
福島県立医科大学・公私立大学の部局等・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２１６０１

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

ミトコンドリア品質管理を基盤とした加齢による卵の質の低下に対する新規治療法の開発

Development of a new treatment for the deterioration of egg quality by aging 
based on mitochondrial quality control

２０３０２２９２研究者番号：

高橋　俊文（Takahashi, Toshifumi）

研究期間：

１６Ｋ１１０８０

年 月 日現在  元   ５ １０

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：排卵後加齢卵は新鮮卵と比べ、TFAMの発現量は変化がなかったがミトコンドリアとの
共局在が喪失していた。また、排卵後加齢卵は新鮮卵と比べ、オートファジーおよびマイトファジーの活性化が
亢進していると考えられた。一方、母体加齢卵では、ミトコンドリア異常形態を呈する卵の出現が確認された
が、TFAMの量的・空間的な変化を確認できなかった。また、排卵後加齢で見られたオートファジーおよびマイト
ファジーの活性化は母体加齢卵では認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Compared with fresh oocytes, post-ovulatory aged oocytes had no change in 
the expression level of TFAM, but colocalization with TFAM and mitochondria was lost. Also, 
activation of autophagy and mitophagy might be activated in post-ovulatory aged oocytes compared to 
those in fresh oocytes. On the other hand, in maternal aged oocytes, the appearance of oocytes 
exhibiting an abnormal mitochondrial form was confirmed, but quantitative and spatial changes in 
TFAM could not be approved. Besides, activation of autophagy and mitophagy observed in the 
post-ovulatory aged oocytes was not found in maternal aged oocytes.

研究分野：生殖生理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
女性の加齢による妊孕力低下の原因として、卵の加齢による卵の質の低下が重要である。本研究では、ミトコン
ドリアの品質管理に着目し卵の質の低下のメカニズムを検討した。本研究では、卵の加齢とオートファジーによ
る選択的ミトコンドリア分解機構（マイトファジー）の変化を解析し、“卵の質の低下”に対する新しい予防・
治療法の開発を目指す。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

女性は35歳以降になると妊娠率が低下し流産率が増加する。これは、加齢による“卵の質の低

下”が原因であるが、その分子機構は未だ解明されていない。母体の加齢により、卵のミトコン

ドリアの形態学的変化、ミトコンドリア膜電位の低下、ミトコンドリアDNA（mtDNA）のコピ

ー数の低下や突然変異の増加などが報告されており、ミトコンドリア機能低下によるATP産生

低下が、加齢による“卵の質の低下”の主要な原因と考えられている（Miao et al. Hum Reprod 

update 2009）。 

ミトコンドリアは細胞内最大の活性酸素（reactive oxygen species, ROS）の発生源であり、絶

えず強い酸化ストレスに曝露されている。このような酸化ストレスに対してミトコンドリア機

能を維持するメカニズムとして、①抗酸化酵素・物質による ROS消去機構、②mtDNAの量的・

機能的維持機構、③機能低下（不良）ミトコンドリアの除去機構が存在する。不良ミトコンド

リアが蓄積すると、ROSの産生が増大し、mtDNAのみならず核ゲノムの DNAを損傷する。 

ミトコンドリア転写因子 A（mitochondrial transcription factor A, TFAM）は、mtDNAを取り囲

むように存在し酸化ストレスから mtDNAを保護する働きがあり、mtDNAの量的・機能的維持

に重要である（Kanki et al. Mol Cell Biol 2004）。近年、不良ミトコンドリアの除去機構として、

オートファジーによる選択的ミトコンドリア分解機構である「マイトファジー」が注目されて

いる（Jiang and Mizushima. Cell Res 2014）。TFAMやマイトファジーは、「ミトコンドリアの品

質管理」を行い、老化、心不全、がん、パーキンソン病など様々な疾患と関連することが明ら

かとなった。現在の所、加齢による“卵の質の低下”と「ミトコンドリアの品質管理」に焦点を

当てた研究は存在しない。 

 

２．研究の目的 

 女性の加齢による妊孕力低下の原因として、卵の加齢による“卵の質の低下”が重要である。

“卵の質の低下”は、ミトコンドリア機能低下による ATP 産生低下が一因である。本研究では、

「ミトコンドリアの品質管理」に着目し“卵の質の低下”のメカニズムを検討する。 

 

