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研究成果の概要（和文）：(1)マウス異常卵子出現率は葉酸欠乏群と対照群の間に差は認められなかった（20.0%
 vs 14.6%）．卵母細胞では，葉酸輸送体が強く発現していたという報告がある．このことからマウスの葉酸欠
乏食摂取は，卵母細胞の葉酸濃度までは影響しない可能性が考えられた．結論として，葉酸欠乏は卵母細胞の減
数分裂に悪影響を与えないことが示唆された．
(2)軽度のビタミンB1不足状態では卵子は劣化しなった（対照群 vs テスト群：17.1% vs 14.6%，p=1.00）．重
度のビタミンB1不足では卵子の質は劣化していた（対照群 vs テスト群：13.8% vs 43.5%，p<0.01）．

研究成果の概要（英文）：(1) The frequency of abnormal oocytes was no different between the 
FA-deficient and control groups (20.0% vs 14.6%). It was reported that FA transporter was strongly 
expressed in oocytes. It is thus possible that the mice fed FA-free diets may not affect the 
concentration of oocyte FA. In conclusion, our study suggested that FA deficiency did not adversely 
affect oocyte meiosis. 
(2) Oocyte meiosis was not affected by vitamin B1 deficiency when the deficiency was not accompanied
 by body weight loss On the other hand, frequency of abnormal oocyte was increased by vitamin B1 
deficiency when deficiency was accompanied by body weight loss (referred as severe vitamin B1 
deficiency; frequency of abnormal oocyte, 13.8% vs 43.7%, P = 0.0071). The frequency of abnormal 
oocytes was decreased by refeeding of a vitamin B1-containing diet (13.9% vs 22.9%, P = 0.503). 
These results suggest that severe vitamin B1 deficiency inhibited meiotic maturation of oocytes, but
 did not damage immature oocytes.

研究分野： 基礎栄養学

キーワード： 卵母細胞の質　ビタミン　欠乏　卵母細胞の減数分裂　マウス
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１．研究開始当初の背景 
8 種類の B 群ビタミンは共同して，体内の
重要な代謝や遺伝子発現の調節に関わって
いる．常に B 群ビタミン栄養状態を良好に
維持することが活き活きと生きるために大
切である．申請者らは B 群ビタミンの 1 つ
であるビオチンの不足・欠乏によって卵子
の質が劣化することを世界で初めて明らか
にした 1)．さらに，見かけ上のビオチン栄
養状態が回復しても卵子の劣化は回復しな
かったことも報告した．ビオチン添加食の
投与のタイミング，ビオチン投与量，投与
期間などを適切に選べば，卵子の劣化は回
復するかもしれない．そこで，卵子の劣化
は可逆的であるか否かを検証する必要があ
る．ビタミンの栄養による卵子の劣化が可
逆性を持つかどうかで，発症の予防だけで
なく重症化の予防にも関わってくるからで
ある．卵子の質の回復が望めるのは，減数
分裂後に異常がでた場合である．よって，
卵子の異常が減数分裂より前か後かを明ら
かにする．B群ビタミンはビオチン以外に 7
種類ある．そこで，他の B群ビタミンも卵
子の質に関与しているのかを調べなければ
ならない． 
 B 群ビタミンの中でも「葉酸」と「ビタ
ミン B1」は生殖に関与することから，卵子
の質に関与している可能性が高い 2,3)．葉
酸は DNA 合成や DNA のメチル化に関わって
いる．卵子の成熟（減数分裂）の際に DNA
が複製される．この時に葉酸の必要量が高
まるため，葉酸不足・欠乏状態では DNA 複
製の抑制が予想される．それゆえ，葉酸不
足によって卵子の質が劣化するという仮説
を立てた．卵子のエネルギー源はピルビン
酸であるため，ビタミン B1の関りが高いと
予想される． 
 
２．研究の目的 
1．葉酸不足・欠乏およびパントテン酸不
足・欠乏によって異常卵子の出現があるか
ないか ． 
2．葉酸不足・欠乏およびパントテン酸不
足・欠乏よる異常卵子は減数分裂より前か
後か． 
 
