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第一章 序論 

 

哺乳動物における生命の連続性は堅牢な配偶子形成、受精および胚発生によ

り支持される。雌性生殖細胞である卵子の前駆細胞にあたる始原生殖細胞は、

マウスにおいて胎齢 6.25日（embryonic days 6.25; E 6.25）胚近位エピブラスト領

域において Blimp1 および Prdm14 共陽性細胞として出現する（Ginsburg et al. 

1990, Saitou et al. 2005, Saitou et al. 2012, Matsui & Mochizuki 2014）。その後、体細

胞分裂により増殖しながら予定生殖巣へ移動する（Saitou et al. 2012, Tanaka & 

Nishinakamura 2014）。胚体の性決定が生じるE12.5までにほとんどの始原生殖細

胞は移動を完了し、生殖巣環境の性に従って性特異的分化を開始する

（Albrecht & Eicher 2001, Adams & McLaren 2002）。性特異的分化後の E14.5卵巣

では中腎から分泌されたレチノイン酸を雌性始原生殖細胞が受容することで、

体細胞分裂から減数分裂へと細胞分裂様式が移行し、卵母細胞へと分化する

（McLaren 1984, Oulad-Abdelghani et al. 1996, Koubova et al. 2006）。その後、複数

の卵母細胞を扁平な支持細胞が囲うシスト構造が見られるようになる（Pepling 

& Spradling 2001）。出生後、このシスト構造が崩壊し、一つ一つの卵母細胞が

支持細胞に囲まれた原始卵胞が形成され、生涯において卵母細胞成長が誘起さ

れるまで休眠状態を維持する（Pepling & Spradling 1998, 2001）。また、原始卵胞

が形成されるまでには全ての卵母細胞は第一減数分裂前期で停止する。一方、

出生後まもなく、一群の原始卵胞が成長期へと移行すると、一次卵胞、二次卵

胞および胞状卵胞へと順次発育していき、最終的に成長を完了したグラーフ卵
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胞へと至る。この卵胞成長と同調して卵母細胞の成長も進行し、非成長期卵母

細胞は、成長期卵母細胞を経て、十分に成長した卵核胞（Germinal vesicle: GV）

期卵母細胞に至る。非成長期卵母細胞が GV 期卵母細胞へと成長する過程は卵

母細胞成長過程と呼ばれ、マウスではおよそ 3 週間、ヒトではおよそ 3 か月に

及ぶ。グラーフ卵胞内の GV 期卵母細胞は、ホルモン刺激に応じて、排卵され、

第一減数分裂を再開させ、第二減数分裂中（Metaphase in the second meiosis; MII）

期まで減数分裂が進行し、受精可能な MII 期卵子へと成熟する。この GV 期卵

母細胞が MII 期卵子へ移行する過程は卵母細胞成熟過程と呼ばれ、マウスでは

半日、ヒトではおよそ 2日を要する。 

卵子は受精後の初期発生を保障する能力（発生能）を有しており、この発生

能の獲得は、卵母細胞への分化とは独立して、卵母細胞成長過程において生じ

る。そのため非成長期卵母細胞は発生能を有しておらず、成長を完了した GV

期卵母細胞においてはじめて完全な発生能が保障される。卵母細胞成長過程に

おいて細胞質中に貯蔵されるミトコンドリアなどの細胞小器官や様々な遺伝子

の mRNA・タンパク質の卵母細胞成熟や胚発生能への寄与が報告されており、

これらの因子は母性因子と総称されている（Zhang & Smith 2015）。卵母細胞成

長に伴う細胞サイズの増加は、この母性因子の貯蔵を支持すると考えられてお

り、マウス卵母細胞では成長を経ることで、細胞直径が 15 µmから 75 µmまで

巨大化する（Hirao & Miyano 2008）。また細胞質への母性因子の貯蔵のみならず、

正常な受精および胚発生に不可欠な卵子の構造的特徴である透明帯や細胞骨格

も、この卵母細胞成長過程において獲得される。発生能獲得に向けて、成長期
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卵母細胞では、母性因子として知られる Nlrp5 や Zar1、Ooep、Tle6 および透明

