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論 文 内 容 の 要 旨 

近年、終末糖化産物（AGEs）と健康との関係が注目されている。AGEs は糖尿

病をはじめとする多くの疾患の発症や進展に関わっていることが明らかにされ

ている。不妊領域においても加齢や糖尿病は最も影響の強い患者背景である。高

齢の不妊患者や糖尿病不妊患者の中には、血中の AGEs の濃度が健常者に比べて

高い患者が存在し、ART 施行後の採卵数や妊娠率の低下が報告されている（Jinno 

et al., 2010）。しかし、AGEs と妊孕性の関係についてはほとんど明らかとなって

いない。本研究では、グルコースなどの糖類から代謝されて生じるカルボニル化合

物の一種であるメチルグリオキサール(MG)に着目した。MG はタンパク質との反

応性が非常に高く、終末糖化産物(AGEs)の生成過程で活性酸素種(ROS)が産生す

る。MG は血中や組織中に存在し、糖尿病や慢性腎疾患などのバイオマーカーとし

ての利用も検討されている。MG の配偶子への影響については、マウス卵母細胞の

体外成熟培養下での MG の添加は DNA 損傷の増加、紡錘体形成異常、ミトコンド

リア膜電位の低下などをもたらし成熟率を低下させる（Tatone et al., 2011）。また、

ヒト精子を 100 µM の MG に暴露すると細胞膜の損傷が誘発される（Nevin et al., 

2018）。しかし、MG の影響を受けた卵子や精子などの配偶子について、受精やそ

の後の発生能については明らかにされていない。そこで本研究では、不妊症との関

与が示唆されている AGEs に着目し、その前駆体そして糖代謝の間に不可逆的に蓄

積される生理的な増悪因子である MG をマウス卵母細胞の体外成熟培地や精子の

前培養培地に加え、成熟、その後の受精、発生能に及ぼす影響について検討した。 

本論文の第 2 章では、体外成熟培養における MG の添加がマウス卵子に及ぼす

影響について検討した。MG 添加体外成熟培地で培養した結果、MⅡ期に達した成

熟卵子の割合に差は認められなかったものの、紡錘体の形成率は 1 mM で低下がみ

られた。また、紡錘体の形態については、300 µM と 1 mM では紡錘体の⾧径の短

縮がみられた。さらに、MⅡ期卵子を用いた体外受精については、300 µM 及び 1 

mM においては濃度依存的に有意な低下がみられ、胚盤胞発生率についても 300 



µM と 1 mM で有意に低下していた。これらのことから、体外成熟培養における MG

の添加は、細胞内のタンパク質や DNA などとの糖化反応を引き起こし、その機能

を障害し発生に影響を与えた可能性が考えられた。そこで、MG が卵子に与える影

響を検証するために、卵子及び受精卵内の ROS や AGEs の蓄積、ミトコンドリア

機能の評価を行った。MG 由来 AGEs である Argpyrimidine の蓄積量については、

MⅡ期卵子及び受精卵では MG の添加による影響はみられなかったが、2 細胞期で

は 1m M 区において増加がみられた。また、細胞内 ROS の蓄積については、MG

添加による差はみられなかった。さらに、MG 処理によるミトコンドリア活性への

影響は、MⅡ期卵子から前核期におけるミトコンドリア活性の変化は MG 非添加区

では大幅に上昇していたのに対して、MG 添加区では濃度依存的に活性の上昇量が

減少した。特に、高濃度の MG 添加区でのミトコンドリア活性は MⅡ期卵子から 2

細胞期胚までほとんど変化が認められなかった。これらのことから、体外成熟培地

へ MG 添加はマウス卵子のミトコンドリアの機能障害を引き起こし、紡錘体形成異

常や受精、発生能の低下をもたらした可能性が示された。しかしながら、150 µM の

MG 処理区においては受精及び発生能は同等であり、細胞質内の ROS の蓄積やミ

トコンドリア機能の低下は示さなかった。一方で、Jinno ら（2010）は血中の AGEs

濃度の高い不妊症患者は AGEs 濃度の低い患者と比較して、ART 施行後の採卵数

や妊娠率の低下を報告している。しかし、この移植胚の妊娠率の低下については、

母体側もしくは胚側のどちらの影響かは明らかではない。そこで、胚自体の着床能

などを調べることで MG の胚発生への影響について検討した。偽妊娠マウスへ胚盤

