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研究成果の概要（和文）：女性のライフスタイルの変化などによる晩産化により、生殖補助医療

の対象年齢層も高まってきている。加齢卵子の質的低下に酸化ストレスやミトコンドリア機能

低下の関与が指摘されているが、本研究ではその機序として、ミトコンドリアに局在する NAD+

依存性脱アセチル化酵素 Sirt3 の発現レベル低下が関与し、Sirt3 導入が受精後の発生率を改善

させる可能性を示した。さらに、コンディショナル Sirt3 過剰発現マウスを作成し、卵子特異

的Cre発現マウスを用いて卵子特異的Sirt3発現マウスの樹立を行い、その解析を進めている。 

 
研究成果の概要（英文）：Changes in women’s life styles have lead to the tendency of late 

childbearing, requiring ART at later ages. However, oxidative stress and decreased 

mitochondrial function are supposed to cause the deterioration of eggs with increasing age. 

In this study, we found that mitochondrial NAD+-dependent deacetylase Sirt3 may be 

involved in mechanisms underlying the deterioration and introduction of Sirt3 may 

improve the post-fertilization development. Furthermore, we established transgenic mice 

conditionally expressing Sirt3 in specific cell types including oocytes and eggs, whose 

phenotype is being analyzed. 
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１．研究開始当初の背景 
女性のライフスタイルの変化などによる晩
産化は、近年の我が国や欧米諸国などにおけ
る少子化の大きな要因である。晩産化により
生涯出産数が少なくなるのみならず、年齢と
ともに正常出産率が低下することも一般に
よく知られており、不妊症に対する治療とし
て我が国で定着してきた体外授精をはじめ
とする生殖補助医療（ART）も、高い年齢層
への需要がより高まっていくと考えられる
が、ART の成功率も母体の年齢とともに低下
する。こうした加齢に伴う妊娠成立や正常出

産率の低下、さらにはトリソミーなどの染色
体異数性発生率増加の原因として、活性酸素
種（ROS）やミトコンドリア機能低下などに
よる卵子の質的低下が指摘されているが、そ
の分子メカニズムはほとんど明らかにされ
ていない。 
 当研究室ではこれまで、初期胚発生に関し、
（１）初期胚における DNA メチル化の維持機
構、（２）細胞内の代謝状態の変化や細胞外
環境変化に起因する酸化ストレス応答機構、
を課題として研究に取り組んできた。（１）
では初期胚においてこれまで不明であった
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着床前胚での維持メチル化酵素が１型 DNAメ
チル基転位酵素の体細胞型アイソフォーム 
(Dnmt1s)であることを見いだし、着床前胚特
異的な核-細胞質間移行の存在を明らかにし
た(Kurihara Y et al., Dev Biol, 2008)。（２）
では、長寿遺伝子として知られる NAD+依存性
脱アセチル化酵素 Sirtuin のうち、ミトコン
ドリアに局在する Sirt3 が、体外受精・培養
に伴う酸化ストレスに対して防御的に機能
し、初期胚発生の進行に寄与していることを
RNAi やノックアウトマウス胚を用いた実験
を通して示した。即ち、Sirt3 機能欠損受精
卵が好気的環境下に曝されると、機能が低下
したミトコンドリアから過剰な ROSが産生さ
れ、その結果 p53 シグナル経路が誘導されて
初期胚発生が停止することを初めて明らか
にした（Kawamura Y et al., J Clin Invest, 
2010）。Sirt3 は諸臓器で、加齢や糖尿病など
で発現が低下することが報告されており、加
齢に伴う卵子のミトコンドリア機能低下に
も関与していることが予想される。本申請で
は、これらの成果と知見を背景に、卵子が加
齢に伴って質的低下をきたすメカニズムを
探り、さらにその改善により正常な妊娠成立
と出産を可能にする新技術開発への道筋を
開拓しようと考えた。 
 
