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< は し が き >

ブタ卵子の体外受精時には,ブタにおける繁殖技術の発展に対 して大きな障害とな

っている多精子受精(異常受精)が高頻度(50%以上)に起こる｡そこで,これまで多くの

研究者によって多精子受精を抑制すべく,受精培地の組成や媒精時の精子濃度等の検

討が行われてきたが,その原因の解明にまで未だ至っておらず,適切な体外受精環境

の構築が強く望まれている｡我々は,これまでの研究で,glycosaminoglycans(GAGs)

の一つであるコン ドロイチン硫酸 A の徹底水解から得られた四糖からなる短鎖のオ

リゴ糖が,体外受精時の多精子受精を透明帯周囲の卵丘細胞の有無に関係なく効果的

に抑制することを初めて明らかにした｡この我々が新規に見出したオリゴ糖は,精子

頭部の先体に特異的に局在するヒアルロニダーゼ活性を著しく阻害すると共に,透明

帯への結合精子数を減少させた｡一般に,精子ヒアルロニダーゼは成熟卵の周囲を覆

う拡張卵丘細胞層を精子が通過する際に必要とされてお り,精子の透明帯-の侵入に

対するヒアルロニダーゼの関与については全く検討されていなかった｡また,新規オ

リゴ糖はD-glucuronjcacidとN-acetyトgalactosamine(GalNAc)で構成されており,受精

時における精子一透明帯間の一次糖鎖結合-のオ リゴ糖の関与も考慮する必要があ

った｡したがって,我々が発見 した抗ヒアルロニダーゼ作用を有するオリゴ糖の多精

子受精抑制効果は,ヒアルロニダーゼ阻害作用に起因するものか,もしくは精子-卵

透明帯問の糖鎖修飾に起因するものかと云った解明すべき次なる研究課題が発生し

た｡

そこで本研究では,糖鎖を有さないポリフェノール類から新たな抗ヒアルロニダー

ゼ作用物質としてタンニン酸をスクリーニングしたC他のポリフェノール類(アピゲ

ニンやクエルセチン等)とは異なり,タンニン酸は精子から粗抽出したヒアルロニダ

ーゼの活性を濃度依存的に阻害し,受精培地-の 5Llg/ml以上の添加で多精子受精率

を25%にまで有意に抑制 した(対照区58%;p<0.05).一九 抗ヒアルロニダーゼ活性を

示さない他のポリフェノール類には多精子受精抑制効果は検出されず,しかも,透明

帯-の精子結合や精子先体由来タンパク質分解酵素活性を阻害する作用がタンニン

酸には認められなかった｡ただし,タンニン酸は抗ヒアルロニダーゼ作用以外に強い

抗酸化作用を有 してお り,この点の影響に関してタンニン関連化合物(タンニン酸,

エラグ酸ならびに没食子酸)を用いて更なる追究を行った｡その結果,多精子受精抑

制効果は,タンニン酸と同様に強い抗ヒアルロニダーゼ作用を保持 しながら抗酸化作

用を示さないエラグ酸においても確認された｡そして,エラグ酸もしくはタンニン酸

による処理は,透明帯により誘起される精子先体反応を顕著に抑制することが証明さ

れたOすなわち,精子一透明帯間の一次結合で惹起される先体反応に精子ヒアルロニ

ダーゼ活性が関与 していると云った新たな知見が得られ,この生理学的作用を抗ヒア

ルロニダーゼ剤は阻害する機序を介して多精子受精を抑制 していると結論された｡

一 方 , ブ タにお け る精 子 一透 明 帯 問 の糖 鎖 結 合 に は GalNAc よ りも
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N-acety1-glucosamine(GIcNAc)の方が強く関わってお り,GIcNAc糖鎖末端-特異的に

結合するレクチン(WGA とS-WGA)処理は透明帯-の結合精子数ならびに多精子受精

率を有意に減少 させたわく0.05)｡ しかし,活性化卵の表層額粒の開裂に伴 う透明帯構

成糖タンパク質の硬化や透明帯-の結合精子数の減少は活性化処理後4-12時間にか

けて起こり,透明帯との相互作用で先体反応を誘起 した精子の割合が低下するには活

性化処理後 12時間を要 した｡そして,この時期には GalNAc糖鎖末端の変化は観察

されたが,GIcNAcの糖鎖末端の変化が検出されたのは活性化処理後24時間であった｡

すなわち,透明帯構成糖タンパク質の各糖鎖末端の変化の遅延がブタ体外受精時の高

率な多精子受精に影響を及ぼしていると考えられた｡

以上述べてきたように,ブタ体外受精時に特異的に観察される高頻度の多精子受精

には精子一透明帯間の糖鎖結合が深 く関係 してお り,抗 ヒアル ロニダーゼ剤による多

精子受精抑制効果は,透明帯との糖鎖結合によって引き起こされる精子先体反応の抑

制作用に起因していることが明らかとなった｡しかし,ブタにおける体外受精環境を

完全に確立するには数多くの問題点が残ってお り,今後の発展が期待 される｡

研 究 課 題

ブタ体外成熟卵子の体外受精時における多精子受精抑制に関わる因子の解明

(No.17580247)