３．研究の方法 
3-1．実験動物と飼料組成 
雌性 ICR マウスをチャールズリバー（株）

から購入した．マウスは自由摂取，自由飲
水させた．室度 20℃，湿度 60%環境下で飼
育し，明暗サイクルは 12 時間（明期：6時

00 分～18 時 00 分）とした．飼料組成は各
実験の結果と考察に記載した． 
3-2．過排卵（ビタミン実験） 
卵胞を成長させる作用を持つ妊馬血清ゴ

ナドトロピン（PMSG：pregnant mare serum 
gonadotropin，アスカ製薬（株））を 5 IU/
匹で 19 時に腹腔投与した．PMSG を投与し
てから 46~48 時間後に排卵を促すために胎
盤性性腺刺激ホルモン（CG：chorionic 
gonadotropin アスカ製薬（株））を 5 IU/
匹で腹腔投与した．CG を投与してから 15
時間後に頸椎脱臼で屠殺した．直ちに開腹
し，排卵された卵母細胞がいる卵管を切り
出して，FHM 培地（Merck Millipore 社）内
で卵塊（卵母細胞と卵丘細胞の複合体）を
取り出した．5%ヒアルロニダーゼを培地に
加え，卵丘細胞を卵母細胞から剥がし，卵
母細胞を採取した． 
3-3．蛍光免疫染色 
採取した卵母細胞を4%パラホルムアル

デヒド/PBS液に室温で15分間浸して固定し
た．0.2% Triton X-100/PBSに室温で20分間浸
した．次に5%ヤギ血清/PBST（PBSに終濃
度0.05%のTween 20を加えた溶液）に室温で
1時間ブロッキングした後，4000倍に希釈し
たマウス抗α‐チューブリン抗体（Cell 
Signaling Technology（株））に室温で1時間
浸して1次抗体処理を行った．500倍に希釈
したヤギ由来抗マウスIgG抗体と染色体を
染めるために4’6-ジアミジノ-2-フェニルイ
ンドール（DAPI：
4’6-diamidino-2-phenylindole）を加えた5%ヤ
ギ血清/BSTに室温で1時間浸し，2次抗体処
理を行った．免疫染色済みの卵母細胞をプ
レパラートにのせ，封入した．共焦点顕微
鏡（FV10i，オリンパス（株））で各卵母細
胞の紡錘体像と染色体像を収集した． 
 紡錘体像および染色体像から異常卵子と
正常卵子を区別した．正常卵子は紡錘体の
両サイドが 1 点で収束し，かつ全ての染色
体が同一平面上に整列している卵母細胞と
した（図 1．(A)）．異常卵子は，紡錘体が
中心体から離れている（図 1．(B)），また
は/かつ染色体が同一平から離れている（図
1．(C)）卵母細胞とした．また，MII 期卵
子でない卵子，つまり GV 期（図 1．(D)）
や MI 期の卵子も異常卵子とした．異常卵
子出現率は異常卵子数/観察された卵母細
胞数で求めた． 
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図 1．正常卵子と異常卵子の例 
正常な MII 期卵母細胞（B）紡錘体形成異常（C）染色体
不整列および紡錘体形成異常（D）GV 期卵子．蛍光免疫
染色によりα‐チューブリン（緑）と DAPI で染色体（水
色）を染め，共焦点顕微鏡で観察した．（A）の紡錘体が
両側で 1点に収束し，かつ染色体が同一平面上に並んで
いる（B）（C）の紡錘体は両側 1 点に収束せず解けてい
る．（C）は染色体が同一平面上に整列していない．（D）
青いリングは卵核胞と呼ばれ，GV 期の特徴である．過排
卵により MII 期になるはずが，GV 期のまま減数分裂が停
止しているので，これも異常卵子とみなした． 

