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論 文 内 容 の 要 旨

排卵後、間もなく受精しない卵子は老化が始まり、時間 の経過とともにその受精能や発

生能が失われていく。最近の研究か ら、卵子は老化するにつれてピストンH3(H3K14)お よ

びH4(H4K8/K12>タ ンパク質のアセチル化レベルが高くなることが示されている(HuangJC

etal.、2007)。同時に、ピストン脱アセチル化酵素(HDAC)の 阻害剤であるtrichostatinA

(TSA)で卵子を処理することでマウスの卵子の老化が促進され ることも示唆され ている。

従って、少なくともピストンのアセチル化は卵子の老化の指標になり、その他の表現 型に
ρ

関与する可能性が考えられる。一方で、老化した第二減数分裂中期で停止している卵子

においては正常な紡錘体が崩壊し(Wakayamaetal.,2004》,染 色体の細胞質への分散も

高頻度で観察されることが知られている(ChebotarNA,1976)。

これらの知見に基づき、本研究では紡錘体を形成するチューブリンタンパク質のアセチ

ル化の状態が卵子老化を通 じて変化する可能性について検討 し、さらにClassIIIお よび

ClassI/IIのHDAC阻 害剤 であるnicotinamide(NAM)とTSAで 卵子を処理することでマウスの

卵子の老化の表現型に与える影響について調べた。その結果、排卵後の未処理 の卵子

は、採卵後の24時 間体外培養により異常な形態を示しはじめ、48時間後では全体の半数

以上の卵子で細胞質の断片化が認 められた。また、老化した卵子では紡錘体のチューブ

リン量は減少し,細胞 質のアセチルチューブリン量は老化にしたがい増加が認められた。

さらに36時 間後の卵子では細胞質にチューブリンにより生成された小さいスポットとして星

状体微小管(astralmicrotubules)も観察された。これは老化の指標になることが知られて

いるが、このスポットにおいてもアセチル化チューブリンが認められた。しか し、排卵後の

卵子の培養開始時にNAMを 添加することで、36時間後の細胞質に生成される上記の小

さいスポットの形成 は抑制された。さらに、TSA処理では卵子の老化の進行にともない染色

体の分散率が増加する一方、紡錘体の異常な伸長は防ぐことができた。それに対して、NAM

処理では染色体の分散と紡錘体 形態 の異常な伸長は防ぐことができた。以上の結果から、ピ

ストンのみならず非ヒストンタンパク質のアセチル化も老化の進行に伴い増加すること、Class

IIIHDACが 卵子の老化に重要な役 目を果たすことが初めて示唆された。

最近の研究により、老化した卵子の核を新鮮な卵子細胞 質に移植を行ったところ受精後の

発生率が回復し、また逆に老化 した細胞 質へ新鮮な卵子の細胞核を移植 した卵子においても

部分的に発生率が回復することが示されている(Opsahletal,2002;Baietal,2006)。 これらの

知見から核と細胞質がそれぞれ相互に影響を与え卵子老化に関与 していることが考えられる。

そこで卵子老化 における核が果たす役割を明らかにするために、核置換技術を用いて核が除

去された除核(ENU:enucleation)卵 子および体細胞核が移植された体細胞核移植(SCNT:

