形の変化の要因は細胞内部での生化

学的変化である。特に、タンパクのリン酸化状

態や結合状態の変化が、運動性を制御する要因

であるという報告が数多くある。鞭毛の波形は

９＋２の微小管より成る軸糸構造におけるダ

イニン ATPase を介した微小管の滑り運動よ

り生じる。そしてその滑り運動に関与する物質

として cAMP や Ca2+が知られているがこれら

の標的分子や滑り運動に対する役割は未解明

である。これらの物質の鞭毛軸糸に対する直接

的な影響を調べるのに、界面活性剤にて細胞膜

を破壊し直接調べたい物質を培地に添加し運

動性の再活性化をみる方法がある。今回この手

法をベースとし、さらに高濃度の DTT(33ｍ
M)を再活性化培地に添加して微小管の滑り出

し状態を解析する方法を開発し(Fig.10)、滑り

運動に関与する物質の調査を行った。 

 

(Fig.10 高濃度還元剤にて微小管が滑り出す) 

まず、cAMP は精子の運動開始に必須である

という報告を受け、微小管の滑りに対する影響

を解析するためにホスホジエステラーゼ存在

下で cAMP が無い条件を作り微小管滑り出し

について調べた。すると、再活性化後の精子鞭

毛の屈曲の形は特徴的な釣針型になって鞭毛

波形は生じないものの、微小管の滑り出し自体

は生じた。これによって、ｃAMP は微小管の

滑り運動には必須ではなく、駆動力を生み出す

調和の取れた波形を生み出すのに必須の物質

であることが判明した。次に cAMP の標的で

ある A kinase の運動性への役割を調べた。そ

の結果、A kinase 特異的阻害剤 H89 を入れた

条件下で cAMP によって運動性が上昇するこ

とが明らかとなった。この時、kemtide を用い

て A kinase 活性を測定したが、その活性は完

全に阻害されていた。従って、ｃAMP の標的

として A kinase 以外の存在が浮上した。そこ

で次に A kinase 以外の標的として近年報告の

あった Epac について調べてみた。Western 
Blotting の結果 Epac2、およびその下流で働

く Rap2 がハムスター精子にて確認された。 
次に、Ca2+は鞭毛波形の非対称性に関与する

との報告を受け、Ca2+の標的である C kinase
の滑り運動に対する影響を調べるため、C 
kinase 特異的なペプチド阻害剤を用いてその

微小管の滑りに対する影響を調べた。すると、

阻害剤により運動性のみならず微小管の滑り

出しすら生じなくなった(Fig.11)。これより C 
kinase はダイニンと微小管の滑り運動そのも

のを制御することが示唆された。 

 
(Fig.11 PKC は微小管滑り出しに必須)  