帯や細胞骨格の構成タンパク質をコードする Zp1や Zp2、Zp3、Actbなどの遺伝

子が活発に転写および翻訳されることが知られる。他方で、母性因子として機

能する代表的な細胞小器官であるミトコンドリアは、卵母細胞成長過程で積極

的なミトコンドリアDNAの複製を行い、その一方で胚発生期間においてミトコ

ンドリア DNA 複製を抑制することで、遺伝子的浮動によるミトコンドリア

DNA変異に伴ったヘテロプラスミーの危険性を最小限に抑えている（Cao et al. 

2007）。このように卵母細胞成長過程はダイナミックな細胞の変化を伴い、大

規模かつ堅牢な遺伝子発現制御ネットワークにより進行することが考えられる。

しかしながら、母性因子や構造的タンパク質をコードする遺伝子の発現制御機

構や、ミトコンドリア増殖の堅朗性を支持する分子機構は明らかとなっていな

い。これまでに母性因子である Nlrp5 や Zar1 などの遺伝子が、NOBOX や

FIGLA に代表される卵母細胞成長期移行を制御する転写ネットワークの活性化

後、透明帯タンパク質をコードする Zp1や Zp2、Zp3と同様に卵母細胞成長期特

異的発現を誘導されたことから、卵母細胞における母性因子や構造的特徴の獲

得などの卵母細胞成長過程における特異的遺伝子発現を中心的に制御する転写

ネットワークの存在が示唆された（Hamazaki et al. 2021）。 

他方で、これまでに卵母細胞・卵子の発生能獲得の起源の特定およびその体

外再現を目的に卵母細胞の体外培養系が報告されてきた。その試みとしてまず

卵母細胞成熟過程を体外再現する体外成熟培養（in vitro maturation; IVM）が報

告された。IVM は、ウサギ卵母細胞を用いて 1935 年に初めて報告され、次い
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で、マウスやラット、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヒトなど様々な動物種における

IVMが報告された（Pincus & Enzmann 1935, Eppig 1977, Hirao et al. 1994, Harada 

et al. 1997, Torre et al. 2006）その後、IVMと体外受精（in vitro fertilization; IVF）

および体外胚培養（in vitro culture; IVC）を組み合わせることで、卵母細胞が有

する成熟能および発生能の解析が可能となり、出生後 9 日齢マウス由来の初期

成長期卵母細胞から出生後 21 日齢マウス由来の GV 期卵母細胞に至るまで、

様々な成長段階における卵母細胞のコンピテンシーが検証され、卵母細胞成長

に従った成熟能および発生能獲得の獲得が示された（Cross & Brinster 1970, 

Sorensen & Wassarman 1976, Wickramasinghe et al. 1991）。その一方で、Eppigは出

生後 8 日齢マウス卵巣に由来する卵胞の 7 日間の体外培養により、成熟能を有

する GV期卵母細胞を作出する体外成長培養（in vitro growth; IVG）を報告した

（Pincus & Enzmann 1935, Eppig 1977, Hirao et al. 1994, Harada et al. 1997, Torre et 

al. 2006）。その後、ヒト、ウサギ、ウシおよびブタなどで IVGを用いた in vitro

卵母細胞の作出が報告された（Pincus & Enzmann 1935, Eppig 1977, Hirao et al. 

1994, Harada et al. 1997, Torre et al. 2006）。これまでに IVG培養法の検討も報告

されてきており、その中で、培養酸素条件の低酸素化および IVG 培地への高分

子化合物ポリビニルピロリドンの添加により顕著な発生能改善が示された

（Eppig & Wigglesworth 1995, Hirao et al. 2004, Hirao et al. 2012, Mizumachi et al. 