胞移植を行った結果、150 µM は 0 µM や IVF 胚を同等の着床や生産率を示した。

また、得られた胎子と胎盤の重量に及ぼす影響について検討を行った。その結果、

150 µM は 0 µM や IVF 胚と比べ、胎盤重量や胎盤/胎子の比率に増加がみられた。

これらの結果から、体外成熟培地へ MG 添加はマウス卵子のミトコンドリアの機能

障害を引き起こし、紡錘体形成異常や受精、発生能の低下をもたらした可能性が示

された。また、体外成熟培養環境下において成熟や受精、発生など影響を及ぼさな



い MG 濃度であっても、胚移植後の胎子や胎盤に影響を及ぼすことを明らかにし

た。このことから、MG に暴露された卵子では、糖化反応により酸化ストレス以外

にもＤＮＡやヒストンへのエピゲノム修飾やタンパク質の機能障害を引き起こし、

その後の胚発生能を失っていく新たな経路がはたらいている可能性が考えられる。 

本論文の第 3 章では、精子前培養における MG 添加がマウス精子に及ぼす影響

について検討した。マウス精子への MG 処理は、精子運動率と直進運動精子濃度な

どを著しく悪化させることが示された。 特に、低速直進運動性精子濃度の減少は

著しく、その結果として精子運動性指数が減少した。そこで、これら精子運動性の

低下の原因として考えられる膜損傷や ROS の蓄積、ミトコンドリア活性の低下、

DNA の損傷などについて検討した。MG 処理した精子における ROS の蓄積につい

ては差がみられなかったが、細胞膜の損傷については濃度依存的に増加した。また、

PI(-)精子の集団では、300 µM および 500 µM 区では ROS の蓄積は観察されなか

ったのに対し、1 mM および 5 mM 区では蓄積がみられた。次に、MG 処理した精

子のミトコンドリア活性については、ミトコンドリア膜電位が高い精子の割合が

MG 濃度依存的に低下した。さらに、Sperm chromatin structure assay (SCSA)を用

いた精子 DNA の損傷については、すべての MG 濃度区において非 MG 処理区と

比べ有意差はなかった。以上のことから、MG の暴露による精子の運動性の低下は、

ミトコンドリア活性の低下によるミトコンドリア機能障害が原因と考えられた。ま

た、運動性精子においても ROS の蓄積が 1 mM 以上から増加し、これらの精子を

用いることで卵子との受精能や発育能に影響を与える可能性が考えられた。そこ

で、MG 処理がマウス精子の受精及びその後の発生への影響について検討した。媒

精後 6 時間での 2 前核形成率は濃度依存的に有意に低下がみられ、2 前核を形成し

た卵子における胚盤胞発生率は、500 µM および 1 mM では濃度依存的に有意に低

下した。また、MG 処理精子と未処理精子を使用した胚盤胞の間に形態学的な違い

はなく、総細胞数についても有意な差はなかった。これらの結果から、MG はミト

コンドリア活性の低下により精子運動性の低下をもたらすことが示唆された。そし



て、それらの運動精子を用いた体外受精においては受精率及びその後の発生能が濃

度依存的に低下することを初めて明らかにした。精子への酸化ストレスは胚発生の

エピゲノムに影響することが報告されている（Wyck et al., 2018）が、本研究から、

MG に暴露された精子に由来する受精卵では、酸化ストレス以外にも糖化反応によ

りＤＮＡやヒストンへエピゲノムやタンパク質の機能障害が生じ、その後の胚発生

能に影響した可能性が考えられた。 

以上のことから、卵子及び精子の培養過程での MG 添加はミトコンドリア機能の

低下をもたらすこと、受精や初期発生能を低下させることを明らかにした。さらに、

MG に端を発する糖化反応が⾧期的に発生プログラムに影響する可能性を提示し

た。本研究は、メチルグリオキサールが雌性生殖器内に蓄積することにより、卵子

においては卵子形成過程に、精子においては受精能獲得の過程に影響を及ぼし、受

精後の胚発生能を低下させる事象が起こりうることを体外培養系にて初めて実験

的に明らかにした。本研究成果を足掛かりに AGEs と生殖発生の理解が進み、母体

環境のバイオマーカーとしての先制医療への利用や不妊カップルの生殖能力を改

善するための有用なツールの開発へとつながることが期待される。 
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