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要旨：精子は，非常に高い運動能を持ち，受精するという役割に特化されたユニークな細胞である．したがって，
他の細胞で報告されている知見がそのまま当てはまらないことが多いこと，動物種間でも大きさや形態が大きく
異なることから，精子の運動メカニズムといった生物・生命科学的な観点だけでなく，精子を利用する生殖工学
や高度生殖補助医療において，精子に関して何が正しい情報であるかを判断することが難しい．このことが，精
子の凍結保存，人工授精や体外受精法の技術発展を遅らせている要因と考えられる．本稿では，精子運動の基本
的なメカニズムについて，エネルギー生産に焦点を当てて解説し，そこから考えられる最適な精子処理法につい
て，家畜や実験動物での実験・実施例を含めて紹介する．
キーワード：精子，ミトコンドリア，ATP，人工授精，体外受精

－総説－

特集：生殖補助医療における精子処理の基礎と実際

はじめに

精子は，特徴的な形態をしている．頭部は，DNAの結合
タンパク質がヒストンからプロタミンへと置換された凝縮
核を中心として，細胞質部位は分泌顆粒が占有している 1, 2)．
この分泌顆粒に富んだ細胞質部位を一般的には先体と呼ん
でおり，受精時に分泌顆粒の開裂により分泌顆粒内に蓄え
られた酵素が放出される現象が，先体反応である 3)．分泌顆
粒の開裂は，カルシウムイオン（Ca2+）依存的であると報告
されている．精子では，種々のストレス（温度変化や酸化ス
トレスなど）が受精時ではなくても自発的な先体反応（ある
いは先体損傷）を引き起こすことが知られており，そのよう
な精子は少なくとも体内では受精できない 4)．しかし，受精
時の生理的な先体反応と上記のストレス性の先体損傷の違
いの詳細は不明である．
頭部と尾部の接合部位の細胞質には，受精時のカルシウ

ムオシレーションを引き起こすPLCζや卵割に必要な中心体
などが存在している．尾部の付け根部分は，中片部やミトコ
ンドリア鞘とも呼ばれているが，この部位は中心部分が尾
部構造の特徴である微小管の9+2構造となっており 5)，その
周囲の細胞質部位にミトコンドリアがある．すなわち，中片
部においては，ミトコンドリアでATPが産生されるため，こ
の効率的なATP生産により中片部のATP濃度が尾部よりも
高いと考えられるが，このATP濃度差が，精子の運動パター
ンに及ぼす影響はよくわかっていなかった．
尾部は先端に至るまで，微小管の9+2構造が中心を貫い

ており，その周囲の細胞質には小胞体などの細胞内小器官
も見られるが，ミトコンドリアは存在していない．微小管は，
チューブリンという細胞骨格で構成されているが，そこに
はダイニンというATP分解酵素（ATPase）が結合しており，
ダイニンの作用でリン酸基（PO3

2-）が放出され，それと
Ca2+によりチューブリンの滑り込み運動が生じて，尾部の
振幅運動が誘起されていると考えられている 6)．Ca2+は，
おそらく尾部にも存在している滑面小胞体から放出されて
いると考えられるが，細胞外から取り込まれたCa2+もまた
振幅運動に関与している可能性もある．また，尾部にはミト
コンドリアが局在しないため，ATPは嫌気的解糖系で合成
されるが，産生される乳酸（嫌気的解糖系でグルコースから
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返還されるピルビン酸は，ミトコンドリアに移行し，アセチ
ルCoAに変換されるとTCAサイクル→電子伝達系に利用さ
れるが，ミトコンドリアが存在しない尾部では，ピルビン酸
は乳酸に変換される）がどのように排出されるのかについ
てはわかっていない．
このように精子について，特に受精に関わる先体反応や

運動メカニズムには不明な点が多いのが現状であり，その
ために人工授精や体外受精にどのような処理をした精子を
用いればよいのかという技術革新が進んでいない（図1）．そ
こで，我々は，精子の代謝機構や処理過程における変化に着
眼した研究を行ってきたので，その成果の一部を紹介する．

精子の運動パターンと栄養基質

上述のとおり，精子は中片部にはミトコンドリアが局在
し，尾部には局在していないことから，グルコース存在下で
は尾部と中片部でエネルギー産生を行い，グルコース非存
在下ではピルビン酸や乳酸などを添加することで中片部で
のみエネルギーを生産できると考えられる．そこで，グル
コース濃度の異なる培養液でブタ精子を培養した結果，高
グルコース環境では曲線性の運動パターンを示すが，グル
コース濃度を減少させることで精子の直進速度が高まるこ
とを明らかにした（図2）．そして，いずれの培養液において
も精子中のATP量に差はないが，グルコース濃度の減少に
伴ってミトコンドリアの膜電位活性（電子伝達系が活性化

し，ATPを合成していることを示す指標）が上昇したこと
から，中片部のエネルギー生産が精子の直進運動を引き起
こすことが明らかとなった 7）．
しかし，完全にグルコースを除去した時には乳酸を添加