somaticcellnucleartransfer)卵子がどのような老化の表現型を示すか栓計タ行っt-_上記でも

示したように、排卵後の卵子では培養開始24時 間後に異常な細胞質分裂が始まり、48時間後

では全体の半分 以上の卵子で細胞質分裂を観察した。しかし、ENU卵 子では48時 間以上

経った後でも異常な細胞質分裂はほとんど認められなかった。この結果とは対照的に、SCN

T卵 子では正常に老 化が進行した卵子より早い24時 間後に細胞質分裂が観察され(自 発的な

単為発生)、48時間後では通常の断片化より細胞質のサイズが小さい細胞質の断片化を示す

ことが観察された。この結果から、体細胞 由来の核が卵子細胞質の異常な細胞質の断片化に

重要な役目を果たしていることが明らかとなった。さらに、SCNT卵 子と正常な卵子ではともに

アセチル化チューブリンが老化の進行にともなって増加した。また、36時間後の卵子の細胞質

においてチューブリンによる小さなスポットとして星状体微小管も観察された。特に、ENU卵 子

においては正常卵子 より早い24時 間後から星状体微 小管が顕著に観察され 、36時間後では

24時間と比較してさらに小さなスポットの増加が認められた。対照的に、SCNT卵 子では36時

間が経っても星状体微小管が観察されなかった。しかし、SCNT卵 子では老化の進行によっ



て、染色体の分散と紡錘体の異常な伸長が高頻度に観察され た。次に排卵後の卵子と再構

築された卵子においてmicrofilamentsの局在を観察した。SCNT卵 子では再構 築後1時間で

microfilamentsは染色体近位のactincapに 、ENU卵 子では細胞膜に局在が認められた。また、

SCNT卵 子では老化の進行に伴い24時 間後でもactincapが 見られる一方、ENU卵 子 では細

胞膜と細胞質 中央に局在 が認められた。最後に、老化が進行した再構築された卵子で◎ortical

granules(CGs)の 局在を観察 した。その結果、排卵後の卵子では老化が進行するにしたがい

CGsが 紡錘体の周りに局在することを観察した。しかし、ENU卵 子では老化の進行に伴い細

胞膜にCGsが 局在 し、36時間後のSCNT卵 子では老化が進行しても異常なCGsの 局在 がほと

んど認めらなかった。以上 の結果から、卵子の老化の表現型 は、細胞核の存在の有無が影

響するもの(異常な星状体微小管形成)、卵子にある核の種 類により異なるもの(actincapの

崩壊)、核 とは独立 して起こるもの(チューブリンのアセチル化の増加)に 分類されることが明ら

かとなった。

論 文 審 査 結 果 の 要 旨

本研 究 は 、卵 子 の 発生 能 の 分 子機 構 の 解 明 とそ の改 善 ・制御 技術 の 開発 を最

終 目標 と して 、排 卵 後の卵 子 老 化 に ともな う発 生能 喪失 の機 構解 明 と老 化抑 制

技術 の 開発 を 目的 と してい る。 ま た この研 究 は、近 年問 題 となって い る体 細胞

ク ロー ンの低発 生 率 、高 齢化 に よる女 性 の 不妊 、体 外培 養 に よ る卵 子 の低発 生

率 の解 決 も視 野 に入れ てい る。

卵 巣 よ り卵 管へ と排 卵 され た 卵 子 は 、受 精 して個 体 に なれ る時 間 が限 られ て

お り、人 間 では24時 間以 内 で あ り、 マ ウスで は8～12時 間 で あ る。 受精 しな い

卵 管 中の卵 子 は 、 ま もな く老化 が 始 ま り、 時 間の経 過 と ともにそ の受 精能 や発

生 能 が失 われ て い く。 この 卵 子 の老 化 に と もな い卵 子 細胞 におい て様 々 な生理

的 変化 が 起 こる こ とが 知 られ て い る。例 え ば、MPF活 性 の低 下、ATP量 の低 下 、

紡 錘 体 の形 態異 常 、ア クチ ンの 消失 等 で あ る。 また最 近 の研 究 か ら、卵 子 の老

化 に と もな いDNAの メチ ル化 異常 な どエ ピジ ェネ テ ィ ッ クな変 化 が起 こる こ と

も報 告 され てい る。 さ らにDNAの メチ ル化 のみ な らず 、卵子 は老 化す るにつ れ

て ピス トンH3(H3K14)お よ びH4(H4K8/K12)タ ンパ ク質 の アセ チル 化 レベ ル

が 高 く な る こ と 、 ピ ス トン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素(HDAC)の 阻 害 剤 で あ る

