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研究成果の概要（和文）：哺乳類培養系卵や老化卵で頻発する発生障害の分子機序の解明を目的
に、酸化ストレスに注目し、銅-亜鉛スーパーオキシドディスムターゼ遺伝子欠損(SOD1KO)マウ
ス卵および卵巣を用いて解析を行った。その結果、SOD1KO の排卵卵子では 2 細胞期発生停止、
体外成熟卵では減数分裂異常や受精直後での発生停止が頻発し、これらの異常の主原因は、ミ
トコンドリア機能障害ではなく、細胞周期制御の異常と考えられた。また加齢による卵巣内卵
胞数の減少が通常よりも亢進していることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）：This study was conducted to elucidate the molecular mechanism of early 

developmental arrest in in vitro-produced embryos and oocyte aging, using superoxide dismutase 1 

-deficient (SOD1KO) mice. We found total 2-cell arrest of embryos from SOD1-deficient mice oocytes in 

culture under atmospheric oxygen conditions. Since the mitochondrial function of ATP production via 

oxidative phosphorylation was almost normal in the embryos, the mechanism of cell cycle regulation 

might be a target of elevated ROS. Also, the oxidative stress caused by a SOD1 deficiency during oocyte 

maturation causes the failure of pronucleus formation after fertilization. This impairment seems to be 

irrelevant to the abnormality of egg activation events, CGs exocytosis and CaMK activation, implying an 

injury to the cell cycle regulation of the meiosis II exit. Thus, investigation of oocytes/embryos from 

SOD1KO mice would provide a useful clue to an understanding of the mechanisms involved in early 

developmental arrest in in vitro-produced embryos and oocyte aging. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)哺乳類の培養系卵では、体内発生ではみ
られない発生停止やアポトーシスが頻発す
ることが報告されている。 

(2)老化雌個体由来の卵では、若齢期の卵と
比較し、受精率や受精後の発生能が低く、ま
た染色体異数性が頻発することが報告され
ている。 
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(3)(1)や(2)の現象には、酸化ストレスが関
与していることが報告されているが、卵にお
ける酸化・還元(レドックス)の制御機構につ
いては未だ解明途中にあり、酸化ストレスに
起因した卵の発生異常や老化の分子機序に
ついては、生体の酸化ストレス環境を再現す
るような実験系の不足から解析が進んでい
ない。 
 

２．研究の目的 

研究背景(1)および(2)の解析モデルとし
て、SOD1 遺伝子を欠損させた (SOD1KO) マウ
ス卵を用い、特に①細胞周期の制御に焦点を
当てた卵の酸化ストレス障害の分子機序、②
卵母細胞の老化現象への酸化ストレスの関
与、について効率的に解明することを目的と
した。 
 

３．研究の方法 

(1) 培養系でみられる SOD1KO 受精卵の 2細
胞期発生停止の分子機序の解明：①発生停止
卵のクオリティー評価(呼吸量、ATP 含量、ミ
トコンドリア膜電位)、②培地への抗酸化物
質の添加あるいは低酸素培養系で発生停止
が回避されるかを検討する。 
(2) 成熟培養系でみられる SOD1KO 卵の減数
分裂障害のプロファイリング：①体外受精後
の受精率と発生能の評価を行い、さらに②成
熟培養後の第二減数分裂中期卵について、紡
錘体と染色体の形態、ミトコンドリアの動態
の観察、卵内 GSH 含量の測定、紡錘体形成と
分裂中期(M 期)染色体分配を制御する因子の
発現動態について解析する。 
(3) SOD1KOマウスの卵巣機能と卵母細胞のク
オリティについての経時的解析：野生、ヘテ
ロ、KO の各遺伝子型の雌マウスの若齢期(2
〜3ヵ月齢)および老齢期(12 ヵ月齢)におけ
る、①卵巣内各発育ステージの卵胞の組織学
的評価、②卵母細胞の発生能と免疫組織化学
的評価について検討する。 
(4) SOD1KO雌マウスへ有効な抗酸化物質を長
期間投与し、(3)と同様の方法で卵巣機能の
解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 20%酸素濃度下での培養系でみられる
SOD1KO 受精卵の 2細胞期発生停止は、卵子側
の SOD1 欠損によって、不可逆的に引き起こ
されることが明らかとなった。この 2細胞期
発生停止胚では、高濃度のスーパーオキシド
が検出されているものの、ミトコンドリア膜
障害や ATP含量の著しい減少はみられなかっ
た(図 1)。このことから発生停止の原因は、
ミトコンドリア障害によるエネルギーの枯
渇やアポトーシス誘導ではなく、別の機構が
関与するものと考えられた。一方、SOD1KO マ
ウス卵由来の受精卵を4細胞期まで1%酸素濃

