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研究成果の概要（和文）：出生後54時間までの新生仔期雌マウスに、オートファジー特異的誘導剤Tat beclin 1
あるいはxCT阻害剤Sulfasalazineを投与した場合、60時間での原始卵胞数は、それぞれ約1.2倍と約1.1倍に増加
した。特にTat beclin 1投与区では、生涯累計産仔数が5匹分高く、13～15ヶ月齢の卵巣内の各発育卵胞数も顕
著に高く維持されていた。またTat beclin 1を添加下の新生仔卵巣培養でも、生体と同様の効果が確認された。
以上から、新生仔マウスへの人為的オートファジーの促進は、原始卵胞プールを拡大させ、それらは性成熟後も
維持され、生涯の妊孕能の向上に繋がるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In mice that received Tat-beclin 1 or Sulfasalazine by 54 h after birth, the
 primordial follicle numbers were increased by about 1.2 times, 1.1 times, respectively compared 
with the control group at 60 h. Especially in the 13 to 15 months old mice, the numbers of 
primordial follicles, the secondary follicles and graafian follicles in the Tat-bec.1 group were 
also significantly greater than that in the control group. The lifetime total number of offspring in
 the Tat-bec.1 group was at least 5 pups greater than that in control group, suggesting that the 
upregulated primordial follicles have a normal developmental potential.
We report that an enhancement in autophagy in neonatal mice during the follicle formation period 
accelerates follicle assembly by promoting oocyte survival. Consequently, the stockpile of 
primordial follicles expands, leading to an improvement in individual lifelong fertility. This 
approach could be effective in increasing reproductive ability in other animal species.

研究分野：動物生殖学、動物生殖工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胎生後期から新生仔初期の卵巣で進行する原始卵胞形成過程の分子機構は、解析手法の難しさや動物モデルが少
ないなどから、十分な全容解明には至っていない。本研究の原始卵胞数の上方制御モデルでの解析から、小サイ
ズシストの優勢卵母細胞数が増加することで、卵の生存性が向上し、原始卵胞数の増加に寄与することが示唆さ
れた点は、学術的意義と考えられた。
また新生仔期に、安全性が高いオートファジー誘導剤の投与により、生体レベルで原始卵胞数を上方制御するこ
とで、生涯生殖能の向上に繋がることを実証できた点は、産業動物や希少な雌動物資源の維持と増産の効率化を
図る上で、根本的解決に繋がり得る成果と考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

哺乳類の雌では、胎仔期から出生前後までに、卵巣内のほぼ全ての卵原細胞が体細胞分裂を

終え、減数分裂を開始し、その過程で原始卵胞として貯蓄される。その後の二次性徴や性周期を

制御する性ホルモンの産生や排卵は、貯蓄原始卵胞の一部が卵胞発育へリクルートされることで

なされる。したがって雌の生殖能や生殖寿命には、1)卵巣内の貯蓄（残存）原始卵胞数、2)個体加

齢で劣化する卵のクオリティ、が大きく関与することが知られており、それらを上方制御するための

方法は研究課題になり得ると考えられる。前者について、周産期の原始卵胞プールの確立過程に

おける分子機構は、部分的に明らかにされつつあるが、全容は統一的コンセンサスが得られてい

ない。 

申請者らは、オートファジー(ATG)の促進により原始卵胞数が上方制御される実験モデルを見

出した。本研究では、このモデルを用いて、原始卵胞の形成過程と維持に関わる分子機構の解明

を進めるとともに、新生仔期に上方制御された原始卵胞プールが、性成熟後も維持されるのか、そ

の要因についても形態学的、分子学的に解析を行った。 

 

２．研究の目的 

申請者らは、新生仔マウスに一定期間の授乳制限により ATG を促進したところ、原始卵胞数が

増加することを見出した。しかしこのモデルでは、授乳制限によるダメージのために性成熟後まで

正常発育する個体が得られにくく、その後の生殖能の評価が困難であった。本研究では、生体投

与で安全性が報告されてる ATG 薬剤、このほか周産期前後の胎仔（新生仔）体内の生理的変化

を引き起こす因子に注目した薬剤を新生仔に投与し、原始卵胞数の変化、その後の生殖能につ

いて評価し、貯蓄原始卵胞数の上方制御法の確立と、雌個体の生殖寿命延伸の可能性を検証し

た。 

 

３．研究の方法 

１）新生仔マウスへの薬剤投与による原始卵胞数の上方制御の検証として、(1) 効果的薬剤の検 

討（ATG特異的誘導剤 Tat–beclin 1、xCT特異的阻害剤スルファサラジンなど）、(2)効果的投与

時期の検討（出生後 60時間まで、出生後 60時間以降）を行った。 

2)原始卵胞数が上方制御された性成熟後の雌マウスについて、生涯の繁殖能のほか、若齢期（2  

ヶ月齢）および老齢期（13～15 ヶ月齢）における(1)排卵数、(2)各発育ステージの卵胞数、(4)卵

の体外発生能などを評価した。 

3)ATG 特異的誘導剤 Tat–beclin 1 を投与した新生仔マウスの卵巣組織の形態学的変化について、  

原始卵胞の分化や卵胞生存のマーカーとなり得るタンパク質の発現を調査し、評価した。

また卵巣器官培養系に Tat–beclin 1 を添加し、生体と同様の効果がみられるか検証した。当研

究室では、周産期前後の分化過程にある卵巣器官培養系がないため、まず培養系の立ち上げ

から行った。 

 

