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L -カルニチン添加体外成熟培地が
マウス卵子細胞質内活性酸素種に与える影響
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要　　旨

本研究では、私たちが以前報告した、修正 TaM培地へ L-カルニチンを添加した体外成熟培地を用いた

マウス未成熟卵子への体外成熟培養をおこない、卵子細胞質内で産生される活性酸素種に与える影響を検

討した。修正 TaM培地へ L-カルニチンをそれぞれ 1mM,�2mM,�5mM,�10mM添加し体外成熟培養をおこ

なった結果、82〜98％が正常なMⅡ期卵子へと発生した。次に、各 L-カルニチン添加区において、正常

に発生した体外成熟卵子は、卵子細胞質内における活性酸素種の産生を蛍光輝度より測定した。その結果、

活性酸素種の産生は、それぞれ 353.61±15.34〜415.62±25.82�pixel の蛍光強度を発しており、全て

の L-カルニチン添加区は、非添加区（581.82±43.33�pixel）と比較し過剰な活性酸素種の産生を抑制す

ることが示された。
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１．緒　　論

近年、生殖補助医療を目的とした様々な生殖工学技術の普及により、その技術向上の観点から卵子にお

ける代謝や発生機構における研究の重要性が高まっている。山田らは、卵子の発生過程において、内在性

酸化ストレスがミトコンドリア機能を低下させることで質的障害を起こすことを示している（1）。この要因

の一つとして、卵子細胞質内で産生過剰となった活性酸素種がタンパク質や脂質などの細胞組織を酸化的

に修飾し、卵子への生理機能に異常をもたらしている（2）。また、卵巣内卵子あるいは排卵される卵子内に

おける活性酸素種の産生は、加齢と共に増加することにより、その後の細胞質へのミトコンドリア機能低

下あるいはそのエネルギー供給の枯渇化が進行する（3）。Miki らは、卵巣内から得られる排卵前の未成熟

卵子を用いた体外成熟操作へ複数の培地を混合することにより、ミトコンドリア分布の正常性が保持する

ことを示した（4）。我々も卵巣内卵子の有効利用を目的として、成熟齢に達した ICR 系マウス卵巣から GV

期卵子�を回収し、修正 TaM培地へ L-カルニチンを添加した体外成熟培地で培養したところ、胚盤胞期胚

への発生成績の改善と正常な産子への発生を認めた（5）。これらの結果は、添加した L-カルニチンが活性

酸素種の酸化的修飾を抑制し、胚盤胞期胚の細胞数を減少させている TNF-αのアポトーシス誘導を抑制

していると考えられた（6,�7）。しかし、活性酸素種による影響は、体内における LHサージによって惹起さ

れる排卵前のシグナルにおいて、活性酸素種の卵巣内産生が必要不可欠であることから（8）、体外成熟操作

において卵子細胞質内の活性酸素種量の調整が必要であることが考えられる。
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本実験では、L-カルニチン添加体外成熟培地を用いて、成熟齢に達した雌マウスから回収した未成熟卵

