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研究成果の概要（和文）：Wistarラットに5 mg/kg/bwのエタノールを単回腹腔内投与し、急性アルコール中毒モ
デルラット群とした。ラットは腹腔内投与後24時間以内の様々な精巣、組織固定を行い光学顕微鏡および電子顕
微鏡を使用した研究に用いた。また、採取後の組織を凍結し、ウエスタンブロットに用いた。TM4セルトリはエ
タノール添加培養液で24時間処理した。オートファジー阻害剤3MA添加群と非添加群を比較した。ETR群のセルト
リ細胞がアポトーシス抵抗性を有していることを示し、さらに、コントロール群と比べETR群においてオートフ
ァジーおよびマイトファジーの関連タンパク質（LC３,PINK1,Ｐarkin)を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Adult Wistar rats was given a single dose of ethanol intraperitoneally 
(5mg/kg/bw). The testes and other organs such as liver and spleen were removed and processed. 
Microscopy revealed enhanced germ cell apoptosis in testes of ethanol-treated rats (ETRs) compared 
to control group.  we found that SCs of ETRs were resistant to apoptosis and showed enhanced 
expression of autophagy and mitophagy proteins LC3, TFEB, Pan cathepsin PINK1 and Parkin using IHC, 
IF , immunoelectron microscopy and WB. Enhanced mitophagy in SCs of ETRs was confirmed by electron 
microscopy and seems to be prosurvival as these cells appeared non-apoptotic. In addition, we 
observed enhanced mitophagy in liver cells of ETRs. In vitro study confirmed the prosurvival role of
 autophagy in cultured SCs exposed to ethanol because blocking autophagy BY 3-MA in these cells 
resulted in decreased cell viability. This indicates that autophagy could be cytoprotective for 
ETRscs and may have implications for fertility treatment. 
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ETR群のセルトリ細胞におけるオートファジーとマイトファジーはエタノールの毒性による細胞死から細胞を守
るメカニズムであることを明らかにした。これらは男性の生殖機能に重要であると考えられる。
オートファジーとマイトファジーはETR群のセルトリ細胞において増加しており、エタノールの毒性から細胞が
生存するための重要な役割を担っていることが明らかとなった。精巣でマイトファジーを誘導する薬品や天然の
産物の開発および発見は、不妊症や脂肪肝などのアルコール摂取と関連した病気の治療のターゲットとなりえ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

過度のアルコール摂取は、ミトコンドリアのダメージや生殖細胞のアポトーシスを引き起こし、
またアンドロゲン産生を抑制することにより不妊の原因となっていると考えられる。一方、精
巣のセルトリ細胞は生殖細胞とは異なり、アポトーシス抵抗性を有していると考えられている。
オートファジーは様々なストレス物質への暴露から細胞を守るためのメカニズムである。オー
トファジー（マイトファジー）によるダメージを受けたミトコンドリアの除去は、アポトーシ
スから細胞を守るメカニズムである。そこで、急性アルコール中毒モデルを用いて in vivo と
in vitoroの系においてセルトリ細胞でのオートファジーおよびマイトファジーについての研究
を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
本研究は、急性アルコール中毒モデルを用いて、オートファジーのコントロールによる男性不
妊治療の基礎的研究を行うことが目的である。 
 
３．研究の方法 

雄 Wistar ラットに 5 mg/kg/bw のエタノールを単回腹腔内投与し、急性アルコール中毒モデル
ラット群とした。コントロール群は PBS を同様に投与した。ラットは腹腔内投与後 24 時間以内
の様々なタイムポイントで精巣、肝臓、脾臓を採取後、組織固定を行い光学顕微鏡および電子
顕微鏡を使用した研究に用いた。また、採取後の組織を凍結し、ウエスタンブロットに用いた。
in vitro の実験系において、セルトリ細胞培養株 TM4 はエタノール添加培養液で 24 時間処理
した。オートファジー阻害剤 3MA 添加群と非添加群を比較し、オートファジー応答および細胞
生存性の確認を行った。 
 
４．研究成果 

光学顕微鏡および電子顕微鏡を使用した研究において、コントロール群と比べ、エタノール処
理群（ETR 群）では生殖細胞のアポトーシスが増加していることが明らかとなった。これは、
セルトリ細胞におけるアンドロゲン受容体の発現抑制と iNOS の発現増加と関連したものであ
る可能性が明らかとなった。我々は ETR 群のセルトリ細胞がアポトーシス抵抗性を有している
ことを示し、さらに、コントロール群と比べ ETR 群においてオートファジーおよびマイトファ
ジーの関連タンパク質（LC3、TFEB、 Pan cathepsin、PINK1、Parkin）の発現量が増加してい
ることを免疫組織染色法、免疫蛍光染色法、免疫電子顕微鏡法およびウエスタンブロット法を
用いた研究で明らかにした。電子顕微鏡を使用した観察により、コントロール群と比べ ETR 群
のセルトリ細胞においてマイトファジーが増加していることを明らかにし、また、ETR 群のセ
ルトリ細胞がアポトーシスをおこしていなかったことから、マイトファジーにより細胞が細胞
死から守られているということが示唆された。また、我々はコントロール群と比べ ETR 群の肝
臓の細胞でもマイトファジーが増加していることを明らかにした。さらに、セルトリ細胞培養
株を用いた in vitro の実験において、オートファジー阻害により細胞の生存性が低下すること
を明らかにし、オートファジーが ETR 群のセルトリ細胞で細胞を細胞死から守る機能を持って
いるということを示した。 
 
以上より、ETR 群のセルトリ細胞におけるオートファジーとマイトファジーはエタノールの毒
性による細胞死から細胞を守るメカニズムであることを明らかにした。これらは男性の生殖機
能に重要であると考えられる。 
 
重要性と今後の展望 
オートファジーとマイトファジーは ETR 群のセルトリ細胞において増加しており、エタノール
の毒性から細胞が生存するための重要な役割を担っていることが明らかとなった。精巣でマイ
トファジーを誘導する薬品や天然の産物の開発および発見は、不妊症や脂肪肝などのアルコー
ル摂取と関連した病気の治療のターゲットとなりえる。 
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