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研究成果の概要（和文）：MTH1/OGG1/MUTYH三重欠損マウスは受精，発生の効率が野生型マウスと比較してかな
り低かった。これは両親の生殖系列細胞における自然突然変異頻度の上昇によるものと考えられる。自然突然変
異頻度の極端な上昇が実験系に影響を与えたため，よりマイルドな自然突然変異上昇を示す変異体を探す目的
で，MTH1/OGG1/MUTYH三重欠損マウスと同じ家系からMTH1/OGG1，MTH1/MUTYH，OGG1/MUTYHの各二重欠損マウス及
び，MTH1，OGG1，MUTYHの単独欠損マウスの系統を樹立し，そのうちMTH1/MUTYH二重欠損マウスに関してエクソ
ーム解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The efficiency of in vitro fertilization and early development was 
significantly lower in the MTH1/OGG1/MUTYH triple knockout (TOY-KO) mice compared with wild type.  
This is considered to be due to an increased spontaneous mutation frequency in the germ lineage 
cells of the TOY-KO parent mice.  To search the mouse strain with milder mutator phenotype, we 
prepared MTH1/OGG1, OGG1/MUTYH and MTH1/MUTYH double knockout mice, and MTH1, OGG1 and MUTYH single 
knockout mice in addition to TOY-KO mouse.  By germline mutation analysis using whole exome 
sequencing, MTH1/MUTYH double knockout mouse showed decreased (about 1/10) mutation frequency with 
different mutation spectrum from TOY-KO mouse. 

研究分野： 遺伝学，生化学，実験動物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
2016年，我が国の全出生数に対する体外受精で生まれた子の割合は5.5%に達し，さらにその8割以上が凍結保存
処置を経たものであった。これらの処置を経て生まれた体外受精児の約2%に何らかの異常の発生が報告されてい
る。採卵，培養，凍結処置時に生じるゲノムへのダメージは一生涯，さらに子孫にまで引き継がれるものであ
り，その発生は極力抑制されなければならない。不妊治療に伴う次世代へのゲノムダメージの蓄積の実態解明を
進め，その抑制方法を探すことは重要な課題である。
合わせて，ヒトの生殖・出産の適齢年齢は20歳～30歳であるという事実を広く知らしめ，不妊治療に頼らずにす
む社会環境構築の重要性を喚起したい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 不妊治療の普及に伴い，日本では体外受精を経た子供が全出産数に占める割合は 2014 年には
21 人に１人まで増加し，今後も更なる増加が予想されている。さらにその 77％以上が凍結保存
操作を経た胚によるものである。しかし体外受精や凍結保存に伴う処置が，誕生した子の生涯
にわたって健康に与えるリスクに関しては十分に明らかにされているとは言い難い。これは追
跡調査に伴う人権問題に加え，初期にこれらの操作を受けて誕生した子が現時点でまだ約 30
歳前後であるという状況下で，検証可能な健康問題として社会的に顕在化していない可能性に
も起因する。海外では，体外受精に伴う知的障害の発生頻度の上昇が有為差をもって検出され
ている，という報告がある(Sandin et al. JAMA 310, 75-84, 2013)。 

 

 我々は，DNA の酸化が生殖細胞突然変異，体細胞突然変異の両方を増加させることを明らか
にしてきた。その結果に基づいて体外受精に伴う影響を考えた場合，不妊治療の過程で受精卵
が体外で子宮内に比べて高濃度の酸素にさらされる培養条件や，凍結保存のストレスに起因す
る DNA への障害等によって，生まれてくる子のゲノム障害は避けられないのではないかと考え
た。これは体外受精や凍結保存を経た出産が今後さらに増加することが予想される中，非常に
重要な問題であるが，体外受精に伴う処置が生まれてくる子のゲノムに与える影響を調べた研
究は，私が知る限り未だ報告がない。将来的にも，ヒトを対象とした体外受精や凍結処理がゲ
ノムに与える影響の解析は倫理的な問題，あるいは比較すべき健常人サンプルの条件設定の難
易度等を考えると実現は容易ではないと考えられる。 
 我々の生殖細胞自然突然変異の検出系は，遺伝的背景を C57BL/6J に揃えたマウス群を使用し，
かつ自然状態(薬剤処理等が無い条件)で高感度にゲノム酸化に起因する突然変異を検出するこ
とが可能なため，体外受精・凍結保存を経て生まれた個体のサンプルを自然交配で生まれた個
体のものと比較することで，体外受精・凍結保存といった不妊治療に伴う処置に起因するゲノ
ムの酸化障害を定量・評価することが可能であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は「マウスを用いて直接的に突然変異頻度の変化を観察することで体外受精や凍結保
存が健康に与えるリスクの予測・評価を行う」ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
 我々が作製したMTH1/OGG1/MUTYH三重欠損(TOY-KO)マウスは，生殖細胞自然突然変異率が2.0 
× 10-7 mutations/ntd/generation(野生型の約 17倍)であり，全エクソーム解析を用いること
で子マウス１匹あたり約 20 個の 8-オキソグアニンに起因する突然変異を検出することができ
る。 このマウス１ペアを用いて自然交配で生まれた子と体外受精に伴う処置(排卵ホルモン処
理→体外受精→培養→凍結保存→移植)を経て生まれた子を準備する。 
 それぞれの子のゲノム情報を親のものと比較することで，子に新たに生じた突然変異を同定
し，さらにそれらを自然交配群と体外受精群で比較することで，体外受精に伴う処置に起因す
る遺伝的リスクが存在するか否か，評価を行う。当初の実験計画の概要を図に示す。 



