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研究成果の概要（和文）：DNA損傷を持つ精子が受精した場合、卵子のDNA修復能力に依存して生物学的な結果が
異なる可能性がある。本研究では、種々のDNA 修復機構を欠損させたメスマウスと酸化剤投与後の野生型オスマ
ウスを用いて「精子の酸化DNA損傷」と「卵子のDNA修復能力」が産仔へ及ぼす影響を解析した。その結果、母親
がOgg1遺伝子欠損の場合にのみ酸化剤投与オスとの交配で産仔数の低下や不妊が見られた。OGG1は酸化グアニン
の修復を行う塩基除去修復の酵素で、8-オキソグアニンを特異的に除去する。この結果から、精子DNAに誘発さ
れた酸化DNA損傷の受精後修復に卵子中のOGG1が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：When fertilization occurs with sperm-bearing DNA damage, the biological 
outcomes may vary depending on the DNA repair capacity of the oocyte. We analyzed the effects of "
sperm oxidative DNA damage" and "oocyte DNA repair ability" on offspring by using several DNA repair
 pathway-defective female mice and wild-type male mice administered oxidants. A decrease in litter 
size and infertility was observed only when mothers were Ogg1 knockout and mated with 
oxidant-treated males. OGG1 is an enzyme involved in base excision repair that specifically removes 
8-oxoguanine, an oxidized form of guanine. These findings suggest the importance of OGG1 in 
post-fertilization repair of oxidative DNA damage induced by sperm DNA.

研究分野： 分子遺伝学

キーワード： 卵子DNA修復　次世代影響　精子DNA損傷　突然変異　ゲノム維持

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は現在のヒトの生殖医療での種々の課題の他、晩婚化に伴う少子化問題、医療放射線被ばくや宇宙
環境での長期滞在での生殖細胞保護など、またヒト以外でも、畜産分野での優良種の維持保存や絶滅危惧種の保
全など、各分野での重要な課題の解決策を見出す分子基盤になることが見込まれる。基礎生命科学分野において
は、生物多様性を創出する生殖細胞変異の役割と意義を考察するための知見が得られることが期待でき、学術的
にも社会的にも意義が大きい。

※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 
精子 DNA に生じた傷は、その程度によっては不妊や流産の原因となり得ることから、高年齢出産
に伴う「卵子の老化」と「出生率の低下」との関連が示唆されている。卵子には本来精子が持ち
込んだ DNA 損傷を修復する能力があり、ある程度の損傷が精子 DNA に存在していても正常な胚
発生を行うことができるが、不正確な修復が生じて発生が進むと、親とは異なるゲノム配列が新
たに発生する de novo mutation (DNM)が増加し、遺伝病や先天異常の原因となる可能性がある。
現時点で、卵子の DNA 修復能力の分子機構に関する情報は少なく、精子 DNA 損傷の許容量も不明
である。 
近年の大規模なヒトゲノム解析により、子のゲノムで新たに検出される DNM の発生率は親の

年齢や性別によっても、また受精卵から次の配偶子形成までのステージ間でも異なることが知
られている。特に精子形成過程後期と初期胚の時期に変異が高頻度に発生する傾向がある
(Lindsay, Nat Commun 2019)。DNM の約 10％は受精直後の胚で発生するという所見から(Sasani, 
eLife 2019）、精子が持ち込む DNA 損傷が影響している可能性が考えられた。成熟精子は細胞質
成分のほとんどを失い、ゲノム DNA は高度に凝縮しており DNA 修復機構も働かない。そのため精
子形成後期に誘発された DNA 損傷は受精卵によって持ち込まれる可能性がある。ヒトでは DNM 頻
度は父親の年齢だけでなく、母親の年齢にも影響されること (Goldmann, Nat Genet  2018)、
母親の年齢の上昇に伴い卵子中の DNA 修復効率が低下することが知られている(Horta, Hum 
Reprod  2020)。細胞にはにはさまざまな種類の DNA 損傷が自然に発生し、損傷依存的に適切な
DNA 修復経路が働くため、精子 DNA 損傷と卵子側の DNA 修復機構の組合わせは正常な胚発生に重
要であると予測される。しかし実際に精子 DNA 中のどのような種類の損傷が DNM 頻度に影響す
るのか、また胚のゲノムの安定維持において卵子側の因子がどの程度重要なのかは不明である。
近年、加齢による不妊率の増加と酸化ストレスとの関連が示唆されていることから（Aitken, 
Reproduction 2020)、本研究では精子中の酸化 DNA 損傷に注目した。 
 