子の体外成熟培養をおこない、卵子細胞質内で産生される活性酸素種に与える影響を検討した。

２．材料および方法

（1）供試動物

本実験に関する供する実験動物の飼養と管理および動物実験の立案や苦痛度の管理は、近畿大学動物実

験規定に基づき実施された。

供試動物として、成熟齢に達した ICR 雌マウス�（株）�紀和実験動物研究所）を用いた。マウスは、清浄

度のある飼育室へ搬入後、12.5 時間照明下において 1週間以上順化した後（明期：7:00-19 :30、暗期：

19:30-7 :00）、実験に供試した。飼育環境は、室温 23±2℃、湿度 50％管理下における空調システムに

おいて、飼料（CRF1R：オリエンタル酵母工業�（株））を不断給餌とし、飲料水は自由摂取させた。

（2）体外成熟培地の調整

体外成熟培地の調整は、Miki らが開発したαMEM培地および TYH培地をそれぞれ等量ずつ混合した

TaM培地（4）を基本として、5％FBS を添加した修正 TaM�（mTaM）�培地を用いた（9）。次に、L-カルニチ

ン（ロンザジャパン�（株））の添加は、松浦ら（5）の方法に準じておこなった。すなわち、調整したmTaM

培地へ、それぞれ、1mM,�2mM,�5mM,�10mMとなるように L-カルニチンを添加した。調整された各体外

成熟培地は、炭酸ガスインキュベーター内（37℃,�5％CO2�in�air）で平衡されたものを使用した。

（3）体外成熟操作

成熟齢に達した ICR 雌マウスに、血清性性腺刺激ホルモン（セロトロピン：あすか製薬�（株））を 7.5 単

位となるように、腹腔内投与した。血清性性腺刺激ホルモン投与 46 時間後、卵巣を摘出し、mCZB-

HEPES 培地へ 0.1％�Hyaluronidase（SIGMA）を添加した採卵用培地内で卵巣を細切することにより、未

成熟卵子（以下、GV期卵子）を回収した。得られた GV期卵子は、同培地内においてキャピラリーによる

ピペッティング操作により卵丘細胞を除去した後、各濃度に調整した L-カルニチンを添加したmTaM培

地内に移し、炭酸ガスインキュベーター内（37℃,�5％�CO2�in�air）で 16時間体外成熟培養をおこなった。

体外成熟操作後、回収した卵子は、卵核胞崩壊および第一極体の放出を指標にし、形態学的に正常に発生

したMⅡ期卵子を確認した（10）。正常に発生したそれぞれの卵子は、新鮮な各濃度に調整された L-カルニ

チン添加mTaM培地内へ移し、活性酸素種の検出操作に供試するまで培養した。

（4）活性酸素種の検出

活性酸素種の検出は、Nodaら（11）の方法を修正しておこなった。活性酸素種の検出には、CM-H2DCFDA

（C6827：Molecular�Probes）�を用いた。CM-H2DCFDA（以下、DCFDA）は、DMSO を用いて 1mMとな

るように溶解した。次に、調整した 1mM�DCFDA を mKSOM培地内に 1μMとなるように添加した。この

培地内へ L-カルニチンを添加した各体外成熟培地で正常に発生したMⅡ期卵子を直ちに移し、炭酸ガス

インキュベーター内（37.0℃,�5％CO2�in�air）で 10分間培養した。その後、MⅡ期卵子をmKSOM培地内

で洗浄し、ガラスチャンバー上に 5μL滴下したmKSOM培地ドロップ内に各卵子を移し、蛍光顕微鏡下

（Leica：DMI�6000B）にてMⅡ期卵子細胞質内に産生した活性酸素種を可視化した。さらに、蛍光検出さ

れた活性酸素種の産生量は、LAS-AF ソフトウエア（Leica）を用いて蛍光輝度（Pixel）を測定することに

より求めた。
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（5）統計学的解析

本実験操作における全ての統計学的処理は、Stat�View-J�5.0 ソフトウエアにより、各実験区について分

散分析値を求めた後、Fisher の PLSD により有意差の検定をおこなった。なお、統計学的な有意差の表値

については、5％水準以下とした。

３．結　　果

各濃度の L-カルニチンを添加したmTaM体外成熟培地による ICR マウスの未成熟卵子を用いた体外成

熟成績を表１に示した。各濃度の L-カルニチン添加体外成熟培地を用いた卵核胞崩壊率は、それぞれ 87

〜98％であり、非添加区（91％：41/45）と比較し有意な差は認められなかった（P＞0.05）。また、体

外成熟率は、それぞれ、82〜98％が形態学的に正常なMⅡ期卵子へと成熟することを確認した。また、

L-カルニチン非添加区においてMⅡ期へ発生した体外成熟卵子 89％（40/45）と比較して、有意な差は