2018）。IVG をはじめとする IVM、IVF および IVC は通常 20%酸素濃度環境下

で実施される。これは生殖器内酸素濃度 2 - 9%と比較すると高酸素状態である

と考えられ、培養酸素環境による卵母細胞成長への悪影響が懸念されるが、現
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在までに至適 IVG 培養酸素濃度の決定には至っていない（Fischer et al. 1992, 

Basini et al. 2004, Clark et al. 2006, de Castro et al. 2008, Redding et al. 2008）。 

当研究室では、第一減数分裂前期移行前の E12.5 マウス胎仔期卵巣を in vivo

における出生後 10日齢（post-partum 10 days; P10）に相当する 17日間の器官培

養を通して二次卵胞を獲得し、IVG と組み合わせることで機能的卵母細胞およ

び産仔の作出に成功した（Morohaku et al. 2016）。また近年、マウスにおいて胚

性幹細胞および人工多能性幹細胞より始原生殖細胞様細胞の分化誘導法が確立

された（Hayashi et al. 2011, Hayashi et al. 2012）。分化誘導された始原生殖細胞様

細胞とマウス胎仔期卵巣支持細胞を再凝集させ、器官培養および IVG に供試す

ることにより機能的卵母細胞が作出され、これにより卵母細胞・卵子形成過程

の全期間における体外再現が可能となった（Hayashi et al. 2017）。しかしこのよ

うな in vitro卵母細胞の発生能は in vivo卵母細胞と比較して低い（Morohaku et al. 

2016）。これまでに当研究室では、E12.5マウス胎仔に由来する培養 17日目の卵

巣、P0 マウスに由来する培養 10 日目の卵巣、および P10 マウス卵巣のそれぞ

れから二次卵胞を採取し、12-14日間の IVGに続いて、17時間の IVMを実施す

ることより成熟卵子を生産してきた。培養期間の長期化に伴った発生能の低下

が予想されたが、これらの IVF により得られた受精卵はいずれの場合も 20%程

度しか胚盤胞期胚まで発生できず、in vivo 卵母細胞の発生率 59%と比較して一

様に低い発生能を示した（Figure1-1）。このことから in vitro 卵母細胞の発生率

低下は、培養期間によらず、現行の IVG における卵母細胞の発生能獲得機構の
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不完全性に起因することが示唆され、IVG 卵母細胞の発生能改善による in vitro

卵子作出全体における効率改善が期待された。 

そこで本研究はマウス IVG の至適培養酸素濃度の検討およびその発生能改善

を支持する分子生物学的制御機構の理解を目的とし、解析を実施した。 
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Figure 1-1. in vitro卵子の発生能解析
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第二章 マウス IVG至適酸素条件の決定とミトコンドリア動態の解

析 

 

第一節 緒言 

マウス卵巣より採取した二次卵胞を体外で成長培養する IVG は卵母細胞成長

過程を体外再現し、発生能を持たない成長期卵母細胞から機能的卵母細胞作出

を可能とする。しかしながら IVGにより作出された IVG卵母細胞の成熟能およ

び発生能は in vivo卵母細胞と比べて有意に劣ることが報告された（Morohaku et 

al. 2016）。このことから、現行の IVG 卵母細胞の多くは、生殖に寄与する能力

を有する完全な卵母細胞とは異質の不完全なものであることが示唆された。 

IVG をはじめとし、IVM、IVF および IVC は通常 20%酸素濃度環境中で実施

されるが、これは生殖器環境中における酸素濃度 2 - 9 %と比較すると高酸素状

態であると言える。また、これまでに卵胞成長に伴った卵胞内酸素濃度の低下

が報告されている（Fischer et al. 1992, Basini et al. 2004, Clark et al. 2006, de Castro 

et al. 2008, Redding et al. 2008）。卵胞成長に伴った卵胞周辺毛細血管の成長・複

雑化が報告され、これらの血管網は卵胞内部への栄養やホルモン供給および不

要物の排出の効率化を通した卵母細胞成長への寄与が知られる。卵胞環境の低

酸素化は顆粒膜細胞における Hypoxia inducible factor（HIF）安定性を向上させ、

HIF 下流の Vascular endothelial growth factor（VEGF）発現誘導、およびそれに

伴った成長卵胞への血管新生の誘起が報告されており、低酸素環境化は血管新

生を介して卵母細胞成長へ寄与すると理解されている（Neeman et al. 1997）。一
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方で、血管構造を有さないマウス二次卵胞の IVGにおいて通常培養条件 20%酸