２．研究の目的 
加齢に伴う妊娠成立や正常出産率の低下、さ
らにはトリソミーなどの染色体異数性発生
率増加の原因として、活性酸素種（ROS）や
ミトコンドリア機能低下などによる卵子の
質的低下が指摘されているが、その分子メカ
ニズムはほとんど明らかにされていない。本
研究において、我々は加齢に伴う卵子の質的
低下に Sirt3 が関与しているかどうかを解析
するとともに、Sirt3 mRNA の顕微注入によっ
て加齢卵子の質が改善し、受精後の胚発生が
改善するかどうかを検討する。さらに、卵の
表現型を解析することにより、Sirt3 を標的
とした加齢卵子に対する生殖補助医療の基
盤技術開発の可能性を探索する。 
 
３．研究の方法 
(1) 加齢卵子における遺伝子発現の解析 
 10 週齢と 50 週齢の雌マウスから未受精卵
を採取し、RT-PCR 法およびウェスタンブロッ
ト法により Sirt3 mRNA とタンパクのレベル
を比較した。さらに、Sirt3 欠損マウスにお
ける体外受精率、体外胚発生率などについて
も比較した。 
(2) 加齢卵子を用いた mRNA 注入実験 
加齢雌マウスから採取した卵子に in vitro
で合成した Sirt3 mRNA を体外受精前に顕微
注入し、その後の受精率や胚盤胞形成率、細
胞内 ROS レベルを対照群と比較し、Srit3 が
卵子や胚の機能低下要因となっているか、

Sirt3 mRNAの導入による胚発生能の改善の可
能性があるかについて検討した。 
(3) コンディショナル Sirt3 高発現マウスの
作成 
 chicken β-actin プロモーターに
loxP-stop-loxP-Sirt3 cDNA-T2A-EGFPをタン
デムにつないだ遺伝子コンストラクトを作
成し、これを Rosa26 遺伝子座に組み込んだ
プラスミドをマウ ES 細胞に導入することに
よって Cre 依存的に Sirt3 と EGFP を発現す
るマウスを作成した。Cre 発現マウスとして、
Nkx2.5-Cre マウス（心筋細胞で発現）、
Zp3-Cre マウス（卵細胞で発現）を用い、こ
れらを上記マウスと交配することにより、組
織特異的 Sirt3 発現マウスを得た。 
 
４．研究成果 
卵子の加齢に伴う変化にミトコンドリアに
局在するNAD+依存性脱アセチル化酵素である
Sirt3 が関与することを示すため、Sirt3 発
現の加齢に伴う変動とともに、mRNA 顕微注入
による Sirt3 の過剰発現が卵子の加齢変化に
対してどのような効果をもたらすかを解析
し、以下の結果を得た。 
(1) 加齢マウス（５０週齢）の卵巣では若齢
マウス（10 週齢）の卵巣に比べて Sirt3 mRNA
およびタンパクレベルの低下が認められ、加
齢マウスから排卵された卵子でも若齢マウ
スの卵子に比べて Sirt3 mRNA の低下が認め
られた。Sirt3 欠損マウス由来の卵子では、
同じ週齢の野生型マウス由来卵子に比べ、受
精後発生率の低下や ROS の産生亢進を示し、
Sirt3 レベルの低下が初期胚発生に影響を与
えると考えられた。 
(2) Sirt3 mRNA の卵子への顕微注入により、
過酸化水素処理による卵子の受精後の胚発
生率低下が著明に改善した。 
(3) 加齢マウス（５０週齢）からの卵子は体
外授精後の胚発生率が有意に低下すること
を確認した後、Sirt3 mRNA の顕微注入による
効果を解析し、その発生率が改善する傾向が
あることを見出した。これが有意な改善効果
を示すものであるかどうか、現在引き続き検
討を重ねている。 
(4) Sirt3 過剰発現の効果とその機序をさら
に明らかにするため、Cre-loxP 依存性のコン
ディショナル Sirt3 過剰発現マウスを作成し
た。Nkx2.5-Cre マウスとの交配により心臓で
の過剰発現を確認後、Zp3-Cre との交配によ
る卵子特異的高発現マウスを作成し、卵子に
おける Sirt3 および EGFP の過剰発現を確認
した。現在、その卵子の表現型解析を継続中
である。 
(5) 以上の結果から、Sirt3 が胚発生におい
てストレス応答性を改善させる因子として
働く可能性が考えられ、高齢女性の生殖補助
医療において Sirt3 を標的とした老化卵子の



 

 

人工受精率改善法の開発が期待された。 
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