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要旨 

精液は細菌により感染されていること、またその細菌感染が妊娠率の低下のみでなく、凍結精液や液状

保存精子の運動性をも低下させることが知られている。ペニシリンなどの溶菌性抗生物質が精子の洗浄液

や保存液へ添加されているが、その効果は部分的であるため、精液への細菌感染と精子の機能との関係

は不明な点が多い。我々のこれまでの研究から、精液にグラム陰性菌やグラム陽性菌が検出され、さらに

それぞれが放出する内毒素が検出された。ブタ、マウス、ヒト精子における内毒素の受容体であるTLR2/4
の発現を検出した結果、精子先体部に局在していた。さらに、TLR2/4のそれぞれのリガンドである内毒素

の添加は、いずれの種においてもの精子の先体部を損傷させ、Caspase活性によるアポトーシスを引き起こ

し、精子生存率を低下させた。さらに、TLR4、TLR2/4ノックアウトマウスを用いた研究から、TLR2/4がそれ

ぞれのリガンドを特異的に認識し精子生存性に影響を与えることが示され、体内および体外での受精能に

も影響を与えることが明らかとなった。これらのことから、精子はTLR2/4を発現し、それが精液中の細菌感

染を認識し、アポトーシスにより生存性を低下させるという、精子の初期免疫応答が初めて明らかとなった。

我々は，精子の凍結保存や液状保存において、処理液や保存液中への溶菌性抗生物質とPMB複合処

理が、人工授精や体外受精における受胎率や受精率を向上させることも確認していることから、精子の自

然免疫応答の解析は、ヒトの高度生殖補助医療にも大きく貢献するものであると考えられる。 

キーワード： peptidoglycan, lipopolysaccharide, sperm motility, sperm apoptosis, Toll-like receptor  

 
序論 

生殖器の細菌感染は、男性不妊要因の１つとなって

いる［5,10,11,24］。重篤な精巣への細菌感染は、精子

形成不全を引き起こし、副生殖器官への細菌感染は、

精漿成分の変性により、精液中の精子機能が低下する

［4,25］。一方、細菌感染している精液の中には、白血

球数が集積し、膿精液症となる症例も認められ、これら

の精液中の精子運動性も低下することが報告されてい

る［29］。白血球は、非自己(感染細菌など)の存在を

pattern recognition receptorである Toll-like Receptor 
(TLR)により認識し、サイトカイン、ケモカインの分泌を誘

起する[33,34]。このときに分泌されるサイトカインの一種

であるTNF-αは、多くの細胞の膜表面に発現する

type1-TNFRと結合することにより、アポトーシスを誘導

する[1]。精子にもtype1-TNFRが発現しており、ヒト射出

精液中にTNF-αを加えると、精子運動性が低下し、アポ

トーシスを起こした精子の割合が上昇することが報告さ

れている[28]。これらのことから、精漿中の細菌感染によ

る精子運動性の低下は、白血球からのサイトカインの分

泌による自然免疫応答によって誘起されていると考えら

れてきた。 
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近年、免疫細胞以外においてもTLR familyなどの免

