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研究成果の概要（和文）： 
オートファジー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。本研究で
はオートファジーの精子形成過程における生理機能を明らかにするために、精子細胞特異的に
オートファジーを欠損するノックアウトマウスを作出した。このマウスは週齢依存的に不妊に
なることが分かった。さらにこのノックアウトマウスの精細管にはタンパク質の凝集体を含む
不要成分の蓄積が観察された。オートファジーは精子形成過程における精子細胞質のリモデリ
ングに関与する可能性が示唆される。 
 
研究成果の概要（英文）：Autophagy is a bulk degradation system in which the cytoplasmic 
contents engulfed by autophagosomes are degraded in the lysosomes. Although autophagy 
is conserved among diverse species, the function of autophagy in male germ cells is poorly 
understood. In this study, we found that autophagy is highly induced during haploid male 
germ cell differentiation. To investigate whether autophagy functions during 
spermatogenesis, we generated male germ cell-specific autophagy knockout mice. These 
mice showed age-dependent infertility, reduced testis size, and low numbers of mature 
sperm with morphological abnormalities. Furthermore, we revealed that abnormal 
structures that contained residual sperm cytoplasm and protein aggregates accumulated in 
autophagy knockout testes. Our results indicate that autophagy could be essential for 
proper cytoplasmic remodeling during late step of spermatogenesis (spermiogenesis) in 
mice. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内で起こる分解はユビキチン・プロテア
ソームとオートファジーの経路に大きく分

類される。ユビキチン・プロテアソームは選
択性が高い分解系であるのに対し、オートフ
ァジーはリソソームを介した細胞質成分の
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大規模な分解系である。オートファジーは隔
離膜と呼ばれる二重の膜で取り囲んだ細胞
質成分をまとめて分解するため選択性はあ
まりない。近年の研究によって、オートファ
ジーは栄養状態が悪化した際（飢餓時）など
の栄養供給と恒常的な細胞内浄化（異常なタ
ンパク質や老廃物の蓄積防止）に関与するこ
とが明らかになっている。一方で、ほ乳動物
の発生・分化におけるオートファジーの役割
についてはあまり知られていなかった。特に、
精子形成過程におけるオートファジーの役
割については全く分かっていなかった。精子
は精巣内の精細管で生産されるが、その過程
で細胞の形態は極めてダイナミックに変化
する。特に精子形成の後期（精子完成・変態
と呼ばれる）過程では、細胞様から精子様の
形態へと急速に変化する。この過程では、後
述するように様々な変化が生じるが、特に精
子細胞からの余分な細胞質の除去にバルク
な分解系が関与していると考えられた。また
オートファジーによって精子形成に必要な
栄養が供給され、精子細胞の品質維持にもオ
ートファジーが関与している可能性も考え
られたため、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
精子完成（変態）過程では、精子頭部への先
体の形成、尾部へのミトコンドリアの再配置、
べん毛の伸長そして余分な細胞質が除去さ
れ、精子は結果的に非常にユニークな構造と
なる。この一連のプロセスは急速に進行する
ことから、細胞質成分の大規模な分解系であ
るオートファジーが関与している可能性が
高いと考えられた。そこで本研究では、精子
形成過程（特に精子完成過程）におけるオー
トファジーの生理学的役割を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）オートファジーの誘導状況の観察 
精子形成のどの段階でオートファジーが起
こるのかを検出するために全身のオートフ
ァゴソームが GFP（緑色蛍光タンパク質）で
標識される GFP-LC3マウスから週齢ごとに精
巣を回収し切片を作製する。評価は蛍光顕微
鏡を用いた GFPドット（オートファゴソーム）
の定量的解析とオートファゴソーム数に相
関する膜結合型の LC3タンパク質の量をウェ
スタンブロッティングによって解析するこ
とによる。また電子顕微鏡を用いた観察によ
ってオートファゴソームなどオートファジ
ーに関わる構造体の観察を行う。 
 
（２）精子細胞特異的オートファジー欠損マ
ウスの作出と表現型解析 
精子形成過程におけるオートファジーの生
理機能を解析するために、精子細胞特異的に

オートファジーを欠損するコンディショナ
ルノックアウトマウスを作出する。このノッ
クアウトマウスを使って週齢ごとに精巣と
精巣上体の切片を作成し病理学的な解析を
行う。成熟精子が回収できる場合には、精子
濃度や運動性の評価、さらには自然交配や体
外受精による受精能の評価を行う。また、加
齢による影響も考慮するために長期的な交
配実験も実施して産仔数のカウントを行う。 
 
