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研究成果の概要（和文）：本研究では、受精直後における精子由来の（父性）ミトコンドリアの

分解にオートファジーが関与するか否かを多面的に検討した。その結果、オートファジーが機

能しない受精卵でも精子ミトコンドリアの分解は進行することが明らかとなった。これらの結

果から、マウス受精卵における精子ミトコンドリアの分解にはオートファジー非依存的な分解

系の関与が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of our study is whether autophagy is involved in the sperm 
mitochondria degradation in mouse embryos. We showed that degradation of sperm 
mitochondria normally occurred in the absence of autophagy, indicating the possibility that 
other degradation pathway could be involved in the sperm mitochondria degradation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）ミトコンドリアの母系遺伝 
 

一部の生物を除き、ほとんどの生物ではミ

トコンドリアは母親側から子に伝わる（母系

遺伝と呼ばれる）。この分子メカニズムにつ

いて、これまでに様々な説が提唱されてきた

が、父親（精子）由来のミトコンドリアが何

らかのメカニズムで選択的に排除されるも

のだと理解されている。 

（２）精子ミトコンドリアの選択的排除の謎 
 

これまでの研究から、マウスの場合、受精

して８細胞期頃までには精子由来のミトコ

ンドリア（精子ミトコンドリア）はすみやか

に消失することが示されている（Cummins, 

Zygote, 1998）。さらに、精子ミトコンドリ

アはユビキチン化されることが示されてお

り（Sutovsky, Nature, 1999）、ユビキチン

によって標識された精子ミトコンドアがプ
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ロテアソームで分解されるという説が一般

的になっている。 
 

（３）オートファジーの関与 
 

卵子内に進入した精子ミトコンドリアの

近傍には多数の発達したオートファジー小

胞（未だ不明な構造体）が出現することが古

くから報告されている。この小胞によって精

子ミトコンドリアが分解されるという説も

支持されており確証はなかった。最近、我々

のグループは受精直後のマウス初期胚でオ

ートファジーが活発に起こることを明らか

にした（Tsukamoto, Science, 2008）。オー

トファジーとはリソソームを分解の場とす

る細胞質成分の大規模な分解系である。オー

トファジーは隔離膜という二重の膜で取り

囲んだ直径１μｍの範囲の細胞質成分をま

とめて分解する。自身の細胞質を食べている

ようにも見えることから「自食」とも呼ばれ

る。オートファジーの主な役割は、恒常的な

細胞内新陳代謝（変性タンパク質や老廃物の

除去）と栄養飢餓時のアミノ酸供給だと考え

られる。しかし、最近の研究からミトコンド

リアがオートファジーによって選択的に分

解されることも明らかとなっており、受精直

後に起こる精子ミトコンドリアの分解にも

関与している可能性が高いと予想された。 
 
 
２．研究の目的 
 

精子ミトコンドリアの分解にオートファ

ジーが関与するか検証し、ミトコンドリア母

系遺伝の分子メカニズムの一端を明らかに

することを目的とした。 
 

 
３．研究の方法 
 
（１）mitoDsRedマウスを使った解析 
 

全身のミトコンドリアが DsRed（赤色蛍光

色素）で標識される mitoDsRedマウス（Hasuwa, 

Exp. Anim, 2010）の精巣上体尾部から精子

を回収し野生型マウス由来の卵子を用いて

体外受精を行い、精子ミトコンドリアの局在

や分解状況について経時的に蛍光観察する。 
 
 
 

（２）GFP-LC3マウスを使った解析 
 

オートファジーモニターマウスである

GFP-LC3マウス（Mizushima, Mol. Biol. Cell, 

2004）由来の卵子と上記（１）の mitoDsRed

マウス由来の精子を用いて体外受精を行い、

GFP-LC3（緑色）と精子ミトコンドリア（赤

色）の時空間的な局在変化について経時的に

蛍光観察する。 
 
 