２．研究の目的 
精子の DNA 損傷に対して卵子側のどの DNA 修復因子が正常な胚発生と突然変異抑制に重要なの
かを明らかにすることを目的とし、本研究では精子ゲノムの酸化 DNA 損傷に注目して実験系の
確立と各種解析を行った。具体的には、塩基除去修及び DNAミスマッチ修復に属する DNA 修復遺
伝子を欠損させたマウスを用いて、オスへの酸化剤投与の影響が産仔と生殖細胞突然変異に及
ぼす影響を解析した。 
 
３．研究の方法 
[遺伝子改変マウス] 
今回使用したマウスはそれぞれ Ogg1, Mutyh, Msh2 の遺伝子を欠損させた３系統の遺伝子改変
マウス（遺伝的背景は C57BL/6J）及び野生型マウスを用いた。Ogg1 遺伝子は、グアニンの酸化
体である 8-oxoguanine を認識し除去する活性を持つ塩基除去修の酵素の OGG1（8-oxoguanine 
DNAグリコシラーゼ）をコードする。Mutyh遺伝子は、8-oxoguanine とアデニンの誤対合を認識
しアデニンを除去する活性を持つ塩基除去修の酵素の MUTYH（アデニン DNAグリコシラーゼ）を
コードする。Msh2 遺伝子は DNAミスマッチ修復の MSH2 をコードしており、DNA複製の際に生じ
る誤塩基対やループ構造を認識する。ミスマッチ修復は酸化 DNA 損傷の修復にも関与すること
が知られている。各遺伝子改変マウスはそれぞれの遺伝子の改変アレルのヘテロで系統維持し、
解析実験用のホモ欠損マウスを得る際にはヘテロの雌雄を交配して得られた F1 の仔を用いた。
野生型マウスは同腹仔またはクレアより購入した C57BL/6J マウスを用いた。全てのマウスは、
温度、湿度、明暗サイクルが適切にコントロールされた SPF 施設内で定められたガイドラインに
則って飼育された。 
 
[実験 1:オスマウスへの酸化剤投与と交配実験] 
臭素酸カリウム(KBrO3、酸化剤)の粉末試薬（Sigma-Aldrich, code No. 309087）を RO 水に溶解
し 0.2%溶液を調整し、滅菌フィルターを通しマウス飼育用給水ボトルに入れ飼育ケージにセッ
トした。KBrO3溶液はケージセットの直前に作成し、交換は１週間に１度の頻度で行った。離乳
後の生後 4 週齢のオスマウスに自由飲水形式で 0.2% KBrO3を 4 週間連続投与した。8週齢の時
点で投与を終了し、同週齢(8週齢)のメスマウスと同一のケージに移し通常の水で飼育し、自然
交配を開始した。非投与コントロールオスマウスは通常の水を与えて飼育し、投与群と同じタイ
ミングでメスとの交配を開始した。それぞれのペアは約 6 ヶ月間自然交配を継続し、出産日、産
仔数、生存率、出産回数などを記録した。一度も出産しなかったペアは解析から除外した。マウ
スの精子形過程を考慮し、本実験の解析では交配開始から出産までの日数によって期間を分け
て、1st period は〜39日までの出産とし、2nd period は 40〜79日、3er period は 80〜119日と
した（Fig.1）。 
 



