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研究成果の概要（和文）：マウス精巣のミトコンドリア動態についてミトコンドリアマーカー

（pYFP-Mito）を用いて検討した。pYFP-Mito は精子形成細胞の細胞質に点状に分布する場合と

細胞質全体に分布する場合があり、前者はミトコンドリア蛋白とエストロゲン受容体β（ERβ）

が共局在し、後者はアポトーシス誘導蛋白 Bax と一致した。一方 ERβ発現を抑制すると高頻度

に Bax 陽性細胞が出現した。以上より ERβを介した新たなホルモン依存的ミトコンドリア制御

機構の存在が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated the correlation with the distribution of 

mitochondria and their components including ERβ localization using a mitochondria 

vector (pEYFP-Mito), and small interfering RNA (siRNA) to knock down ERβ transfected 

into mouse testes.  Mitochondrial proteins and ERβ were identical to pEYFP-Mito 

transfected cells.  ERβ siRNA assay revealed that the reduction of ERβ induced the 

increased number of Bax positive cells.  The change of mitochondrial location may be 

associated with germ cell apoptosis, potentially regulated by estrogen through ERβ. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）エストロゲンはエストロゲン受容体
（ＥＲ）を介して様々な組織でミトコンドリ
ア生理活性を変化させる。またミトコンドリ
アはエネルギー産生のみならず細胞死（アポ

トーシス）、がん化或いは老化など多様な生
命現象に関与する。同時にミトコンドリアの
形態は融合・分裂増殖によりきわめてダイナ
ミックに変化し、組織・細胞により多様性を
持つ。 
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（２）エストロゲンやエストロゲン類似物質
である所謂内分泌撹乱化学物質は精巣のア
ポトーシスを高頻度に誘導し、この誘導には
ミトコンドリア内膜 OxPhos 群の構成蛋白で
あるチトクロームＣや Baxの細胞質内への異
常流出が関与する。 
 
（３）近年、ヒト乳がん細胞等でＥＲβがミ
トコンドリアに局在しＡＴＰ産生並びにア
ポトーシス制御の両方に関与することが報
告されている。しかしながら、ＥＲを介した
これらのミトコンドリアの組織・細胞特異的
な機能と形態を制御する機構は不明である。 
 

２．研究の目的 

ミトコンドリアの機能と形態の多様性に
エストロゲンとその受容体ＥＲβがどのよ
うに関与するかを様々な分化段階の細胞が
認められるマウス精巣を用いて明らかにす
る。具体的な目的は以下の通りである。 

 
（１）エストロゲン作用点の解析：ＥＲ蛋白
と mRNA 発現並びにエストロゲン反応エレメ
ント（ERE）転写活性について明らかにする。 
 
（２）ミトコンドリアの細胞内局在と機能解
析：YFP-Mito により精子形成細胞でのそれぞ
れの分化段階でのミトコンドリアの局在パ
ターンを検討するとともに、ミトコンドリア
マトリックス蛋白 SP-22、内膜構成蛋白
OxPhos、更にアポトーシス誘導に関与するチ
トクローム Cと Bax 発現動態との関連につい
て明らかにする。 
 
（３）様々な分化段階の精子形成細胞につい
て DNA メチル化の差異を明らかにする。 
 
（４）ERβの精巣での直接的な関与を示すた
めに ERβの遺伝子抑制を行うことでミトコ
ンドリアを介するアポトーシスとの関連を
明らかにする。 
 

３．研究の方法 

マウス精巣を用いてミトコンドリアマー
カーである pEYFP-Mito をエレクトロポレー
ションにより直接導入し、精子形成過程での
ミトコンドリアの局在変化を明らかにする
とともに、siRNA をエレクトロポレーション
で精巣に導入することによりＥＲβ発現抑
制がミトコンドリア関連アポトーシス誘導
因子である Baxの発現とどのように関連する
かを検討した。更に、これらの制御にエピジ
ェネティック制御特に DNAメチル化の変化が
どのように関与するかを具体的には以下の
方法論を用いて検討した。 
 

