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研究成果の概要（和文）：本研究ではエネルギー代謝経路の、マウス胎仔卵巣内の卵母細胞の発達における役割
を解明することを目的とした。そしてミトコンドリアへのピルビン酸取込に働くMPC2タンパク質と、その下流の
TCAサイクルの代謝物の中でエピゲノム制御に必要なα-ケトグルタル酸、さらにその制御下にあると考えられ
た、卵胞発達に重要な増殖因子であるGDF9が、初期段階の卵胞発達に重要であることを明らかにした。さらに遺
伝子発現と、それを促進するヒストンH4のアセチル化が、MPC2の制御下にあると考えられる遺伝子候補の中に、
卵胞形成に働くことが知られている転写因子遺伝子のNoboxが含まれることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to show roles of energy metabolism in fetal mouse germ 
cells for oogenesis. We demonstrated that MPC2, a pyruvate carrier protein on mitochondrial 
membrane, and α-ketoglutarate in TCA cycle are crucial for early steps of oogenesis by using organ 
culture of fetal ovary and germ cell-specific knock-out mouse of Mpc2. In addition, we also found 
that GDF9, an essential factor for oogenesis, is under the control of MPC2, and acetylation of 
histone H4 in Nobox gene, another essential gene for oogenesis, and its expression are also 
controlled by MPC2. The results suggest that MPC2 is crucial for gene expression required during 
oogenesis by the histone modification via α-ketoglutarate.

研究分野： Developmental Biology
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、ミトコンドリア代謝がエピジェネティック制御を介して、卵胞形成に重要な役割を果たす分子機
構の一端が、初めて明らかになり、代謝-エピゲノム制御軸による卵子形成制御の新たなしくみを示した。この
研究成果は、卵胞形成不全等の疾患の原因の１つとして、ミトコンドリア代謝を介したエピジェネティック異常
が関与する可能性を示唆し、今後、Mpc2遺伝子変異の有無による不妊リスクの評価などの発展が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

生殖細胞は、卵子、精子への分化と受精を介して個体発生全能性を獲得し、体細胞にはない
生命の世代継承能を持つ。生殖細胞に関する研究は、さまざまな観点から進展しているが、発生
全能性の獲得を担う分子機構の解明には至っていない。それを明らかにすることは、世代を超え
て命が受け継がれていくしくみの理解を通じて学術的なブレークスルーをもたらすだけでなく、
先天性疾患や不妊が起こる原因の解明と、その予防、および治療に向けた新たなアプローチに道
を拓くことになる。生殖細胞は胚発生の初期過程で始原生殖細胞(PGC)として形成され、雌では
胎仔期に減数分裂を開始し卵母細胞の状態で休止状態に保たれ、成体の性周期に従って一部の
卵母細胞が卵子へと成熟する。この卵母細胞の分化・成熟過程では、母性因子として様々な物質
が蓄積し、それらが卵の発生全能性の獲得に重要であると考えられる。 

生殖細胞は分化に伴い、DNA のメチル化やヒストン修飾の特徴的な変化を起こし、そういっ
たエピゲノム変化が発生全能性の獲得に関わっていると考えられ解析が進んでいる。一方、細胞
機能を制御する分子ネットワークには、さまざまな代謝産物が含まれ、代謝状態が、エピゲノム
制御を含めて、生殖細胞の分化・発生能の制御に重要な役割を果たしていることが予想されるが、
これまで生殖細胞を対象とした代謝の役割に関する研究は限定的だった。そこで、これまでの研
究で、マウス PGC、ES 細胞(ESC)、および胎仔生殖巣体細胞のメタボローム・プロテオーム統合
比較解析を行い、PGCが特徴的な代謝状態を示すことを明らかにしてきた(PNAS 114,8286,2017)。
例えば、13.5 日胚以降の雌雄 PGC では、ESC や胎仔生殖巣の体細胞と比べると、酸化的リン酸化
の亢進と解糖系の抑制が見られた。解糖系やミトコンドリア代謝経路はエネルギー産生だけで
なく、核酸やアミノ酸合成、エピジェネティック制御やレドックス制御などとも係わるので、こ
ういった胎仔期生殖細胞の代謝状態が、卵子への分化・成熟過程や発生全能性の獲得に必要な、
多様な役割を担っている可能性が考えられる。そこで PGC から卵子への分化を再現できる培養
系に、脂肪酸またはピルビン酸のミトコンドリアへの取り込みを阻害する化合物を添加したと
ころ、卵胞数は影響を受けないが成熟が抑制されることがわかり、TCA 回路の下流で卵胞形成を
制御する分子経路が示唆された。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では PGC が、個体発生全能性に重要な役割を果たす卵子に分化する際の、ミトコンド
リア代謝の役割と、その下流で働く分子経路を解明することを目的とする。こういった研究は報
告がなく、これまでの研究成果をもとにアプローチする点に本研究の学術的独自性がある。 
 
