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　哺乳動物の精子は、射精後一定時間は受精能力を保有してい
るが、それ以降受精能は漸次低下することが知られている

（Marcus と Arthur, 1960; Bishop, 1969; Blandau, 1969）。マウ
ス精子の受精能保有時間は、射精後６時間であると報告されて
いるが（Marcus と Arthur, 1960; Bishop, 1969; Blandau, 1969）、
これらの報告はすべて雌性生殖道内で受精能保有時間を調べた
もので、これまでに in vitro での受精能保有時間を調べた報告
はみられない。
　一方、マウス精子表面の複合糖質が各種レクチンを用いて検
出 さ れ て い る（Lee ら，1987; Liu ら，1991; Kawakami ら，
2002; Baker ら，2004）。すなわち、精巣上体を移動中の精子で
は、N- アセチルグルコサミンおよび N- アセチルノイラミン酸
を含む複合糖質が先体帽表面で増加すること、また、受精能獲
得後の精子では、N- アセチルグルコサミンを含む複合糖質が
先体帽表面に、フコースを含む複合糖質が赤道部表面に、それ
ぞれ出現するとともに、フコースを含む複合糖質が先体帽およ
び先体後領域の表面から、マンノースとグルコースを含む複合
糖質が赤道部表面から、N- アセチルグルコサミンを含む複合
糖質が先体後領域の表面から、それぞれ消失することが調べら
れている（Liu ら，1991; Kawakami ら，2002; Baker ら，2004）。
また、射出直後の精子では、頭部の表面全体にはフコースを含
む複合糖質が、先体帽および先体後領域の表面には N- アセチ
ルガラクトサミンおよびマンノースを含む複合糖質が、先体帽
表面にはガラクトースを含む複合糖質がそれぞれ存在している

が、これらの複合糖質は、in vitro での受精能の獲得に伴う変
化は示さなかったといわれている（Lee ら，1987）。このように、
精巣上体の移動および受精能の獲得に伴う精子表面の複合糖質
の変化は調べられているが、受精能の消失に伴う精子表面の複
合糖質の変化はこれまでに調べられていない。さらに、精巣上
体の移動ならびに受精能の獲得と消失に伴う精子表面の複合糖
質の変化を同一研究者が調べた報告はこれまでにみられない。
　本研究は、精巣上体尾部より採取して各種時間培養したマウ
ス精子を用いて媒精し、in vitro における精子の受精能保有時
間を確かめるとともに、精巣上体の各部位から採取した精子な
らびに精巣上体尾部より採取して各種時間培養した精子につい
て、パーオキシダーゼを標識した各種レクチンを用いてそれら
の結合能を組織化学的に観察し、精巣上体の移動ならびに受精
能の獲得と消失に伴う精子表面の複合糖質の変化を観察したも
のである。

