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研究成果の概要（和文）：ウシをモデルに用いて、加齢に伴う卵子の能力低下の原因の解明とその制御方法を検討した
。遺伝子発現解析の結果、卵子周囲の顆粒層細胞の質が加齢個体で低下し、これを若齢由来に入れ替えると卵子の質が
改善した。また加齢個体の卵胞液の性状も卵子に悪影響を与えており、これを変えることで卵子の質が改善することが
分かった。加齢に伴い卵子のミトコンドリアの質は低下するが、卵子内にはミトコンドリアの異常を検知して、合成と
分解を介して更新するメカニズムの存在を示した。さらにレスベラトロール処理が、ミトコンドリア品質管理機構を介
して卵子の質を回復させることが出来ることを示した。

研究成果の概要（英文）：Present study investigated casual factors of the age associated deterioration of 
oocytes by using cows as a model animal, and showed that granulosa cells and follicular fluids of aged 
cows induced dysfunctions of oocytes. Results obtained in this study suggest that given granulosa cells 
and follicular fluid are replaced with those derived from younger cows, developmental competence of the 
oocytes derived from aged cows would improve. In addition, present study demonstrated the presence of 
mitochondrial quality control system in oocytes, through which oocytes replenish mitochondria in response 
to induced mitochondrial dysfunctions. In addition, present study showed that resveratrol induced 
mitochondrial replenishment by enhancing mitochondrial quality control system.

研究分野：動物生殖学
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１．研究開始当初の背景 
少子化は大きな社会問題であるが、初産年

齢の上昇によって、加齢に起因する卵子や

胚の異常が増加している。そのため加齢に

伴う卵子の質低下の原因解明とその制御方

法の解明は喫緊の課題であり、この原因の

候補としては卵子内のミトコンドリアの質

的、量的減少やそれに起因する活性酸素が

あるが、加齢に伴う卵子の質低下を惹起し

ている原因は同定されてない。ヒトの卵子

の研究には倫理的制約があり、モデル動物

の卵子を用いる必要があるが、マウスは卵

子の選抜過程や寿命など多くの点がヒトと

異なり、良質なモデルとは言えない。そこ

で長寿でヒトと卵子の形成過程が似ている

モデル動物を用いて加齢に伴う質低下の原

因を検討しその制御方法を明らかにする必

要があった。 
 
２．研究の目的 
本研究ではヒトと卵子の選抜過程や加齢に
伴う内分泌的変化が似ており、さらに寿命が
長く、多くの検体の入手が可能なウシをモデ
ルにして、加齢に伴い卵子内の変化を詳細に
とらえ、ミトコンドリアの質やそれを管理し
ているメカニズムを解明し、この質を改善す
る方法及び卵子の質低下を引き起こしてい
る外的要因を明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1)加齢個体（120 か月以上）卵子の内部で起
こっていることの事象を明らかにするため
RNAseq を用いて卵子および初期胞状卵胞内
の顆粒層細胞について調べた。また ATP や活
性酸素などミトコンドリアの質について検
討した。 
(2)卵子周囲の細胞に加齢に伴う質低下が観
察されたことから、周囲の細胞が加齢卵子の
どのように悪影響を及ぼすのかについて検
討した。最初に細胞を未成熟卵子の体外発育
系に外挿する培養系を確立し、その後細胞の
添加試験を行った。また周囲の環境が卵子の
能力に及ぼす影響について明らかにするた
め加齢もしくは若齢の卵胞液の卵子の質に
及ぼす影響を検討した。 
(3)研究(1)のレスベラトロールの効果を受
けて初期胞状卵胞由来卵子の体外培養系へ
のレスベラトロールの添加効果について検
討した。 
(4)ミトコンドリアの異常が卵子において観
察された結果から、体細胞にあるミトコンド

