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体外発育培養液への抗酸化剤の添加は

各種哺乳動物の卵母細胞の胚発生能を向上させるか
～受精能及び初期胚の発生能向上を目指して～

69
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要 旨

生殖補助医療(ART)に おいて、体外受精胚移植法の成功率の向上に向けて、低成熟率 ・低受精率 ・胚

の形態的不良のため移植にまで至 らない症例を如何に克服するかが大きな課題 となっている。これまで、

この課題解決に向けた基礎的研究が報告されてお り、活性酸素によるDNA損 害、脂質過酸化、タンパク

質の損傷などの卵子を取 り囲む卵巣卵胞内環境の悪化が重要な要因となっていることが明らかとなってい

る。現在、この卵巣卵胞内環境悪化を軽減する目的で、患者に対する抗酸化剤のサプリメントの服用が試

みられている。さらに、それらの抗酸化剤を直接培地に添加する試みも行われてお り、卵成熟能、受精能

及び初期胚の発生能に対 して有効性が示されている報告も認められる。そこで本論文では、哺乳動物にお

いて体外発育培養液への抗酸化剤の添加が卵母細胞の胚発生能に及ぼす影響を検討 している最近の研究動

向について概説する。
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1.緒 論

現在、不妊症治療として広 く行われている生殖補助医療(ART)に おいて、体外受精胚移植法(IVF-ET)

の妊娠率は胚移植あたり26.4%(日 本産科婦人科学会2009)と されている。この妊娠に至 らない症例 と

して、形態的に良好な胚を移植 しても妊娠に至らない反復不成功例があげられるが、低成熟率 ・低受精率 ・

形態的な胚の質の不良を如何に克服するかが、ARTに おける大きな課題 となっている。 これまで、この症

例を改善するために様々な基礎的研究が行われてお り、特に、活性酸素種と女性生殖との関連を調べた研

究では、活性酸素な どの 「酸化剤」 とそれを消去する 「酸化防止剤」の間のバランスの異常に起因する

DNA損 害、脂質過酸化、タンパク質の損傷などが、卵子を取 り囲む卵巣卵胞内環境の悪化を招 くことが明

らかとなっている(2)(11)。一般に、細胞は活性酸素種に対して抗酸化作用による防御システムを備えてお

り、非酵素系(低 分子抗酸化剤)、酵素系などを中心にして、活性酸素種から細胞を守るシステムが構築

されている(35)。ARTの 臨床現場では、活性酸素種から細胞を守るシステムがうまく機能していないと考

えられる症例において、卵巣卵胞内環境の悪化を防ぐ試みとして、抗酸化剤のサプリメントを適用するこ

とが行われている。 これまで、排卵障害、受精能及び初期胚の発生能低下、卵管障害、子宮内膜症などに

起因する酸化ス トレス軽減を目的 としてコエンザイムQ10(CoenzymeQ10;CoQ10)、 レスベラ トロー

ル、メラ トニン、ビタミンE、 ビタミンCな どが用いられている(31)。また、それらの抗酸化剤を直接培

地に添加する試み(4)(15)(21)も行われており、その卵成熟能、受精能及び初期胚の発生能に対する有効性
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が示唆されている。

本論文では、哺乳動物の卵母細胞の胚発生能の向上を目的に、体外発育培養液に添加 した抗酸化剤が受

精後の胚発生に及ぼす影響を調べた最近の研究を概観して、生殖補助医療現場において今後の抗酸化剤の

活用の展望について言及する。

2.各 抗酸化剤の体外発育培養液への添加の影響

2.1体 外発生培地へのコエンザイムQlo(CoQlo)添 加が胚発生に及ぼす影響の可能性について

最近、多 くのヒト疾患の中でミトコン ドリア機能低下による疾患の治療において、抗酸化作用やATP産

生元進の両面からミトコンドリア機能を改善する目的で、脂溶性のビタミン様物質でキノン構造を有する

補酵素コエンザイムQ10(CoQ10)が 服用されている。このCoQ10は 、細胞内ではミトコンドリアに多

く分布 し、複合体1(NADHデ ヒドロゲナーゼ)、複合体II(コ ハク酸デヒ ドロゲナーゼ)か ら複合体III

(補酵素Q一 シ トクロムcレ ダクターゼ)の 電子授受に関与し、電子伝達系の補酵素として重要な働きを有

すると共に、ミ トコン ドリア呼吸鎖の活性を高め、ATPエ ネルギーの産生を高める重要な物質である(6)

(図1)。
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図1.ミ トコン ドリアの電子伝達系 とATP合 成 におけるCoQloの 機能