 
２．研究の方法 

ピルビン酸のミトコンドリアへの取り込みを行う MPC タンパク質を阻害する化合物 UK5099
存在下での遺伝子発現変化を調べる。PGC 特異的に RFP を発現する Vasa-RFP トランスジェニッ
クマウスの 12.5 日胚卵巣を、UK5099 のあるなしで 3、7、17 日間培養後に、セルソーテングに
より RFP 陽性の生殖細胞と RFP 陰性の体細胞を精製し、RNA-seq を行う。2次卵胞までの成熟が
起こる培養 17日後の遺伝子発現変化から異常の詳細を調べる。また 3、7日目のデータからピル
ビン酸取り込み阻害の初期段階で影響を受ける遺伝子を選択し、その中から UK5099 存在下でみ
られた卵母細胞の異常との関連が予想されるものを絞り込む。次に候補遺伝子産物が、UK5099 に
より見られた異常に関与するかを、組み換えタンパク質の培養への添加などにより調べ、TCA 回
路関連代謝の下流で、卵母細胞成熟を制御する遺伝子を明らかにする。また UK5099 による影響
が、TCA 回路に含まれる代謝産物でレスキューされるかを調べる。それにより、阻害剤で見られ
た卵母細胞の異常が、TCA 回路全体の活性が低下した結果なのか、あるいは特定の代謝産物が減
少することにより起こったのかを推定する。特定の代謝産物の関与が考えられた場合は、エピジ
ェネテック制御や母性因子蓄積・維持などに関わる可能性を、阻害剤存在下で培養した卵母細胞
のエピゲノム解析などにより調べる。 

さらに培養への阻害剤の添加で見られた影響が、生体内での MPC 遺伝子の機能不全によって
も見られるかを、Mpc2 遺伝子の生殖細胞特異的 cKO マウスで調べる。そのために Mpc2-flox マ
ウスを、生殖細胞特異的な Vasa-Cre マウスと交配し、得られた cKO 胚の卵母細胞の状態を組織
解析により調べる。 
 
 
３．研究成果 

ピルビン酸の下流の代謝産物には、ヒストンアセチル化に関与するアセチル-CoA、ヒストン
および DNA の脱メチル化に必要な α-ケトグルタール酸があるので、UK5099 のヒストン修飾に
対する影響を抗体による染色で調べた結果、アセチル化ヒストン H3, H4 が増加することがわか 



 
った。またピルビン酸の下流に位置する TCA サイクルの代謝物により UK5099 の影響が緩和され
るかを調べ、DNA やヒストンの脱メチル化制御に関与することが知られている α-ケトグルタル
酸およびコハク酸が、UK5099 による卵胞形成の抑制を緩和することがわかった。一方、遺伝子
発現解析から、卵胞発達に重要な増殖因子である GDF9 と BMP15 の発現が、UK5099 により抑制さ
れることがわった。さらに培養下で GDF9 が UK5099 による卵胞形成の抑制を緩和することが明
らかになった（図１）。これらの結果から、ピルビン酸の下流経路が GDF9 の発現を保障すること
で、卵胞発達が促進される可能性が考えられた（図２）。次に MPC2 の阻害が卵胞形成に関与する
特定の遺伝子のエピゲノムに影響する可能性を、アセチル化ヒストン H4 の CUT & RUN-seq 解析
により調べ、UK5099 により変化し、MPC2 の制御下にあると考えられる遺伝子候補の中に、卵胞
形成に働くことが知られている転写因子遺伝子の Nobox が含まれることが明らかになった。さ
らに MPC の in vivo での機能を確認するために、Mpc2 遺伝子の生殖細胞特異的な条件的ノック
アウトマウス卵巣の解析を行い、ノックアウトマウス卵巣において、培養下で UK5099 添加時に
見られた異常と類似した初期卵胞形成の抑制が起こることがわかった。これらの結果から、ミト
コンドリアへのピルビン酸取込に働く MPC2 タンパク質と、その下流の TCA サイクルの代謝物の
中でエピゲノム制御に必要なα-ケトグルタル酸、さらにその制御下にあると考えられた、卵胞
発達に重要な増殖因子である GDF9 や、転写因子 NOBOX が、初期段階の卵胞発達に重要であるこ
とが示唆された。 
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