 
Fig.1. 交配実験スケジュールと産仔のモニタリング 
 
[実験２：生殖細胞変異の解析] 
親と仔のゲノム配列を比較し、親が持たず仔の世代で新たに検出される変異(de novo mutation: 
DNM)を抽出するために次世代シーケンサーを用いて全エクソン解析を行った。尾または臓器（心
臓,肝臓）の一部を使用して QIAamp Fast DNA Tissue Kit（株式会社キアゲン）を用いてゲノム
DNA を精製し、Mouse All Exon V2, SureSelectXT Library Prep Kit（アジレントテクノロジー
株式会社）を用いてライブラリー作成、NovaSeq 6000(イルミナ株式会社)にて 150bp ペアエンド
でシーケンスを行った（受託解析）。fastq ファイルを用いて BWA-MEM によるマウスリファレン
スゲノム mm10 へのマッピング、ApplyBQSR(GATK4)によるキャリブレーション（dbSNP142 使用）
の後、GATK4 の親子トリオ解析にて DNM 候補の検出を行った。偽陽性除去のためコールされた
SNVと INDEL候補に対してそれぞれに設定された Hard filteringを適用し、さらにマニュアル
キ ュ レ ー シ ョ ン に て DNM を 抽 出 し た 。 DNM デ ー タ を 用 い て SigProfiler
（https://cancer.sanger.ac.uk/signatures/tools/）にて変異シグネチャー解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
実験 1:オスマウスへの酸化剤投与と交配実験 
オスマウスへの KBrO3投与による酸化ストレス負荷が産仔数へ与える影響を解析した。今回解析
した交配数は合計 214 ペアで、雌雄マウスの遺伝子型とオスへの KBrO3投与の有無による交配ペ
アの内訳を Table 1.に示す。非投与オスまたは KBrO3投与オスとの交配における全期間の平均
産仔数は、メスが野生型の場合 5.7±2.3,6.4±2.3、Ogg1-/-の場合 5.9±2.2,5.8±2.7、Mutyh-/-

の場合 5.9±2.7,7.1±2.7、Msh2-/-の場合 5.3±1.8,4.6±2.7であった。出産時期(period)ごと
に集計すると、メスの遺伝子型が野生型、Mutyh-/-の場合、オスの遺伝子型や KBrO3投与の有無に
関わらず、非投与に比較して産仔数の変動はなかったが、一方でメスが Ogg1-/- の場合には、1st 
period における産仔数がオスの KBrO3投与で有為に減少していた（p=0.0025,t-test,Table2, 
Fig.2）。Msh2-/- の場合、全期間を通して産仔数が野生型に比較して少ない傾向があったが、オ
スへの酸化剤投与の有無による産仔数の差は認められなかった。 
 
Table1. Number of mating pairs 
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＜産仔の記録＞

投与開始

mother genotype
mating pair Msh2-/-Mutyh-/-Ogg1-/-WT

913121CWT

father 
genotype, 
treatment

1717229KBr
--1926COgg1-/- --5238KBr
-10-9CMutyh-/- -4-41KBr
2--8CMsh2 -/- ---10KBr

Table 1. Number of mating pairs

C: control group, KBr: potassium bromate-treated group



Table 2. Parity and litters 

 
 

 
Fig.2. 産仔数プロット 

y軸は１匹のメスマウスの出産あたりの産仔数、x軸は交配開始から出産までの日数とし、メス

マウスの遺伝子型別にプロットした。赤マルは KBrO3投与オスとの交配、青マルは非投与コント

ロールのオスマウスとの交配での産仔数を示す。赤および青の線はスプライン曲線を、帯は信頼

区間を示す。1st,2nd 3rdperiod はそれぞれ異なる背景色で示した。 
 
 
1st period の期間に生まれた仔は交配開始から約 20日以内に受精した群である。この間に受精
した精子は、精子形成過程後期に減数分裂を終えて半数体の spermatid から成熟精子になるま
での期間に酸化剤に暴露されいたことになる。この時期 DNA 修復はほとんど働かないため未修
復の DNA 損傷が精子ゲノムに残存していると考えられる。Ogg1-/-メス の 1st period での産仔数
のみが低下したことから、酸化ストレスを受けた精子の受精後修復には OGG1 が重要であること
が示唆された。OGG1 はグアニンの酸化体である 8-オキソグアニンを除去する塩基除去修復酵素
であるため、修復機構が働かない Ogg1-/-オスを用いると、オスへの酸化剤投与により精子形成
過程で誘発された 8-オキソグアニンは修復されずにより蓄積するので、産仔への影響を効率的
に観察可能と考えられた。そこで次に雌雄マウスの個体差による影響の可能性を検証する目的
で、KBrO3投与した３匹の Ogg1-/-オスマウスを用いて、オス 1匹に対して Ogg1-/-メスと野生型メ
ス各１匹、計 3匹を同一ケージに移し自然交配を行った。1st period における産仔数は Ogg1-/-メ
ス 1±1.7、野生型メス 5.3±1.2 となり Ogg1-/-メス の 1st period における産仔数が同じオスマ
ウスと交配した野生型メスの産仔数に比較して有為に少なかった（Fig.3, p =0.04,Wilcoxon-
test）。一方 2nd、3rd period における産仔数は野生型と比較して差がなかった（Fig.3）。これ
らの結果より、Ogg1-/-メスマウスの妊娠・出産効率は精子 DNA 損傷がなければ野生型メスマウス
と同程度だが、精子が酸化 DNA 損傷を有する場合には産仔数の減少を引き起こすことが示され
た。 