素濃度と比較し、5%酸素濃度条件下における IVG卵母細胞の成熟能および発生

能の改善が報告された（Eppig & Wigglesworth 1995, Neeman et al. 1997, Hirao et al. 

2012）。これにより血管新生を介さない別の機構によって低酸素環境が卵母細

胞の成熟能および発生能獲得に寄与することが示唆された。一方で、雌性生殖

器環境中の酸素濃度 2 - 9%に相当する範囲での詳細な培養酸素条件の検討は行

われておらず、また発生能改善を支持する要因も不明である。 

他方で母性因子として卵子細胞質を介して胚へ継承される細胞小器官の一つ

であるミトコンドリアは、卵母細胞成長過程において増殖し、その後の卵母細

胞成熟過程で活発な ATP合成を通して卵母細胞成熟の進行に寄与する（Yuan et 

al. 2016）。また胚へ継承されたミトコンドリアは将来の胎盤となる栄養外胚葉

系列おいて強い酸化的リン酸化活性を示し、胚盤胞形成に寄与する（Houghton 

2006）。 

ミトコンドリアは ATP 生産時に電子供与体として酸素を利用するため、培養

酸素環境とミトコンドリア活性は密接に関連する（Sung et al. 2010, Tiede et al. 

2011）。これまでに様々な動物種の卵母細胞および胚で、低酸素培養によるミ

トコンドリア機能の改善を伴った成熟能および発生能の改善が報告されている

（Pabon et al. 1989, Legge & Sellens 1991, Umaoka et al. 1992, Li & Foote 1993, 

Kitagawa et al. 2004, Iwamoto et al. 2005）。 



10 

 

そこで本実験では IVG 卵母細胞の発生能が最大化する至適酸素条件を検討す

るとともに、IVG 卵母細胞およびそれに由来する IVG 卵子におけるミトコンド

リアの機能解析を行った。 
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第二節 材料および方法 

 

1. 供試動物 

本解析で用いたすべての成熟 BDF1 マウス（出生後 8 週目以降）は日本クレ

アより購入し、一週間以上の馴化後、解析に供試した。また DBA/2N と交配し

た妊娠 C57BL/6N マウスを日本クレアより購入し、飼育することで解析に供試

する新生仔 BDF1 マウスを得た。これらすべてのマウスは午前 8 時点灯午後 8

時消灯 12時間明暗周期、温度 20 - 26℃および湿度 40 - 60%条件下の東京農業大

学高次生命機能解析センターの SPF 区画にて飼育した。餌は滅菌済み固形飼料

を、水は滅菌済み水道水を不断給餌し、自由摂取させた。本研究における全実

験は、東京農業大学の動物実験指針に従った（動物実験計画承認番号：

2020048）。 

 

2. GV期卵母細胞および MII期卵子の採取 

発情周期間期の成熟雌 BDF1 マウスに 5 IU pregnant mare serum gonadotropin 

（PMSG、ASKA）を腹腔内注射し、PMSG処理を施した。PMSG処理 44 - 48時

間後のマウスを頸椎脱臼により安楽死処理した。外科的手法を用いて卵巣を採

取、240 μM Dibutyryl-cAMP（dbcAMP、Sigma）添加M2培地内で膨大化した卵

胞からシリンジ針（NIPRO）およびガラスキャピラリーを用いて未成熟

Cumulus Oocyte Complex（COC）を回収した。ガラスキャピラリーを用いたピ

ペッティングにより卵丘細胞を完全に除去した GV 期卵母細胞のみを解析に供
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試した。 また PMSG処理 44 - 48時間後、5IU human chorionic gonadotropin（hCG、