材料および方法
体外受精
　供試動物として、８ないし 10 週齢の ICR 系の成熟マウスを
使用した。マウスの飼育は 24℃に調節した室内で行い、点灯
は午前４時から午後６時までの 14 時間とした。これらの雌マ
ウスに、PMSG（ピーメックス，三共エール薬品）と hCG（ゴ
ナトロピン，帝国臓器）それぞれ５ 単位 を 48 時間間隔で腹
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要　約
　各種時間培養したマウス精子を用いて体外受精を行い、精子の受精能保有時間を調べるとともに、精巣上体の頭部、体部お
よび尾部のマウス精子ならびに精巣上体尾部より採取して各種時間培養したマウス精子について、パーオキシターゼを標識し
た各種レクチンを用いてそれらの結合能を組織化学的に観察し、精巣上体の移動ならびに受精能の獲得と消失に伴うマウス精
子表面の複合糖質の変化を検討した。
　受精率は、培養後１時間の精子を用いた場合には92.6％であったが、培養時間の経過に伴って有意に低下し、培養後６および
12時間の精子を用いた場合には29.3および０％になった。このことから、精巣上体尾部より採取したマウス精子の受精能は、培
養１時間以降低下し、培養後12時間では完全に消失することが考えられた。
　精巣上体頭部より採取した精子において、Dolichos biflorus agglutinin（DBA）の結合はみられなかったが、先体帽表面には
Griffonia simplicifolia agglutinin Ⅰ（GS-Ⅰ）、Ulex europeus agglutinin Ⅰ（UEA-Ⅰ）および Bauhinia purpurea agglutinin（BPA）
の結合が、先体帽と赤道部の表面には Griffonia simplicifolia agglutinin Ⅱ（GS-Ⅱ）、Triticum vulgaris agglutinin（WGA）、
Canavalia ensiformis agglutinin（Con A）、Glycine max agglutinin（SBA）および Arachis hypogaea agglutinin（PNA）の結
合がそれぞれみられた。精巣上体の尾部に移動する過程で、先体帽表面には DBA の結合が、赤道部表面には GS-Ⅰと UEA-Ⅰ
の結合が、先体後領域の表面には DBA、SBA と PNA の結合がそれぞれ出現したが、SBA の結合は赤道部の表面からは消失
した。一方、培養後0.5および１時間の精子において、先体帽表面からは DBA の結合が、赤道部表面からは GS-Ⅰ、UEA-Ⅰお
よび Con A の結合が、先体後領域の表面からは PNA の結合がそれぞれ消失し、先体後領域の表面には Con A の結合が出現し
た。また、培養後６および12時間の精子において、先体帽表面からは UEA-Ⅰおよび BPA の結合が、赤道部表面からは GS-Ⅱ
と WGA の結合が、先体後領域の表面からは Con A の結合がそれぞれ消失し、赤道部表面には Con A の結合が出現した。
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腔内に注射して過排卵を誘起した。マウスにおいて、排卵は
hCG 注射後 13 時間に起こることが知られているので（Gate, 
1971）、本研究の卵子の時間は排卵後の時間に換算して記載し
た。
　一方精子は、雄マウスの精巣上体尾部より採取し、精子濃度
が 5.0 × 105 個 /ml になるように TYH 液（豊田ら , 1971）で希
釈した。これらの精子は、37℃で CO2 ５％、空気 95％の気相
下で１、６および 12 時間培養した。一方、未受精卵子は雌マ
ウスの卵管膨大部から排卵後２時間に採取した。体外受精は、
各種時間培養した上記濃度の精子懸濁液 100 μ l のドロップに
未受精卵子を移し、37℃で CO2 ５％、空気 95％の気相下で６
時間培養して行った。
　媒精後に卵子を顕微鏡下で観察し、細胞質に２個の前核がみ
られるものを単精子受精卵子、前核が３個以上みられるものを
多精子受精卵子と判定した。

精子表面のレクチン結合の観察
　精巣上体の移動に伴うマウス精子表面のレクチン結合の変化
を観察するために、雄マウスから精巣上体を採取した。採取し
た精巣上体を、頭部、体部および尾部に分割し、それぞれ
TYH 液中で切開して精子を取り出した。この精子懸濁液を、
800 × g で５分間遠心分離し、精子を洗浄するとともに、最終
精子濃度が 1.0 × 107 個 /ml になるように TYH 液で希釈した。
次いで、この精子懸濁液をスライドガラスに塗抹し、室温で乾
燥後、ブアン液に固定した。
　一方、培養時間の経過に伴う精子表面のレクチン結合の変化
を観察するために、精巣上体尾部から取り出した精子を TYH
液に懸濁し、最終濃度が 1.0 × 107 個 /ml になるように TYH 液
で希釈した。この精子懸濁液を、37℃で CO2 ５％、空気 95％
の気相下で、0.5、1.0、6.0 および 12.0 時間それぞれ培養した。
培養後、精子懸濁液をスライドガラスに塗抹し、室温で乾燥後、
ブアン液に固定した。
　レクチン結合の観察は、これらの塗抹精子について、パーオ
キシダーゼを標識したレクチンを用いて直接法で行った。すな
わち、塗抹標本を 0.1％のウシ血清アルブミン（BSA, Sigma 
Chemical Co., MO, USA）を含むリン酸緩衝塩類溶液（PBS, 

pH7.4）（Dulbecco と Vogt, 1954）（BSA-PBS）に室温で 30 分
間浸漬した後、塗抹標本を PBS で洗浄し、BSA-PBS １ml 中
に 100 μ g のレクチンを含む液に室温で 30 分間浸漬した。本
研究で使用したレクチンの種類は、GS-Ⅰ、UEA-Ⅰ、BPA、
DBA、GS-Ⅱ、WGA、Con A、SBA および PNA である。なお、
レクチンはいずれも E-Y ラボラトリーズ（USA）から購入し
たものである。レクチンを含む液に浸漬した塗抹標本は、PBS
で洗浄し、0.02％のジアミノベンチジン（DAB, 半井化学）を
含む PBS（DAB-PBS）に室温で 10 分間浸漬した後、さらに、５％ 
H2O2 を 100μl 含む 100ml の DAB-PBS に室温で 10 分間浸漬し
た。一方対照として、レクチンを含む BSA-PBS のかわりに
BSA-PBS のみで処理した塗抹標本を用いた。