研 究 組 織

研究代表者 建 本 秀 樹 (琉球大学農学部 准教授)

研究分担者 仲 田 正 (琉球大学農学部 教授)

交付金決定額 (配分額)

(金額単位 :円)

直接経費 間接経費 合 計
平成 17年度 1,400,000 0 1,400,000

平成 18年度 1,000,000 0 1,000,000

平成 19年度 1,000,000 300,000 1,300,000

-2-



研 究 発 表

(1)雑 誌 論 文

I)TatemotoH,MutoN,Yim S-D,NakadaT An ti-hyaluronidaseoligosaccharide

derivedfromchondroitinsulfateAeffTectivelyreducespolyspermyduringlnVitro

fertilizationofporcineoocytes. BiologyofReproduction,査読有 り,72,2005,

127-134.

2)WinMM,MiyagiY,AshizawaK,TatemotoH,NakadaT. hvitroformationof

holesontheinnerperivitellinelayerofquailovum bychickenspermatozoa.

AnimalScienceJournal,査読有 り,76,2005,133-138.

3)WinMM,TatemotoH,AshizawaK,NakadaT Effectsofdiethylstilbestrol

administrationonspe- penetrationintotheimerperivitellinelayerorJapanese

quail,coturnixjaponica. TheJournalofPoultyyScience,査読有 り,43,2006,

67-74.

4)KatayamaS,AshizawaK,FukuharaT,HiroyasuM,¶uzukiY,TatemotoH,Nakada

T,NagaiK. DifferentialexpressionpattemsofWntandp-Catenin/TCFtarget

genesintheuterusofimmaturefTemaleratsexposedto17α-ethynylestradiol.

ToxicologicalScience,査読有 り,91,2006,419-430.

5)WinMM,TatemotoH,AshizawaK,Kawam otoY,NakadaT. Detenninationof

acrosomalproteolyticactivityinspennatozoacollectedfrom quailtreatedwith

diethylstilbestrol,usinggelatin-substrateslideteclmique. TheJournalofPoult7y

science,査読有 り,43,2006,307-311.

6)TatemotoH,TokeshiI,NakamuraS,MutoN,NakadaT. Inl1ibitionofboarspenn

hyaluronidase activlty by tannic acid reducespolyspemy dul･ing in vitro

fertilizationofporcineoocytes. Zygote,査読有 り,14,2006,275-285.

7)KatayamaS,AshizawaK,GohllaH,FukuharaT,NarumiK,nuzukiY,TatelllOtOH,

NakadaT,NagaiK･ TheexpressionofHedgehoggenes(Ihh,Dhh)andHedgehog

targetgenes(Ptcl,Glil,CoLlP-7万1)isaffectedbyestrogenicstimuliintheuterusof-

immaturefemalerats. ToxicologyandAppliedPharmacology,査読有 り,217,

2006,375-383.

8)吉元哲兵,仲村敏,渡慶次功,仲田正,建本秀軌 琉球在来豚アグー精子に

おける冷却処理前の室温放置が凍結融解後の精子性状に及ぼす影響.西■β

本畜産学会報 査読有り,50,35-42,2007.

9)TokeshiI,YoshimotoT,MutoN,Nakamul･aS,AshizawaK,NakadaT,TatemotoH.

An tihyaluronidaseactionofellaglCacideffectivelypreventspolyspemyasaresult

-3-



ofsuppressionoftheacrosomereactioninducedbyspem-zonainteractionduringm

vitrofTertilizationofporcineoocytes.JournalofReproductionandDevelopment,

査読有 り,53,2007,755-764.

10)YoshimotoT,NakamuraS,YamauchiS,MutoN,NakadaT,AshizawaK,Tatemoto

H. lmprovementofthepost-thawqualitiesofOkinawannativeplgspermatozoa

frozen in an extender supplemented with ascorbic acid 2-0-α-glucoside.

Cryobiology,査読有 り,submitted.

(2)学 会 発 表

1)渡慶次功,建本秀樹,仲村敏,武藤徳男,仲 田正. ブタ体外受精時における

タンニン関連化合物の抗酸化な らびに抗 ヒアル ロニダーゼ作用の精子侵入

に及ぼす影瞥 西 日本畜産学会 2005年度(第 56回)大会,2005年 10月 27日

～30日,鹿児島大学.

