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研究成果の概要（和文）：本研究では「加齢により精子形成過程においてX染色体を有する精子細胞がより細胞
死を起こしやすくなり、生まれる仔マウスの性比が偏る」という仮説を検証した。加齢によりマウス精巣内で円
形精子細胞数が減少し、X染色体精子対するY精子の割合が高くなることを確認した。高齢マウスの精巣における
細胞死を調べると、精細管周囲に存在する精祖細胞・精母細胞ではアポトーシスが、円形精子細胞では非アポト
ーシス細胞死が認められることがわかった。さらに加齢により、細胞損傷マーカーであるγH2A.Xの発現が上昇
し、抗フェロトーシスに関わるGPX4の発現は逆に減少することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tested the hypothesis that aging causes more cell death of
 X-chromosome-carrying sperm cells during spermatogenesis, resulting in a skewed sex ratio in the 
offspring mice. We confirmed that aging decreases the number of round spermatids in the mouse testis
 and increases the ratio of Y-chromosome carrying spermatids to X-chromosome carrying spermatids. 
Cell death in the testis of aged mice revealed apoptosis in spermatogonia and spermatocytes and 
nonapoptotic cell death in round spermatids. Furthermore, we found that the expression of γH2A.X, a
 cell damage marker, increased with aging, while the expression of Glutathione Peroxidase 4 (GPX4), 
which is involved in anti-ferroptosis, conversely decreased.

研究分野： 分子生物学、発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトでは男児の方が女児より多く生まれ、その比はおよそ1.05前後である。減数分裂によって形成されるX染色
体およびY染色体を有する精子は理論的には１：１になるはずであるが、我々は、マウスの精巣では、第二減数
分裂を終えた円形精子細胞が加齢により減少し、有X染色体精子細胞が有Y染色体精子細胞よりも有意に少ないこ
とを見出した。また、この細胞死はフェロトーシスである可能性が高いことが確かめられた。近年、若い男性の
精子数や正常な精子の割合が減少することが報告されている。精巣におけるフェロトーシスを防ぐことが、妊孕
性の向上や、ひいては少子化への対応策に繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

2019 年の WHO の統計では、ヒトでは男児
の方が女児より多く生まれ、その比はおよそ
1.05 前後である。申請者も独自に 1920 年〜
2020 年の厚生労働省のデータを分析したとこ
ろ、性比（男／女）は 1920 年以降、徐々に上
昇し、1970 年を境に下降傾向に転じているが、
概ね 1.04-1.06 程度となっている（図１、未発
表）。出生時に男児の方が多いという事実は、
古くはスイスの人口学者ヨハン・ペーター・ジ
ュースミルヒよって指摘されており（神の秩
序、1741）、「男児の方が幼若期に死亡しやすい
ため、それを補うために多く生まれる」という
合目的説明が為されてきた。だが、哺乳類の精
子形成過程において、減数分裂によって形成
される X 染色体および Y 染色体を有する精子
は理論的には１：１になるはずであり、出生に至るまでの過程のどの段階でどのようにして性比
バイアスが生じるのかは、未だ不明のままである。 
申請者は、眼や脳の発生に重要な Pax6 転写制御因子をコードする遺伝子の自然発症変異ヘテ