ASKA）を腹腔内注射することで過剰排卵処理を行った。hCG 腹腔内注射 15 - 

17 時間後に頸椎脱臼により安楽死処理した過剰排卵処理マウスより外科的手法

を用いて卵管を採取した。0.3 mg/mlヒアルロニダーゼ / M2培地内（Sigma）で

シリンジ針を用いて卵管膨大部より成熟 COCを採取した。ガラスキャピラリー

を用いたピペッティングにより卵丘細胞を完全に除去し、第一極体放出が認め

られたものをMII期卵子として解析に供試した。 

 

3. 二次卵胞の単離および成長期卵母細胞の採取 

直剪刀を用いた断頭により安楽死処理した P10 BDF1 マウスより外科的手法

を用いて卵巣を摘出した。0.4%ポリビニルピロリドン（PVP、K36,000、Sigma）

添加 L15 培地中において、27G 注射針（NIPRO）を用いて二次卵胞を単離した。

採取した二次卵胞は、パラフィンオイルで覆った 0.1%コラゲナーゼ / L15 培地

200 µlの微小滴にガラスキャピラリーを用いて移し、消化した（90分、37℃）。

ガラスキャピラリーを用いたペッティングの後、可能な限りの培地を破棄し、

新たに 0.05% トリプシン-EDTA（Sigma）200 µl を加え、消化した（10 分、

37℃）。その後、ガラスキャピラリーによるピペッティングを行いながら、二

次卵胞より露出した成長期卵母細胞を回収、十分量の M2 培地で洗浄した。採

取した成長期卵母細胞は写真撮影および画像解析ソフトウェア ImageJ

（Schneider et al. 2012）による解析を行い、採取した成長期卵母細胞のうち、

GVが確認されたものを解析に供試した。 
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4. 体外成長培養（IVG） 

単離した二次卵胞を 0.1%コラゲナーゼ / L15 培地（Sigma）により 28 分間の

酵素処理後、十分量の 0.4% PVP添加 L15培地で洗浄した。処理後の二次卵胞を

Transwell collagen-coated （Transwell-COL）インサートメンブレン（Cornig）上

に整列させ、5%ウシ胎仔血清（Fetal Bovine Serum; FBS、Sigma）、2% PVP、0.1 

IU/mL 卵胞刺激ホルモン（FSH、MSD）、1.5 mM アスコルビン酸（Tokyo 

Chemical Industry）、10 units/ml ペニシリンおよび 10 μg/ml ストレプトマイシン

（Sigma）添加 minimum essential medium alpha（alpha-MEM、Gibco）中にて 12

日間培養し、培養 3、5、7、9 および 11 日目に半量の培地交換を実施した。培

養に用いたインキュベーターは通常培養条件 20%酸素濃度（37℃、5% CO2、

95% Air）に加え、窒素充填による酸素分圧制御によって 5%、7%および 10%酸

素条件を設け、培養を行った。各酸素条件による作出卵母細胞は、その後の体

外培養（IVM、IVF および IVC）は IVG と同環境条件下で実施した。培養条件

および試薬は過去の報告を参考にした（Morohaku et al. 2017）。なお本研究では

IVG により作出された卵母細胞を IVG 卵母細胞と呼称し、その培養酸素条件に

応じて、5%-IVG、7%-IVG、10%-IVGおよび 20%-IVG卵母細胞とそれぞれ呼称

した。 

 

5. 体外成熟培養（IVM） 
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採取した未成熟COCを体外成熟培養培地; 5% FBS、0.1 IU/mL FSH、1.2 IU/mL 

hCG（ASKA）、4 ng/mL 上皮成長因子（EGF、Gibco）、1.5 mM アスコルビン酸、

10 units/mlペニシリンおよび 10 μg/ml ストレプトマイシン添加 α-MEMにガラス

キャピラリーを用いて移し、ウェル間の移動による洗浄を 2 回行った後、体外

成熟培養培地 400 µlを加えた 4-wellプレートにて 17時間培養した。培養はイン

キュベーター内で行った。 

 

