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研究成果の概要（和文）：　加齢による卵子や受精卵の品質低下のメカニズムとその予防方法は、晩婚化の進んだ現代
では重要な研究課題である。本研究では、遺伝的に卵子や受精卵の品質が高いC57BL/6Jマウスと、品質が低いDBA/2Jマ
ウスの受精卵を用いて、アミノ酸代謝に関する比較と、それらの作動薬を用いた新しい培養技術の開発を行った。その
結果、品質の低い受精卵でも効率良く胚盤胞まで発生させる培地の開発に成功した

研究成果の概要（英文）：We are interested in developing a prophylactic method for oocyte aging.
To compare small molecule metabolites and embryo quality, we used embryos from C57BL/6J mice (as a model 
of high quality embryo) and DBA/2J mice (as a model of low quality embryo).
Our results showed that the amount of specific metabolites associated with amino acids contained in 
DBA/2J embryos are lower than the amount of metabolites contained in C57BL/6J embryos. Also we found that 
the developmental rate of DBA/2J embryos were improved using novel medium including these specific 
metabolites.

研究分野：生殖工学

キーワード： 胚培養　メタボローム
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１．研究開始当初の背景 
ヒトやウシ、マウスなど哺乳類では、母親
の卵巣から排卵された卵子が、卵管膨大部で
精子と受精し、受精卵（胚）となって卵管内
を子宮側に移動しながら、胚盤胞期と呼ばれ
るステージまで卵割がすすみ、その後子宮に
着床することで新生児への発生・分化を開始
する。 
ところが、同じ両親に由来する受精卵でも
「着床前発生途中で細胞分裂が止まるもの」
と「胚盤胞期に到達し着床するもの」があり、
卵子や受精卵にも品質（oocyte quality）が存
在し、一定以上の品質を持った受精卵のみが
子宮に着床することができると考えられて
いる。この卵子の品質は、母胎の加齢ととも
に劣化し、やがて発生能を完全に失うと考え
られており、「卵子老化（oocyte aging）」と
呼ばれ、高齢女性の不妊の原因の一つとして、
近年、特に注目されているが、その詳細なメ
カニズムは明らかにされてはいなかった。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は本研究計画以前に、細胞生物
学的な解析やメタボローム解析などの結果
から、遺伝的に卵子の品質が悪い DBA/2 マ
ウスの卵子や胚では、卵子品質が良い
C57BL/6マウスの卵子や胚と比べて、①桑実
胚から胚盤胞期でのミトコンドリア活性が
低いこと、②ミトコンドリア機能に関連する
タウリンおよびサルコシンが著しく低いこ
とを明らかにしてきた。 
 
そこで本研究では、平成 25年から 26年に
かけて、①マウス近交系における卵巣内のタ
ウリンおよびサルコシンなどの含硫アミノ
酸代謝関連分子の動態解明と、②タウリント
ランスポーターノックアウトマウスやサル
コシン合成酵素・GNMTノックアウトマウス
の卵巣機能および排卵卵子の品質の解析、③
in vitroや in vivoでの人為的タウリン・サル
コシン量の制御により、卵子・胚品質への薬
理作用を期待できるかどうかの検討を行い、
タウリンやサルコシンなどの含硫アミノ酸
代謝と卵子および胚品質劣化との関連を探
り、その予防方法の開発につなげることを目
的として研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
 本研究は以下に示す6つのサブテーマに分
けて、一部を変更してそれぞれ実施した。 
 
（１）C57BL/6 および DBA/2 マウス卵巣にお
ける含硫アミノ酸代謝産物の測定と比較 
品質の良い卵子（＝胚盤胞達成率が高い卵
子）を産生する C57BL/6 マウスと、品質の悪
い卵子（＝胚盤胞達成率が低い卵子）を産生
する DBA/2 マウスの卵巣において、タウリン
およびサルコシンなどの含硫アミノ酸代謝
産物量に差が無いかを、測定・比較した。 
 

（２）卵巣、卵子・胚中におけるタウリンお
よびサルコシン生合成酵素群の発現プロフ
ァイル 
タウリンの生合成に関しては、ユビキタス
に存在するシステインジオキシゲナーゼ
（CDO1）とシステインスルフィン酸デカルボ
キシラーゼ（CSD）、ヒポタウリンデヒドロゲ
ナーゼの 3つの酵素が関与している。またサ
ルコシンについては、サルコシン合成酵素
（GNMT）とサルコシン分解酵素（SARDH）に
よって細胞内で生合成と分解が行われてい
る。そこで、これらの酵素群について、凍結
切片浮遊染色-免疫組織化学法を用いて、卵
巣内や、卵子および着床前発生期胚での発現
量・発現部位について、C57BL/6 および DBA/2
マウスで比較検討した。 
 
 平成 25 年度実績報告書にて述べた通り、
サブテーマ（３）タウリントランスポーター
（SLC6a6）レポーターマウスの導入とバック
クロス、（４）Gnmt 遺伝子ノックアウトマウ
スおよび Slc6a6 遺伝子ノックアウトマウス
の導入、（５）Gnmt 遺伝子ノックアウトマウ
スおよび Slc6a6 遺伝子ノックアウトマウス
の解析に関しては、RNAi および阻害剤実験に
切り替えて実施した。 
 具体的には、C57BL/6J マウス受精卵に各種
阻害剤および siRNA を作用させ、その胚盤胞
形成率を測定した。 
 
