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研究成果の概要（和文）：3系統の抗酸化機能遺伝子欠損マウス卵をモデルに、卵成熟培養(IVM)系で、減数分裂時の酸
化ストレスによる染色体異数性発生の原因因子の特定を目指した。SOD1KO卵でみられる減数分裂進行の早期化、染色体
不整列、異数性の増加には、SACの機能低下の関与が示された。動原体上BubR1の局在は、異数性頻度の指標となり得、
これを利用した異数性を防ぐIVM培地のための添加剤のスクリーニングが可能と考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to investigate effects of intrinsic oxidative stress 
using antioxidant capasity deficient mice during in vitro maturation (IVM).
SOD1-deficient oocytes under 20% O2 IVM substantially increased chromosome misalignment and a withering 
spindle assembly compared with wild-type oocytes or in vivo oocytes. SOD1-deficient oocytes accelerated 
the timing of germinal vesicle break down and progression of anaphase I compared with wild-type oocytes. 
The percentage of aneuploidy was two times higher in SOD1-deficient oocytes than in wild-type oocytes 
under 20% O2 IVM while in vivo oocytes showed similar percentage regardless of genotype. BubR1 signals on 
kinetocore were apparently weaken in SOD1-deficient oocytes compared with wild-type oocytes. Our results 
suggest that intrinsic oxidative stress during oocytes meiotic maturation impairs spindle assembly, 
regular timing of meiosis progression and localization of BubR1, which would consequently lead to 
aneuploidy.

研究分野：生殖生物学、生殖・発生工学
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１．研究開始当初の背景 
(1)哺乳類の培養卵の発生率や移植後の受胎
率は、生体由来卵と比較し著しく低く、家畜
生産現場での経済性の向上や受精卵移植技
術の普及を阻む一因と考えられている。これ
らの培養系特有の卵の発生障害や、加齢に
伴い頻発する卵の染色体異数性には、酸化
ストレスの関与が示唆されている。 
(2)培養卵や加齢個体由来卵の受胎率の向上
や流産率の低下には、卵発生障害の主因とな
る因子やカスケードを明らかにすることが
必須であるが、現状では十分に理解されてい
ない。その一因に、生理的条件下で発生障害
卵を大量に効率よく得て、解析する実験モデ
ルがないことが考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、培養系で卵の発生障害が予測
される抗酸化機能遺伝子を欠損させた 3系統
のマウス卵(SOD1KO, xCTKO, ALRKO)を
モデルに、特に卵成熟培養(IVM)系での紡錘
体形成や染色体分配の異常を中心に解析し、
減数分裂時の酸化ストレスによる染色体異
数性発症の原因因子とその因子の発現・活性
化制御カスケードの特定を目指した。 
特に動原体-微小管上の因子に注目して、
検討を進めた。さらにそれらの因子を制御す
る薬剤の添加により、染色体異数性を防ぐ新
規 IVM 法の開発を目指した。また卵の酸化
ストレスと老化による染色体異数性発症機
構の同異についても明らかにし、抗酸化機能
欠損卵が、卵の老化研究のモデルになり得る
かについて評価を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)染色体異数性がみられる卵成熟培養(IVM)
系 SOD1KO 卵の詳細な解析：①減数分裂中期
の紡錘体形態と異数性の評価、②発現異常を
起こしている動原体-微小管上因子の探索、
③②の因子の発現および活性化の制御に関
わるホスファターゼの発現解析、④卵成熟時
間の早期化と上記②および③で発現異常が
みられた因子との関わり等の検証について
検討する。 
(2)(1)の解析結果で、動原体-微小管上因子
の発現異常が認められた場合、1)xCTKO マウ
スおよび ALRKO マウスの卵、2) 加齢個体マ
ウス由来卵でも同様の異常がみられるかに
ついて、検証を行う。 
(3) 染色体異数性を防ぐ新規 IVM 法の開発: 
(1)から明らかとなった染色体異数性の原因
因子の発現あるいは活性化を促進あるいは
抑制する薬剤を IVM 系へ添加し、3 種の抗酸
化機能欠損卵を用いて、その効果について評
価する。 
 
４．研究成果 
(1) 20%O2下で、SOD1KO 卵を IVM した場合、
WT 卵に比較し、卵核胞崩壊への進行が早まり

2 時間程度早く MI 期進行のピークを示した
(WT 卵：6時間、SOD1KO 卵：8時間)。さらに
MI 期の滞留時間が短くなっており、結果的に
早期に核成熟が終了することが明らかとな
った。また、IVM 後 18 時間(MII 期)における
紡錘体極間距離および紡錘体面積は、WT卵と
比較し、SOD1KO 卵では有意に小さく、IVM 後
の卵の染色体分散が有意に増加していた(図
1)。染色体の異数性頻度は、排卵卵子では両
ゲノタイプに差がみられなかった一方で、5% 
O2下 IVM では、 SOD1KI 卵は WT 卵の 2倍高か
った(図 2)。また老齢マウス由来の同条件下
の IVM 卵では、ゲノタイプに関わらず、若齢
マウス卵と比較し、有意な異数性の増加がみ
られた。 
 以上の主な研究結果については、学会発表
の 15、16、19 で報告している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. 20% O2下で成熟培養した SOD1KO 卵でみ
られる染色体不整列の増加 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2. 20% O2下で成熟培養した SOD1KO 卵でみ
られる染色体異数性の増加 
 