（１）分子組織細胞化学による検出：ERβ、
ミトコンドリア関連蛋白のマトリックスの
マーカーである SP-22、内膜蛋白のマーカー
である OxPhos の局在は免疫組織化学により
検出した。アポトーシス関連蛋白としてアポ
トーシス誘導に関与する Bax ならびにチトク
ロームＣについても免疫組織化学で検出し
た。更に mRNA については in situ ハイブリ
ダイゼーションを用いた。ERE 転写活性はサ
ウスウェスタン組織化学を用いた。 
 
（２）HELMET 法による細胞レベルでのメチル
化状態の検出：細胞個々のレベルでのメチル
化の状態についてはメチル化 CCGG/GGCC 配列
を切断できない HapIIとメチル化に関係なく
切断できる MspI の二つのイソシゾマーを用
いて処理して個々の細胞での DNA メチル化状
態を検出する HELMET 法を用いて検出した。 
 
４．研究成果 
（１）ERβは精祖細胞と精母細胞に発現し、
また ERβmRNA は in situ ハイブリダイゼー
ションにより同様に精祖細胞と精母細胞に
発現を認めた。一方、もう一つの受容体であ
る ERαは間質のライディッヒ細胞に発現し
た。ERE 結合活性は、精祖細胞と精母細胞さ
らには間質のライディッヒ細胞に認められ
た。これらのことより精巣でのエストロゲン
の作用点としての ER は精子形成細胞では特
に ERβが中心であることが判明した。 
 
（２）正常精子形成細胞では、YFP-Mito は精
祖細胞と精母細胞の細胞質に点状に出現し、
ミトコンドリアマトリックス蛋白 SP-22、ミ
トコンドリア内膜蛋白 OxPhos、ERβ発現と一
致したが、精子細胞には YFP-Mito は認めら
れなかった。Bax 陽性アポトーシス細胞では、
YFP-Mito、OxPhos、ERβの細胞質への再分布
による共局在が認められた。 
 
（３）RNA 干渉により ERβ遺伝子発現を抑制
した場合には正常並びにコントロール精巣
に比較して高頻度に Bax陽性細胞の出現を認
めた。また、高濃度エストロゲン投与により
Bax 陽性アポトーシス細胞の顕著な増加と
YFP-Mito と ERβの細胞全体での共発現を認
めた。 
 
（４）正常精巣での DNA メチル化修飾状態に
ついて histo enzyme-linked detection of 
methylation (HELMET)法を用いて解析した。
その結果、精子形成細胞の分化段階で DNA メ
チル化状態が多様であり、細胞分化により変
化することを明らかにした（Song et al.Acta 
Histochem. Cytochem. 44:183-190, 2011）。 
 
以上の結果より、精巣では ERβは正常では



 

 

ミトコンドリアを介したアポトーシスを抑
制する一方で、エストロゲン暴露によりアポ
トーシスを誘導し、ERβを介したnon genomic 
pathway としての新たなホルモン依存的ミト
コンドリア制御機構の存在の可能性が示唆
された（下図参照）。また一方で、精子形成
過程においてエピジェネティックな制御機
構が関与する可能性が示唆された。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
本研究により組織・細胞内のミトコンドリ

アは一様ではなく機能的に多様性を持つこ
とが判明し、その制御機構にはエストロゲン
とその受容体 ERβが重要な働きをすること
を明らかにした。更に細胞の分化制御にエピ
ジェネティックな制御機構も重要な働きを
することが判明した。今後、ミトコンドリア
内での ERβの局在について超微形態レベル
で更に詳細な検討が必要であり、アポトーシ
ス誘導蛋白 Bax のみならず抑制系に働く
Bcl-2 ファミリーのミトコンドリアでの局在
との関連についても検討していく必要があ
ると考えている。 
  
今後の展望として、将来的には様々ながん

組織やミトコンドリア病などでの細胞内異
常ミトコンドリアをターゲットとした個々
の細胞レベルでの治療戦略への応用や老化
の制御機構の解明にも貢献していきたいと
考えている。 
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