しているにもかかわらず，精子の直進速度が培養時間に伴っ
て減退し，ミトコンドリアの膜電位活性も低下した．そこで，
グルコースがエネルギー生産以外にも使われていると仮定
し，ATPを産生しない解糖系であるペントースリン酸化回
路に着眼して実験を行った．その結果，ペントースリン酸化
回路により産生されるNADPH量が，グルコース添加により
増加すること，ペントースリン酸化回路の抑制剤を添加す
るとミトコンドリアの膜電位活性が低下すること，その時，
活性酸素種（ROS）が増加していることを突き止めた 8）．す
なわち，グルコースは好気的解糖系（ペントースリン酸化回
路）により分解され，NADPHを産生すること，NADPHが
酸化ストレスを低下させていると考えられた（図 2）．
NADPHは酸化されたグルタチオンを還元することで酸化ス
トレスを低下させる因子であることから，精子が直線運動
する時，酸化ストレスによりミトコンドリアの機能障害が
誘導され，運動可能時間が短縮していると推定される．実際，
ミトコンドリアで働く様々なタンパク質は，精子の直進運
動時に酸化・分解されていること，これらのタンパク質の
中で核ゲノムにコードされるものはターンオーバーされな
いので（精子では遺伝子発現は起こらないので，核ゲノムに
コードされるタンパク質は分解されると，消失する），それ
が制限要因となり，精子の運動可能時間が決定することが
示された．

酸化ストレスを上昇させない条件

ミトコンドリア内の酸化ストレスは，ターンオーバーで
きない核ゲノムにコードされるタンパク質を分解する 9）．そ

図1 哺乳類精子の構造と形態 図2 精子運動を制御するエネルギー産生経路



梅原ほか 43

の中には，ミトコンドリア内特異的な転写因子やRNA合成
酵素も含まれている．さらに，ミトコンドリア内の酸化スト
レスは，環状のミトコンドリアDNAを断片化することも明
らかとなった 9）．すなわち，酸化ストレスに曝された精子ミ
トコンドリアは，不可逆的に機能が低下する．精子のミトコ
ンドリアにおけるATP産生は，精子が子宮内を通過するの
に必須な直進運動を引き起こすことから，精子のミトコン
ドリア機能を保持することが，精子処理，特に人工授精にお
いて重要である．
精液中には，フルクトースや種々のアミノ酸類，さらには

飽和脂肪酸が高濃度含有されている．フルクトースはグル
コースの異性体であり，嫌気的および好気的解糖系両者に
利用されるが，細胞内に取り込まれる取り込み口が異なる．
グルコースは，GLUT1～ 4により細胞内に取り込まれ，そ
れらの中でGLUT1，GLUT2，GLUT3が精子尾部に存在し
ている 10）．GLUT4のみがインスリン刺激により細胞質から
細胞膜に輸送される特徴を持つが，それ以外は恒常的に細
胞膜上に局在するため，グルコースがあれば自動的に精子
尾部内に取り込まれる仕組みになっている．一方，フルク
トースは，GLUT1～ 4ではなく，GLUT5により細胞質内
に取り込まれる 11）．そして，GLUT5は中片部に局在してい
る．アミノ酸類は抗酸化因子であるグルタチオン合成に利
用され，飽和脂肪酸はβ酸化で分解されることでATP産生の
基質になることから，精液中では精子は直進運動を行う 12）．
しかし，37℃下で活発にエネルギー合成を行うと内在性の
抗酸化因子（グルタチオンとその還元サイクル）ではROS
を消去しきれなくなり，酸化ストレスが増大する．ミトコン
ドリアのエネルギー生産は温度感受性が高いことから（温
度を低下させると活性が低下する），精液は37℃の体温では
経時的に機能低下するため，長時間の保管や輸送を行うと
きは，20℃程度の室温が精子へのダメージは少なくなると
期待できる．実際，ブタ精子においては，保存用の希釈液を
用いることで，15℃前後で1週間以上保管後に人工授精に
用いられ，良好な繁殖成績（高い妊娠率）が得られている．

精子を直進運動させる条件

人工授精において，長時間（子宮内を通過するのにかかる
時間），直進運動を持続し，その後，卵管内で受精能獲得す
る必要がある．そのため，洗浄した精子（精液の成分である
精漿を除去した精子）は，精漿中の精子を直進運動させるの
に必要であった成分を含有する溶液で懸濁し，人工授精に
用いる必要がある．そのために必要な因子として，イタコン
酸を同定した．これは，ミトコンドリアのTCAサイクルか
ら作られる物質で，嫌気的解糖系に関わる酵素を修飾し，酵
素活性を低下させる働きを持っている．つまり，精子はミト
コンドリアでエネルギー産生を行い，直進運動していると
き，イタコン酸を合成して嫌気的解糖系を止めることで，曲
線運動を行わないように自己制御していることになる 8)．し
かし，この理論は「ニワトリが先か卵が先かという」因果性
のジレンマを抱えている．すなわち，最初にどのようにして

嫌気的解糖系を抑制してミトコンドリアでエネルギー産生
を行わせるかという点である．最近，私達は，精漿中に高濃
度のイタコン酸が含まれていることを明らかにした．そし
て，この生理的濃度のイタコン酸を添加することで，精巣上
体精子（精漿に曝されていない精子）でも直進運動を誘導す
ることに成功した．
直進運動を持続する条件は，酸化ストレスを上昇させな

