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研究成果の概要（和文）：ヒトの生殖の特徴は自然妊娠における出産率が約23％と著しく低い上に、母体年齢が
あがるにつれて更に10％程度まで減少する点です。この現象は卵子の老化として知られ染色体異常が大きく関わ
っていますが、原因が明らかではなく現時点では克服が困難です。そこで、私たちは生殖医療の過程で得られる
成熟不良な卵子をヒト老化卵子モデルとして研究を行った結果、ヒト卵子特有の老化メカニズムを見出しまし
た。これには、オーロラ蛋白とコーヒシン蛋白が密接に関わっており、これらの量を人為的に変化させることで
老化現象を緩和することが可能であることが明らかになりました。

研究成果の概要（英文）：The successful birth rate in human is known to be very low (about 23%) and 
decreases with maternal age. This phenomenon called as "oocyte aging" is accompanied by chromosome 
abnormality in general. We have been studying mechanism of the oocyte aging using low quality 
oocytes obtained from infertile women. In this study, we found that aurora and cohesin proteins, 
which control oocyte maturation and development, are responsible for oocyte aging. When the proteins
 were increased in human oocytes by treatment with a chemical treatment, chromosome aberrations were
 decreased, resulting in improving oocyte development.   

研究分野： 発生遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの生殖の特徴は自然妊娠における出産
率が約 23％と他の哺乳動物に比べて著しく
低い上に、母体加齢により更に 10％程度まで
減少する点である。この現象が染色体異常を
伴った不良卵子（老化卵子）が多く排卵され
受精後に淘汰される結果であることが確認
された（Kamiguchi 等 1996）。これにより卵
子老化メカニズムの解明と克服が課題とな
った。 
ヒト卵子の老化は、卵母細胞が減数分裂の途
中で長期にわたり卵巣内に保存されるため
に起こると理解されている。既に、げっ歯類
の老化卵子を用いてミトコンドリア機能低
下・MPF 活性異常・紡錘体異常・染色体異常
増加を報告した文献が散見される。しかし、
短命なげっ歯類卵子は老化現象が極めて軽
度（マウスでの染色体異常増加は僅か数％）
なのに加え、細胞分裂を制御する中心体が哺
乳類で唯一卵子由来という特殊性は実験材
料として問題があった。したがって、ヒト卵
子での老化メカニズム解明が必須であるが、
ヒト卵子入手の困難さから国内外でほとん
ど研究報告がない。 
申請者は、生殖医療の過程で得られる成熟不
良卵子がヒト老化卵子モデルとして利用可
能なことを既に見出していた。老化卵子に特
徴的な姉妹染色体分離（PSC）がほぼ 100％に
生じ、発生も極めて不良（胚盤胞発生率３％）
であった（Tanaka 等 2009）。さらに、モデル
卵子に対し卵核胞崩壊前に微小管安定剤の
タキソール処理を試みると、PSC が抑制され
受精後の胚盤胞発生率が有意に上昇した
（3%→16%）。このタキソール処理法の確立に
より、処理及び未処理卵子を未老化及び老化
卵子と想定した比較研究が可能となり、老化
因子探索の道が開かれた。 
 
２．研究の目的 
最終目標はヒト卵子老化メカニズムの解明
と人為的に老化現象を抑制する方法の確立
である。本申請ではヒト老化卵子モデルのタ
キソール処理系及びマウス老化卵子を用い
て以下の検討を行った。 
 
（１）微小管関連のオーロラ蛋白発現（ヒト
老化卵子モデル） 
オーロラ蛋白は主に三種類が知られている。
タキソール処理で卵核胞内に増加したリン
酸化オーロラ蛋白の種類と局在を調査し、染
色体異常との関連性を検討する。 
 
（２）染色体接着関連蛋白の発現（ヒト老化
卵子モデル） 
姉妹染色体の接着する蛋白に各種コーヒシ
ンが知られており、これらが染色体から脱落
することで染色体異常が誘発される可能性
がある。そこでタキソール処理と関連して変
化するコーヒシン関連蛋白の有無を検討す
る。 

 
（３）マウス卵子におけるオーロラ蛋白及び
コーヒシン蛋白の発現 
ヒト卵子特有の老化現象であるか否かを確
認するため、オーロラ及びコーヒシン蛋白の
発現の変化をマウス卵子で確認する。 
 
（４）マイクロアレイ結果に基づく、オーロ
ラ蛋白関連因子の検索（ヒト） 
既に行った卵核胞期マイクロアレイに加え
てオーロラ蛋白を注入した卵核胞における
マイクロアレイデータを比較し、オーロラ蛋
白の発現変化と関連して変動する遺伝子の
抽出を行う。 
 
（５）マイクロアレイ結果に基づく、卵子老
化関連因子の検索（マウス） 
マウス卵子における老化とヒト卵子のそれ
とが同じメカニズムで起こっているかは明
らかでない。幼若マウスおよび老齢マウスか
ら得られた卵子において遺伝子発現を比較
し、マウス卵子とヒト卵子の老化において類
似して変化する遺伝子および異なる変化を
示す遺伝子を検索する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト卵核胞期のオーロラ蛋白群のリン
酸化と局在 
インフォームドコンセントに基づいて得ら
れた廃棄対象のヒト卵核胞期卵子を、未処理
卵核胞期卵子（老化モデル卵子）と、タキソ
ールで 1 時間培養してリン酸化オーロラ蛋
白を上昇させた老化抑制卵子に分けて比較
実験を行った。 
蛍光免疫染色：固定した老化モデル卵子およ
び老化抑制卵子において各種リン酸化オー
ロラ蛋白の蛍光免疫染色を行い、三次元的局
在を共焦点レーザー顕微鏡により観察した。 
 