疫細胞関連遺伝子が発現し、それぞれの器官で重要

な生理的役割を果たしていることが報告されている。排

卵後の卵丘細胞卵子複合体においては、卵丘細胞に

TLR2とTLR4が発現し、受精過程で産生される短鎖ヒア

ルロン酸により活性化され、ケモカイン類を発現・分泌

する[31,32]。精子には、それら卵丘細胞が分泌するケ

モカイン類に対する受容体が発現し、ケモカインにより

精子は卵近傍に誘引され、受精能を獲得する[32,35]。
これらのことから、受精には、免疫機能に関わる遺伝子

の発現が必要であり、精子も免疫細胞様の機能を有し

ていると推察された。 
本ミニレビューでは、私達がこれまで明らかとしてきた

「精子は、自身に発現するTLR2とTLR4を介して細菌が

放出する毒素を感知し、その結果アポトーシスの誘導と

受精能を低下させる自然免疫機構を有する」という研究

成果を紹介し、それから考えられる精子の最適処理法

について考察する。 
 
ヒト精液中の細菌感染と精子の運動性，精子

の自然免疫能 

ウイメンズ・クリニック大泉学園において、体外受精プ

ログラムの精液検査施行時にインフォームドコンセントを

得た患者(n=372)において、細菌検査を行った。その結

果、119症例において、精液中に細菌感染が認められ

た。その内訳としては、グラム陽性菌感染症例は29.6% 
(110/372)、グラム陰性菌感染症例は2.4% (9/372)であっ

た。細菌感染症例における精液所見では、精子数、精

液量、射出直後の精子運動性および精液中の白血球

数への影響は認められなかったが、TUNEL陽性率で

はグラム陽性菌感染症例において有意に高い値を示し

た（表１）。De Frencesco等は、147人の患者で精液検査

を行い、その時の白血球数と細菌感染との間に有意な

関係は認められないが、精子の運動性は低下すること

を報告している[9]。一方、重度の副生殖器官における

細菌感染は、精液中の白血球数の増加を引き起こし、

白血球の分泌するTNF-αの作用により、精子の運動性

低下が引き起こされる[29]。したがって、我々の結果を

含む上記の報告から、重度の細菌感染とは異なり、軽

度のそれでは、細菌が放出する毒素を白血球非依存的

に精子自身が感知し、運動性の低下とアポトーシスを誘

起している可能性が示された。 
グラム陽性菌は、溶菌時に細胞膜成分のペプチドグ

リカンを放出し、これが毒素として作用する[19,20]。そこ

で、ヒト精液中におけるペプチドグリカン濃度を測定した

結果、血清中の濃度と比較して、高濃度に含まれてい

る症例が多く認められた。また、グラム陰性菌が放出す

る内毒素であるlipopolysaccharide（以下LPS）は、グラム

陽性菌においても放出するものがあるとの報告から

[14,27]、精液中のLPS濃度の測定も行った。その結果、

LPS濃度は、ペプチドグリカンと同様に精液中で高濃度

に含まれる症例が認められた。そこで、これら細菌性の

毒素と精子との関係を明瞭化する目的で、細菌感染フ

リーの精液を用いて、合成ペプチドグリカンである

Pam3cysあるいはLPSの添加実験を行った。Pam3cysあ
るいはLPS処理は、コントロールの無処理群と比較して、

精子運動性を有意に低下させ、TUNEL陽性率を有意

に上昇させた。これらのことから、精液中には細菌の内

毒素であるLPS、ペプチドグリカンが高濃度に検出され

る症例が存在すること、その毒素により精子運動性の低

下やアポトーシスが誘起されることが示された。LPSの毒

性は、リピドA構造に依存していること、PMBは、リピドA
構造に直接的に結合し、その毒性を低下させることが報

告されている[16,23]。そこで、LPS濃度が比較的高濃度

な症例に対して、LPSの中和剤であるpolymyxin B（以

下PMB）処理を行った。その結果、精子運動性の低下

が抑制され、TUNEL陽性率が低下した。これらの結果

から、細菌感染症例においては、細菌が放出する毒素

により、精子が直接的にアポトーシスを誘起していること

が示された。 

表１. 精液中細菌感染頻度と精液所見への影響 

 
グラム陽性菌 グラム陰性菌 細菌感染なし 

 
精液量 (ml)  2.48 2.70 2.70 N.S 

精子数 (×106/ml) 87.65 82.44 121.44 N.S 

運動率 (%) 54.01 58.14 43.14 N.S 

奇形率 (%) 45.73 43.29 43.14 N.S 

白血球数 (×106/ml) 0.8 1.38 0.42 P < 0.05 

TUNEL 陽性率 （％） 22.0 N.D. 13.4 P < 0.05 
全検査数372症例のち、非感染症例は253症例で感染症例は119症例であった。感染症例のうち、グラム陽性菌感染は110
症例(29.5%)でグラム陰性菌感染は 9 症例(2.4%)であった。 
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LPSの受容体としてTLR4が、PG受容体としては