統計処理
　受精に関する数値の統計処理にはχ2 検定法を用いた。

結 果
受精成績
　精巣上体尾部より採取して１、６および 12 時間培養した精
子を用いた体外受精の成績は表１に示した通りである。すなわ
ち、培養後１時間の精子を用いて媒精すると、92.6％（52/56）
の卵子が受精しており、未受精卵子はわずかに 7.4％みられる
のみであった。また、受精卵子の 86.5％は単精子受精卵子（図
1a）、13.5％は多精子受精卵子であった。６時間培養した精子
で媒精すると、受精率は、培養後１時間の精子を用いた受精成
績に比べて有意に低下し、29.3％（12/41）になった。また、
受精卵子の 91.7％が単精子受精卵子で、多精子受精卵子は 8.3％
みられるのみであった。12 時間培養した精子で媒精すると、
受精した卵子はみられず、媒精した 44 個の卵子すべてが未受
精卵子（図 1b）であった。

マウス精子表面のレクチン結合の変化
　精巣上体の各部位および精巣上体尾部より採取して各種時間
培養した精子の塗抹標本を、パーオキシダーゼを標識した GS-
Ⅰ、UEA-Ⅰ、BPA、GS-Ⅱ、DBA、WGA、Con A、SBA お

Fig. 1 Fertilized (a) and unfertilized (b) mouse eggs inseminated with sperm cultured for 1 or 
12 hours, respectively. Scale bar indicates 50 μm.

　　　a. A monospermic egg with two pronuclei in the cytoplasm. 
　　　b. No pronuclei are seen in the cytoplasm. 
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よび PNA で処置して DAB-PBS に浸漬すると、これらのレク
チンの結合を示すベンチジンの褐色の反応産物が精子表面に認
められた（図 2a-c，図 3a-c）。また、この反応産物は、レクチ
ンを含まない BSA-PBS で処置した精子表面にはまったくみら
れなかった（図 2d，図 3d）。
　精巣上体頭部から採取した精子（図 2a）において、DBA の
結合はみられなかったが、先体帽表面には GS-Ⅰ、UEA-Ⅰお
よ び BPA の 結 合 が、 先 体 帽 と 赤 道 部 の 表 面 に は GS-Ⅱ、
WGA、Con A、SBA および PNA の結合がそれぞれみられた。
精巣上体の尾部に移動する過程で、先体帽の表面には DBA の
結合が、赤道部の表面には GS-Ⅰと UEA-Ⅰの結合が、先体後
領域の表面には DBA、SBA と PNA の結合がそれぞれ出現す
るようになった（図 2b，c）。また、SBA の結合は、赤道部表
面からは消失した。
　一方、精巣上体尾部より採取して 0.5 ないし１時間培養した
精子（図 3a，b）では、先体帽表面から DBA の結合が、赤道

部表面から GS-Ⅰ、UEA-Ⅰおよび Con A の結合が、先体後領
域の表面から PNA の結合がそれぞれ消失したが、先体後領域
の表面に Con A の結合が出現した。培養後６時間の精子では、
赤道部の表面から GS-Ⅱの結合が、先体後領域表面から Con A
の結合がそれぞれ消失したが、赤道部の表面に Con A の結合
が出現した。培養後 12 時間の精子では、いずれの部位にも
UEA-Ⅰ、BPA および DBA の結合はみられなくなるとともに、
赤道部の表面から WGA の結合も消失した。

考　察
　既述のように、マウス精子の受精能保有時間は、射精後６時
間であるといわれている（Marcus と Arthur, 1960; Bishop, 
1969; Blandau, 1969）。しかし、これらの報告はすべて雌性生
殖道内で受精能保有時間を調べたもので、in vitro における受
精能保有時間については調べられていない。
　本研究において、精巣上体尾部より採取したマウス精子を

Fig. 2 Lectin-bindings on the surface of epididymal mouse sperm. Scale bar indicates 2 μm.
　　　�a. Sperm collected from caput epididymis and treated with BPA. Brown products showing the 

lectin-bindings are seen on the surface of acrosomal cap (black arrow).
　　　�b. Sperm collected from corpus epididymis and treated with SBA. Brown products showing the 

lectin-bindings are seen on the surface of acrosomal cap (black arrow) and post acrosomal region 
(arrow head).

　　　�c. Sperm collected from cauda epididymis and treated with PNA. Brown products showing the 
lectin-bindings are seen on the surface of acrosomal cap (black arrow), equatorial segment (white 
arrow) and post acrosomal region (arrow head).