 
４．研究成果 
4-1．葉酸実験 
(1)実験動物 
 3 週齢 ICR 雌マウス 70 匹（日本チャール
ス・リバー株式会社） 
飼育条件：室温 20 ℃，湿度 60 %，午前 6
時～午後 6 時を明，午後 6 時～翌朝午前 6
時を暗とする明暗サイクル 
 ゴールドスタンダード群（GS 群）10 匹，
対照群（Ctrl 群）10 匹，葉酸欠乏群（FA-def
群）15 匹に，平均体重がほぼ等しくなるよ
うに分け，マウス用の代謝ケージとプラス
チックケージでそれぞれ飼育した．プラス
チックケージでは，糞食を防ぐため，網で
作った床の上で飼育した． 
(2)飼料組成 
 Ctrl群には20%カゼイン食を与え，FA-def
群には葉酸欠乏食を与えた．また，腸内細
菌からの葉酸供給を抑制し，マウスが糞食
した際に葉酸を摂取することを防ぐために，
抗生物質を各飼料に添加した．Day37 から
は回復群としてFA-def群のうちCtrl群と同
じ飼料を与える群を追加した．GS 群には
抗生物質無添加の 20%カゼイン食を与えた 
(3)測定項目 
飼料食投与開始日を Day1 とし，Day36

で各ケージの GS群 5 匹，Ctrl 群 5 匹，FA-def
群 5 匹を断頭し，屠殺した．その後 FA-def
群の 5 匹を回復群とし，Ctrl 群と同じ飼料
を与えた．飼料と水は自由摂取とし，1 日
ごとに午前 9時～10時に新しいものと交換
し，体重と飼料摂取量を計測した．また，
膣スメア検査を行い，発情サイクルを求め
た． 
 7 日おきに採尿し，葉酸の排泄量を測定
した．Day36 と Day57 において，肝臓，血
球，子宮，卵巣を摂取し葉酸濃度を測定し
た．また，卵母細胞の質の指標である紡錘

体と染色異常のある卵母細胞から異常卵子
の割合を求めた．  
 卵母細胞は，Day36 と Day57 においてホ
ルモン投与により人工的に過排卵させ，成
熟卵母細胞を採取した．これを，蛍光免疫
染色し，蛍光顕微鏡で観察を行った．正常
な卵母細胞の減数分裂は紡錘体が中心体に
1 ヵ所に収束し，染色体が同一平面上に並
んでいる．異常卵な母細胞は紡錘体が広が
っており，染色体も同一平面上に並んでい
ない．未成熟卵子のまま排卵された卵母細
胞も異常卵母細胞とした． 
 
葉酸は腸内細菌からも供給される．そこで腸
内細菌による葉酸供給を抑制するために抗生
物質（スクシニルサルファチアゾール）を飼
料に 1%加えた（表 1）．実験動物には 3週齢雌
性 ICR マウスを用いた．①抗生物質を添加し
ない Gold standard 群（GS 群）と②抗生物質
と葉酸を添加した飼料を与えた対照群（対照
群），③抗生物質を添加するが葉酸を添加しな
い飼料を与えた葉酸欠乏食群に分けた．飼育
開始日を 1日目として 58 日目まで飼育した． 
 流産率を卵母細胞の老化の指標とする点は，
生体の排卵や修復機構を考慮した，より実際
に近い結果が得られるという利点がある．し
かし，卵母細胞の老化だけを評価することは
難しい．そこで，卵母細胞の老化の評価方法
を変更し，人工的に MII 卵子を排卵させ，紡
錘体像と染色体像から異常卵子の割合を求め
た．肝臓，子宮，卵巣，血球を採取して葉酸
濃度を測定した． 
体重および飼料摂取量に 3 群間に差は認

められなかった．また．葉酸欠乏食群の血
球，肝臓，子宮，に加え卵巣においても葉
酸濃度は対照群に比べて低かったが，葉酸
欠乏症状の１つである巨赤芽球貧血が観察
された個体は存在しなかった．よって本研
究で作成した葉酸欠乏モデルマウスは，欠
乏症状が顕在化するほどの葉酸欠乏状態で
はないが，血球や肝臓など体内葉酸量が減
少する程度の葉酸不足状態であった．異常
卵出現率は GS 群で 12.2%，対照群で 14.6%，
葉酸欠乏食群で 20.0%であった（図 2）．よ
って，葉酸不足状態は卵母細胞の減数分裂
に影響しないことが明らかとなった． 
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図 2．葉酸欠乏食を 58 日間投与した時の異常卵子出現
率 
GS 群：Gold standard 群．GS 群，n = 29；対照群，n = 70；