(2)(1)の解析結果から、SOD1KO 卵では、①紡
錘体形成チェックポイント(SAC)に関わる動
原体-微小管上タンパク質の発現異常あるい
は機能障害、②コヒーシンタンパク質の発現
が異常となっている可能性が考えられた。こ
れまでの動原体-微小管上タンパク質のノッ
クダウンあるいはノックアウト実験の報告
から、SOD1KO 卵の異常と似た表現型を示す
SAC 因子である BubR1 の発現動態に注目し、
解析を行うこととした。ウェスタンブロット



解析による BubR1 発現量は、両ゲノタイプと
も減数分裂の進行に伴い IVM 後 6～8 時間ま
で増加した後、減少していた。しかし SOD1KO
卵では、WT卵と比較し、発現量のピークが 2
時間程度早まっており、MI期到達時間の早期
化と相関があった。SOD1KO 卵のピーク時の発
現量は、WT 卵と比較し、低い傾向にあった。
MI 期の動原体上の BubR1 の局在解析では、
SOD1KO 卵では、WT 卵と比較し、BubR1 の相対
的蛍光強度に有意な低下がみられた（図 3）。
一方、コヒーシンタンパク質である Rec8 の
発現は、MI 期において、染色体腕と姉妹動原
体間での局在が確認されたが、両ゲノタイプ
で発現局在やシグナル強度に大きな違いは
みられなかった。このことから Rec8 の発現
量が、SID1KO 卵の異数性の主因にはなってい
ないものと考えられた。 
以上の主な研究結果については、学会発表
の 3、5、9で報告している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 5% O2下で成熟培養した SOD1KO 卵の動
原体上 BubR1 局在の減少 
 
(3)(2)の解析結果から、BubR1 のシグナル強
度は、異数性発生の指標に利用できることも
のと考えられた。異数性の増加が確認されて
いる加齢個体マウス由来卵でも、BubR1 の局
在低下がみられるかについては、現在検証を
行っている。また IVM した xCTKO マウス卵で
は、WT 卵と比較し、胚盤胞への発生率が低下
することから、異数性頻度と BubR1 の発現動
態について、今後調査を行う。 
一方、IVM した ALRKO マウス卵では、原因
は不明だが、野生型より胚盤胞への発生率が
2 倍程度高いことが明らかとなっており、こ
のことから異数性頻度は非常に低いことが
考えられた。これまでの研究から、培地への
適量のアスコルビン酸の添加は、卵の発生能
を向上させることが明らかとなっている。し
かし AKRKO マウス卵では、アスコルビン酸が
検出限界であることを確認している。これら
のことは、卵の発生にアスコルビン酸が必須
でないことを示唆しており、AKRKO 卵内では、
アスコルビン酸が合成されない代わりにグ
ルクロン酸が蓄積しているものと予測され
た。今後、このグルクロン酸を経由した反応
系が、卵の発生能にどのように関わっている

かについては、現在も調査を行っている。 
以上の主な研究結果については、学会発表
の 1、2、4、12、14、20 で報告している。 
 
(4) (2)の解析結果から、BubR1 のシグナル強
度を指標に、染色体異数性を低下させる成熟
培地への添加剤について、現在検討を行って
いる。現在までに、抗酸化物質の中で、アス
コルビン酸やアスコルビン2リン酸の成熟培
地への添加は、SOD1KO 卵の動原体上 BubR1 の
シグナル強度を増加させ、受精後の 2前核形
成率や、2 細胞への分割率が改善することが
明らかとなっている。 
 以上の主な研究結果については、2015 年度
中に外部報告する予定である。 
 
以上、本研究から、SOD1KO 卵でみられる減
数分裂進行の早期化、染色体不整列、染色体
異数性の増加は、SAC 機能の低下が原因であ
ることを明らかとなった。この機能低下には、
卵細胞質から動原体への BubR１のリクルー
トの阻害が関与しているものと考えられた。
また動原体上の BubR1 の局在強度は、異数性
頻度の指標になり、この局在シグナル強度を
利用して効果的に異数性を防ぐ添加剤のス
クリーニングが可能であることが示された。
本研究の一連の研究成果については、原著論
文採択に向けて準備をしている。今後は、
SOD1KO卵でのBubR1局在を指標とした添加剤
のスクリーニングによる異数性を防ぐIVM培
地の開発をさらに進めるとともに、老化個体
由来卵でみられる異数性発生のメカニズム
との同異についても、さらに詳細に検討を行
っていく予定である。 
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