３．研究の方法 

排卵後加齢卵での研究成果を元に、母体の加齢による卵の加齢について、1）加齢卵におけるミ

トコンドリア品質管理機構の変化を検討する。2）加齢卵における「マイトファジー制御機構の

活性化」が“卵の質”を改善可能か検討する。 

1．排卵後加齢卵における「ミトコンドリア品質管理機構」について検討を行う。 

1）TFAMの量的・機能的変化を検討する。 

2）マイトファジーの検出とマイトファジー制御機構の抑制・活性化について検討する。 

2．母体の加齢による加齢卵（母体加齢卵）の「ミトコンドリア品質管理機構」の検討を行う。 

1）TFAMの量的・機能的変化を検討する。 

2）マイトファジーの検出とマイトファジー制御機構の抑制・活性化について検討する。 

3．マイトファジー活性化薬による、母体の加齢による“卵の質の低下”の改善が可能か検討する。 

 

４．研究成果 

1．排卵後加齢卵における「ミトコンドリア品質管理機構」に関する検討 

1）排卵後加齢による TFAMの発現量および発現分布の変化 

排卵後加齢卵（hCG投与後 20時間目の卵）と新鮮卵（hCG投与後 14時間目の卵）における、



TFAMの発現量および発現分布をWestern blotting法および免疫蛍光染色法にて検討した。免疫

蛍光染色は、ミトコンドリアとの共局在について二重蛍光染色を行い検討した。排卵後加齢卵

と新鮮卵における TFAMのタンパク発現量に変化は認めなかった。共焦点レーザー顕微鏡を用

いて、ミトコンドリアと TAFMの共局在を検討したところ、排卵後加齢卵は新鮮卵と比べミト

コンドリアの共局在が低下していた。 

2）排卵後加齢卵におけるマイトファジーの検出 

オートファジーの分子マーカーであるLC3とマイトファジーの分子マーカーであるParkinの発

現を免疫蛍光染色にて検討した。排卵後加齢卵では新鮮卵と比べ LC3陽性数（LC3発現ドット

数）が増加していた。また、同様に排卵後加齢卵では新鮮卵と比べ Parkinの発現が多い傾向が

認められた。 

3）卵におけるミトコンドリア脱共役剤におけるマイトファジーの活性化の検討 

ミトコンドリア脱共役剤である CCCPによりオートファジーおよびマイトファジーが活性化す

るか、新鮮卵を用いて検討した。オートファジーおよびマイトファジーの検出は LC3 および

Parkin の発現を免疫蛍光染色法にて行った。CCCP 投与した新鮮卵はコントロール卵と比べ、

LC3および Parkinの発現が増加傾向を示した。 

2．母体の加齢による加齢卵（母体加齢卵）の「ミトコンドリア品質管理機構」の検討 

1）母体加齢による TFAMの発現量および発現分布の変化 

母体加齢卵は、妊娠 52週以上のマウスから採取した卵とした。若年 6－8週齢マウスから採取

した卵をコントロールとした。母体加齢卵は排卵数が少なくWestern blotting法による蛋白発現

量の検討が出来なかった。免疫蛍光染色法を行いミトコンドリアとの共局在を検討したところ、

ミトコンドリアの凝集などの形態異常が母体加齢卵で多く認められたが、TFAM との共局在の

有無を検討するには不十分な結果であった。 

2）母体加齢によるマイトファジーの検出 

母体加齢卵を用いて、オートファジーとマイトファジーの検出を免疫蛍光染色法にて行った。

母体加齢マウスの排卵後 14時間目の卵における LC3と Parkinの発現は、若年マウス（コント

ロール）卵と比べ有意な差が認められなかった。 

＜結果のまとめ＞ 

排卵後加齢卵は新鮮卵と比べ、TFAM の発現量は変化がなかったがミトコンドリアとの共局在

が喪失していた。また、排卵後加齢卵は新鮮卵と比べ、オートファジーおよびマイトファジー

の活性化が亢進していると考えられた。一方、母体加齢卵では、ミトコンドリア異常形態を呈

する卵の出現が確認されたが、TFAM の量的・空間的な変化を確認できなかった。また、排卵

後加齢で見られたオートファジーおよびマイトファジーの活性化は母体加齢卵では認められな

かった。 

＜結論＞ 

排卵後加齢卵における胚発育悪化の原因として、ミトコンドリアの急速な機能低下による細胞

質内でのエネルギー不足が一因である可能性が示唆された。しかしながら、母体加齢では同様

の現象を認めなかったことから、異なる機序による胚発育悪化が起きている可能性がある。 
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