2)渡慶次功,建本秀樹,仲村敏,武藤徳男,仲田正. ブタ体外受精時における

抗 ヒアル ロニダーゼ作用を有す るタンニン関連化合物類の精子侵入 と初期

発生-の影響. 日本畜産学会第 106回大会,2006年 3月 29日～31日,九州

大学.

3)吉元哲兵,仲村敏,渡慶次功,建本秀樹,芦沢幸二,仲 田正. 琉球在来豚ア

グー精子の凍結保存 :凍結処理前の精子懸濁液ならびに室温放置時間の検討.

日本畜産学会第 106回大会,2006年 3月 29日～31日,九州大学.

4)渡慶次功,建本秀樹,上原美奈,吉元哲兵,仲村敏,仲田正. レクチンによ

るブタ卵の受精時における精子一透明帯間の糖鎖結合の検討. 第 99回 日本繁

殖生物学会大会,2006年 9月 7日～9日,名古屋大学.

5)吉元哲兵,仲村敏,山内昌吾,渡慶次功,上原美奈,仲田正,芦沢幸二,武藤

徳男,建本秀樹. 琉球在来豚アグー精子の凍結時における凍結用希釈液-

のアスコル ビン酸-2-0-α-グル コシ ド添加 が凍結融解後の精子性状に及ぼす

影響. 西 日本畜産学会2006年度(第 57回)大会,2006年 10月 14日～15日,九

州東海大学.

6)TokeshiI,Tatemoto H,Muto N,Yoshimoto T,Nakamura S,Nakada T.

An ti-hyaluronidaseactionofellaglCacideffectivelypreventspolyspellTlythrough

suppressionofacrosomereactioninducedbythesperm-zonainteractionduring

porcineTVF･ TheAm ualConferenceoftheIntemationalEmbryoTransferSociety,

2007年 1月 6日～10日,京都.

7)渡慶次功,上原美奈,仲村敏,仲 田正,建本秀樹. ブタ卵の活性化に伴 う透

明帯構成糖タンパク質の硬化ならびに糖鎖末端の変化. 日本畜産学会第 107

回大会,2007年 3月 27日～29日,麻布大草

-4-



8)吉元哲兵,仲村敏,山内昌吾,仲田正,武藤徳男,建本秀樹. 琉球在来豚ア

グー精子の凍結保存 :凍結用希釈液への新規アスコル ビン酸誘導体添加が融

解後の精子性状に及ぼす影響. 日本畜産学会第 107回大会,2007年 3月 27

日～29日,麻布大学.

9)片山誠一,芦沢幸二,成見香瑞範,績木靖浩,建本秀樹,仲田正,山下保志.

幼若ラット子宮の- ツジホッグ関連遺伝子の発現に及ぼすエス トロゲンレ

セプター選択的アゴニス トの影響. 日本畜産学会第 107回大会,2007年 3月

27日～29日,麻布大学.

10)Ahamm ad MU,BulbulSM,HowliderMAR,Tareque AMM,Tatemoto H,

KawamotoY,NakadaT. ModifiedchoicefTeedingwithwholewheat(withor

withoutenzym e)andcrushedcorninbroiler. 21thPacificScienceCongress,2007

年 6月 12日～18日,沖縄.

ll)吉元哲兵,仲村敏,山内昌吾,仲田正,建本秀樹. 夏期に耐凍能が著 しく低

下する琉球在来豚アグー精子の凍結時におけるグリセ リン添加濃度の融解

後の精子性状に及ぼす影響. 第 100回日本繁殖生物学会大会,2007年 10月

18日～22日,東京大学農学瓢

12)山内昌吾,仲村敏,吉元哲兵,仲田正,建本秀軌 琉球在来豚アグーにおけ

る性周期に伴った vER値の変動を指標 とした交配適期判定法の検討. 西日

本畜産学会 2007年度(第 58回)大会,2007年 10月 27日～28日,山口大学.

13)MarLayK,TokeshiI,UeharaM,NakadaT,TatemotoH･ Theconcurrentzona

modificationduringmaturationisrequiredfわrspermpenetrationinporcineoocytes･

日本畜産学会第 109回大会,2008年 3月 27日～29日,常磐大学.

14)山内昌吾,仲村敏,吉元哲兵,仲田正,武藤徳男,建本秀樹. 沖縄在来豚ア

グー精子の凍結時におけるシクロデキス トリン処理が融解後の精子性状に

及ぼす影響. 日本畜産学会第 109回大会,2008年 3月 27日～29日,常磐大

学.

研究成果による産業財産権の出願 ･取得状況

該当無 し｡

- 5-


