
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３７３０３

若手研究(B)

2015～2013

精子形成細胞の分化研究を明らかにする免疫電顕クロマトイドミクス解析

The Chromatoidmics analysis for clarification of spermatogenesis process

８０６１００６３研究者番号：

藤井　佑樹（Fujii, Yuki）

長崎国際大学・薬学部・助教

研究期間：

２５８４０１１９

平成 年 月 日現在２８ １０ ２４

円     3,500,000

研究成果の概要（和文）：精子形成と配偶子細胞のRNA干渉に働くアルゴノート2タンパク質（Ago2）のラット精巣内の
局在を、細胞生物学的に明らかにした。Ago2は、ラットの精巣で精母細胞が精子細胞へ分化するあいだ、生殖細胞特有
小器官のヌアージュに局在した。その後、精子細胞の発生後期に現れるクロマトイドボディー（CB）近傍の小胞に含ま
れ、リソソーム膜タンパク質LAMP2と共存した。以上の結果から、Ago2は、ヌアージュ全域でRNAの転写を調節する一方
、後期CBでは、リソソームにおいて、細胞成分の分解にも働く可能性が新たに示唆された。

研究成果の概要（英文）：The localization of spermatogenic protein, Argonaute 2 (Ago2) function to 
interfer the transcription was identified on the rat testis. Ago2 was localized germ cell specific 
organelle, “Nuage” during the development on spermatocyte to spermatid. Moreover, the co-localization 
of Ago2 and lysosome membrane protein, LAMP2 in the clear vesicles surrounded on the Chromatoid body was 
identified by the Immunoelectron microscopic analysis in the late stage of spermatid. These results 
suggest that not only Ago2 modulate transcription of RNA in nuage structure but also related on the 
lysosome pathway in the late CB.

研究分野：糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
生殖細胞特有に発現するオルガネラ「ヌア
ージュ」は、電子顕微鏡技術により特殊な形
態を持つと明らかにされている。ヌアージュ
には RNA サイレンシングと DNA ヘリカー
ゼ酵素にみる遺伝子の発現調節作用が存在
すると報告され、生殖細胞の分化で遺伝子発
現に関わることが考えられた。ヌアージュの
代表分子 Argonaute (以下 Ago)2は、RNAの
サイレンシングに働く。精子の発生にともな
う Ago2 の局在は未明で、精子形成とヌアー
ジュの役割を知るためにその特定は重要で
あった。 
 
２．研究の目的 
 

RNAサイレンシング作用を持つ Ago2は、
ラット精巣の配偶細胞の発生にともないど
のように分布を変化するかを明らかにし、ヌ
アージュの新たな機能を記載する。 
 
３．研究の方法 
 
ラット精巣の組織切片と抗 Ago2抗体を作
製し、蛍光顕微鏡、電子顕微鏡を用いた免疫
組織化学により、Ago2を発現している細胞、
細胞内小器官と、発現する時期を特定した。 
 
４．研究成果 
 
1) 抗 Ago2抗体の作製 
 
一次構造の明らかな Ago2の C末端側 14
アミノ酸配列を合成し、ウサギに免疫した。
本抗 Ago2 抗血清は、ラット精巣細胞分画か
ら得た細胞小器官のタンパク質の中に、Ago2
の分子量(97 kDa)を示すバンドを認め、精巣
の全オルガネラに Ago2 は存在すると判明し
た。本反応は Ago2 ペプチドを共存させる吸
収実験でバンドの染色が消失し、作製した抗 

 
 
血清は Ago2 を特異的に検出すると判明し
た(図１)。 
 
2)ラット精巣 Ago2 はパキテン期の精母細胞
と発生初期の精子細胞に局在した。 
 

Ago2 は減数分裂の第一分裂前期(パキテン
期)の精母細胞に現れ、発生段階的に初期の球
形の精子細胞に存在した。ラットの精細管内
の発生を表すステージ(St)毎に、Ago2のシグ
ナルを比較すると、精母細胞内では St IIから
強いシグナルは観察され、St. XIVになるとシ
グナルが弱まった(図 2)。精子細胞の球形のう
ちは Ago2 は顆粒状に存在したが、分化が進
み細胞が伸張すると内部に拡散して存在し、
顆粒状のシグナルは消失した（図 2）。 

 

 
 
 
3) Ago2はパキテン期の精母細胞と伸長精子
細胞内でヌアージュタンパク質 MAEL と共
局在した。 
 
 精巣内を抗 Ago2 と抗 MAEL 抗体で染色す
ると、精母細胞では St IX-XI、精子細胞では
step 9-11の各段階の細胞質内に両者は共局し
て在していた（図 3J -3L）。 
 
 
 
 

図１ ラット精巣オルガネラ内の Ago2 (97kDa)。1. 
分子量マーカー、2. 精巣抽出液、3, 6, 7ミトコン
ドリア画分、4. ミクロソーム画分、5. 細胞質画分。
7. 抗体処理の際 Ago2 ペプチドを共存させると吸
収された。 

図 2 精細管内の Ago2の局在。 
PC：パキテン期 精母細胞、ST：精子細胞の発生ステ
ージ。核は DAPI染色。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4) Ago2は精母細胞や精子細胞に特異的に発
現するヌアージュタンパク質。 

 
精巣内には ISPG(核周囲不定形顆粒)、IMC(ミ
トコンドリア間空隙)、SB(サテライトボディ
ー)、CB(クロマトイドボディー)の四種類のヌ
アージュが存在し、Ago2 はパキテン期の精
母細胞、球形精子細胞内の全てのヌアージュ
に存在することが免疫電子顕微鏡を用いた
本研究から判明した(図 4)。 
 
5) Ago2は精子細胞の後期の CBを囲む小胞
でリソソームマーカータンパク質 LAMP2 と
共に局在した。 
 
 
球形の精子細胞で Ago2 は LAMP2 と共に顆
粒状に存在した(図 5)。しかし、パキテン期に
なると両者の共局在は消失し、役割を違える
ことを示唆した。 

 
 
免疫電顕による超微形態学的な観察から、精
子細胞の発生後期にはCBを囲む小胞にAgo2
と LAMP2 が共に局在し、それは発生の後期
に分化する精子細胞でも観察され、従来報告
されたヌアージュタンパク質と異なる局在
を示すことを認めた。リソソームマーカーの
LAMP2とも共局在した (図 6)。 
これらの結果から、パキテン期の精母細胞
に発現するヌアージュ、ISPG、IMC、SB は
タンパク質の発現調節のみに機能するのに
対して、精子細胞の CB はリソソーム経路を
介し分解していくことが示唆された。 

図 3 精細管内の Ago と MAEL の共存(蛍光顕微鏡
観察)。核は Hoechst33258で染色。3D, F, G, I：Ago2
のみの観察(矢印)。3J, 3L：Ago2、MAELの共存が
観察(矢印)。 

図 4 免疫電顕のヌアージュ構造内。 
A. ISPG(核周囲不定形顆粒), N：核。B. IMC（ミトコ
ンドリア間空隙）。C. 発生段階初期の丸形精子細胞
CB(クロマトイドボディー)。V: vesicle。D. 発生段階
5精子細胞の CB。E. 発生段階 9-11精子細胞の CB。 

図 5 精巣内の LAMP2（緑）と Ago2（赤）の局在解
析(蛍光顕微鏡観察)。N：核。SC：精母細胞。ST：
精子細胞。 

図 6 精子細胞 CB 周辺小胞の Ago2 と LAMP2 との
共存。A. step5精子細胞の CB。B. step9精子細胞。
小胞に LAMP2を観察した。 
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