葉酸欠乏食群，n = 43．Chi-square 解析．N.S：有意差なし． 
 
本研究で得た結果は，葉酸とダウン症の

関係を否定するものであった．卵母細胞は
胎児期に発生する．つまり，卵子の立場か
らみると，祖母の栄養状態の影響を受ける
可能性がある．3 世代にわたって，葉酸栄
養や葉酸代謝関連遺伝子とダウン症の関係
を探っていく必要があるが，飲酒やたばこ
などの交絡因子が多く，未だ結論に至って
いない 3)．葉酸欠乏食をマウス 30 日間投与
すると血漿ホモシステイン濃度の上昇がみ
られる 4)．これは葉酸不足状態が，代謝が
滞るレベルであるかの指標となる．なぜな
らば，体内葉酸量が減少しても，余剰分が
減少したに過ぎない可能性がある．今回，
ホモシステインを測定していないため，本
葉酸欠乏モデルマウスの葉酸不足状態が，
貯蔵分の葉酸量が減少した段階であるのか，
代謝を混乱させるほどの不足状態であった
かまでは不明である．また欠乏症状の巨赤
芽球貧血も起きていなかったので，さらに
長期の葉酸不足および欠乏状態は卵母細胞
の減数分裂に影響を与えるかもしれない． 
 
4-2．ビタミン B1実験 

6 週齢の雌性 ICR マウスにビタミン B1

欠乏食（テスト群）または 20%カゼイン食
（対照群）を与えた．ビタミン B1欠乏食投
与から11日目からテスト群の飼料摂取量が
有意に低下した．そこで体重減少が現れる
前の 13 日目（穏やかなビタミン B1欠乏）
に一部のマウスを屠殺し，臓器中のビタミ
ン B1量（遊離チアミンと遊離 TDP の合計）
と異常卵子出現率を調べた．ビタミン B1欠
乏食群の肝臓，子宮，卵巣中ビタミン B1量

は対照群より低かった（表 2）．穏やかなビ
タミン B1欠乏状態での異常卵子出現率は対
照群とビタミン B1欠乏群の間に差異は認め
られなかった（図 3，17.1% vs 14.6%）． 

 
さらにビタミン B1欠乏状態にすると，卵

母細胞の老化にどのようなことが起きるの
かを検証した．ビタミン B1欠乏の指標であ
る体重減少が 14 日目からみられ，20 日目
（深刻なビタミン B1欠乏）には体重は 20 g
前後にまで落ちた．ビタミン B1欠乏食投与
20 日後のテスト群肝臓中ビタミン B1濃度
は対照群の約 2.4%にまで低下していた．深
刻なビタミンB1欠乏状態での異常卵子出現
率を再び調べた．テスト群の異常卵出現率
は対照群の 3.2 倍に増加した（図 3，13.8% vs 
43.5%）．序論で述べた PDH 欠損卵子のよう
に，未成熟卵子のまま排卵された卵子が多
く見られた（図 3．GV 期卵子，0% vs 12.2%）．
以上のことからビタミンB1欠乏食投与期間
によって卵母細胞の老化へおよぼす影響は
異なることが明らかとなった． 
 

 
図 3．ビタミン B1欠乏および回復時の異常
卵子出現率 
グラフの下の数値は，紡錘体形成異常および染色体形成
異常の割合とGV期とMI期卵子の割合をそれぞれ示した．
卵母細胞数；n = 29～48 /群．Chi-square 解析．p 値は図中
に示した．N.S，有意差なし 

 

