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研究成果の概要（和文）：先進国で少子高齢化が進行し、高齢出産が増加している。高齢者は卵巣に卵子がある
にも関わらず不妊になっており、老化による排卵障害の解明が重要だと考えられている。老齢マウスの卵巣での
全遺伝子発現を性周期毎に解析した結果、排卵ホルモン応答初期に活性化される酵素経路が大幅に低下している
ことが明らかになった。そこで、簡便にKOマウス作製が可能な画期的な技術であるGONAD法でのゲノム編集技術
を用いて、酸化還元酵素を始めとする排卵障害の候補遺伝子群を欠失したマウスを作製し、出産数や卵巣組織を
観察することで老化による排卵障害を解明した。

研究成果の概要（英文）：The declining birth rates and aging population is occurring in advanced 
countries, including Japan, leading to an increase in late childbirth. Despite having eggs in their 
ovaries, elderly women are experiencing infertility, and understanding the mechanisms of ovulation 
disorders caused by aging is essential for addressing infertility. We discovered that the oxidative 
stress response pathway, activated during the early phase of the ovulation hormone response, is 
significantly reduced by analyzing the whole gene expression in the ovaries of aged mice at each 
sexual cycle. Based on this data, they conducted ovarian cell profiling analysis in aging mice and 
elucidated the genes and cells responsible for ovulation disorders. GONAD method, which enables 
simple generation of knockout mice through genome editing was used, and they clarified the 
mechanisms of ovulation disorders caused by aging.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 不妊　老化　全遺伝子解析　ゲノム編集マウス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界の先進国では少子高齢化が進行し、このため労働力不足を補うため、女性が社会進出し、晩婚化・不妊症の
増加を招き、労働力人口は負のスパイラルに陥っている。女性の卵巣に存在する卵子は、出生前に造られ、高齢
でも卵子（原始卵胞）は卵巣に存在しており排卵機能の制御によって高齢出産は可能である。実際に世界大戦直
後の日本では50歳代で数千人が出産していた。卵巣の老化シグナル経路を分子レベルで解明し、排卵シグナル経
路を回復することで理論上、卵巣に卵子が存在している限り100歳を越える高齢でも妊娠が可能である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

世界の先進国では少子高齢化が進行し、中でも日本の少子高齢化は最も顕著である 。この

ため労働力不足を補うため、女性が社会進出し、晩婚化・不妊症の増加を招き、労働力人口

は負のスパイラルに陥っている。労働力問題を解決するには高齢者でも安心して出産でき

る科学技術の提供が求められる。現代社会では、老化は自然現象と解釈され多くの研究者は

薬剤開発の対象から除外してきた。しかし、老化の制御は、高齢化に伴うがんや心筋梗塞な

ど多くの疾患の発症抑制につながり健康的に活動できる期間を延長できる最も有効な手段

である。私たちは老化現象の中でも晩婚化・少子化に直結する卵巣老化に注目した。女性の

卵巣に存在する卵子は、出生前に造られ、2次性徴に伴って卵子が成熟し排卵を始める。そ

の後、35 歳前後から急激に排卵が低下し、高齢での不妊の原因になっているが、卵子（原

始卵胞）は卵巣に存在しており排卵機能の制御によって高齢出産は可能である。実際に世界

大戦直後の日本では 50歳代で数千人が出産していた。最近は、卵巣の若返り治療として脂

肪などで癒着した卵巣の細切化が行われている。この細切が細胞シグナル経路を刺激し PI3

キナーゼの活性化が卵の成熟排卵を促すと言われている。実際に臨床でも実施されている

が、非特異的なシグナルが活性化されるため、胎児への影響が懸念されている。但し、この

手法で妊娠成立の報告があり、特定のシグナル経路活性化が排卵の回復に直結することを

示唆している。しかし、この卵巣老化によるシグナル経路を網羅的に解析した研究はなく、

シグナル経路の全容は全く不明のままである。卵巣の老化シグナル経路を分子レベルで解

明し、排卵シグナル経路を回復することで理論上、卵巣に卵子が存在している限り 100 歳を

越える高齢でも妊娠が可能である。 

 

２．研究の目的 

そこで、私たちは、若齢と老齢のマウスを排卵刺激後の卵巣の全遺伝子発現の時間経過を解

析し、老化による変動遺伝子約 2万種類のビッグデータを主成分解析した。その結果、老齢

マウスの卵巣では、排卵誘発ホルモンの応答初期で顕著な遺伝子群の発現変動が観察され

た。ホルモン応答初期に変動した遺伝子群をパスウエイ解析した結果、性染色体由来のオー

ファン受容体で活性化される遺伝子が大幅に低下していることが明らかになった。そこで、

私たちは、これまでに確立した次世代シーケンス技術を駆使し、卵巣を構成する細胞毎にホ

ルモン応答に対する全遺伝子発現の変動を解析し、老化による排卵障害メカニズムを解明

する。さらに KOマウス作製期間を大幅に短縮できる GONAD 法を組合せることで動物個体レ

ベルでの卵巣老化の分子メカニズムを明らかにする。これまで老化研究では、線虫など下等

モデル生物が中心であり、哺乳類での全遺伝子を解明した研究は全く報告がない。私たちの

研究は世界でも類をみない画期的な研究手法であり、この研究は多くの人たちに朗報をも

たらすと確信している。老化による排卵機能低下に関与する遺伝子群を解明するため、若

齢・老齢マウスをホルモン刺激後、卵巣から卵胞を取り出しレーザーマイクロダイセクショ

ンで細胞毎の次世代シーケンス解析を行い、老化卵巣組織内の細胞プロファイリング・排卵

障害のキーとなる遺伝子を同定し、さらに独自に開発した GONAD 法を用いてゲノム編集マ

ウスを作製し老化による排卵障害の標的遺伝子を解明することを主な目的にして解析を実

施した。 



 