6. 体外受精および胚培養（IVFおよび IVC） 

頸椎脱臼により安楽死処理した成熟 BDF1 マウス精巣状態尾部を採取した。

脂肪組織や血液を除去した後、前培養用ディッシュのオイル中へピンセットを

用いて沈め、シリンジ針を用いて精子塊を回収、TYH 培地（LSI メディエンス）

微小滴 200 µl中で 90分間の前培養を実施した。精子添加直前にガラスキャピラ

リーを用いて成熟 COCを体外受精用 TYH培地微小滴（100 µl）に移した。前培

養後の精子液をピペットマンによる Swim-up 法により回収し、体外受精用微小

滴に添加した。添加精子量は、IVG由来卵子の場合 1.5 × 105、IVM 由来卵子の

場合 2 × 105、in vivo由来卵子の場合 4 × 105 sperm / mlとなるように調整した。

インキュベーター内で 4時間の IVFの後、TYH微小滴中にて支持細胞および精

子をガラスキャピラリーにより除去した。胚発生用 KSOM+AA（Merck）微小

滴 15 µlに卵子を移し、ガラスキャピラリーを用いた微小滴間の移動による洗浄
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を三回以上行った。その後、2前核が見られたものを受精卵とし、KSOM+AA 1 

µl あたり 1-2 個となるように胚発生用培地に移動し、5 日間の培養および 24 時

間おきの胚の形態観察を実施し、胚発生能を解析した。微小滴は 35 mm dish

（Falcon）に作成し、十分量のオイル（ナカライテスク）で覆った。本実験に

用いた全ての微小滴培地は前日より気相平衡し、使用した。発生成績は

Tukey-kramer法により検定を行った。 

 

7. 蛍光プローブを用いたミトコンドリア機能の解析 

GV期卵母細胞およびMII期卵子のミトコンドリア局在およびミトコンドリア

膜電位、ROS 蓄積量を MitoTracker DeepRed FM（Thermo）、JC-1（cayman）お

よび CellRox Green（Thermo）による特異的蛍光プローブ染色および共焦点顕微

鏡を用いた蛍光輝度値測定により解析した。MitoTracker DeepRed は 100 nM、

JC-1は 10-2倍、CellRox Greenは 500 nMとなるようにM2培地で希釈し、染色用

微小滴 30 µlを調整、パラフィンオイルを被せ染色用微小滴を作成した。卵母細

胞および卵子を染色用微小滴にガラスキャピラリーを用いて移し、MitoTrakcer 

DeepRed および CellRox Green は 1時間、JC-1 は 15分間インキュベーター内で

静置した。静置後、十分量の M2 培地で洗浄し、ガラスボトムディッシュ

（MatTek）に作成した観察用 M2培地微小滴 5 μlに移し、Nikon A1共焦点レー

ザー顕微鏡（Nikon）および 20倍対物レンズ CFI プランアポクロマート Lambda 

20X（Nikon）を用いて z軸 2.5 μmごとの蛍光画像を取得した。各サンプルの断
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面積が最大となる z 軸における蛍光シグナルを画像解析ソフトウェア

NIS-elements（Nikon）により解析し、ピクセルあたりの蛍光輝度値を取得した。

各実験回の in vivo 群平均値で除算することで相対値を算出し、比較解析に供試

した。全実験回を通して同一蛍光画像取得条件によりデータを取得した。なお

GV期卵母細胞を解析する際は M2培地の代わりに 240 μM dbcAMP 添加 M2培

地を使用し、染色・観察中の成熟を阻害した。また染色後の卵母細胞および卵

子の操作は極力遮光環境化で行った。定量結果は Tukey-kramer 法により検定を

行った。 

 