TLR2が知られている[18,29,30,34]。そこで、ヒト精子に

これら受容体が発現しているか否かを、mRNAおよびタ

ンパク質レベルで検討した。ヒト精子のRNAを抽出し、

逆転写後、特異的プライマーを用いたPCR法により

TLR2とTLR4の発現を検出した。その結果、特異的な

PCR産物が得られ、そのシークエンス解析からヒト精子

がTLR2とTLR4を発現していることが明確化された。し

かし、精子には翻訳されない擬似的RNAが存在するこ

とから、western blottingにより、タンパク質レベルでの発

現も検討した。抗ヒトTLR2抗体により、ポジティブコント

ロールとして用いたヒト白血球サンプルと同様の110 kDa

付近にバンドが検出された。さらに、TLR4においても85 
kDaのバンドが検出された。Western blottingに用いたも

のと同じ抗体を用いて目免疫蛍光染色を行った結果、

TLR2とTLR4は共に先体部位に局在していることが示さ

れた(図1)。 
 
マウス精子を用いたTLRsの詳細な機能解析 

ヒト精子にTLRsが発現し、それらが細菌を放出する

内毒素を認識していること、その受容体の活性化により

精子の運動性の低下とDNAの損傷を増加させることが

示された。そこで、これらの詳細な作用機序と受精への

直接的な影響を明らかとするために、マウスをモデルと

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1. ヒト精液中の内毒素放出と精子への影響について 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2. マウス精子のTLR2/4の作用について 
 



藤田 陽子 ほか 

 16 

した基礎的研究を行った。 
マウス精子にもTLR2とTLR4がmRNAおよびタンパク

質レベルで発現し、それらは先体部位に局在していた。

そこで、Tlr2とTlr4の遺伝子欠損マウスを用いて、それら

の機能性を受精能力を含めて検討した。野生型マウス、

Tlr2ノックアウトマウス、Tlr2/4ダブルノックアウトマウスの

精巣上体精子を回収し、それぞれのリガンドであるLPS
あるいはPam3cys添加培地で培養し、その精子の運動

性、TUNEL陽性率、体外受精能の検討を行った。その

結果、野生型マウスでは、LPSあるいはPam3cys処理区

において、無処理区と比較して運動性が有意に低下し、

TUNEL陽性率は有意に増加した。Tlr4ノックアウトマウ

スでは、LPS処理区では運動性の低下、TUNEL陽性率

の増加は認められず、Tlr2/4ダブルノックアウトマウスに

おいては、LPS、Pam3cysどちらの処理区においても、

運動性の低下、TUNEL陽性率の増加は認められなか

った。これらのことからマウス精子に発現するTLR2と
TLR4が、それぞれのリガンドを特異的に認識し、精子

運動性の低下やアポトーシスを誘起していることが明確

化された。この結果は，免疫細胞から分泌されるサイト

カイン・ケモカインからの影響を受けていない精巣上体

精子の体外培養における実験結果であり、細菌が放出

する毒素が直接的に精子を刺激し、精子機能性を低下

させることが示された。 
マクロファージなどの免疫細胞では、細菌により活性

化したTLRsはMYD88を介してNF-kBのリン酸化や、

caspase3を活性化し、アポトーシスを誘起する[2]。マウス

精子においても、LPSもしくはPam3cysのどちらの刺激

においてもNF-kBのリン酸化とcaspase3の分解による活

性型への移行が認められたことから、精子に発現する

TLR2とTLR4は、マクロファージと同様のシグナル伝達

系を活性化させていると考えられた。免疫細胞において、

TLR2とTLR4がMYD88を介して活性化するシグナル伝

達経路としてTNFR-1 associated death domain protein 
(TRADD)がある。物質名から推察できるようにTRADD
は，MYD88のみでなく、Type I TNFRにも直接的に結

