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研究成果の概要（和文）：慢性アルコール中毒により胚細胞である精細胞はアポトーシスで死滅する。一方、体細胞で
あり支持細胞であるセルトリ細胞には空胞変性と脂肪滴の蓄積が起こるが細胞死には陥らない。すなわち、セルトリ細
胞は活性酸素によりダメージを受けたミトコンドリアをミトファジーで積極的に処理し、蓄積された脂肪滴をオートフ
ァジーで処理し生存に必要な栄養分とすることで生き延びている。

研究成果の概要（英文）：Although chronic ethanol consumption results in Sertoli cell vacuolization and aug
mented testicular germ cell apoptosis, Sertoli cells are resistant to apoptosis. Electron microscopy revea
led the presence of large numbers of autophagic vacuoles (AVs) in Sertoli cells of ethanol-treated rats (E
TR) compared to few AVs in control testes. Most of the AVs in Sertoli cells of ETR enveloped and sequester
ed damaged and abnormally shaped mitochondria, without cytoplasm, indicating mitochondrial autophagy (mito
phagy). Immunohistochemical staining of LC3 and LAMP-2 (marker of AVs) were mainly observed in Sertoli cel
ls of ETR, with weaker expression in control testes.
Via the deletion of pro-apoptotic damaged mitochondria, enhanced Sertoli cell mitophagy in ETR may be an a
nti- apoptotic mechanism that is essential for spermatogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
（１）アルコールの過剰摂取により性交不能

症、精巣委縮、不妊症になることは慢性的ア

ルコール中毒症の男性で知られている (Van 
Thiel, 1983, J Lab Clin Med 101: 21-33)。わ

れわれは慢性的アルコール摂取により ROS
（活性酸素）産生が増加、セルトリ細胞に空

胞変性と脂肪滴の蓄積を引き起こし、その結

果、精細胞のアポトーシス増加をまねく。し

かし、セルトリ細胞自体はアポトーシスから

逃れていることを報告している(Eid N.,et al 
2002, Int J Androl 25:159-167)。 
 
（２）オートファジーは細胞小器官や不良タ
ンパク質の分解のための主な代謝経路で、分
解されるものは隔離膜から形成されたオー
トファゴソームと呼ばれる大きな vesicle に
取り込まれ、lysosome の融合により加水分解
酵素によって消化される (UchiyamaY et al 
2008, Histochem Cell Biol, 129, 407-420)。
現在、オートファジーの同定は電顕での微細
形態またはオートファジー関連遺伝子 LC3
と lysosome 関連遺伝子 LAMP2 の発現で行
われている（Shibata, M. et al., Biochem 
Biophys Res Commun, 382: 419-23,2009, 
Saftig, P. et al., Nat Rev Mol Cell Biol,10: 
623-35）。 
 
（３）最近 Ding et. al (Gastroenterology. 
2010 Jul 23. [Epub ahead of print]) は実験
的にマウスに誘導したアルコール性脂肪肝
において LC3 と LAMP2 が発現し、ダメー
ジを受けたミトコンドリアと過剰な脂質を
除去することで生存する、すなわちアポトー
シスが減少し、細胞死を逃れていると報告し
た。 
 
２．研究の目的 
（１）アルコール依存症、アルコール中毒症
は男性不妊にとって大きな問題である。アル
コールの過剰摂取は精巣に障害を与え、精子
形成不全を引き起こすと考えられる。近年、
細胞にとって一種の自己防御機構であるオ
ートファジーが細胞死に関与すると注目さ
れている。そこで本研究は実験的にアルコー
ル性傷害精巣モデルを作製して、精子形成不
全にオートファジーがどのように関与して
いるかを検討する。 
 
（２）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を目

的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）慢性アルコール障害ラットモデルの作
製 は １ ０ 匹 の 雄 性 Wister ラ ッ ト を
Lieber-DeCarli alcohol 餌で１２週間飼育
し た 。 対 照 の １ ０ 匹 の ラ ッ ト に は
Lieber-DeCarli alcohol 餌のアルコールを
同等の炭水化物と置き換えたコントロール
餌で飼育した。１週毎に体重、精巣の長径を
測定する。１２週後、体重、精巣の長径、重
量を測定の後、麻酔下、屠殺し以下の実験に
供した。 
 