（３）オートファジー不全が精巣タンパク質
の発現に及ぼす影響の解析 
オートファジー不全が精子形成に与える影
響をタンパク質レベルで網羅的に解析する
ために、（２）で作出したノックアウトマウ
スの精巣や精子から全タンパク質を抽出し
二次元電気泳動によって発現に差のあるタ
ンパク質を検出し同定する。また、精子形成
過程の各時期の精細胞を分離して同様にタ
ンパク質の発現比較を行う。 
 
４．研究成果 
（１）GFP-LC3 マウスを使った解析から、当
初の予想通り精子完成過程でオートファジ
ーが誘導されることが明らかとなった。減数
分裂期の精子細胞ではオートファジー誘導
は観察されなかったことから、精子完成過程
において特異的な機能を持つ可能性が示唆
された。 
 
（２）精子細胞特異的にオートファジーを欠
損するコンディショナルノックアウトマウ
スを作出した。このノックアウトマウスと野
生型のメスマウスを同居させて繁殖性を検
討したところ、１５週齢頃から不妊傾向を示
すことが明らかとなった。また、週齢依存的
に精子数が減少し、精子運動性や受精能も低
下することが明らかとなった（図１）。 
 

 
（図１）左から精子数、精子運動率、受精率
の２ヶ月齢と５ヶ月齢の変化を示す。同じ週
齢の正常マウス（Cont）と比較するとノック
アウトマウス（KO）では２ヶ月齢で観察され
た差が５ヶ月齢ではより顕著になる。精子細
胞特異的なオートファジーの欠損が週齢依
存的に影響を与えることを示している。 
 
（３）精巣切片を用いた病理学的な解析から、
ノックアウトマウス由来の精細管には多数



の異常構造体の蓄積が観察された（図２）。 

 
（図２）野生型マウスの精細管（左）と比較
するとノックアウトマウスの精細管（右）の
内腔側には異常構造体が複数観察される。 
 
（４）電子顕微鏡を用いた解析によって異常
構造体には複数の精子細胞中の構造体が観
察された。さらには多量の RNAや脂質にも富
むことが明らかとなった（図３）。 

 
（図３）精子細胞特異的にオートファジーを
欠損したマウスの精細管に観察される異常
構造体の電子顕微鏡像を示す。精子細胞中の
構造体（精子核やべん毛）、脂質や RNA に富
む構造から構成される。スケールバーは５µm。 
 
（５）精巣全タンパク質の二次元電気泳動解
析を中心に、オートファジーの欠損が精巣機
能に及ぼす影響について多面的に検討した。
その結果、精原細胞や精子細胞までの増殖や
分化過程に及ぼす影響は少ないことが分か
った。オートファジーを欠損した精巣のサイ
ズは同週齢のマウスの精巣よりも一回り以
上小さいことを考えると予想外の結果であ
ったが、アポトーシスによる細胞死も観察で
きなかったことから、オートファジーは精子
形成の初期には影響せず、減数分裂完了以降
の精子完成過程で起こる細胞質の分解や細
胞質のリモデリングに関与している可能性
が推察された。 
 
（６）（５）の結果をさらに検討するために、
酵素処理と BSA密度勾配法を組み合わせた方

法によって、精巣からそれぞれのステージの
精細胞を分離して、分離した細胞ごとにオー
トファジー不全が及ぼす影響を調べた。その
結果、（５）で得られた結果と関連して、精
子幹細胞や精母細胞の機能は正常だが、精子
細胞以降の分化過程においてオートファジ
ー欠損の影響があらわれることが明らかと
なった。次に精巣や精子タンパク質を使って
二次元タンパク質発現解析を実施した。その
結果、ミトコンドリア機能に関連するタンパ
ク質がオートファジー欠損下で顕著に差が
見られた。現時点ではこれらのタンパク質の
発現異常と精子完成過程におけるオートフ
ァジーの生理機能の関連性は説明出来ない
が、精子完成過程におけるミトコンドリアの
品質管理にもオートファジーが関わってい
る可能性を示唆しているかもしれない。 
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