ロ接合（Pax6-/+）マウスに由来する仔マウスの性比が著しく偏る（雄＞雌）ことを見出した（未
発表）。Pax6 が精子形成過程で発現するという独自の発見（Kimura et al., J Anat, 2014）をもとに、
マウス精子過程を詳細に解析し、Pax6 遺伝子の変異や加齢によって円形精子細胞での性比が上
昇するという予備的データを得た。この有 X 染色体精子細胞に特異的な減少を説明するひとつ
の可能性として、精巣組織、とくに精子細胞は脂質に富み、過酸化脂質による活性酸素種（ROS）
に曝されていることから、酸化ストレスによるフェロトーシス（鉄依存性細胞死）が想定される
（Bromfield et al., Mol Hum Reprod, 2019）。興味深いことに、マウス水晶体および前脳を用いた
Pax6 の ChIP-seq データ（Xie et al., PLoS ONE, 2013）を独自に解析することにより、SLC7A11 や
SOD1等、酸化防御やフェロトーシスに関与する分子が Pax6の制御を受けうることを見出した。
したがって、「精母細胞の減数分裂期に ROS により DNA 損傷が生じ、より大きな染色体である
X 染色体のダメージの方が Y 染色体より大きいために、有 X 染色体精子細胞が選択的にフェロ
トーシスを生じる」という仮説が考えられる（図２）。さらに、クロマチンリモデリング因子と
して種々の分子をリクルートしうる Pax6 は加齢により発現が減弱するが、抗加齢因子として損
傷応答・修復促進に作用する可能性がある。本研究は、これらの仮説を検証することを目的とす
る。 
 
２．研究の目的 
減数分裂によって形成される X 染色体および Y

染色体を有する精子は理論的には１：１になるはず
であり、出生に至るまでの過程のどの段階でどのよ
うにして性比バイアスが生じるのかは未だ不明の
ままである。本研究は Pax6 という転写制御因子と
フェロトーシスという細胞死に着目することによ
り、この謎を解き明かすことを目的として遂行され
た。具体的には、以下のように研究を推進した。 
（１）加齢ならびに Pax6 変異の性比に対する影響
の解析 
（２）精巣における細胞死の解析 
（３）精巣における DNA 損傷関連因子ならびにフ
ェロトーシス経路の解析 
 
３．研究の方法 
【使用マウス】 
生後３ヶ月（若齢）および 18 ヶ月（高齢）の C57BL6 系統野生型雄マウスならびに同系統の

自然発症 Pax6 変異雄マウスを実験に用いた。 
 

【円形精子細胞における性比の確認】 
蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（FISH）法により X および Y 染色体特異的遺伝子プロー

ブを用いて、マウス精巣の切片上で、減数分裂直後の有 X 染色体および有 Y 染色体円形精子細
胞の数を計測した。 



 
【精巣における細胞死の確認】 
  野生型ならびに Pax6 変異雄マウス精巣切片を用い、TUNEL 染色と抗 Caspase3 抗体による免
疫染色を組合せることにより、アポトーシス（TUNEL 陽性、Caspase3 陽性）か、非アポトーシ
ス（TUNEL 陽性、Caspase3 陰性）かについて判定した。 
 
【DNA 損傷関連因子ならびにフェロトーシス経路の解析】  
 野生型マウス精巣の切片を用いて、細胞損傷マーカーである γH2A.X、抗フェロトーシスに関
わる cytosolic glutathione peroxidase 4 (GPx4)の発現を定性的に解析するとともに、抗 GPx4 抗体を
用いて、若齢および高齢マウス精巣より牛血清アルブミン（BSA）法により分離して得られた円
形精子細胞フラクションを用いて Western Blotting 法を行って、GPx4 タンパク質を定量した。ま
た、GPx4 のイソフォームの mRNA を区別して定量するために、イソフォーム特異的なプライマ
ーを設計し、定量 PCR を行った。 
 
４．研究成果 
【円形精子細胞における性比】 
 マウス精巣の切片を用いた
FISH 法により、円形精子細胞に
おいて X 染色体および Y 染色
体を判定し、定量解析できる系
を確立した（図３、左）。この実
験系を用い、若齢野生型、若齢
Pax6 ハプロ変異、高齢野生型、
若齢 Pax6 ハプロ変異の順で円
形精子細胞数が減少しているこ
と（図３A）、また Y 染色体精子と X 染色体精子の割合がこの順で逆に高くなること（図３B）
を確認した。 
 