また、 ヒトの生体内で酸化型から還元型に変換されて抗酸化作用を示すCoQloは 生体内で生合成可能

な酵素でもあるが、加齢 とともにCoQ10そ のものの体内生産量が低下するとともに、酸化型から還元型

への変換力が低下することが明らかになっている(27)。 これらのことから、ARTの 臨床現場において、加

齢等によ り卵巣卵胞内の細胞のミ トコン ドリア機能が低下 したと考えられる患者がCoQ10を 服用した場

合、血中及び卵胞液中のCoQlo量 の増加によって卵巣卵胞内の細胞のミトコンドリア機能の元進と卵巣

卵胞内環境における酸化ス トレスの軽減を導き、その結果獲得される卵子の卵成熟能や受精能及び初期胚

の発生能の改善が期待される。

Turiら は、ヒトの卵胞液に存在するCoQ10と 卵の受精 ・発育と卵胞液中のCoQ10の 濃度 との相関につ

いて調査 し、卵胞液にはCoQloが 存在 し卵の成熟や胚の質の向上 と相関があったと報告した(39)。 このこ

とより卵子の成熟、受精の過程でCoQloの ような抗酸化剤が生殖細胞の機能維持に関わっていることが

示唆された。実際に、ウシの卵の培養液へのCoQ10の 添加により、フリーラジカルを捕捉することで リ

ボソーム膜の酸化ス トレスを軽減させ胚発育の改善がみ られたとい う報告(34)も あ り、抗酸化 とATPの

合成に関わるCoQ10は 、卵子の成熟から胚盤胞形成やその後のHatchingの プロセスに必要な物質である
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ことが示唆された。以上のことより、マウスにおいても電子伝達系の必須因子であ り抗酸化物質 として生

体内で重要な物質 とされるCoQ10の 体外発育培養液への添加によるマウス卵子の体外受精および体外で

の初期胚発生における効果を検討 し、酸化ス トレスを軽減させエネルギー代謝を賦活させることで卵子の

質を改善させることが示唆される。

経口投与の場合は初めから還元型のCoQ10を 服用することにより、そのまま小腸で吸収され変換され

る必要なく体内でCoQloの 機能を発揮できることが明らかにされているが(図2)、 体外発育培養液への

還元型CoQ10の 添加による卵子の質の改善を目的とした研究は行われていない。現在、我々は、高純度

還元型CoQloを マウス卵子の体外発育培養液へ添加することで、還元型CoQloの 卵子に対する安全性、

卵成熟能、受精能及び初期胚の発生能を確認するとともに、最終的にはヒト卵子への応用を見据えた検討

を行っている。
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図2.酸 化型CoQ10と 還元型CoQ10が 体 内で発揮す るエネルギー量の違い

2.2体 外発生培 地へ のメラ トニ ン添加が胚発生に及 ぼす影響 について

メラ トニ ン(N-acetyL5-methoxytryptamine)は 脳 の松果体 か ら分泌 され るホルモ ンの1つ で、抗酸化

作用 を有す る ことが明 らか となってい る。活性 酸素だけではな く、一酸化窒素や過酸化脂質な ど様 々な ブ

リー ラジカル も消去 する ことが でき、 アル ツハイマー病 やパ ーキ ンソン病 の予 防効果 も期待 されてい る。

また、 メラ トニ ンは直接 フ リー ラジカルを消去 した場合 で も、 自身が酸化 されて も安定で他の物質を酸化

す る ことはな く、さ らにグル タチオ ンペルオキシダーゼな どの酵素系抗酸化剤の活性を高め る効果 も報告

されてい る(29)(図3)。 このよ うな多方面 の抗酸化作用によ って、細胞 内のタンパ ク質、核 内のDNA、 ミ

トコン ドリアな どのダメー ジを防 ぐことができる と考 え られ てい る。
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図3.細 胞内におけるメラ トニンの抗酸化作用