次に，卵母細胞老化環境に暴露された卵
母細胞は回復するのかを検証した．ビタミ
ン B1欠乏食を 20 日間投与したマウスに，
回復食として対照食を投与した．欠乏食投
与期間とビタミンB1再投与期間の飼料摂取
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量および体重推移を図 4に示した．ビタミ
ンB1再投与により急激に飼料摂取量と体重
が増加し，テスト群の体重は 4 日後には対
照群との差は認めらなかった（図 4）．ビタ
ミン B1再投与期間は 20 日間と 42 日間の 2
つの期間を設けた． 

 

 
図 4．飼料摂取量と体重推移 
飼料摂取量（A）と体重推移（B）．ビタミン B1欠乏症状
である体重減少が認められない期間を「穏やかなビタミ
ン B1欠乏」，体重減少が認められた期間を「深刻なビタ
ミン B1欠乏」として矢印で示した．20 日目でテスト群の
飼料をビタミン B1欠乏食から対照食に変更した．ビタミ
ン B1再投与から 20 日後（通算 40 日目）と 42 日後（通
算 62 日目）を矢印で示した．値は平均値±標準偏差．n = 
5～11．Student t-test，*p < 0.05，対照群 vs. テスト群． 

 

 
 
図 5．ビタミン B1欠乏および回復時の異常
卵子出現率 
グラフの下の数値は，紡錘体形成異常および染色体形成
異常の割合とGV期とMI期卵子の割合をそれぞれ示した．
卵母細胞数；n = 29～48 /群．Chi-square 解析．p 値は図中
に示した．N.S，有意差なし 

 
ビタミン B1再投与 42 日後の肝臓，子宮，

卵巣中ビタミンB1濃度およびチアミン尿中
排泄量は対照群と同等レベルにまで回復し
ていた．ビタミン B1再投与開始から 20 日

後と 42 日後に異常卵出現率を調べた．20
日後には異常卵子出現率は20.7%にまでに，
42 日後の異常卵子出現率は 22.9%までに低
下した（図 5）．以上のことから，ビタミン
B1欠乏による卵母細胞の老化は，ビタミン
B1再投与により回復することが明らかとな
った． 
穏やかなビタミンB1欠乏時の卵巣中のビ

タミン B1量は PDH の TDP に対する Km 値
0.2 nmol/L5)を下回っていたことから，卵巣
中の PDH 活性は低下していたと考えられ
る．しかし予想に反し，異常卵子出現率は
増加しなかった．GV 期から GVBD への移
行にはピルビン酸酸化は必須ではないとい
う報告がある 6)．また，卵母細胞中には脂
肪が蓄えられている 7)．穏やかなビタミン
B1欠乏時にはピルビン酸が代謝できなくと
も脂肪がエネルギー源の代替をした可能性
がある．一方，深刻なビタミン B1欠乏時に
は異常卵出現率は 2 倍以上に増加した．深
刻なビタミンB1欠乏時には体重減少が起き
ていた．深刻なビタミン B1欠乏時には脂肪
や非脂肪組織重量の減少が起きる 8)．脂肪
や一部のアミノ酸はアセチル-CoA になる
ことから，PDH を介さなくても TCA 回路
に流入でき，エネルギー産生に利用される．
そしてついに欠乏食投与 21 日目には，脂肪
が枯渇したと考えられる．なぜならば，GV
期から GVBD への移行には脂肪酸酸化が必
要である 6）．深刻なビタミン B1欠乏時に
GV 期卵子増加した背景には，卵母細胞中に
蓄えられていた脂肪が枯渇し，脂肪酸酸化
できなかったことを示しているのではない
だろうか．長期の絶食状態のマウスを過排
卵させた場合も同様に GV 期卵子の割合が
増加した 7）．おそらく卵母細胞内の脂肪を
使い果たしたため，ホルモン投与の刺激に
よって排卵はするものの卵成熟が不完全な
まま排卵されたと考えられる．そして，ビ
タミン B1の再投与は食欲を回復させ，卵母
細胞内のエネルギー源や脂肪が確保できた
ことで，ビタミン B1再投与から 20 日後の
卵成熟は完遂できたと考えられる． 
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