 

 
４．研究成果 
 
 計画調書作成時に【予想される問題点】で指摘した通り，採卵（母）マウスが１匹のため，
十分な数の凍結胚を調整できない状況になったため，母マウスを複数（６匹）準備して独立し
た採卵，受精を行なった。実際にホルモンに応答し，排卵が確認できた４匹からそれぞれ１５
個，２０個，１１個，５個の卵を体外受精に用いて４個，６個，５個，２個の２細胞胚を得る
ことができた。これらは現在，液体窒素内で凍結保存中（１年間）であり，まもなく仮親に移
植を開始する予定である。凍結胚由来の子マウスが得られたら順次エクソーム解析を行い生殖
細胞突然変異頻度とそのスペクトラムの解析を行う予定である。これらのマウスにおいて受精，
発生の効率が野生型マウスと比較してかなり低いのは，両親の自然突然変異頻度の上昇による
ものではないかと考えられる。この結果は，自然交配においても世代を経るに連れて出産数の
低下が見られることと矛盾しない。それぞれの凍結胚数が少ないため，毛色が異なるマウスの
胚と合わせて移植する予定だが，胚細胞の自然突然変異頻度の上昇が着床，妊娠効率に影響を
与える可能性がある。それぞれの親マウスに関しては tail を保存，一部はエクソーム解析を行
い，自然突然変異頻度の上昇と突然変異スペクトラムの偏り（G to T transversion の特異的
な上昇）を確認した。 
 自然突然変異頻度の極端な上昇が実験系に影響を与えたため，よりマイルドな自然突然変異
上昇を示す変異体を探すため，MTH1/OGG1/MUTYH 三重欠損マウスと同じ家系から MTH1/OGG1，
MTH1/MUTYH，OGG1/MUTYH の各二重欠損マウス及び，MTH1，OGG1，MUTYH の単独欠損マウスの系
統を樹立し，それぞれの自然突然変異頻度の発生を計測する準備を行なっている。現在までに
全ての系統で両親と子供２匹の tail を採取，そのうち MTH1/MUTYH 二重欠損マウスに関しては
エクソーム解析を行った。この MTH1/MUTYH 二重欠損マウスは本研究で初めて樹立，生存が確認
された系統である。このマウス系統では自然突然変異の上昇は MTH1/OGG1/MUTYH 三重欠損マウ
スの約 1/10 に抑えられていた。さらにその突然変異スペクトラムは予想に反して G to T 
transversion は観察されず，別経路の 8-オキソグアニンに起因する突然変異発生機構，あるい
は未知の突然変異発生機構の存在が示唆された。今後，各二重欠損及び単独欠損マウスの自然
突然変異頻度と変異スペクトラムの解析を行なっていく計画である。 
 マウス個体を対象とした変異解析は，実際に世代を超えて遺伝する変異の解析を個体レベル
で行えるという利点があるが，一方で時間と経費がかかり，ハイスループットの実験系を組む
ことが難しい。一方で突然変異の発生確認には親細胞と子細胞のゲノムの比較が必要であり，
親細胞の情報を得ることができない分裂細胞を用いた系への応用は困難であった。今回，我々
は次世代シークエンサーの特徴と生殖細胞突然変異の検出系の特徴を組み合わせることで，全
ゲノムレベルで細胞の自然突然変異頻度を計測する方法を考案した（詳細は Sakumi K. 
Germline mutation: de novo mutation in reproductive lineage cells. Genes Genet Syst. 
94(1):3-12, 2019 参照）。体外受精に伴う胚の培養だけでなく，再生医療に伴う幹細胞の培養
もまた生体の外，高酸素濃度の環境下で行われており，これら in vitro における培養環境下で
の自然突然変異発生の計測と抑制方法の樹立は今後さらに重要性を増すと考えられる。各種ヒ
ト細胞の種々の培養環境下における自然突然変異発生の計測を行ないたいと考えている。 



 2016 年の時点で，全出生数における体外受精で生まれた子の割合は 5.5%に達し，さらにその
８割以上が凍結保存処置を経た上での体外受精によるものであると報告されている（引用元）。
これらの凍結保存処置を経て生まれた体外受精児には約２％という少なくない割合で何らかの
異常の発生が報告されている。卵子の老化に起因するもの，採卵，凍結処置時のダメージに加
えてゲノムへのダメージに起因する可能性も否定できない。また，ゲノムへのダメージは一生
涯，さらに子孫にまで引き継がれるものであり，その発生は極力抑制されなければならないも
のである。引き続き，不妊治療に伴う次世代へのゲノムダメージの蓄積の実態解明を進め，そ
の抑制方法を探すことは重要な課題であると認識している。一方で，ヒトの生物学的な特徴と
して生殖・出産・育児の適齢年齢は２０歳〜３０歳であるということを広く知らしめる教育と，
それにより一般人が不妊治療に頼らずにすむ社会環境の構築が最も重要であるということを最
後に主張しておきたいと思う。 
 
（引用元） 
 ・内閣府出生数・出生率の推移： 
    https://www8.cao.go.jp/shoushi/shoushika/data/shusshou.html 
 ・2016 年分の体外受精・胚移植等の臨床実施成績および 2018 年 7月における登録施設名： 
    http://fa.kyorin.co.jp/jsog/readPDF.php?file=70/9/070091817.pdf 
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