度下で培養し、その後 20%酸素濃度下で培養
した場合、発生停止はみらず桑実期胚に発生
した後、全て細胞変性により退行することが
確認された。以上から、マウスでは、2 細胞
期とそれ以降の発生ステージにおける酸化
ストレスに起因する発生異常の機構が異な
ることが考えられた。一連の実験結果から、
哺乳類培養系卵の発生障害の解析に、この
SOD1KO マウス卵が、非常に有効なモデルにな
り得るものと考えられた。今後、この 2 細胞
期発生停止の機構については、細胞周期チェ
ックポイントの制御因子の発現動態に注目
し、解析を進めていく。 
以上の研究結果については、論文 2、学会

発表 5, 9, 13、図書 1 で報告している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) 20%酸素濃度下で体外成熟-受精させた 
SOD1KO 卵は、2 細胞期へ卵割せず、第二減
数分裂中期から後期で発生停止することが
明らかとなった(図 2)。またこの受精障害は、
β-メルカプトエタノールなどの還元剤や
グルタチオンエチルエステルなどの抗酸化
物質の添加、低酸素(5%酸素濃度)下での培
養によっても、顕著に解消されなかった。
SOD1KO 卵では、活性酸素種であるスーパー
オキシドが高濃度に検出され、抗酸化物質
であるグルタチオン含量が著しく少ないこ
とから、SOD1 欠損により卵成熟中に酸化ス
トレスが亢進し、受精障害が起きているこ
とが示された。しかし、卵内 ATP 含量やミ
トコンドリア活性は低下していないため、
研究成果(1)と同様に、ミトコンドリア障害
が原因ではないものと考えられた。 
以上の研究結果については、学会発表
6-8,10, 12、図書 1で報告している。 
 
 
 
 
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
一方、培養系 SOD1KO 卵の減数分裂速度や

第二減数分裂中期の卵内紡錘体形態につい
て、評価を行ったところ、野生型卵と比較し、
卵核胞の崩壊が早期化し、その結果、卵成熟
の終了が、1～2時間程度早まっていることが
明らかとなった。さらに第二減数分裂中期紡
錘体の染色体の不整列が、有意に増加してい
た。受精後 1～6 時間の MPF 活性を測定した
ところ、野生型では顕著な減少がみられた一
方、SOD1KO 卵ではわずかに減少したのみで、
高いレベルを維持していた。これらことから、
SOD1KO 卵では、減数分裂の異常によって、結
果的に受精後の減数分裂の終了ができない
ため、受精直後で発生停止しているものと考
えられた。したがって今後は、この SOD1KO
卵の染色体異数性について、詳細に検討を行
う。 
以上の研究結果については、学会発表1, 2,

および 4 で報告している。 
(3) C57BL 系および ICR 系いずれも、若齢期
では、排卵数にゲノタイプによる差はみられ
なかったが、老齢期では SOD1KO で減少して
いた。卵巣中の卵胞数については、若齢期で
は各卵胞発育ステージに著しい差はなかっ
たが、老齢期の二次卵胞数が SOD1KO マウス
で、有意に低かった。しかし TUNEL 法による
各ゲノム間での卵巣内アポトーシスの発現
に大きな違いはみられなかった。以上から、
SOD1 欠損による卵巣老化への影響として、二
次卵胞数の減少によりグラーフ卵胞数が減
少し、その結果、排卵数が減少するものと考
えられた。 
また老齢個体から得られた卵の培養系で

の発生能は、SOD1KO で有意に低下することが
明らかとなった。これらから、SOD1 欠損によ
り卵巣あるいは卵の老化が亢進している可
能性が示唆された。 

以上の研究結果については、学会発表3, 11、
図書 2で報告している。 

(4) 抗酸化物質としてN-アセチルシステイ

ン(NAC)を野生型マウスに、離乳直後から長期

間にわたって飲水投与した場合、無添加区と

比較し、若齢期では卵巣重量の減少、二次卵

胞や初期胞状卵胞の数の減少傾向がみられた

。一方、老齢期では二次卵胞や初期胞状卵胞

の数が有意に高くなった。予想に反して、

SOD1KOマウスにおける長期NAC投与による卵

胞数への影響は、明らかではなかった。これ

らから、NAC の長期間投与は、若齢区の負の

影響については更なる解析が必要であるもの

の、加齢を伴う発育卵胞の減少を緩慢にする

可能性が示唆された。酸化ストレス起因する

卵巣あるいは卵の老化現象とそれらの分子機

構については、今後さらに解析を進める予定

である。      

以上の研究結果については、図書 2で報告
している。 
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