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研究成果の概要（和文）：本研究では、精巣特異的な乳酸脱水素酵素であるLDHCが、精巣の機能に果たす役割を
明らかにすることを目的とした。マウスのLDHCはオンコメタボライトとして知られる2-ヒドロキシグルタル酸
（2HG）を産生する。LDHC欠損マウスを作成すると、精巣における2HGレベルが著減し、雄マウスは不妊であっ
た。精子の運動能の低下がみとめられ、精子のエネルギー代謝の障害が予想された。精子のプロテオーム解析を
実施したところ、LDHC欠損マウスの精子では、ユビキタスな乳酸脱水素酵素であるLDHAタンパク質が著減してお
り、LDHAタンパク質の発現において、LDHCが重要は役割を果たしていることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Metabolites are sensitive indicators of moment-to-moment cellular status and
 activity. Expecting that tissue-specific metabolic signatures unveil a unique function of the 
tissue, we examined metabolomes of mouse liver and testis and found that an unusual metabolite, 
2-hydroxyglutarate (2-HG), was abundantly accumulated in the testis. We clarified that lactate 
dehydrogenase C (LDHC), a testis-specific lactate dehydrogenase, is responsible for L-2-HG 
accumulation by generating and analyzing Ldhc-deficient mice. LDHA protein level was remarkably 
decreased in Ldhc-deficient sperm, indicating that LDHC is required for LDHA expression in the 
sperm. This unique functional interaction between LDH family members supports lactate dehydrogenase 
activity in the sperm. The severely impaired motility of Ldhc-deficient sperm suggests a substantial
 contribution of glycolysis to energy production for sperm motility.

研究分野：医化学・分子生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、精子の受精能における乳酸脱水素酵素の重要性を明らかにした。また、乳酸脱水素酵素のアイソフォ
ームの間での相互作用が、それらの機能をささえているという新しい知見を提供するものである。マウスの精巣
において産生される2HGの重要性を明確に示すことはできなかったが、精子形成や次世代の発生になんらかの影
響がでている可能性は残されている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々はこれまで、酸化ストレス応答の鍵を握る転写因子 NRF2による生体防御の分子機
構と疾患におけるその意義の解明に取り組んできた。その中で、NRF2 は、増殖シグナル
が活性化している状態ではその機能を増強させ、生体防御系遺伝子群に加えて、グルコー
スやグルタミン代謝に関わる酵素遺伝子を活性化することで、代謝を改変し細胞増殖を促
進することを明らかにした。実際、NRF2 の機能亢進が認められる肺がんや乳がんでは生
命予後が極めて不良であり、NRF2 によるストレス応答能の増強と代謝の改変が、がんの
悪性化に大きく貢献していることを確認した。一方、興味深いことに、IDH1 変異を有す
る脳腫瘍では NRF2機能が抑制されており、生命予後が比較的良好であることを見出した。
この現象を詳細に解析するため、応募者は IDH1変異体（IDH1 R132H）を全身で過剰発現
するトランスジェニックマウスを作成した。そのマウスの臓器ごとの 2-HG レベルを調べ
るうちに、野生型マウスの精巣で 2-HG のレベルが極めて高いことを見出した。そして、
その責任酵素が、精巣において精細胞特異的に発現している乳酸脱水素酵素 LDHCである
ことを突き止め、Ldhc欠損マウスでは、精子機能が低下し、次世代の発生が障害されるこ
とがわかった。さらに予備的な結果として、Ldhc欠損マウスの精巣に 2-HGを補充するこ
とで、その精子機能が部分的に回復することを見いだした。そこで、従来オンコメタボラ
イトといわれてきた 2-HG が、精巣では積極的に産生され、精子形成における生理的な役
割を担っていると考え、本提案を行うに至った。 
 
