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研究成果の概要（和文）：女性は35歳以降になると、妊娠率の低下のみならず、流産率の増加が起こる。これは、加齢
による卵の染色体異常や胚発育の悪化が原因である。このような加齢による変化は、“卵の質の低下”と言い換えるこ
とができるが、加齢による“卵の質の低下”の詳細な分子機構は未だ不明である。加齢による卵の質の低下の詳細な分
子機構は未だ不明である。本研究は、リピドミクスと脂肪酸代謝機構を解析することにより、加齢による卵の質の低下
に卵の脂質代謝機構の異常が関与することを明らかにするものである。

研究成果の概要（英文）：The age-associated decline in female fertility is largely attributable to the 
decrease in oocyte quality due to ovarian aging. However, the precise mechanisms of oocyte aging due to 
ovarian aging remain unknown. In the present study, we examined the molecular mechanisms of age-related 
decline in oocyte quality by analyzing lipid metabolism.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
（1）女性は 35 歳以降になると、妊娠率の低
下のみならず、流産率の増加が起こる。これ
は、加齢による卵の染色体異常や胚発育の悪
化が原因である。このような加齢による変化
は、“卵の質の低下”と言い換えることができ
るが、加齢による“卵の質の低下”の詳細な分
子機構は未だ不明である。 
 
（2）加齢卵における遺伝子発現を網羅的に
調べた報告によると、加齢マウスの卵は若年
の卵と比べ、ミトコンドリア機能、酸化スト
レス制御、細胞周期、DNA の安定化に関与す
る遺伝子の発現が低下していた（Hamatani et 
al. Hum Mol Genet 2004）。実際、卵の加齢に
より、ミトコンドリアの形態学的な変化、ミ
トコンドリア DNA のコピー数の低下や突然
変異の増加が報告されている。しかしながら、
ミトコンドリアの最も重要な機能であるエ
ネルギー代謝と卵の加齢に関する詳細な検
討はほとんど存在しない（Miao et al. Hum 
Reprod update 2009）。 
 
（3）我々は“卵の質の低下”は、ミトコンドリ
ア機能低下によるエネルギー（アデノシン三
リン酸, ATP）産生の低下が一因であることを
報告してきた（Takahashi et al. Reprod Med 
Biol 2011）。卵および受精後の胚は、ピルビン
酸等の糖質が主なエネルギー源である。一方、
脂肪酸はミトコンドリア内で β-酸化を受け
アセチル CoA となるが、糖質と比べ高いエネ
ルギー産生能（約 6 倍）を有している。脂肪
酸は、①エネルギー代謝、②アポトーシス、
③脂質メディエーターなどの制御機構を介
して、“卵の質の維持”に重要な役割を発揮し
ている可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究をさらに発展
させ、動物モデルとして加齢マウスを用い、
加齢マウス卵における“卵の質の低下”の分子
機構を、①糖質代謝制御機構、②脂質代謝
制御機構の変化を解析し、ミトコンドリア
機能制御を基盤とした“卵の質の低下”に
対する臨床応用可能な予防・治療法の開発
を目指すことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
実験の材料として、若年マウス（3－4 ヶ月齢）
と加齢マウス（13－15 ヶ月齢）から採取した
卵、または“卵の質の低下”モデルである排
卵後の加齢卵を用いて以下の実験を行った。 
 
（1）平成 25 年度：①加齢卵における ATP 産
生量と NADH 量の低下のメカニズムについ
ての検討、②加齢卵におけるリピドミクスを
用いた脂質代謝経路の変化の検討。 
 

（2）平成 26年度：①加齢におけるアシルCoA
合成酵素発現の変化の検討、②加齢卵におけ
る carnitine palmitoyl transferase (CPT-1)発現の
変化の検討。 
 
（3）平成 27 年度：①排卵後加齢卵における
アシル CoA 合成酵素発現の変化の検討、②排
卵 後 加 齢 卵 に お け る carnitine palmitoyl 
transferase (CPT-1)発現の変化の検討。 
 
 
４．研究成果 
（1）平成 25 年度は以下の実験を行った。①
加齢卵における ATP 産生量と NADH 量の低
下のメカニズムについての検討。加齢マウス
卵における ATP 量は若年マウス卵と比べ低
下することを明らかにしており、ATP 産生の
基質となる NADH について加齢マウス選卵
において変化するかどうか検討した。若年マ
ウス卵と加齢マウス卵における、NADH レベ
ルについて、蛍光顕微鏡を用いてその蛍光強
度から NADH 量を推定した。その結果、加齢
マウス卵は若年マウス卵と比べ有意に
NADH 蛍光強度が低下している結果であっ
た（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．若年マウス卵および加齢マウス卵にお
ける NADH 蛍光強度 
 
NADH 産生にはアセチル CoA が必要である。
アセチル CoA はピルビン酸と脂肪酸の β-酸
化から産生されるため、加齢卵における糖質
代謝機構の律速酵素であるピルビン酸脱水
素酵素（pyruvate dehydrogenase, PDH）の発現
および局在について検討を行った。若年マウ
スおよび加齢マウス卵における PDH の発現
の変化は糖質代謝機構に重要な影響を与え
ると考えられる。予備実験の結果、蛋白レベ
ルでの PDH の発現には卵子 100 個が必要で
あることが分かった（図 2）。 