３．研究の方法 

（老齢マウス）卵巣の老化を b-gal 活性を指標に測定し 48週齢のマウスを用いる。このマ

ウスは排卵数が大幅に減少しているが、完全に消失しておらずヒトの４０歳前後に相当す

る。 

（卵巣組織から細胞分離）6 週齢の若齢マウス(n=4)と 48 週齢の老齢マウス(n=4)を用いて

ホルモン刺激後、性周期期間である 4日間連続して卵巣を摘出し、コラゲナーゼなど酵素を

組合せ卵胞に分離する。パラホルムアルデヒドで固定後、連続切片作製を大学病院附属施設

に委託する。作製された切片を細胞の形態から卵子、夾膜細胞、顆粒膜細胞、間質細胞に分

類し、レーザーマイクロダイセクションで切り出した。 

（細胞遺伝子プロファイリング）各細胞切片から RNA を抽出し同時に細胞を区別するため、

バーコード配列を導入し、次世代シーケンスライブラリー作製した。 

（次世代シーケンス解析）今回のサンプルでは固定によって断片化された微量の RNA を用

いるため、IonS5 による SAGE 解析および Nova-seq による RNA-seq 解析を行った。この手法

では全遺伝子の特定の領域だけを 1 本のチューブ内で均一に増幅させ、次世代シーケンサ

ーで解析した。 

（データ解析）次世代シーケンスデータの発現解析はこれまでに確立した方法で行った。転

写産物毎のカウントデータ(TPM)を各細胞毎に主成分分析で分析し大きく変動した時間帯

を確定する。その後、Volcano Plot から明確に活性化された遺伝子群をピックアップし IPA

データベース（現有）によるパスウエイ解析を行った。 

（GONAD 法による KO マウスの作製）研究分担者である大塚らによって開発された GONAD 法

はこれまで数年を要した KO マウスの作製を 1日で行う画期的な技術である。実験は標的遺

伝子に対する tracrRNA および crRNA を IDT に合成を依頼すると共に CAS9 タンパク質を購

入する。発情期にあるマウスを交配させ、翌日にプラグを確認した後、プラグ確認日の夕方

にチオペンタール麻酔下に背中側から卵巣を引き出し、卵管にキャピラリーを通してハイ

ブリダイズした tracrRNA/crRNA と CAS9 タンパク質を注入した。注入直後に in vivo での

電気穿孔法(現有)で卵管内に存在している受精卵に直接ゲノム編集を行った。その後、縫合

し麻酔から覚めるまで保温した。この技術について大塚教授に直接指導を受けた結果、50％

以上の割合で受精卵への遺伝子導入に成功した。これらの技術を用いて候補となっている

酸化還元酵素を中心に KOマウスを作製し卵巣老化遺伝子を解明した。 

（標的遺伝子欠失の確認）マウスの尻尾からゲノム DNA を抽出し、目的遺伝子の 750bp 程

度を PCR で増幅し、増幅産物のサイズを確認すると共に両端からシーケンスを行い、遺伝子

の欠失を確認した。 

（卵巣老化遺伝子の確認）目的遺伝子が欠失したマウスを交配させ、出産数を確認する。同

時に卵巣を摘出し、HE 染色から成熟卵胞をカウントし b-gal アッセイで卵巣老化の進行を

コントロールマウスと比較検討した。 

４．研究成果 

GONAD法は、妊娠 13.5日目の同一腹仔マウスで 1回目(66.6%)、2回目(87.5%)で遺伝子

改変マウスの作製に成功した。老齢マウスの卵巣の HE 染色による観察の結果、発育卵胞

数に週齢の差に認められなかった。一方で新生黄体数は、hCG投与後 24hで若齢と比べて

老齢で有意に減少し、排卵応答の低下が確認された。主成分解析の結果、PC1 軸は週齢に

関連する遺伝子が分類され PC2軸はタイムコースに関連する遺伝子が分類された。排卵応



答低下に関連する hCG投与直後の変動遺伝子経路は、若齢では解毒系経路、老齢ではヒス

タミン分解経路が検出された。排卵刺激後の発情周期中のマウスの老化卵巣におけるメッ

センジャーRNA (mRNA) 発現でのマーカー遺伝子の解析結果は周期中の若いマウスでは

二次卵胞の数が大幅に減少していたが、卵胞の数は老齢マウスではほぼ同等だった。 発現

したすべての遺伝子のうち 141 個の遺伝子は、排卵刺激後の若いマウスの卵巣で有意に増

加し、48 時間後に急速に減少した。 老齢マウスでは、刺激後の一過性の遺伝子発現が若年

マウスに比べて減少した。若いマウスの卵胞形成の初期段階で活性化される遺伝子セット

を用いた経路解析により、酸化還元酵素経路が卵胞刺激ホルモンと黄体形成ホルモン/ヒト

絨毛性ゴナドトロピンによって活性化されることが明らかになった。還元酵素の mRNAは

二次卵胞期に補充された膜細胞層に局在しており、若齢マウスのレダクターゼ活性は老齢

マウスよりも有意に高かった。i-GONAD 法で作製された 遺伝子改変マウスは発情周期の

延長を示した。このマウスの卵巣における全トランスクリプトーム解析により、性ホルモン

関連遺伝子経路の低下が実証された。これらのデータは、卵巣の老化によって起こる酸化還

元経路の低下が発情周期の延長に関与していることを示した。 
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