２．研究の目的 
精巣における 2-HG の役割を明らかにしたいと考え、その産生酵素の同定を試みた。過
去の報告から、精巣において精細胞特異的に発現する乳酸脱水素酵素 LDHCが 2-HG産生
の責任酵素であると予想して Ldhc欠損マウスを作成したところ、当該マウスの精巣におい
て 2-HG の減少とその前駆体である 2-OG の増加が認められた。この結果から、LDHC が
2-HG を産生していることがわかった。Ldhc 欠損雄マウスでは、精巣の形態や精子の数・
形態はほぼ正常であったが、精子の運動能と受精能に障害が認められた。この結果は、2-HG
が、雄の生殖能に重要な代謝物であることを示唆する。そこで、本研究では、精子形成に
おける LDHCの役割と精巣で特異的に産生される代謝物 2-HGが正常な精子形成において
果たす役割の解明を目的とした。 

 
３．研究の方法 
１）野生型マウスを用いた精巣と肝臓のメタボローム解析 
マウスの精巣と肝臓を用いて、中心代謝のメタボローム解析を実施した。また、13C6-グルコ
ースと 13C5-グルタミンを用いた in vivo tracer解析を実施した。 
 
２）Ldhc欠損マウスの作成と解析 

LDHCが 2-HGの主たる産生酵素であると予想して、CRISPR-Cas9法により Ldhc欠損マ
ウスを作成した。Ldhc欠損マウスにおける精巣のメタボローム解析を行い、2-HGの低下以外
にはめだった変化がないことを確認した。 

 
３）Ldhc欠損マウスの精子 DNAを用いたメチル化解析 

Ldhc欠損マウスの精子に異常があることがわかったため、2-HGによる TETタンパク質群
の抑制が欠如することによる DNA 脱メチル化が促進していると予想して、精子のメチローム
解析を行った。 

 
４）Ldhc欠損マウスの精巣を用いたトランスクリプトーム解析 

Ldhc欠損マウスの精巣を用いた RNA-seq解析を実施した。 
 
５）Ldhc欠損マウスの精子を用いたプロテオーム解析 

Ldhc 欠損マウスの精子のタンパク質を用いて、プロテオーム解析を行い、野生型マウスの
精子のタンパク質との違いを調べた。 
 
４．研究成果 
１）野生型マウスの精巣における 2-HGの産生経路の検討 
マウスの精巣と肝臓を用いて、中心代謝のメタボローム解析を実施した。また、13C6-グルコ
ースと 13C5-グルタミンを用いた in vivo tracer解析を実施した。その結果、精巣の 2-HGは主
としてグルコースに由来することがわかった。これにより、低酸素時にMDAによりグルタミ
ンから生成される 2-HGとは異なる経路であることが確認された。 
 
２）Ldhc欠損マウスの表現型の確認 
乳酸脱水素酵素のアイソタイプのひとつである LDHCは、精巣における精細胞特異的に
発現している。我々が作成した Ldhc欠損マウスは、雌マウスに目立った異常は検出されず、
生殖も可能である。一方、雄マウスのほうは不妊であることがわかった。そこで、雄マウスの



精巣から精子を採取し、その運動能力をしらべたところ、採取して間もなくは比較的良好な運
動能が観察されたが、時間経過とともに、野生型マウスの精子にくらべて顕著な運動量の低下
が観察された。この結果より、精子のエネルギー代謝に影響がでているものと推測された。 
 
