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【目　的】

　カルシウムイオノフォア（イオノフォア）はマウス

成熟精子に対して受精能力の獲得を促進することが知

られている（文献）。一方、イオノフォアが、精巣や精

巣上体に存在する受精能力に乏しい未熟精子に対して

も同様の効果をもたらすかどうかは不明である。本研

究では、イオノフォアで未熟精子を処理し、受精能力

の獲得に必要とされる、精子内カルシウムイオン

（Ca２＋）濃度の上昇や、精子先体内部の膜構造の崩壊

（先体反応）、非対称性に尾部を激しく動かす超活性化

運動（ハイパーアクチベーション）の出現といった一

連の変化に及ぼすイオノフォアの効果を調査した。

【方　法】

　８-１６週齢のB６D２F１雄マウスの精巣（図１佳）、精

巣上体頭部（図１加）、精巣上体体部（図１可）から未

熟精子を採取してイオノフォア（２０ μM、１０分）で処

理し以下の検討を行った。

１．精子内Ca２＋濃度の変化

　膜透過型カルシウム蛍光プローブ（Fluo４-AM）を未

熟精子の細胞内に取り込ませて、イオノフォア処理前

後における蛍光強度の変化を観察した。また、蛍光画

像をImageJで解析して、イオノフォア処理前後におけ

る精子内Ca２＋濃度変化を測定した。

２．精子先体反応の有無

　精子の先体内構造物に特異的に反応するFITC標識

Soybean for tripsin inhibitorを含む培養液で精子を１０分

間培養し、遠心・洗浄後、蛍光顕微鏡下にて先体反応

の有無を判定した。

３．ハイパーアクチベーションの有無

　培養液中の精子の運動をスローモーション撮影し、

ハイパーアクチベーションを起こした精子の割合を算

出した。

４．体外受精による受精能力の判定

　過排卵誘起したB６D２F１雌マウスの卵管から卵子－

【結果と考察】

　作成したソフトウェアプログラムをウサギ腱移植腱

モデルのマイクロＣＴデータに適用した。　図１は、ト

ンネル数、ボイド数をドメイン数で規格化した値、

β２/β０とβ１/β０、を縦軸、横軸とした２次元平面に

射影して表している。Ｃ群に比べて、Ａ群はトンネル

数、ボイド数が増加し、骨梁のスポンジ構造が回復し

て、ネットワークが複雑にったことを反映している。

判別分析等の多変量解析によって、これら２つのデー

タ群について有意な差異が確かめられた。

　近年はマルチコアを搭載した計算機が主流であるた

め、Multi-Processing ライブラリを用いた並列化による

計算の効率化、またグラフィックライブラリを用いた

３次元画像の描画機能を実装した。以上により、これ

までの３次元画像診断において副次的な指標であった

連結性を精密に評価し、ベッチ数指標による画像診断

の有効性を示唆した。骨孔拡大の要因としては機械的

要因と生物学的要因があり、特に後者では破骨細胞の

活性化が関与するとされるが、詳細は解明されていな

い。病態診断には骨梁構造の形態計測だけでなく、病理

組織学的な評価と合わせた総合的な診断が必要である。

【文　献】

１）Kamiya et al, Alendronate prevents bone tunnel 

enlargement, Ryukyu Med. J. ３０：２９-３７, ２０１１

図１　ベッチ数による２次元プロット：縦軸と横軸

は開気孔と閉気孔それぞれの骨梁数との比であ

る（ｐ＝０.００８、判別分析）．
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してイオノフォアで処理し、遠心、洗浄後３０分間培養

したところ、８８％がハイパーアクチベーションを起こ

していた。イオノフォア未処理の場合には９０％が直

進性のままだった。精巣や精巣上体頭部の未熟精子

は、イオノフォア処理の有無に関わらず運動性を示さ

なかった。

４．体外受精による受精能力の判定

　イオノフォア処理した精巣上体体部の未熟精子の受

精率は、COC、卵丘除去卵子を用いた場合には０％で

あったが、透明帯除去卵子を用いた場合は１００％であ

った。イオノフォア未処理の未熟精子では、いずれの

種類の卵子を用いた場合でも受精率は０％であった。

なお、精巣と精巣上体頭部の未熟精子は、イオノフォ

ア処理の有無に関わらず運動性を示さなかったため体

外受精は行わなかった。

【考　察】

　イオノフォアはどの部位の未熟精子においても強制

的に精子内にCa２＋を流入させる効果をもつことが明

らかとなった。精巣上体体部の未熟精子ではCa２＋濃

度の上昇によって先体反応やハイパーアクチベーショ

ンが誘起され、卵丘細胞や透明帯の通過はできないも

のの、卵子細胞膜への融合能を獲得することが明らか

になった。しかしながら、精巣や精巣上体頭部の未熟

精子では、精子内Ca２＋濃度が上昇しても先体反応やハ

イパーアクチベーションが起こらなかったことから、

これらの部位の未熟精子では生理的機能獲得のための

機構が未完成であることが示唆された。今後は、イオ

ノフォア処理によって卵子細胞膜への融合能を獲得し

た精巣上体体部の未熟精子におけるリン酸化の有無を

調査する予定である。

【文　献】

Tateno H, Krapf D, Hino T, Sánchez-Cárdenas C, Darszon 

A, Yanagimachi R, Visconti PE, Ca2+ ionophore A23187 

can make mouse spermatozoa capable of fertilizing in vitro 

without activation of cAMP-dependent phosphorylation 

pathways, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,１１０, １８５４３-

１８５４８，（２０１３）

卵丘細胞複合体（COC）を採取して体外受精に供した。

また、COCをヒアルロニダーゼで処理して卵丘細胞を

除去した卵子（卵丘除去卵子）や、卵丘除去卵子を酸

性タイロードで処理して透明帯を除去した卵子（透明

帯除去卵子）を作製して体外受精に供した。

【結　果】

１．精子内Ca２＋濃度の変化

　精巣と精巣上体体部の未熟精子をイオノフォア処理

すると、精子内Ca２＋濃度が処理前の３.５～４.２倍まで

上昇し、精巣上体頭部の未熟精子を処理した場合は

３４倍にまで上昇した。また、各部の未熟精子間でイ

オノファ処理前の蛍光強度を比較したところ、精巣上

体頭部の未熟精子における蛍光強度は精巣や精巣上体

体部の未熟精子に比べて極端に低かった（約１/１７）。こ

のことから、精巣上体頭部の未熟精子の細胞内Ca２＋濃

度はもともと他の部位の未熟精子よりも低く抑えられ

ていることがわかった。

２．精子先体反応の有無

　精巣上体体部の未熟精子では、イオノフォア処理に

より８３％の精子が先体反応を起こしていた（図２）。

精巣と精巣上体頭部の未熟精子では、イオノフォア処

理の有無に関わらず先体反応を起こした精子は観察さ

れなかった。

３．ハイパーアクチベーションの有無

　精巣上体体部の未熟精子では、培養液に導入された

直後から、尾部の振幅の浅い直進性の運動パターンを

示す精子が多数観察された。これらの運動精子を回収

図１　精子成熟までの流れ

　　　（精子成熟は矢印の流れに
沿って進む）

図２　精巣上体体部の

　　　未熟精子
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