trichistatinA(TSA)で 卵 子 を処理 す る こ とで マ ウスの 卵子 の 老 化 が促 進 さ

れ る こ とも示 され てい る(HuangJCeta1.,2007)。 しか しなが ら、 卵子 老化

に ともな うこれ らの アセ チ ル化 異 常 が ピス トン に限定 的 なの か、 どの よ うなア

セ チル 化酵 素 が老 化 に 関与 してい るのか に つ いて は明 らか で は なか った。

本研 究で は 、排 卵 後 の卵 子 を培 養 す る こ とで老 化す る系 を用 いて 実験 を行 っ

た。 そ して、 紡錘 体 を形 成 す る チ ュー ブ リンタ ンパ ク質の ア セ チル化 の 状態 が

卵 子 老化 を通 じて変化 す る可能 性 に つ いて 検討 を行 い、 さ らにHDAC阻 害 剤 で

あ るnicotinamide(NAM)とTSAで 卵 子 を処理 す るこ とで マ ウスの卵 子 の老 化 の表

現型 に与 える影響 につ い て検 討 を行 った。 そ の結 果 、排卵 後の卵 子 は24時 間後

異常 な形 態 を示 しは じめ 、48時 間後 では 全体 の 半分 以 上の卵 子 で細 胞 質の 断 片



化 が認 め られ た。 また、卵 子 は老化 に ともない紡 錘体 の チ ュー ブ リン量 は減少

し,逆 に細 胞質 の アセチル チュー ブ リン量 は老化 に した がい増加 が 認 め られ た。

ま た36時 間後 の卵 子で は細胞 質 にチ ューブ リンに よ り生成 され た小 さいスポ ッ

トと して星 状 体微 小管(astralmicrotubules)が 観 察 され た。 これ は老 化 の

指標 に な るに な る ことが 知 られ て い るが 、 この 星 状体 微 小 管 で もアセ チル 化

チ ュー ブ リンが認 め られ た。 しか し、排卵 後の卵 子 の培養 液 にNAMを 同時 に添

加 す る ことで、老 化 に ともな う卵 子 の異 常な形 態変化 に36時 間 後細 胞質 に生成

され る上 記 の小 さい スポ ッ トの形 成 を抑制 した。 さ らに 、排卵 後卵 子 にNAMと

TSAを 添 加 した場 合、TSAは 老化 の進行 に した がい染 色体 の分散 率 は増 加 した が、

紡 錘 体 の異 常な伸 長 は防 ぐこ とがで き,NAMは 染 色体 の 分散 と紡 錘体 形態 の異

常 な伸長 は 防 ぐ ことがで きた。 以 上の結 果 は、卵 子に お いて ピス トンのみ な

らず 非 ヒス トンタ ンパ ク質 の アセ チル 化 も老化 の進行 に伴 い増 加す る こと、Cl

assIIIHDACが 卵 子 の老化 に重 要 な役 目を果 たす こ とが 示唆 され た世 界で初 め

ての 知見 とな った。

さらに卵 子老化 におい て核 の果 たす役 割 を明 らかにす る ため、体 細胞核 移植

(SCNT)さ れ た卵 子お よび 除核(ENU)さ れ た卵 子 に関 す る老 化 研 究を行 った。 そ

の結 果 、SCNT卵 子 は通常 の卵 子 と異 な り24時 間後 に一部 の卵 子で異 常 な活 性化

が始 ま り、48時 間 後で は細 胞 質の断 片 が通 常 と異 な るこ とを発 見 した。 対照的

に、ENU卵 子 で は48時 間以 上経 っ た後 で も細胞 質の 断片化 は認 め られ なか った。

これ らの結 果 か ら、体細胞 由来核 が異 常な 細胞質 分裂 に重 要な役 目を果 た して

い るこ とを明 らか に した。 さらに、SCNT卵 子 にお いて マイ ク ロフィ ラメン ト(m

icrofilament)の 局 在 を観 察 し、SCNT卵 子 では 再構 築後1時 間以 内 に マイ ク ロ

フ ィラメ ン トは染 色体 近位 のactincapに 集 ま る こと、ENU卵 子で は細胞膜 に局

在 が認 め られな い こ とを見 出 した。 最 後 に、老化 が進行 したSCNT卵 子 で表

層 粒(CGs:c。rticalgranules)の 局 在 を観 察 し、排 卵後 の 卵子 は 老化 が進行

す るに したがいCGsが 紡 錘体 の周 りに局 在す るが、ENU卵 子 では老化 の進行 に伴

い細胞 膜 にCGsが 局在 し、36時 間後のSCNT卵 子 では老化 が進行 して も異 常なCGs

の局 在が しない こ とを示 した。 これ らの結 果か ら、卵子 の 老化の表 現型 は 、細

胞核 と細胞 質が協 調的 に制御 してい る こ とが示唆 され た。

以 上 の よ うに、 本 論 文 は卵 子 老化 研 究 にお い て 、1.ア セ チル化 の異 常 が

非 ヒ ス トンタ ンパ ク質 にま で及 ん でい る こ と、2.卵 子 老化 にCユassIIIの ピ

ス トン脱 ア セ チル 化 酵 素 が 関与 して い る こ と、3.体 細 胞核 移 植 した卵 子 を 用

い て卵 子老 化 の表 現 型 に核 が重 要 で あ る こ とを明 らか に し、 この研 究 分野 に大

き く貢 献す る研 究 内 容 で あ る こ とか ら、博 士(工 学)論 文 と して価 値 あ る もの

と認 める。