３）Ldhc欠損マウスの精巣における遺伝子発現とエピゲノムの変化の検討 
マウスの LDHCが産生する 2-HGは、TETタンパク質ファミリーや Jumonji型タンパク質
ファミリーの機能阻害により DNA やヒストンのメチル化の亢進をもたらすことが報告されて
いる。Ldhc欠損マウスの精巣では、2-HGが低下していることが確認できたことから、野生型
マウスの精巣との比較により、2-HG が精巣における遺伝子発現やエピゲノムにどのような影
響をおよぼしているのかを検討した。まず、遺伝子発現をしらべるために、精巣の RNA-seq
解析を実施したが、Ldhc 欠損マウスと野生型マウスの精巣の間に有意な違いはほとんど認め
られなかった。この結果から、遺伝子発現に変化をもたらすようなエピゲノムの変化もおこっ
ていないものと判断した。次に、成熟精子では、DNA のメチル化が高度におこっていること
が知られている。そこで、Ldhc欠損マウスの精子ではこうした DNAメチル化の障害が起こっ
ている可能性を考えて、成熟精子 DNA のメチローム解析を行った。しかし、予想に反して、
DNA メチル化にも大きな変化は認められなかった。以上の結果より、精巣における 2-HG の
産生は、遺伝子発現やエピゲノムにはあまり影響していないものと考えられた。 

 
４）Ldhc欠損マウスの精巣におけるプロテオーム解析 

Ldhc 欠損マウスの精子機能の低下が明白であったことから、精子を構成するタンパク質に
何らかの変化が生じているはずであると予想し、成熟精子のプロテオーム解析を行った。その
結果、面白いことに、他の臓器で主として利用されている乳酸脱水素酵素である LDHAが精巣
でも LDHCと同レベルに発現していること、Ldhc欠損マウスの精子では、LDHAタンパク質
が激減していることがわかった。LDHC も LDHA も多量体を形成して機能することが知られ
ている。これまで、LDHCはホモ 4量体で、LDHAは単独もしくは LDHBとの組み合わせで
4量体を形成して機能すると考えられてきた。今回の我々の結果から、LDHAの安定性にLDHC
が関わることが明らかになり、両者が多量体を形成している可能性が考えられた。すなわち、
精細胞においては、LDHCと LDHAが 4量体を形成して機能している可能性を示唆するもの
である。このことから、LDHC は LDHA の安定化を介して精子のエネルギー代謝を支えてい
るものと考えられた。 

 
５）Ldha遺伝子の精子細胞特異的な第一エクソンの同定 
野生型マウスの精巣の全抽出液を用いて LDHA タンパク質の検出を行ったところ、LDHA
にはサイズの大きいもの（long isoform）と小さいもの（short isoform）の、２種類が存在す
ることがわかった。精子のタンパク質を用いてしらべると、long isoformのみが検出された。
そして、Ldhc欠損マウスの精巣をしらべると、short isoformのみが検出され、Ldhc欠損マウ
スの精子では、LDHAタンパク質を検出することができなかった。脾臓や肝臓など他の臓器で
は、short isoformのみが検出された。これらの結果から、LDHAタンパク質には、long isoform
と short isoformが存在しており、精細胞では long isoformのみが発現していると考えられた。
Ldha 遺伝子の構造をしらべてみると、第一エクソンが２つ存在することがわかり、これはヒ
トでもマウスでも保存されていた。下流の第一エクソンが利用されると、そこに存在する翻訳
開始コドンが利用されて、long isoformの LDHAが合成されることがわかった。そこで、Ldha
遺伝子の２つのエクソンがどのように利用されているかを、RT-PCRにより調べた。その結果、
精巣以外の組織では上流のエクソンが利用されており、精巣では上流、下流いずれのエクソン
も利用されていることがわかった。そして、特に、精細胞では下流のエクソンが選択的に使わ
れることにより、long isoformの LDHAが産生されるものと考えられた。 
 
LDHA の short isoform は、LDHB や LDHC と極めて高い類似性を示している。一方、LDHA の long 
isoform は、アミノ末端領域に unstructured な領域が加わっている。こうしたアミノ末端領
域の構造が、LDHC のみでの４量体形成の立体障害をもたらしているのではないかと予想して
いる。以上の結果から、long isoform LDHA のみが発現している精細胞では、short isoform
に相当する分子として LDHC が LDHA の複合体形成に必要であり、その活性維持に重要な役割を
果たしているものと考えられる。 
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