認められなかった（P＞0.05）。

表１．L-カルニチン添加体外成熟培地における体外成熟成績

添加濃度 GV期卵子数 卵核胞崩壊数�（％） MⅡ期卵子発生数�（％）

0mM�（非添加） 45 41�（91） 40�（89）

1mM 45 39�（87） 37�（82）

2mM 45 42�（93） 41�（91）

5mM 45 44�（98） 44�（98）

10mM 45 44�（98） 42�（93）

n = 3 P＞0.05

表 2には、各 L-カルニチン添加mTaM培地において発生した体外成熟卵子を用いて、卵子細胞質内活

性酸素種の産生を DCFDA により検出した。L-カルニチン添加区のそれぞれは、1mMでは 409.62�pixel

の平均輝度であり、2mMでは、415.62�pixel、5mMでは、353.61�pixel、10mMでは、357.92�pixel の

平均輝度を示した。いずれの L-カルニチン添加においても、非添加区（581.82�pixel）と比較し、卵子細

胞質内活性酸素種の産生を有意に抑制した。

表２．L-カルニチン添加体外成熟培地における卵子細胞質内活性酸素種の蛍光輝度成績

添加
濃度

0mM�（非添加） 1mM 2mM 5mM 10mM

平均
輝度�

581.82±43.33�a 409.62±24.00�b 415.62±25.82�b 353.61±15.34�b 357.92±11.54�b

n = 3 単位：pixel　Mean±SEM　�異文字間で有意差有り（P＜0.05）
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図１には、過剰排卵処置で得られた排卵卵子と比較した場合における卵子細胞質内活性酸素種の産生比

較値を示した。5mM（353.61�pixel）および 10mM（357.92�pixel）L-カルニチン添加区において、排卵

卵子（481.72�pixel）と比較して、有意な差が認められた（P＜0.05）。

図１．L-カルニチン添加体外成熟培地における卵子細胞質内活性酸素種への影響

４．考　　察

排卵過程は、結果的に卵丘細胞によって囲まれている成熟卵子の放出を引き起こす下垂体における黄体

形成ホルモン（LH）の中間期サージによって惹起される（12）。活性酸素種の産生は、マクロファージ・好

中球のような炎症性細胞に起源をもち、ラット卵巣では、排卵前における卵胞において LHサージが誘起

される前に、マクロファージや好中球が著しく増加することが示されており（13）、それらの枯渇は排卵に

障害を起こす要因となる（14,�15）。しかし、体外操作および培養等において蓄積した活性酸素種は、ミトコ

ンドリアNAD＋を枯渇するMitochondrial�permeability�transition�pore を通じてミトコンドリア機能不全

を誘引する（16）。一方、初期胚のエネルギー代謝は、発生段階に応じて変化してピルビン酸代謝や 8細胞

期以降のグルコース代謝が ATP 産生源となっていており、ATP レベルの低下が卵子の質や発生能を低下さ

せる。同様に体外成熟由来卵子においても初期発生は、体内成熟卵子と比較して低率である（17,�18）。本来、

体内で成熟する卵子は LHサージ後すぐに、減数分裂を再開し卵核胞崩壊、染色体凝集そして第一極体放

出がおこり、来るべき受精・胚発育に備えるが、体外で成熟する卵子では、この過程において LHサージ

の影響を受けていないところに違いがある。卵子は LH受容体を発現していないため、卵巣体細胞に作用

し、そこから産生される局在因子がパラクライン作用により、卵子の機能を調整していると考えられてい

る（19）。近年、LH刺激により顆粒膜細胞と莢膜細胞から insulin-like�3 が産生され、卵核胞崩壊を促進さ

せることが明らかとなった（20）。また、第一減数分裂終了時までに、受精および胚発育能に細胞質の成熟

が重要とされているが、これは初期卵胞の発育に必須である Brain-derived�neurotrophic�factor がパラク

ライン因子として卵子に作用し、第一減数分裂と細胞質の成熟を誘導することが明らかにされている（21）。

体外成熟卵子における初期胚発生は、体内成熟卵子と比較して低率を示す。これは、体外成熟卵子におけ

る核成熟が、形態学的観点より受精および初期発生を引き起こすために十分な状態であるにもかかわらず、
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活性酸素種の過剰産生が要因となっている細胞質成熟の不十分さが指摘されている（22）。これらから、体