　　　�d. Control sperm collected from cauda epididymis and treated with BSA-PBS. No brown 
products showing the lectin-bindings are seen on the surface of sperm head.
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TYH 液中で各種時間培養した後、排卵後２時間の未受精卵子
に媒精し、in vitro での受精能保有時間を調べた。その結果、
受精率は、培養後１時間の精子を用いた場合には 92.6％であっ
たが、その後有意に低下し、培養後６および 12 時間の精子を
用いた場合にはそれぞれ 29.3 および０％となった。本研究の
結果は、これまでの射出精子を用いた研究結果（Marcus と
Arthur, 1960; Bishop, 1969; Blandau, 1969）と一致しており、
マウス精子の受精能保有時間は、in vivo と in vitro で相違な
いことが確かめられた。
　一方、精巣上体の移動および受精能獲得に伴うマウス精子表
面の複合糖質の変化が多くの研究者によってレクチンを用いて
観 察 さ れ て い る（Lee ら，1987; Liu ら，1991; Baker ら，
2004）。しかしこれまでに、受精能の消失に伴う精子表面の複
合糖質の変化については調べられていないとともに、精巣上体
の移動ならびに受精能の獲得と消失に伴う精子表面の複合糖質
の変化を同一研究者が調べた報告もみられない。
　本研究において、精巣上体の各部位から採取した精子および

精巣上体尾部から採取して各種時間培養した精子について、
パーオキシダーゼで標識した各種レクチンを用いて表面のレク
チン結合を観察した。その結果、精巣上体頭部より採取した精
子頭部の先体帽表面にはマンノース、N- アセチルグルコサミ
ンおよびフコースを含む複合糖質が、赤道部表面にはマンノー
スおよび N- アセチルグルコサミンを含む複合糖質が存在して
おり、精巣上体の頭部から尾部への移動に伴って、精子の先体
帽表面には N- アセチルガラクトサミンを含む複合糖質が、赤
道部表面にはフコースを含む複合糖質がそれぞれ新たに出現す
ることが示唆された。
　精子は、精巣内で形態的に完成後、精巣輸出管を経て精巣上
体に移動し、精巣上体の頭部、体部および尾部を移動する過程
で潜在的な受精能を獲得するといわれている。また、精巣上体
を移動する過程で、精巣上体液に含まれる受精能獲得抑制因子
が精子表面に付着するといわれている（Bedford と Chang, 
1962）。Kawakami ら（2002）は、イヌ精子では N- アセチルガ
ラクトサミンおよびガラクトースを含む複合糖質と結合したタ

Fig. 3 Lectin-bindings on the surface of mouse sperm cultured for various hours. Scale bar indicates 2 μm.
　　　�a. Sperm cultured for 1 hour and treated with DBA. Brown products showing the lectin-bindings 

are seen on the surface of post acrosomal region (arrow head).
　　　�b. Sperm cultured for 1 hour and treated with GS-Ⅰ. Brown products showing the lectin-bindings 

are seen on the surface of acrosomal cap (black arrow).
　　　�c. Sperm cultured for 6 hours and treated with Con A. Brown products showing the lectin-

bindings are seen on the surface of acrosomal cap (black arrow) and equatorial segment (white 
arrow).

　　　�d. Control sperm cultured for 12 hours and treated with BSA-PBS. No brown products showing 
the lectin-bindings are seen on the surface of sperm head.
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ンパク質が受精能獲得抑制因子である可能性を示唆している。
マウスにおいても、受精能獲得抑制因子がフコースを含む複合
糖質を介して精子表面に結合することが示唆されている