メラ トニ ンの服用 によ り卵巣 内における酸化 ス トレスを低下させ卵の質を向上 させ るこ とは、臨床系の

論文 で も示 され ている。Nishiharaら は、低受精率群 での メラ トニ ンの服用前 と服用後 の受 精率が35.1%

か ら68.2%に まで上昇 し、また胚移植が可能 な胚 の割合 も服用前 の48.0%か ら65.6%に 改善 され、結果

として胚 の利用率が向上 した と報告 してい る(24)。 これは、 メラ トニ ンの服用 による抗 酸化作用が卵胞液

中の活性酸素 を減少 させ、胚質不 良例 に対 して卵子の質を改善 させ るこ とを示唆 してい る。 また。排卵前

の卵胞 液には血清 よ りも高濃度 でメラ トニ ンが存在 する こと(7)や 、穎粒膜細胞 の レセプ ターを通 じて卵

巣 の機能 を調節 している可能性 も示 唆されてお り(37)(38)(42)、 メラ トニ ンの生理作用が睡眠 に関わ る本来

の働 きではな く、女性 生殖 の生理作用 に関わ っている ことが示唆 されてい る。

培養液へのメラ トニ ンの添加は、 ヒ ト以外の哺乳動物卵子で成熟が促進 された とい う報告がある(17)(30)。

またKimら は、卵胞液 には高濃度 のメラ トニ ンが存在 し、穎粒膜細胞か ら分泌 されている ことも証 明 して

いる(19)。 卵胞液 中の穎 粒膜細胞を 回収 し培養 する ことで、培養液 中の メラ トニ ン濃度 が上昇 し、穎粒膜

細胞存在下 でメラ トニンが合成 されている ことが証明 され、メラ トニ ンの前駆体であ る トリプ トファン存

在下でacetylserotoninO-methyltransferase(ASMT)やaralkylamineN-acetyltransferase(AANAT)な ど

のメラ トニ ン合成 のための酵素 の発現 が促 進されてい ることか らも穎粒膜細胞 によって メラ トニ ンが合成

され ている ことが証明 された。 この こ とか ら、体外成熟培 養(IVM)の 際にメラ トニ ン分泌が不十分であ

る と、卵子の細胞質成熟に影響 し核成熟 との不調和に よる胚発生能 の低下が懸念 され、特にIVMは 通常の

IVFよ りも早い 時期 か ら卵子を体外 に出す ため、培養液へ の メラ トニ ンの添加 が成熟率 の向上を もたらす

可能性が示唆 された。実際に妊娠率 ・着床率の上昇 もみ られた ことは、 メラ トニ ンがIVM中 の卵 の細胞質

成熟 とその後の胚発育が促進 したこ とを示唆 している。

2.3体 外発生培 地へ の レスベ ラ トロール添加が胚発生 に及 ぼす影響について

レスベ ラ トロー ルは ポ リフ ェノール に含 まれ てい る化合物 で(40)、 ピーナ ッツ(41)、 桑 の実(33)、 ココ

ア(14)、 イ タ ドリ(9)な どの食品に含 まれてお り、特 にブ ドウ(16)や 赤 ワイ ン(5)に 含 まれている抗酸化物
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質 である。 レスベ ラ トロー ルの生物 学的重要性 は、頻繁に研究されてい る。マ ウスや ラッ トな どを用い た