リアの品質管理機構が卵子の中にあるのか
どうかを検討するため、ブタ卵子を Carbonyl 
cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP)
にて２時間処理しその後のミトコンドリア
の 合 成 機 構 や マ イ ト フ ァ ジ ー 、
AMP-activated protein kinase (AMPK) や
silent mating type information regulation 
2 homolog (SIRT1)の活性を比較した。 
(5)CCCP 処理後 AMPK や SIRT1 が活性化し、そ
の後ミトコンドリアの合成が起こる結果か
ら SIRT1 や AMPK を活性化させるためレスベ
ラ ト ロ ー ル や 5-Aminoimidazole-4- 
carboxamide ribonucleotide(AICAR)で卵子
を体外成熟時に処理し、ミトコンドリアの合
成や分解機構および卵子の質を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)遺伝子発現を卵核胞期、第２減数分裂中
期の卵子および初期胚(>8cell)を用いて若
齢と加齢間で比較したところ第２減数分裂
中期での遺伝子発現差が大きく、活性酸素に
よる障害やミトコンドリの機能不全に関連
付けられる遺伝子の発現が亢進していた。特
に卵の体外授精による受精成績が加齢によ
って顕著に劣化する事が観察されたためこ
れを指標にNアセチルシステインや様々な抗
酸化剤を添加したが受精成績は改善しなか
った。一方でレスベラトロールの添加は受精
成績を大幅に改善し、SIRT1 の亢進が卵によ
い効果をもたらすと考えられた（参考文献
18）。また初期胞状卵胞（直径 0.5-0.7mm）を
加齢個体と若齢個体から切り出し体外培養
すると卵子の発育能力が加齢個体で低く、加
齢の影響は未熟な卵子にも及んでいること
が明らかになった。さらに遺伝子発現解析に
よって加齢個体の卵子の顆粒層細胞では遺
伝子発現プロファイルが退行卵胞様になっ
ていることもわかり加齢に伴う卵子の質低
下も卵子の質低下の原因であると考えた（参
考文献 15）。 
(2）初期胞状卵胞由来の卵子顆粒層細胞複合
体(OGCs)に他の個体の顆粒層細胞を追加す
ると細胞は OGCs に取り込まれ卵子の発育を
支持することが分かった。OGCs の細胞を全て
入れ替えても卵子の発育が得られることも
分かった（参考文献 13.14）。この培養系を用
いて加齢個体の細胞を若齢の個体の OGCs に
追加する実験を行ったところ、面白いことに
OGCs の体外発育は加齢個体の細胞を追加し
た時に低下し、若齢のそれでは影響を受けな
い結果となった。このため加齢に伴う卵子能
力低下の原因は細胞にもあることが示され
た。卵胞液に関する検討では加齢個体の卵胞
液は若齢個体の卵子の能力を損ない、若齢個
体の卵胞液は加齢個体の卵胞液の能力を改
善する結果を得たため、卵子が曝される卵胞
液も卵子の質低下の原因となっていること
を示した（参考文献 3） 
(3）レスベラトロールを加齢ウシの初期胞状
卵胞培養系に添加したところ顆粒層細胞の



遺伝子発現プロファイルが退行様から正常
なものに変化した。また体外発育卵子のミト
コンドリア数を増やし卵子の能力を改善し
た。このことからレスベラトロールは細胞に
働きかけ OGCs の発育を改善し、ミトコンド
リアに働きかけて卵子の発育能力を大きく
改善する能力があることを示した（参考文献
10.12）。 
(4）卵子のミトコンドリの品質管理機構がど
のようになっているのかを調べるために卵
子をミトコンドリアの脱共役剤 CCCP で処理
すると ATP 合成が低下し、リン酸化 AMPK や
SIRT1 のタンパク発現が増加し、その後ミト
コンドリアの分解と合成が同時に亢進する
結果を得たため卵子内部にもミトコンドリ
アの品質を管理しているメカニズムがある
ことを示した（文献 9）。 
(5）ブタやウシの胞状卵胞卵子の体外成熟培
地に SIRT1 や AMPK の活性化剤であるレスベ
ラトロールやAICARを添加したところレスベ
ラトロールではミトコンドリアの機能が向
上し卵子の体外発育能力が改善した。さらに
ミトコンドリアの合成を促す TFAM の遺伝子
発現上昇とミトコンドリアDNA増加とミトコ
ンドリアの分解を制御するオートファジー
が増加することが観察された。そのため、卵
子中のミトコンドリア品質管理機構はレス
ベラトロールによって亢進できることを示
した（参考文献 16）。さらに AICAR の添加も
卵子のミトコンドリアの機能を改善し卵子
の体外発育能力を改善することを示した（参
考文献 11）。 
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