４．研究成果 

新生仔期雌マウスにATG特異的誘導剤Tat–beclin1を出生後 54時間まで連続投与したところ、

60 時間での原始卵胞数は対照区より 1.2～1.5 倍有意に高くなった（図 1）。卵母細胞特異的タン

パク質MVH と基底膜構成タンパク質 Lamininを指標とする蛍光免疫染色でも、（原始卵胞を含む）

単一卵母細胞数が有意に増加していることが確認された。Tat–beclin1 投与区の卵巣では、ウェス

タンブロッティングによる ATG マーカーLC3B の顕著な発現増加と、アポトーシスマーカ―



(Caspase3, 9)の発現減少傾向がみられた。さらに出生後 120 時間での TUNEL 法と DNA 断片化

マーカーであるγH2A.Xによる細胞死の検出では、減少傾向がみられた。 

 

 

図１. (A)：新生仔雌マウスへの Tat–beclin 1 の投与時間. (B)：投与マウス卵巣の連続切片の HE 染色による 

  原始卵胞数の評価. (C)：投与マウス卵巣の連続切片の HE 染色による一次卵胞数の評価. (D)：卵母細 

  胞マーカー(MVH)および基底膜マーカー(Laminin)による組織蛍光免疫染色像. 

 

Tat–beclin1 投与区の性成熟後の出産率は、対照区に比べ、2 および 6 ヶ月齢では差がなかっ

たが、10 ヶ月齢以降で高い傾向がみられた。投与区の平均産仔数は、2、6 および 10 ヵ月齢のい

ずれでも有意に高く、12 ヵ月齢でも高い傾向がみられた。4 産目までの累計産仔数は、約 5 匹分

高くなった（Table 1）。 

 

Tat–beclin1投与区の老齢個体（13～15 ヶ月齢）の卵巣では、総卵胞数、原始卵胞数、2次卵胞

数、グラーフ卵胞数が、対照区より有意に高く、他の卵胞でも高い傾向がみられた（図 2）。老齢個

体（13～15ヶ月齢）にホルモンによる過排卵処理を行い、排卵前の胞状卵胞から卵子を採取し、体

外成熟を行ったところ、対照区の採卵数が 3.6 個に対し、Tat–beclin1 投与区では 6.3 個と顕著に

高く、正常な紡錘体形態を有するMII期卵の割合も高かった。以上から、新生仔期のATG誘導に

より拡大した卵胞プールは、性成熟後も老齢期まで維持され、その卵胞発育は正常であり、その結

果、雌個体の生涯の生殖能が向上したものと考えられた。 



図２. (A)：13～15 ヶ月齢での Tat–beclin 1投与マウス卵巣の連続切片の HE染色による各発育ステージの卵胞数 

の評価. (B)：13～15 ヶ月齢で過排卵処理後、回収された排卵前の卵子数. 

 

一方、新生期卵巣培養系で出生直後の C57BL/6J 系あるいは ICR 系マウスの卵巣を、Tat–

beclin 1 5～20μM 添加下で 3 日間培養後、連続切片で卵胞数を評価したところ、いずれの系統

でも 10μM 添加区で、原始卵胞数が顕著に高くなり、生体投与と同様の効果が認められた。現在、

3日間以降も継続培養を行い、二次卵胞への発育能を検討している。 

新生仔への ATG の促進によって原始卵胞形成が促進する分子機構を明らかにするために、ま

ず卵母細胞特異的タンパク質MVH と基底膜構成タンパク質 Lamininを指標とする蛍光免疫染色

により、シスト内卵母細胞の集約とシストの早期断片化について、実験区間で比較検討した。卵母

細胞シスト内の卵数が 2 - 4個のものを小サイズ、5 - 8個のものを中サイズ、9個以上のものを大サ

イズとして分類し、経時的な変化を調査したところ、いずれの実験区でも、大、中、小サイズのシスト

数は同様に減少していた。このことから、ATG の促進により原始卵胞形成が促進される過程では、

少なくともシストの早期断片化は起こっておらず、各サイズのシスト内卵母細胞の集約過程で、生き

残る優勢卵子が増えることで、結果的に形成される原始卵胞数が増加することが考えられた。これ

らの詳細な分子機構ついては、今後も解明を進める。 

一方、xCT トランスポーター遺伝子欠損雌マウスの新生仔では、卵巣内のオートファジー活性が

高く、原始卵胞数が約 1.2 倍高く、一次卵胞数は顕著に低いことが明らかとなった。これらには、酸

化ストレスシグナル経路の亢進や細胞内アミノ酸量の変化を介した mTOR の抑制が関与している

ことを見出した。これらの結果を踏まえ、野生型新生仔雌マウスに xCT 特異的阻害剤であるスルフ

ァサラジン(SSZ)を出生後 54 時間までに投与し、60 時間で卵巣内卵胞数を評価した。対照区と比

較し、SSZ 投与区では、原始卵胞数の増加傾向がみられ、一次卵胞数は減少傾向がみられた。し

かし、性成熟後の生殖能に顕著な差はみられず、SSZ 投与により増加した原始卵胞数は、その後

維持されていないことが考えられた。 

以上、本研究では、マウス新生仔期に、安全性の高い ATG 誘導剤の投与により、貯蓄原始卵

胞数が上方制御され、それらが性成熟後も維持されることで、生涯生殖能が向上することを実証し

た。 
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