合し、活性化する因子である[7,17]。実際にTradd欠損

マウスは、TNF-αもしくはTLR4のリガンドのどちらの刺激

に対しても、NF-kBとcaspase3の活性化が起こらないこと

が報告されている[12]。TLR2においてはFas-associated 
death domain protein(FADD)系がアポトーシス誘起に関

与するが[2]、この経路もまたTNF-αにより活性化されう

ることが報告されている[3,28]。さらに、精液中の白血球

によるTNF-αの分泌は、精子のType I TNFRを介してア

ポトーシスを誘起する[3,28]。これらのことから、精液中

に細菌から放出され内毒素が存在すると、白血球が集

積しTNF-αが分泌されることと、内毒素が直接精子の

TLRsを刺激することにより両経路が活性化し、精子のア

ポトーシスが誘起されると考えられる。一方、LPSや
pam3cysは、TLRsを介して細胞内のCa2+を上昇させる

との報告もある[8]。精子内のCa2+濃度の急激な上昇は、

精子膜の変化を引き起こし、精子のネクローシスを誘起

する[22]。したがって、精子TLRsを介した精子の運動性

の低下は、caspase3の活性化によるアポトーシスと、

Ca2+濃度の上昇によるネクローシスによるものと考えら

れる。 
ヒトの体外受精において、高頻度に精子アポトーシス

が起きている症例では、受精率の低下、移植胚の流産

率の上昇が認められる[6]。そこで、細菌感染に伴う細

菌性毒素に曝された精子の受精能力について検討を

行った。体外受精を行うため、野生型雌マウスにeCGと

hCGを投与し、hCG投与16時間後に卵管から成熟卵を

回収した。精子は、Tlr4ノックアウトマウス、Tlr2/4ダブル

ノックアウトマウスおよび野生型マウスの精巣上体から回

収し、BSA含有の前培養液にLPSあるいはPam3Cys添
加条件で受精能獲得処理を行った。この前培養した精

子を用いて体外受精を行い、媒精12時間後に前核形

成によって受精を確認した。受精率は野生型マウス精

子では、コントロールの無処理区と比較してLPSあるい

はPam3cys処理により有意に低い値を示した。Tlr4ノック
アウトマウスの精子をLPSで処理した時、受精率の低下

は認められず、Tlr2/4ダブルノックアウトマウスの精子で

は、LPSあるいはPam3cysで処理した場合にも、受精率

の低下は認められなかった。体内での精子受精能を検

討するため、マウス精巣上体精子を不活化した大腸菌

と供培養し、それを外科的人工授精に用いた。その結

果、不活化大腸菌と供培養した精子を注入した子宮や

卵管での炎症反応は認められなかったが、大腸菌数に

依存して受精率が低下した。しかし、LPSの中和剤であ

るPMBを大腸菌との供培養下に添加した時、受精率の

低下が抑制された。これらのことからマウス精子に発現

するTLR2とTLR4は、それぞれのリガンドである内毒素

を認識することにより、受精能を低下させることが示され

た(図2)。 
 

人および家畜の精子処理法への応用 

ブタは凍結精液を用いた人工授精が実用化技術に

至っていないことから、ウシとは異なり液状精液を15℃
で保存して、それを用いた人工授精が行われている。こ

のブタの液状精液は、1週間程度の保存が可能である

が、個体によっては3日間程度で、精子の運動性が急

速に低下する場合がある。この液状保存における保存

可能期間について、抗生物質を添加しているにも関わ

らず、射出直後の精液中の細菌数が負の影響をもたら

していることが明らかとなった[26]。ブタ精液においては、
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70%以上の個体から細菌感染が認められ、その多くは