 
図 2．若年マウス卵におけるピルビン酸脱水
素酵素（PDH）の発現 
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この結果から PDH の量的な変化をウエスタ
ンブロット法により確認するには多くの卵
子を必要とするため、免疫蛍光染色による
PDH の発現の有無と PDH とミトコンドリア
との共局在について検討を行った。ミトコン
ドリアは MitoTracker Green にて染色し PDH
との共局在は共焦点レーザー顕微鏡を用い
て検討した。その結果、若年マウス卵および
加齢マウス卵の PDH は両者ともに発現して
おり、量的な差は検出することができなかっ
たが、ミトコンドリアと PDH の共局在につ
いては、若年マウス卵がその局在を一致させ
ているのに対して、加齢マウス卵ではミトコ
ンドリアと PDH の局在が一致していない卵
が認められた（図 3）。 

 
図 3．若年マウス卵および加齢マウス卵にお
けるミトコンドリアと PDH の発現 
 
この結果は、卵の NADH 量と規定する重要な
律速酵素である PDH が、加齢卵ではミトコ
ンドリア局所で機能していない可能性を示
唆するものである。②加齢卵におけるリピド
ミクスを用いた脂質代謝経路の変化の検討。
予備実験の過程で若年マウス卵 100 個を用い
ることでリピドミクス解析を行うことが可
能であることが分かった。しかしながら加齢
マウスより採取可能な卵子数は 1 回の実験で
100 個得ることはできなかった。よって、若
年マウス卵と加齢マウス卵におけるリピド
ミクス解析を研究期間中に遂行することは
困難であると考えられた。 
 
（2）平成 26 年度は以下の実験を行った。①
加齢におけるアシル CoA 合成酵素発現の変
化の検討。長鎖脂肪酸は細胞質でアシル CoA
合成酵素によりアシル CoA に変化する。アシ
ル CoA 合成酵素をコードする遺伝子は ASL4
であるが、その mRNA レベルの変化を定量的
PCR 法にて検討した。若年マウス卵と比べ加
齢マウス卵では ASL4 mRNA レベルは低下傾
向を示したが、統計学的に有意差を得るには
至らなかった。その理由として、実験に供す
る加齢マウス個体の制限によりできなかっ
たことがあげられる。加齢卵における
carnitine palmitoyl transferase (CPT-1)発現の変
化の検討。CPT-1 はアシル CoA をカルニチン

と結合させミトコンドリア内へ輸送する律
速酵素である。CPT-1 は CPT1A と CPT1B の
2 種類のアイソザイムが存在するが、各々を
コードする遺伝子は CPT1A と CPT1B である。
それらの mRNA レベルを定量的 PCR 法にて
検討した。若年マウス卵を用いて CPT1 のど
ちらのサブタイプが発現しているか検討し
たところ、CPT1b mRNA がドミナントであっ
た。若年マウス卵と加齢マウス卵における
CPT1b mRNA の発現と検討したところ、加齢
マウス卵の CPT1b mRNA レベルは若年マウ
ス卵と比べ低下傾向を示したが、統計学的に
有意差を得るには至らなかった。その理由と
して、ASL4 mRNA の時と同様に実験に供す
る加齢マウス個体の制限によりできなかっ
たことがあげられる。 
 
（3）平成 27 年度は以下の実験を行った。平
成 26 年度の実験結果から、実験に用いる加
齢マウスの制限から、アシル CoA 合成酵素
（ASL4）および CPT1 の発現の変化を捉える
ことができなかったため、“卵の質の低下”
モデルとして、排卵後加齢卵を用いた検討を
行うこととした。①排卵後加齢卵におけるア
シル CoA 合成酵素発現の変化の検討。ASL4 
mRNA レベルは新鮮卵と比べ排卵後の加齢
卵で有意に低下していることが分かった。②
排卵後加齢卵における carnitine palmitoyl 
transferase（CPT-1）発現の変化の検討。ASL4 
mRNA 同様、CPT1b mRNA レベルは新鮮卵と
比べ排卵後の加齢卵で有意に低下している
ことが分かった。これらの実験結果から、“卵
の質の低下”モデルである排卵後の加齢卵で
は、脂質代謝によるエネルギー供給系路が悪
化している事が示唆された。 
 
（4）3 年間の研究機関で明らかになったこと
は以下の点である。①加齢マウス卵は ATP 合
成の基質である NADH 量が低下しているが、
そのメカニズムとして、糖質代謝の律速酵素
である PDH の発現がミトコンドリアと共局
在していないこと、すなわちミトコンドリア
内へピルビン酸を効率的に導入することが
障害されている可能性が示唆される。②脂肪
酸代謝経路（β-酸化）で重要な酵素であるア
シルCoA合成酵素およびCPT1の発現を検討
したところ、加齢マウス卵でそれらの mRNA
発現レベルが低下している傾向が認められ
た。また“卵の質の低下”モデルである排卵
後加齢卵においてアシル CoA 合成酵素およ
び CTP-1 の mRNA 発現レベルの低下が確認
された。③脂肪酸の代謝経路の変化を明らか
にする目的でリピドミクス解析を行ったが、
加齢マウスから分析に必要な卵を得ること
が困難であった。今後、分析技術の進歩によ
り単一卵子での解析が可能となれば、ミトコ
ンドリアより上位のレベルで脂質代謝経路
での変化を捉えることが可能かもしれない。 
 
これらの結果から、加齢による“卵の質の低



下”のメカニズムの一つとして、糖代謝エネ
ルギー経路の障害が起きていることが考え
られ、さらに脂肪酸をエネルギーに変換する
経路であるミトコンドリア内での β-酸化機
構に異常が起きている可能性が示唆された。
本研究の結果を踏まえ、脂肪酸の β-酸化機構
を標的とすることが、加齢による“卵の質の
低下”を改善可能かどうか今後も研究を継続 
予定である。 
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