いことである．精子は内因性のグルタチオンを合成する能
力を有するが，外因性の細胞膜を通過し，かつミトコンドリ
ア内にまで到達する小分子の抗酸化因子であるピロロキノ
リンキノン（Pyrroloquinoline quinone： PQQ）やエルゴチ
オネイン，コエンザイムQ10（CoQ10）を添加することで，
精子の直進運動時間を6時間まで延長させることができる．
そして，酸化ストレスを低下させ，直進運動をする精子は，
長時間培養後においても先体を保持し，少ない精子の注入
数であっても良好な人工授精成績が得られることをブタや
マウスで確認していることから，「直進運動の誘導+持続」
を達成できる人工授精用の溶液を用いることで，人工授精
成績の改善が期待できる．

体外受精のための精液処理

人工授精は，精子が子宮内を自走して卵管に到達する必
要があるため，精子を直進運動させる必要がある．上述のと
おり，直進運動を持続させるために尾部の振幅を抑制する
＝嫌気的解糖系を抑制する条件が推奨される（図3）．体内で
は，子宮から卵管に移行する時，精子のみが卵管に侵入する
こと，そして精子は卵管上皮細胞に結合して一時休止する
こと，排卵後に卵管粘液中のグルコース濃度が上昇するこ
となどにより，直進運動するというプログラムが解除され，
精子尾部全域で嫌気的解糖系が活性化されて，激しい尾部
の振幅によるzig-zag運動≒ハイパーアクティベーション状
態となる．このような時間，空間，環境条件の変化により精

図3 雌の副生殖器官内における精子の挙動
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子は受精能を獲得するわけである 13）．この過程を体外で再
現しなければ，効率良い体外受精を実施することはできな
いと考えられる（図3）．
まず，射出精子においては，精漿中に精子を直進運動させ

る因子が含まれているので，できるだけ早く精子と精漿を
分離する必要がある．このことは，マウスやブタなどの体外
受精研究において，精巣上体精子では少数精子で体外受精
が成立することからも明らかである．また，輸送後の精液で
は，精子が運動しているときの方が精漿による影響が大き
いので，輸送時は精子の代謝が活発化しない20℃前後が望
ましいと考えられる．しかし，10℃以下に温度が下がると
精子の機能に著しい障害が起こるので，適温に維持して輸
送する必要がある．
精漿を除去した精子は，37℃に加温した受精用培地で懸

濁すると直ちに嫌気的解糖系が活性化される．しかし，この
嫌気的解糖系の活性化は，乳酸の蓄積に伴う精子尾部の細
胞質内pH低下により，長時間持続することができない．精
子尾部のpHが低下すると，尾部は硬直した状態となり，精
子の運動軌跡は直線となる．このような動きをする精子は
受精できないので，嫌気的解糖系を活性化させるのは，卵の
入ったドロップに入れる瞬間であることが好ましいと考え
られる．したがって，精漿を除去した精子は培養液に浮遊さ
せ，20℃前後で保管する．そして，体外受精直前に37℃に
加温してswim upを行い，運動良好な精子を体外受精に用い
るのが最適である．

Swim up時，そして体外受精時に尾部の激しい振幅を維
持してzig-zag運動を一定時間持続させるには，ATPの効率
的利用も重要である．我々は，この効率的利用に重要な因子
としてクレアチンを同定した．クレアチンは，卵巣の顆粒膜
細胞でFSH依存的に合成され，卵胞液中に蓄積している．
そして，排卵時に成熟卵とともに卵管へと排出され，卵管粘
液中のクレアチン濃度が上昇する．クレアチンは，クレアチ
ントランスポーターを介して精子に取り込まれ，ATPが多
い時にはクレアチンキナーゼによりクレアチンリン酸へと
変換される．一方，ATPが少ない時，クレアチンリン酸から
リン酸基（pO3

2-）が放出され，それが微小管の滑り込み運動
に利用される．まさにクレアチンは，ハイブリットカーの
バッテリーの役割を果たしており，クレアチン存在下では
精子のzig-zag運動が持続するので，マウスでは1つの卵当
たり5個の精子という微少数の精子で高効率な体外受精が
可能となっている 14, 15)．

まとめ

精子は，直進運動とzig-zag運動を使い分けて，子宮を通
過し，卵管で受精する．この使い分けは，代謝機構の切り替
えにより制御されていることから，精子の代謝機構を理解
し，代謝に用いられる基質，代謝が活性化する温度，気相条
件などを最適化する必要がある．本稿では射出精子につい
て解析したが，精巣上体精子は精漿に曝された経験がない
ので，zig-zag運動を誘導するのは容易であるが直進運動さ

せることは難しい．また，射出精子であっても凍結精子では，
凍結融解過程でミトコンドリアが損傷しているため，融解
後は激しいzig-zag運動をおこない，それが短期間で終了す
ることが多く観察される．このような精子の条件の違いも
考慮することで，最適な精子処理が可能になる．
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