（２）ヒト卵核胞期のコーヒシン蛋白群のリ
ン酸化と局在 
方法(1)と同様にコーヒシン蛋白群の蛍光免
疫染色を行い、それらの分布を老化モデル卵
子および老化抑制卵子において比較した。 
 
（３）マウス卵子におけるオーロラ蛋白及び
コーヒシン蛋白の発現 
幼若マウスおよび老齢マウスにゴナドトロ
ピンを注射して卵胞発育を促し、卵巣から卵
核胞期卵子を採取した。固定後に(1)および
(2)と同様に蛍光免疫染色法でオーロラ蛋白
及びコーヒシン蛋白の発現を比較した。 
 
（４）オーロラ蛋白の増加に伴う遺伝子発現
変化 
ヒト卵核胞期の卵子核にマイクロインジェ
クションにより合成オーロラ蛋白を注入し
１時間後に急速凍結した。これから mRNA を
抽出しマイクロアレイで遺伝子発現を検出
し、注入前の遺伝子発現量と比較した。 



 
（５）マウス卵子老化関連因子の検索 
幼若マウスおよび老齢マウスにゴナドトロ
ピンを注射して卵胞発育を促し、卵巣から卵
核胞期卵子を採取しマイクロアレイに用い
る。また、一部の老化卵子をタキソール処理
し、ヒト卵子と同様の遺伝子発現変化が起こ
るか検討した。 
 
４．研究成果 
（１）タキソール処理したヒト卵核胞期卵子
では染色体分離異常が抑制されると共に発
生能の向上が見られる。このとき、卵核胞に
おいて発現が亢進するのは三種のオーロラ
蛋白のうち一種のみであった。一方で、マウ
スにおいては、当該オーロラ蛋白は老齢期も
高発現が持続しており、マウス卵子では老化
に伴う染色体分離異常がほとんど見られな
い事実と一致した。したがって、ヒト老化卵
子の染色体分離異常をマウス卵子で行うこ
とが困難なことが改めて確認された。すでに
ノックアウトマウスにおいてオーロラ蛋白
群が染色体接着に不可欠であることが判明
しているが、ヒト特有のオーロラ蛋白低下が
どのようなメカニズムで起こっているかを
明らかにすることが重要である。 
 
（２）染色体接着に関わる各種コーヒシン蛋
白サブユニットの大部分は、ヒト卵核胞期卵
子およびタキソール処理により染色体分離
異常抑制した卵核胞卵子いずれにおいても
強い局在は検出されなかった。しかし、二つ
のサブユニットにおいて特異な局在と消失
がタキソール処理の有無により確認された。
このことは、染色体分離異常の増加とこれら
のサブユニットの翻訳および局在が微小管
依存性に調節を受けている可能性が示唆さ
れた。 
 
（３）コーヒシン蛋白の染色体へのローディ
ングは主に G1 期に起こることが酵母におけ
る研究で知られている。卵子の卵核胞期はす
でに DNA 複製を終えていることから G2 期に
相当するステージであり、この時期までコー
ヒシンのローディングやターンオーバーが
持続しているかは十分な証拠がない。実際、
マウス卵核胞期卵子では、コーヒシンサブユ
ニットの高発現や強い局在は認められず、コ
ーヒシンの補給を示す証拠は得られなかっ
た。マウス卵核胞卵子ではオーロラ蛋白が老
齢期でさえも高発現していることを述べた
が、この現象がコーヒシンのローディングや
ターンオーバーを防いでいる可能性も考え
られる。 
 
（４）合成オーロラ蛋白をマイクロインジェ
クションしたヒト卵核胞期卵子では、タキソ
ール処理卵核胞期卵子と共通して複数のコ
ーヒシンサブユニットの遺伝子が高発現し
ていた。これらの一部は蛍光免疫染色におい

て特異な局在を示すサブユニットと隣接し
て卵核胞内に存在していた。一方、オーロラ
蛋白の注入により当該遺伝子の発現が減少
していた。このことは何らかのフィードバッ
ク機構が存在する可能性を示している。オー
ロラ蛋白発現は転写後調節を受けており、オ
ーロラ蛋白が亢進するタキソール処理卵核
胞期卵子でも mRNA 発現に変化がなかった。
したがって、タキソール処理で見られたオー
ロラ蛋白の亢進は翻訳ではなく主にリン酸
化により調節されている可能性が示唆され
た。他方でオーロラ蛋白注入とタキソール処
理において共通した細胞周期関連遺伝子の
発現上昇も認められた。タキソール処理卵核
胞期卵子では成熟後に授精させた際に発生
能が高まることが確認されており、これらの
細胞周期蛋白の発現が関与しているかもし
れない。 
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