（３）電子顕微鏡による観察 
 

GFP 抗体を用いた免疫電子顕微鏡観察を行

い、GFP-LC3 マウスの受精卵内の（精子ミト

コンドリア近傍に出現すると予想される）構

造体がオートファゴソームであるかどうか

の検討を行う。 
 

 
（４）卵特異的オートファジー欠損マウスを
使った解析 
 

mitoDsRed マウス由来の精子と卵特異的に

オートファジーを欠損したマウス由来の卵

子（卵特異的オートファジー欠損卵＊）を用

いて体外受精を行い、精子ミトコンドリアの

局在や分解状況について野生型由来の受精

卵との差異を観察する。 
＊オートファジー欠損卵は受精後の４～８細

胞期に発生停止するが、精子ミトコンドリア

の分解はこの時期までに完了するため、今回

の実験目的には使用可能と判断した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）精子ミトコンドリアの分解の様子 
 

まず、精子のミトコンドリアが赤色蛍光色

素で標識される mitoDsRedマウスの精子と野

生型マウス由来の卵子を用いて体外受精を

行い、受精直後から精子ミトコンドリアの分

解状況を詳細に検討した。その結果これまで

の報告通り、精子ミトコンドリアは受精後の

８細胞期頃には消失するが、受精後の１細胞

期の細胞質中ですでにその構造体を変化さ

せており、２細胞期では分解がさらに進んで

いることが分かった（図１）。 

 

 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

また、GFP-LC3 マウスを使った観察から、

１細胞、２細胞ともに受精卵内の精子ミトコ

ンドリアの近傍にはオートファゴソームは

存在するものの、共局在する割合は少ないこ

とが分かった。 
 
 

（２）オートファジー欠損下における精子ミ
トコンドリアの分解の様子 
 

次に、オートファジーが欠損した受精卵内

での精子のミトコンドリアの動態と分解状

況を中心に解析を進めた。その結果、我々が

観察した限りにおいてはオートファジー欠

損下でも精子由来のミトコンドリアの分解

は正常に進むことが明らかとなった（図２）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（３）その他の分解系の関与 
 

 我々が観察した限りにおいては、マウス受

精卵ではオートファジーの欠損下でも精子

ミトコンドリアの分解は進行するようであ

る。しかし、最近になって線虫を使った解析

から受精直後の精子ミトコンドリアがオー

トファジーによって選択的に分解されるこ

とが相次いで報告された（Sato, Science, 

2011. AI Rawi, Science, 2011. Zhou, Cell 

Res, 2011）。オートファジーの機能は種間で

保存されていることが多く、マウス受精卵で

も同様の役割を担っている可能性がある。し

かし、線虫の受精卵における精子ミトコンド

リアの分解状況と我々が観察したマウス受

精卵における分解状況は様子がかなり異な

るのが事実である。今回の研究にはすべて固

定した受精卵を観察のための材料にした。生

きたままの状態で（ライブセル）観察が可能

な実験系を構築することで、真の精子ミトコ

ンドリアの分解状況が明らかになるとので

はないかと考えられる。さらに、電子顕微鏡

を使った解析から、マウス受精卵の細胞質に

は培養細胞には観察されないような多数の

膜から成るオルガネラの存在が明らかとな

った（図３）。このような卵に固有のオルガ

ネラが精子ミトコンドリアの分解に関与す

る可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
（図１）受精後の１細胞（左）と２細胞（右）を

示す。１細胞の時点で精子ミトコンドリアの形態

に変化が観察される。２細胞ではかなりの精子ミ

トコンドリアが消失しているのが分かる。 

  
（図２）オートファジー欠損卵における精子ミトコ

ンドリアの分解状況を示す。野生型卵（図１）と同

じようにオートファジー欠損下においても、精子ミ

トコンドリアは１細胞（左）、２細胞（右）におい

て分解されている様子が分かる。 

 

 
（図３）２細胞の細胞質に観察された構造体。 

受精翌日の２細胞を電子顕微鏡にて観察したところ

細胞膜近傍に多重の膜からなる構造体が多数あるこ

とが分かった。スケールバーは２μm。 
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