（Fraser, 1998）。マウス精子を用いた本研究において、フコー
スに親和性がある UEA-Ⅰの結合は、精巣上体の移動に伴って
赤道部表面に出現することが確かめられた。これらのことから、
精巣上体を移動する過程で、精巣上体液中に存在する受精能獲
得抑制因子がフコースを含む複合糖質を介してマウス精子表面
に結合し、これが精子の精巣上体内での受精能獲得を抑制して
いることが考えられた。なお、フコースを含む複合糖質は、射
精後精子表面から消失することによって受精能獲得抑制因子も
脱落し、精子は受精能を獲得できるようになることが推察され
た。
　一方、受精能の獲得に伴い、精子の先体帽表面からは N- ア
セチルガラクトサミンを含む複合糖質が、赤道部表面からはマ
ンノースとフコースを含む複合糖質がそれぞれ消失するととも
に、先体後領域の表面にはマンノースを含む複合糖質が出現す
ることが示唆された。受精能の獲得に伴い、精子の原形質膜か
らコレステロールが流失することが報告されている（Visconti
ら，1995）。通常、単糖はタンパク質あるいは脂質と結合した
複合糖質の形で細胞表面に存在していると考えられるので、受
精能の獲得に伴って精子表面からマンノースとフコースを含む
複合糖質が消失することは、コレステロールの流失に伴って生
じたものと考えられた。従って、マンノースおよびフコースを
含む複合糖質の有無は、マウス精子の受精能獲得の指標になる
ことが考えられた。
　受精能の消失に伴い、精子の先体帽表面からは N- アセチル
グルコサミンおよびフコースを含む複合糖質が、赤道部表面か
らは N- アセチルグルコサミンを含む複合糖質が、先体後領域
表面からはマンノースを含む複合糖質がそれぞれ消失すること
が示唆された。従って、受精能の消失に伴い、精子表面から
N- アセチルグルコサミンおよびフコースと結合した何らかの
タンパク質あるいは脂質が失われたことも推察される。一方、
精子には脂質ラフトと呼ばれる膜マイクロドメインが存在して
おり（Travis ら，2001; Trevino ら，2001）、この脂質ラフト
にはカルシウムチャネルや G タンパク質といった細胞のシグ
ナル伝達に欠かすことのできない物質が集合しているといわれ
ている（Trevino ら，2001）。本研究の結果のみでは受精能の
消失に伴って精子表面から消失した複合糖質と結合した物質を
特定することはできないが、脂質ラフトのような細胞の機能維
持に不可欠な物質が流失することによって、精子が機能を失い、
受精能を消失したことも考えられた。
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Table 1．The fertilization rate of mouse eggs with mouse sperm cultured for various hours

Hours 
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No. of eggs 
inseminated

No.（％）of eggs fertilized No.（％）of eggs 
unfertilized Total Monospermy Polyspermy
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12 44  0（ 0.0）c  0（ 0.0）b 0（ 0.0）b 44（100.0）a

Eggs used for insemination are collected from oviducts 2 hrs after ovulation．
Valuse with different superscripts in the same column are significantly different (p ＜ 0.05)．
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大輪・新村：マウス精子表面のレクチン結合

Histochemical Observations of Lectin-Bindings on the Cell-Surface of Mouse Sperm

Shinji OWA1 and Sueo NIIMURA2＊

(Received March 1, 2010)

Summary
Using mouse sperm cultured for various hours, fertilizability of those was examined in vitro. Lectin-bindings on the 

surface of head were also histochemically observed in mouse sperm collected from caput, corpus and cauda epididymides 
and in those cultured for various hours, in order to examine the changes in glycoconjugates on the surface of mouse sperm 
heads during the movement of epididymis and the course of acquirement and loss of fertilizability.

When fertilizable mouse eggs were inseminated with mouse sperm cultured for 1, 6 and 12 hours, the rates of 
fertilization were 92.6, 29.3 and 0%, respectively. The results suggest that fertilizability of mouse sperm decreases after 1 
hour of culture and disappears at 12 hrs of culture.

In mouse sperm collected from caput epididymis, the bindings of GS-Ⅰ, UEA-Ⅰ, BPA, GS-Ⅱ, WGA, Con A, SBA and 
PNA, and those of GS-Ⅱ, WGA, Con A, SBA and PNA were observed on the surface of acrosomal cap and equatorial 
segment, respectively, but that of DBA was not observed on the surface of any part of head. In the course of movement to 
cauda epididymis, the binding of DBA, those of GS-Ⅰ and UEA-Ⅰ, and those of DBA, SBA and PNA appeared on the surface 
of acrosomal cap, equatorial segment and post acrosomal region of sperm head, respectively, though that of SBA disappeared 
from the surface of equatorial segment.

On the other hand, the binding of DBA, those of GS-Ⅰ, UEA-Ⅰ and Con A, and that of PNA disappeared from the 
surface of acrosomal cap, equatorial segment and post acrosomal region of sperm cultured for 0.5 and 1 hours, respectively. 
As for Con A binding, it appeared on the surface of post acrosomal region of sperm cultured for 0.5 and 1 hours. 
Furthermore, the bindings of UEA-Ⅰ and BPA, those of GS-Ⅱ and WGA, and that of Con A disappeared from the surface of 
acrosomal cap, equatorial segment and post acrosomal region of sperm cultured for 6 and 12 hours, respectively, though that 
of Con A appeared on the surface of equatorial segment.

Bull.Facul.Agric.Niigata Univ., 63(1):1-7, 2010
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7

1 Graduate School of Science and Technology, Niigata University
2 Faculty of Agriculture, Niigata University
＊ Corresponding author: niimura@agr.niigata-u.ac.jp