【精巣における細胞死の確認】 
次に、円形精子細胞で生じる細胞死の様態につい

て検討するため、TUNEL 染色と抗 Caspase3 抗体に
よる免疫染色を組合せ、アポトーシス（TUNEL 陽
性＋Caspase3 陽性）か、非アポトーシス（TUNEL 陽
性＋Caspase3 陰性）かについて判定したところ、高
齢（18M）マウスの精巣の精細管周囲に存在する精
祖細胞・精母細胞で認められる細胞死はアポトーシ
スであるのに対し、精細管内部に存在する円形精子
細胞では非アポトーシス細胞死が認められること
がわかった（図４）。 
 
【DNA 損傷関連因子ならびにフェ
ロトーシス経路の解析】 
精巣には多量に酸化されやすい脂

質が存在し、活性酸素が生じやすい
環境にあること、ならびに転写制御
因子 Pax6 の標的遺伝子にフェロト
ーシス関連因子が含まれることから
も、第二減数分裂を終えた円形精子
細胞においてフェロトーシスが生じ
ている可能性が想定される。 
そこで、まず免疫染色により、細胞損傷マーカーである γH2A.X の発現を野生型マウス精巣切

片で確認したところ、加齢により大幅に増加するこ
とを見出した（図５）。 
次に、過酸化脂質の還元酵素としてフェロトーシ

ス防御に関わる GPx4 の発現に着目した。GPx4 に対
する抗体を用いて野生型マウス精巣切片で確認した
ところ、円形精子細胞に GPx4 タンパク質は特異的
に発現し、加齢によって逆に減少することを見出し
た（図６）。 
この抗 GPx4 抗体を用いた Western Blotting によっ

て、GPx4 タンパク質の定量化を試みたところ、加齢
による減少傾向は認められたものの、有意差は得ら
れなかった（図７左）。 



GPx4 にはいくつかのイソフォームが
存在することが知られているが、その中
でフェロトーシスに関与するのは細胞
質型（cGPx4）のみである（総説 Xie et al., 
Autophagy, 2023 参照）。現時点でイソフ
ォーム特異的な抗体は得られなかった
ことから、cGPx4 以外にミトコンドリア
型（mGPx4）ならびに核型（nGPx4）そ
れぞれを区別しうるプライマーをデザ
インして、単離した野生型円形精子細胞
を用いて mRNA の発現を定量 PCR 法に
より解析した。すると、mGPx4 および nGPx4 の発現は若齢と高齢の円形精子細胞で変化が認め
られなかったが、cGPx4 の mRNA は加齢により有為に低下していた（図７右）。 
 
【考察】 
以上より、円形精子細胞で生じている細胞死はフェロトーシスである可能性が高く、加齢によ

って減少すること、有 Y 染色体精子細胞よりも有 X 染色体精子細胞の方がフェロトーシスに陥
りやすいことがわかった。本報告書作成時点において、ビタミン E 欠乏餌により円形精子細胞
のフェロトーシスを誘導できるか、ビタミン E 添加餌で高齢マウスの精巣で生じているフェロ
トーシスを抑制することができるかについて解析を進めており、有望な結果が得られつつある
（未発表）。フェロトーシス経路の上流には脂質の酸化が想定されるため、今後、どのような酸
化脂質が高齢マウスの精巣に含まれるかについて解析を進めることを予定している。また、なぜ
有 Y 染色体精子細胞よりも有 X 染色体精子細胞の方がフェロトーシスに陥りやすいのかについ
ても、今後の課題である。 
当研究室ではマウスをモデルとして、父加齢が次世代の神経発達障害のリスクとなるという

疫学研究の生物学的根拠についてマウスを用いて、加齢精子のエピジェネティックな変化に関
して一連の解析を行い、確からしさの検証やバイオマーカー探索を行ってきた（詳しくは総説 
舘花、大隅、DOHaD 研究、2022 参照）。本研究が発展することにより、精子形成におけるアン
チエイジング法を見出すことができれば、近年、若年層での精子数の低下等の問題（Rolland et 
al., Hum Reprod, 2013）を予防し、少子化対策に繋げることも可能であるかもしれない。 
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