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研究成果の概要（和文）：肥満は不妊の一要因である。本研究では、高脂肪食マウス肥満モデルにおける雄性不妊の機
構を解析した。また、雄性不妊の改善に効果が期待されている栄養素L-カルニチンの効果についても調べた。肥満に伴
って、精子運動能の低下と交配させた雌マウスの妊娠率の低下が見られた。L-カルニチンによる肥満雄マウスの妊孕能
改善はみられなかった。精巣上体尾部の遺伝子発現解析の結果、肥満マウスでは精子成熟の過程でDNA損傷が引き起こ
されていること、その一部にpiRNAが関与していることが示唆さされた。

研究成果の概要（英文）：Human studies have shown a direct relationship between obesity and infertility in 
men and women. In the present study, we examined the mechanism of infertility by high fat diet-induced obe
sity in male mice. In addition, we examined whether L-carnitine can improve male infertility with diet-ind
uced obesity. High fat diet-obesity resulted in decreased sperm motility and reduction in pregnancies of f
emale partners. L-carntine supplementation itself did not seem to improve obesity-associated male infertil
ity in male mice. Gene expression analysis of cauda epididymides suggested that DNA damage is increased in
 the sperm cells during spermatogenesis and/or sperm maturation in diet-induced obesity male mice and decr
eased expression of piRNA might be involved in the increased DNA damage in sperm.
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１．研究開始当初の背景 
 日本では、夫婦の 8～10 組中、1 組が不妊
（子供を望むが 2 年以上できない）の問題を
抱えている。その原因は、遺伝的要因・環境
的要因が複雑に絡み合っており、一概に述べ
ることは困難であるが、近代化に伴って生じ
た食生活の欧米化を含むライフスタイルの
変化が大きな環境要因のひとつとして注目
されている。肥満は、女性においては多嚢胞
性卵巣症候群による排卵障害の原因となり、
男性においては、精液中の精子数を減少させ、
精子運動能力を低下させるという報告があ
った。このように、肥満は生活習慣病やがん
の危険因子のみならず、不妊の原因でもある
と考えられていたが、不妊の機構まで言及し
た研究は非常に少なかった。一方で、精子形
成における低分子 RNA の役割が着目を浴び
は じ め て い た 。 精 巣 や 精 子 に は 、
microRNA(miRNA)と呼ばれる低分子 RNA
の発現量が他の組織よりも多く、成体精巣や
精原細胞に特異的に発現する miRNA がある。
miRNA 前駆体のプロセシングに必要な
Dicer-1 遺伝子破壊マウスでは正常な精子が
作られず、その結果雄性不妊となる。また、
生殖期にあるオス生殖細胞特異的に発現す
る piwi-interacting RNA(piwiRNA)と呼ば
れる別種類の低分子 RNA が存在し、その結
合タンパク質である 3 種類の Piwi 遺伝子
(Piwil1, Piwil2, Piwil4) のうち一つを破壊
すると精子形成ができない、等が報告されて
いた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、肥満に伴う雄性不妊には、
miRNA、piRNA、およびこれら RNA の機能
を付与するタンパク質の発現量や活性低下
が関与していると仮説を立てた。低分子RNA
量の変化や機能低下が肥満に伴う雄性不妊
に関わるかを明らかにすることを目的とし
た。また、miRNA の遺伝子サイレンシング
タンパク質複合体への装着や、piRNA を介し
たレトロトランスポゾン転写産物発現抑制
にシャペロンタンパク質が関与することが
報告されていたので、「肥満→酸化ストレス
増加→シャペロン活性の低下→低分子 RNA
機能低下→正常な精子の形成能力低下→雄
性不妊」という環境応答が精巣で生じている
のではないかと考え、肥満モデルマウスにお
ける雄性不妊を確認しつつ、精巣における遺
伝子発現の面から応答経路を明らかにする
ことを目的とした。さらに、この応答を減弱
し、不妊を改善できるような栄養成分の探索
も行うことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 肥満雄マウスの作製と交配雌マウスの妊
娠率の調査： C57BI/6J 雄マウスへ高脂肪
食(エネルギーの 60％が脂質由来)を 25 週間
間投与し、肥満雄マウスを作製した。対照群
へは、通常食(エネルギーの 10％が脂質由来)