グラム陰性菌である。射出精液を３時間以上37℃で培

養すると、ペニシリンGやアミカマイシン添加条件にも関

わらず射出時の細菌数と培養後の運動性に負の相関

が認められる.この抗生物質の添加により、グラム陰性菌

が放出するLPS濃度が精液中で上昇し、この上昇と精

子の運動性低下はLPSの中和剤であるPMBにより完全

に抑制される。さらに、マウスやヒト精子と同様にブタ精

子の先体部位にもTLR4が発現していることから、ブタ精

液中に感染した細菌は内毒素を放出し、それが精子に

作用して、精子の機能性を失わせていることが示された。

したがって、15℃の保存条件においても抗生物質が細

菌の増殖を抑制するが、内毒素の放出を促進するため

に、細菌感染数が高値な精液では保存可能期間が短く

なったと考えられる。 
そこで、この15℃保存時にPMBを既存の保存液に添

加することにより、いずれの個体から採取した精液にお

いても長期間の精子保存を可能とした。また、実験レベ

ルではあるが、この保存液を用いた時、保存10日目の

精液の人工授精で受胎率が80%以上の成績が得られ

た。さらに、射出精液の洗浄および希釈液にこのPMB
を添加し、凍結精液を作製する手法を開発した[26]。こ
れは、ブタにおいては、15分間程度のLPS刺激期間で、

細胞膜の変性が誘起されることから、これが、ブタ精子

の凍結保存を困難にしている原因と考えたからである。

その結果、融解後の生存性が維持され、人工授精によ

る受胎率も向上することが明らかとなった。我々はブタ

射出精液を常温輸送し、それを1日あるいは2日後に凍

結する技術の確立を目指しているが、このPMBなどの

内毒素による精子への負の影響を緩和させる処理が解

決へのキーとなると考えて開発を進めている。 
ヒト精液の処理においても、マウスおよびヒトにおける

基礎的知見に加えて、上述のブタにおける知見を参考

にする必要がある。すなわち、ヒト精漿中には、グラム陽

性菌が多く含まれ、その内毒素であるペプチドグリカン

も高濃度で含まれていた。さらに、ヒト精漿中には、LPS
と強く結合し、その活性を変化させ可溶性のsCD14 
(solble CD 14α、β)や[15]、LBPが存在することが報告さ

れており［21］、これらの複合体は今回測定した遊離LPS
とは異なるため、精漿中には検出値以上のLPSが存在

している可能性が推測される。したがって、ヒト精子にお

いてもできるだけ射出後ただちに内毒素を不活化する、

あるいは精子から分離する必要がある。ブタにおいては、

感染細菌はグラム陰性菌が主であり、その内毒である

LPSの中和剤であるPMBが利用可能である。しかし、ヒ

トではグラム陽性菌が多く、ペプチドグリカンが精子に負

の影響を与えていた[13]。ペプチドグリカンは、タンパク

質が混在していない試験管内では、プロテアーゼにより

不活化することができる。しかし、生体成分中では中和

する薬剤は今のところ存在しない。一方、TLR2とTLR4
へのリガンド結合を抑制する、あるいは下流シグナル系

を特異的に阻害することは将来応用できる可能性があ

る。すなわち、TLR2あるいはTLR4に対する中和抗体を

精液処理液に添加する方法や[32]、敗血症の治療薬を

用いる方法である。敗血症は細菌感染症の治療時に抗

生物質により急激に細菌性の(内)毒素が放出され、重

篤な症例では死に至る疾患である。現在治験段階にあ

る薬剤は、TLR2およびTLR4の下流を標的とする化合

物であり、これがヒト精液の処理に利用できるかもしれな

い。しかし、現状においては、採精直後の精液から速や

かに精漿と精子を分離するだけでなく、同時に精漿中

の細菌や内毒素を除去するため、密度勾配遠心法を行

うことが有効であると考えられる。 
これらのことをまとめると、精子にはいくつかの免疫様

の作用があり、TLRsの発現もその１つである。精子に発

現しているTLR2/4は、精漿中の細菌から放出される内

毒素を認識し、運動性を低下させアポトーシスを誘起し

ている。このように機能性が失われた精子は受精能も低

下することが示された。ヒト生殖医療でも精子の質の低

下はその後の胚発生や妊娠率へ影響を及ぼすと考えら

れ、ART成功のためには、ARTに用いる精子の処理を

検討することが必要であると考えられる。 
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