研究 で は、寿命 延長(13)、 抗癌(16)、 抗 糖尿病(26)、 循 環器系(36)、 認 知症予 防(18)に お いて レスベ ラ ト

ロール が効果 を持つ とい うことが明 らかにな ってい る。 しか し、 レスベラ トロールの生物学的 メカニズム

につ いては、十分 に明 らかにされていない。 これ までの研究で レスベ ラ トロール はSIRT1を 活性化 させ、

ミ トコン ドリア機能を保護 する とい うこ とが示唆 されている(3)。 レスベ ラ トロールのウシの卵子成熟 にお

よぼす効果 とそのメカニズムを調 べた研 究においては、プ ロジ ェステ ロンの分泌が有意 に増加 し、エス ト

ラジオールー17β の分泌が有意 に低下 した。一方、成熟卵子 における細胞 内の活性酸素(Reactiveoxygen

species;ROS)レ ベル を有意に低下 させ 、グルタチオ ンの レベ ルが増加 した(40)。 細胞 内において グル タ

チオ ンは主な抗酸化剤の一つ で、酸化還元ホメオスタシスの維持、ペルオキシ ドの除去、生体異物を解毒す

るな ど中 心 的役 割 を果 た して い る(12)。 ま た レスベ ラ トロ ー ル はSIRT1の 活 性 化 物 質、Sir2(silent

informationregulator2)の 哺乳類相 同体 として知 られてお り(20)、 ニコチ ンアミ ドアデニ ンジヌク レオチ

ド(NAD+)依 存性 クラス皿 ピス トン脱 アセチル酵素 として機能 している(23)。 ∬R71遺 伝子は、穎粒膜細

胞、卵丘細胞、胚盤 胞において発現が確認 され た(40)。 また、Priceら は、 レスベ ラ トロールがAMP活 性

化 タ ンパ ク質キナー ゼを刺激 し、 ミ トコン ドリア機i能を向上す るためには、invivo、invitro両 状態 にお

いてSIRT1の 活性化が不可欠で ある と示唆 している(28)。 動物 モデルにおいて レスベ ラ トロールで処理す

る ことで、SIRT1の 発現パ ター ンが反転す る(32)。 これ らの結果 か ら、 レスベ ラ トロール は、SIRT1の 活

性化を介す ることで卵子成熟、IVF後 の胚発 生においてその効果を及ぼす ことが示 唆され た。

2.4体 外発生培 地へ のビタ ミンCお よびビタミンE添 加 が胚発生 に及ぼす影響について

脂溶性 ビタミンの一種 である ビタミンEは トコフェロール とも呼ばれ、特にD一 α一トコフ ェロール は自

然界 に広 く普遍的に存在 し(1)、 生殖細胞の脂質過酸化を軽減 させ る抗酸化物質 として働 くと考 え られ てい

る(22)。 フ リー ラジカル を消失 させ る ことに よ り、ラジカル とな った ビタミンEは ビタミンCな どの抗酸

化物 質に よ りビタミンEに 再生 される こ とが分 か ってい る(8)。 また、水溶性 ビタミンであ るビタミンC

も強 い還元能力 を有 し、 スーパーオキ シ ド(02-)、 ヒ ドロキ シラジカル(・OH)、 過酸化水 素(H202)な

どの活性 酸素類を、 グルタチオンーアスコル ビン酸 回路 によって消去する ことが明 らか とな っている(25)。

体外発生培地へ添加 したビタミンEや ビタ ミンCの 成熟 、胚発育へ の影響 を調査す る 目的で研究 が行わ

れ てお り、Dalvitら は、体外成熟(IVM)に おける成熟 、体 外受精 における胚 発育への影響 を調 査す る目

的で、 ビタミンC、 ビタミンE、 またはその両方を体外発生培地 に添加 し発生 との関連を調査 している(10)。

卵丘 ・卵母細胞複合体 中の ビタミンEの 濃度 は、 ビタ ミンCを 添加す る ことで高濃度 に保 たれ る ことが分

かったが、IVMに おける卵成熟 は改善 されなか った。 また、胚盤胞到達率 も、 ビタミンC、 ビタミンEの

両方 を添加 した群 で有 意に到達率 が低下 してい る。 これは、ROSがDNA損 害、脂質過酸化 、タ ンパ ク質

の損傷な どを引 き起 こす一方 で、生殖細胞 において一定 の生理作用を有 している ことが示唆 され る。

3.体 外発育培養液へ添加した各抗酸化剤が胚発生に及ぼす影響の分子的作用機序解明への展望

これまでに述べた現在までの知見より、体外発育培養液への抗酸化剤の添加により、各抗酸化剤が細胞

内のタンパク質、核内のDNA、 ミトコンドリアな どの酸化によるダメージを防 ぐことによって初期胚発

生における培養状態を改善させることで、細胞質成熟 とその後の胚発育が促進されることが示唆された。

ただし、どの抗酸化剤を用いるにしても、胚の発育不良が本当に酸化ス トレスによる悪影響の結果なのか、

卵子、胚内の酸化ス トレスが各抗酸化剤によって軽減されているか、指標を用いて検討を行 う必要がある

と考えられる。
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サプリメン トの服用は種類によっては、毎 日数回を連日服用しなければならず、その費用も問題 となっ

てくる。もし、培養液への添加によって胚の質が改善されるのであれば、費用やサプリメント服用のコン

プライアンスの問題 も解消できると考えられる。また、経口投与と培養液の添加を合わせることで、より

高い効果が得られることも考えられる。今後は、卵胞液中の抗酸化剤の活性やプロテオーム解析を進め、

その結果から得 られた知見 と結びつけることで、培養液へ添加した抗酸化剤が胚発生に及ぼす影響の分子

機構解明の切 り口になることが期待される。
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英 文 抄 録

Additionofantioxidantstoculturemediumimproves

oocyteandembryoqualityinmammals?

ShoUchibori1,TaktU●iNishihara2'3andKazuyaMatsumoto1'2

Abstract

Assistedreproductivetechnologiesarewidelyacceptedproceduresforthetreatmentofinfertility.

Unfortunately,thesuccessrateofinvitrofertilizationandembryotransfer(IVF-ET)stillremainslimited

to30-40%duetodevelopmentalandf6rtilizationfailuresandmorphologicalabnormalities.Somestudies

haveindicatedthatoxidativestressmaybeacauseofpooroocyteandembryoqualities.Reactiveoxygen

species(ROS)havebeenlinkedtoDNAdamage,lipidperoxidation,andproteindamageleadingto

deteriorationofovarianreserve.Recentstudieshavedemonstratedthepotentialbenefitoforal

supplementationofantioxidantfbrpatientswithfertilizationdifficultyand/orpoorembryoquality.This

articleprovidesanoverviewofresearchconductedontheeffectivenessofaddingtheantioxidantsdirectly

toculturemedium.
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