（2）病理組織学的検索・免疫組織化学染色
を行った。摘出した精巣を４％ホルマリンで
固定し、パラフィン切片を作製する。病理組
織学的検索には H.E 染色を行う。免疫染色は
蛍光抗体法、酵素抗体法で行う。用いる抗体
は セ ル ト リ 細 胞 の 同 定 に は Androgen 
receptor, オ ー ト フ ァ ジ ー 関 連 遺 伝 子
Beclin-1, LC-3, lysosomeの同定にはLAMP-2
の各抗体を用いる。 
 
（3）電子顕微鏡観察と免疫電顕法を行った。
摘出した精巣を 2%paraformaldehyde と
2.5%glutaraldehyde の混合液で前固定し、
2%OsO4 で後固定、脱水の後エポン樹脂に包埋、
超薄切片を作製した。酢酸ウランと鉛の二重
染色ののち電顕観察する。セルトリ細胞の微
細構造変化、autophagosome, autolysosome、
脂肪滴、隔離膜を同定した。エポン樹脂切片
を用いて、LC-3の免疫電顕をpost-embedding
法で行った。 
 
４．研究成果 
（１）慢性アルコール中毒の精巣では、精細
胞のアポトーシスは多数観察されるが、アポ
トーシスに陥ったセルトリ細胞は認められ
ない（図 1）。 

矢印は TUNEL 陰性のセルトリ細胞。茶色が陽
性の精細胞の核。矢頭は間細胞。 



（２）慢性アルコール中毒の精巣のセルトリ
細胞ではオートファジーとくにダメージを
受けたミトコンドリアを処理するために、ミ
トファジーが多数認められた（図２）。 
 

  
a,コントロールのセルトリ細胞。ミトファジ
ーは認められない。b～d,慢性アルコール中
毒のセルトリ細胞。矢頭はダメージを受けた
ミトコンドリア。矢印はミトファジーが起こ
っている。ｵｰﾌﾟﾝ矢頭はﾗｲｿｿｰﾑ。黒星印はｵｰﾄ
ﾌｧｺﾞｿｰﾑ。N は核。 
 
（３）オートファゴソームの数を統計学的処
理を行うと、慢性アルコール中毒のセルトリ
細胞ではコントロールと比較して有意に増
加していた（図３）。 
 

ETR:慢性アルコール中毒のセルトリ細胞 
コントロールと比較して有意に増加してい
る(P<0.0001). 
 
 
（４）免疫電顕法で検討すると、LC3 はオー
トファゴソーム膜に局在していた（図４）。 
 
 
 

 
図４ a,コントロールではLC3は認められな
い。b～d,慢性アルコール中毒のセルトリ細
胞ではオートファゴソームとミトコンドリ
アが接している他、オートファゴソーム膜に
LC3 が認められる（→）。 
 
（５）LC3 は慢性アルコール中毒のセルトリ
細胞で認められた（図 5）。 
 

 
 
図５ LC3 の免疫染色。a,コントロールでは
認められない。b, 慢性アルコール中毒セル
トリ細胞に強い陽性反応が認められる（→）。 
 
（6）LC3 は慢性アルコール中毒のセルトリ細
胞で増加していた（図 6）。 
LC3の免疫染色についてImageJを用いて画像
解析を行い、統計学的に処理を行うと、有意
差(P<0.05)をもって慢性アルコール中毒の
セルトリ細胞で増加していた。 
 

 
 



（７）LAMP2 慢性アルコール中毒のセルトリ
細胞で認められた（図 7）。 
 

 
図 7 LAMP2 の免疫染色。a,コントロールで
は認められない。b, 慢性アルコール中毒セ
ルトリ細胞に強い陽性反応が認められる
（→）。 
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