外成熟卵子は、LHサージを受ける時に蓄積する体内成熟卵子内活性酸素種量より、体外成熟培養中に蓄

積される活性酸素種量が大きいため、初期胚発生が低率であると考えられる。

体内成熟卵子内における活性酸素種量は、LHサージにおけるパラクライン因子によるもので調整され

ていると考えられるが、本実験における L-カルニチンが卵子細胞質内の活性酸素種量を抑制した要因とし

て、脱アセチル化酵素である Sirtuin ファミリーに属する SIRT3（23）が関係していると考えられる。Sirt3

は、ミトコンドリアにおけるエネルギー代謝の制御に加え、ミトコンドリアマトリクスに局在する抗酸化

酵素Mn-SOD（Sod2）などの抗酸化機能持つ因子の機能調節を介して活性酸素種の消去機構に働くことが

知られており（17）、さらに、受精後の現象に移行した時、母性由来の SIRT3 は体外受精と培養中において

酸化ストレス状況に対し、初期胚の保護における重要なタンパク質として明らかにされている（24）。この

SIRT3 は、ステロイド産生の代謝と還元状態の保護として働いており（25）、炎症に関連する排卵時の LH

を引き起こすシクロオキシゲナーゼ 2�（COX-2）はステロイド産生細胞におけるオキシゲナーゼ反応の副

産物である活性酸素種を産生することから（26,�27）、細胞質内の活性酸素種量を適正値に調整する機構を

担っていることが考えられる。また、Sirt3の発現は骨格筋において、アセチル-L-カルニチン添加により

上昇することが認められている（27）。これは、グルコースや脂肪酸の分解によって産生されたミトコンド

リア内のアセチル -CoA が、カルニチンアセチルトランスフェラーゼ（CAT）の作用により、L-カルニチ

ンと結合してアセチル-L-カルニチンとしてミトコンドリア外の細胞質に輸送され、核に移行し、アセチ

ル-L-カルニチンが、L-カルニチンとアセチル -CoA に分解され、アセチル -CoA はヒストンアセチルトラ

ンスフェラーゼ（HAT）の作用によってヒストンをアセチル化したものと考えられる（28）。さらに、この

過程における L-カルニチンとアセチル -CoA への分解に、脱アセチル化酵素である SIRT3 が働き、分解さ

れたアセチル -CoA のヒストンアセチル化が SOD-2 などの抗酸化因子を活性化させたと推測される。これ

らから本実験において、体外成熟培地への L-カルニチン添加は、Sirt3の発現を上昇させ、抗酸化因子を

活性化させることにより、活性酸素種量を抑制したと思われた。

５．結　　論

本研究では、L-カルニチンを添加した体外成熟培地におけるマウス未成熟卵子の体外成熟培養を行い、

正常に発生したMⅡ期卵子内の活性酸素種量を検討した。その結果、L-カルニチンを 1-10mM�添加した

場合、体外成熟過程における卵子細胞質内活性酸素種の過剰な産生を抑制した。さらに、2mM�L-カルニ

チン添加においては、排卵卵子に近い卵細胞質内活性酸素種の産生であった。これらの結果から、体内成

熟卵子内の活性酸素種量への調整を目的とした体外成熟培地の確立が必要であることが示唆された。
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Effect�of�in vitro�maturation�medium�containing�L-carnitine�on�
reactive�oxygen�species�in�immature�oocytes
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Abstract

In�this�study,�we�investigated�the�effect�of�L-carnitine�in�IVM�medium�（modified�TaM; �mTaM）�on�the�

production�of�reactive�oxygen�species�（ROS）�in�ooplasm�during� in vitro�maturation�（IVM）�of� immature�

oocytes.�IVM�culture�in�mTaM�containing�1-10�mM�L-carnitine�showed�well�maturation�rate�ranged�from�

82％�to�98％.�Then,�MII�oocytes�normally�developed�in�mTaM�containing�L-carnitine�were�measured�the�

yield�of�ROS�in�ooplasm�by�oxidized�DCFDA�detection�assay�with�a�fluorescence�microscope.�As�a�result,�

fluorescence�intensity�of�L-carnitine-treated�groups�ranged�from�353.61�to�415.62�pixels�in�comparison�

to�581.82�pixels� in�L-carnitine-free�control�experiment.�Furthermore,� in�vitro�matured�oocytes�treated�

with�L-carnitine�showed� lower� fluorescence� intensity� than�ovulated�oocytes.� In�conclusion,� it�can�be�

considered� that�L-carnitine� in� IVM�medium�reduces�an�excessive�yield�of�ROS� in�ooplasm�in� in vitro�

maturation�of�immature�oocytes.

Key�Word : mouse,�immature�oocytes,�in vitro�maturation,�L-carnitine,�reactive�oxygen�species
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