Msh2MutyhOgg1WTmother

KBrCKBrCKBrCKBrCfather
62471511217parity

1st
period

2282838556612441total pups 
3.74.07.05.43.76.05.95.9Av. litter size

1.862.830.822.572.021.791.410.70SD
868926123116parity

2nd
period

383357591817220495total pups 
4.85.57.16.67.06.06.65.9Av. litter size
2.821.643.522.882.521.812.282.05SD
325625152912parity

3rd
period

191236331519420470total pups 
6.36.07.25.56.06.37.05.8Av. litter size
1.151.411.922.662.572.342.262.89SD

Table 2. Parity and litters
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Fig.3. Litter size in Ogg1-/- and WT females 
マウスの交配の形式の説明を左図に示す。右図は産仔数をメスマウスの遺伝子型別に出産時期

ごとにプロットした。1st period で Ogg1-/-メスの産仔数が野生型メスに比較して有為に低下し

ている(p=0.04,Wilcoxon)。 

 

実験２：生殖細胞変異の解析 

 

親マウスが酸化 DNA 損傷の修復機構を欠損している場合に、仔に新たな変異（DNM）が発生する

可能性がある。そこで、Ogg1-/-または Mutyh-/-遺伝子それぞれのホモ欠損マウス、Ogg1-/-と Mutyh-
/-の両方の遺伝子をホモ欠損したダブルノックアウトマウスの雌雄の交配を２組づつ行い、両親

とその仔のゲノム DNA を用いた解析を行った。親の体細胞で検出されず、仔の体細胞で約 50%の

アレル頻度で見つかる変異を DNM として抽出した。野生型として C57BL/6 の親子マウス全ゲノ

ムシーケンスデータ（Iyer et al. PLoS Genet.2018, e1007503)をデータベースより入手し同一

パイプラインで解析した。結果を Fig.4.に示す。 

 

 
Fig.4. De novo gemline mutation rate in mice families 
左はトリオ解析用マウス交配図。右は各マウス系統での変異率。 

 

 

１世代 1塩基あたりの変異率(/bp/generation)は野生型親子で 5.4×10-9であった。Ogg1-/-親子

では 6.5×10-9、Mutyh-/-親子 6.5×10-9であり野生型に近い値を示した。一方 Ogg1-/-/Mutyh-/-ダ
ブルノックアウトマウスの親子では 211.2×10-9 と野生型および単独遺伝子欠損マウスの 30 倍

以上もの高い変異率を示した。この結果は、人為的に酸化ストレスを与えない通常の飼育環境下

でも、生殖細胞中で発生する活性酸素種によって 8-オキソグアニンが恒常的に発生しているこ

と、それにより誘発される突然変異の抑制には OGG1 と MUTYH の両方が重要であることを示して

いる。 

 

精子の DNA の損傷は、加齢やウイルス感染、物理的・精神的ストレスにより、また放射線被ばく

や抗がん剤治療など様々な要因で誘発される。それらの異なるゲノムストレスは異なる種類の

DNA 損傷を誘発し、精子中でも多様な DNA 損傷が発生すると考えられる。異なる種類の DNA 損傷

に対してそれぞれ適切な DNA 修復経路が働く。従って、受精後修復には、精子の DNA 損傷の種類

に対して適切な DNA 修復機構が働く必要がある。前述の様々なゲノムストレス要因の多くは結

果的に生体内で酸化ストレスを誘発することから、今回の研究では酸化ストレス負荷による影

響に注目し、受精後修復に必要な卵子側因子の候補の一つを見出すことができた。しかし依然と

して「卵子が持つ精子 DNA 損傷を修復する能力」に関しては世界的にみても未だ情報が少ないた

め、今後さらなる研究の継続が必要である。 
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