を投与し、同期間飼育した。飼育期間終了後、
1 匹の雄あたり 2 匹の雌マウスと 5 日間交配
を行った。交配後 15－18 日目に雌マウスを
安楽死させ、子宮内の胎児数、生存状態、大
きさなどを確認した。 
(2) L-カルニチンの投与： 雄性不妊の改善
効果に L-カルニチンが報告されていたので、
肥満モデルマウスにおける L-カルニチンの
不妊改善効を調べた。14 週目から 25 週目ま
での 12週間、高脂肪食マウスを 2群に分け、
1群を水の代わりに10％L-カルニチンを含む
水を投与した。平均の L-カルニチン摂取量は、
0.6mg/g 体重/日であった。 
(3) 脂肪蓄積量、血液分析、および精子の質
の測定： 肥満雄マウスおよび対照マウスを
安楽殺後、脂肪組織を分離し、脂肪蓄積量の
差を調べた。また、血漿中の糖および脂質量
をドライケム法で測定した。血清中のテスト
ステロンおよびエストロゲン値は競合
ELISA 法を使用した。精子の質の測定は、安
楽死させた雄マウスの精巣上体尾部（左側）
を取り出し、精子を培養液中により精子を培
養液中に分散させた。その後、精子の運動能
力を Computer Aided Sperm Analysis 装置を用
いて調べた。 
(4) RNA 発現量の測定： 精巣や精巣上体よ
り低分子 RNA を含む全 RNA を調製した。 
① 精巣より調製したRNAサンプルを用いて、
遺伝子マイクロアレイ解析（SurePrint G3 
Mouse GE 8x60K Microarray, Agilent） 
およびマイクロ RNA 解析（miRCURYTM 
miRNA microarray, Exiqon）を行った。マイク
ロアレイ解析等の結果の再現性の確認は、定
量逆転写 PCR(QPCR)法を用いた。 
② 精巣上体尾部より調製したRNAサンプル
を用いて雄性不妊関連遺伝子を標的とした
PCR array 解析（RT2 Profiler PCR Arrays, SA 
Biosciences）を行った。 
(5) タンパク質発現量の測定： 精巣よりタ
ンパク質ライゼートを調製し、ウエスタンブ
ロット解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 本実験で作成した肥満モデルマウスは、
対照マウスと比べて、体重が 1.6 倍であった。
L-カルニチンを投与した肥満マウスは、対照
と比べて体重は 1.5 倍であった。肥満マウス
は、L-カルニチン投与により血清のコレステ
ロール値とグルコース値、肝臓の中性脂質値
とコレステロール値を部分的に改善した。血
清中のテストステロンおよびエストロゲン
値は個体差が大きく、有意な差は見られなか
った。精巣上体より取り出した精子数は、3
群間で差が見られなかったが、肥満マウスの
精子の運動率および前進運動率は対照マウ
スと比べて、それぞれ 33％、46％減少した。
L-カルニチンの投与は有意に精子の運動率や
全身運動率を上げなかったが上昇の傾向は
見られた。交配させた雌マウスの妊娠率は、
対照マウスは 80％、肥満マウスは 0%、肥満



＋カルニチン投与マウスは 20％であった。一
腹当たりの胎児数は、対照マウスと肥満＋カ
ルニチン投与マウスで差が見られなかった。
以上の結果は、カルニチンが雄マウスの妊孕
能を一部改善したと解釈することもできる
が、雌マウスを妊娠させた肥満＋カルニチン
投与マウスは、1 匹だけであり個体差も考え
られる。今回は、はっきりとした改善効果が
見られなかったと解釈した。 
(2) 精巣のマイクロ RNA アレイ解析の結果、
1.5 倍以上の差が見られた 17 種類のマイクロ
RNA を見いだした。コンピューター解析等に
より、精子形成や成熟に関係するような標的
遺伝子を検索したが候補は見つからなかっ
た。また、精巣の遺伝子マイクロアレイ解析
では、脂質代謝に関連するいくつかの遺伝子
について、肥満マウスで発現量が増加、肥満
＋カルニチン投与マウスで対照群と同じレ
ベルに戻ることが示されたが、精子形成関連
遺伝子やシャペロン遺伝子では mRNA の発
現量の差が見られるものは無かった。HSP70、
HSP90 などのシャペロンタンパク質の発現
量も差は見られなかった。 
(3) 精巣上体尾部より全 RNA を抽出し、雄性
不妊に関連している 84 遺伝子について
PCR-Array 解析を行った。その結果、DNA 組
換え修復に関わる一遺伝子の発現量上昇と
piRNA 産生に関わる一遺伝子の発現量低下、
およびヌクレオソーム構成タンパク質のヒ
ストンからプロタミン置換に関与する一遺
伝子の発現量低下を見いだした。また有意差
は見られなかったが、SOD1 および SOD2 遺
伝子の発現量の上昇傾向が観察された。これ
らの結果より、肥満に伴って活性酸素ストレ
ス状態に有ること、piRNA 産生量の低下に伴
ってクロマチン凝集度やプロタミンタンパ
ク質へのクロマチンの置換が正常に進んで
いないこと、その結果精子染色体 DNA の損
傷が引き起こされ、DNA 組換え修復に関わる
遺伝子が増加していることが示唆された。
piRNA の産生低下はエピジェネティックに
トランスポゾン遺伝子を活性化させる。今後、
肥満に伴う精子クロマチンの損傷との関連
を調べる予定である。 
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