（６）In Vitro および In Vivo での DBA/2 マ
ウス低品質卵子・胚のレスキュー実験 
 「母体のタウリンおよびサルコシンなどの
含硫アミノ酸代謝を制御することで、卵子や
胚の品質を高めることができるか？」という
疑問を明らかにするために、外部から卵巣・
卵子・胚にタウリンおよびサルコシンを導入
する実験を H26 年度に実施した。 
 始めに In Vitro での実験として、タウリ
ンを卵子・胚品質の低い DBA/2 マウス 2細胞
期胚を培養している培地に導入し、①胚盤胞
達成率が改善されるか否か、②ミトコンドリ
ア活性が亢進されるか否か、③胚盤胞期での
胚移植を実施し、受胎率が改善されるか否か
を検証する。また、サルコシンについては、
トランスポーターが明らかになっていない
ため、前駆物質であるグリシンを用いて、同
様のレスキュー実験を行った。 
 
４．研究成果 
（１）C57BL/6 および DBA/2 マウス卵巣にお
ける含硫アミノ酸代謝産物の測定と比較 
 品質の良い卵子を産出する C57BL/6J マウ
スと、品質の低い卵子を産出する DBA/2J マ
ウスの卵巣内アミノ酸を比較測定した結果
を下表に示す。 
 
 
 
 



（単位：mg/100g-卵巣湿重量） 
 C57BL/6J DBA/2J 
アスパラギン酸 33.75±1.73 43.45±2.51 
トレオニン 13.20±0.34 22.66±3.42 
セリン 17.53±0.99 27.80±5.17 
アスパラギン 11.38±0.97 17.3±3.62 
グリシン 34.13±1.78 34.53±4.90 
アラニン 51.60±5.95 54.10±10.27 
バリン 10.85±0.51 15.35±2.06 
シスチン 0 0 
メチオニン 0 2.83±1.94 
イソロイシン 9.68±1.03 12.33±2.53 
ロイシン 13.90±0.77 20.43±3.71 
チロシン 10.30±0.62 14.75±2.51 
フェニルアラニン 6.85±1.38 11.68±2.68 
ヒスチジン 3.93±0.76 6.98±1.93 
リジン 12.58±1.79 21.58±4.57 
アルギニン 11.10±1.13 21.58±4.19 
ヒドロキシプロリン 14.75±2.43 19.70±1.86 
プロリン 7.98±2.43 15.53±5.86 
タウリン 230.13±7.05 246.15±31.40 
グルタミン酸 57.80±2.59 69.23±4.83 
グルタミン 31.55±0.48 31.03±3.56 
GABA 0 0 
 
意外なことに、C57BL/6J マウス卵巣および
DBA/2J マウス卵巣において、明確なアミノ酸
の差はほとんどなく、今回着目していたタウ
リンやグリシンも有意な差はなかった。 
 しかしながら、CE-TOFMS で測定した受精卵
そのもののアミノ酸の含有量比（下表）では、
サルコシンやその前駆物質であるグリシン、
タウリンが DBA/2J マウス受精卵で少ないこ
とが明らかになっているため、受精卵内部で
のこれらの代謝経路やトランスポーターな
どの関与が示唆された。 
 

 
（２）卵巣、卵子・胚中におけるタウリンお
よびサルコシン生合成酵素群の発現プロフ
ァイル 
 上記サブテーマ（１）の結果を受け、サル
コシンやタウリンの卵巣・卵子・胚中におけ

る関連遺伝子の発現プロファイルを実施し
た結果、下図に示す通り、卵巣、特に卵胞の
最外層である卵胞上皮細胞において、タウリ
ントランスポーターの発現が亢進している
ことがわかった。これは、サブテーマ（１）
のアミノ酸含有量のうちタウリンが最も高
かったこととも矛盾せず、タウリンが卵子形
成において何らかの保護的機能を持ってい
ることが推察される。 
 

 
 
（３）（４）（５）各種トランスポーター阻害
剤を用いた loss of function 実験 
 方法の欄で述べた通り、遺伝子欠損マウス
の入手が困難となったため、C57BL/6J マウス
受精卵（通常であればそのままほとんどが胚
盤胞に成長する受精卵）に、各種阻害剤を作
用させて胚盤胞形成率を測定した。 
グリシントランスポーターを阻害した結
果を下表に示す。 
 

実験群 
胚盤胞発生率 

（Mean ± SD, ％） 

通常培地 90.32 ± 5.83 

グリシントランスポーター

阻害剤添加培地 
89.03  ± 8.95 

 
この結果からも明らかなように、サルコシ
ンの前駆物質であるグリシンについては、ト
ランスポーターの関与するシグナル伝達経
路はマウス初期発生にはほとんど影響がな
いと思われる。この点については、これまで
複数の報告で「グリシントランスポーターが
受精卵の体積維持に必要である」と言われて
いたため、既報とは異なる結果となった。 
 
 
 



（６）In Vitro および In Vivo での DBA/2 マ
ウス低品質卵子・胚のレスキュー実験 
 これらの成果を踏まえて、アミノ酸代謝中
間体強化培地での DBA/2J マウス受精卵が高
率的に発生するかを試した結果、下図のよう
に、発生率を最大 2.7 倍にまで向上させるこ
とが可能となり、特許申請を行った。 
 

 
 
 またこの効果をウシ受精卵でも試した結
果、同様に低品質受精卵の発生率を向上させ
る効果があることがわかった。 
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