8. GV期卵母細胞のミトコンドリア局在のパターン解析 

GV 期卵母細胞におけるミトコンドリア局在パターンを GV 周辺部

（perinuclear）および細胞膜周辺部（cortical）の平均輝度値の比率をもとに分

類した。MitoTracker DeepRed で染色した GV 期卵母細胞の蛍光観察データにお

いて卵母細胞面積が最大化する z 軸を対象とした。ImageJ により単一卵母細胞

を円形 ROIで指定し、cropしたデータを解析した。ImageJ を用いて各卵母細胞

のピクセルごとの輝度値、および GV 中心座標および GV 直径を取得した。こ

れらのデータをもとに以下の計算式を参考に R を用いて解析領域の平均輝度値

を算出した（Fiugre2-1）。 

 

9. GV期卵母細胞のミトコンドリア DNA抽出 
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単一のGV期卵母細胞およびMII期卵子からQIAamp DNA Micro Kit（QIAGEN）

を用いてミトコンドリア DNA含むトータル DNAを抽出した。プロナーゼ処理

により透明帯を除去した卵母細胞および卵子を十分量のM2培地で洗浄後、ATL 

Lysisバッファー 15 µlを含む 1.5 ml loBind tube （Eppendorf）にガラスキャピラ

リーを用いて移し入れた。proteinase K 10 µlを加え、混和後、56℃で 90分間静

置した。ATL Lysis バッファー 50 µl、AL Lysis バッファー 25 µlおよび 1 µg/µl 

career RNA in AEバッファー 1 µlを加え、混和した。さらに 100%エタノール 50 

µl を添加および混和し静置（5 分、室温）後、全量を QIAamp MinElute column

にアプライし、8,000 rpm で 1 分間遠心した。Flow-through を破棄した QIAamp 

MinElute columnを AW1および AW2バッファー 500 µlにより洗浄した。14,000 

rpm、3分間の遠心により乾燥させた QIAamp MinElute columnに 40 µl ddH2Oを

アプライし、静置（2分、室温）した後、14,000 rpmで 3分間の遠心を行い、ミ

トコンドリア DNA抽出液を回収した。調整したミトコンドリア DNA抽出液は

使用まで－30℃で保存した。 

 

10. ミトコンドリア DNAコピー数定量解析 

Taqman アッセイを用いた絶対定量法により単一卵母細胞および卵子におけ

るミトコンドリア DNAコピー数を測定する（Cao et al. 2007）。1サンプルあた

り TaqMan Universal Master Mix II, with UNG（Thermo） 10 µl、2.5 µM Taqman 

probe 2 µl、10 mM ミトコンドリア DNA特異的フォワードプライマー 1 μlおよ

び 10 mM ミトコンドリア DNA特異的リバースプライマー 1 μlを混和し 14 μlの
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qPCR 反応液（20 μl 反応系）を調整した。ここに 6 μl の mtDNA 抽出液を添加

し、PCR 反応に供試した（Table2-1）。サンプルと同時に増幅配列をクローニン

グしたプラスミドを用いて調整した希釈系列（10-6 から 10-3 コピー）を供試し

た。PCR 反応（50℃ 2 分、95℃ 10 分、95℃ 10 秒・60℃ ×40、4℃ ∞）および

データ採取は QuantStudio 3（Thermo）により実行した。スタンダードおよびサ

ンプルは反復数 2で解析し、平均 Ct値を解析に用いた。反復間の Ct値が 1以上

離れているサンプルは解析対象から除外した。定量結果は Tukey-kramer 法によ

り検定を行った。 

 

11. ミトコンドリア DNA解析用プラスミドの調整 

ミトコンドリア DNA コピー数解析においてスタンダードとして用いるプラ

スミドベクターを TA クローニングにより構築し、大腸菌への形質転換および

培養、プラスミド抽出によって調整した。ミトコンドリアゲノムコピー数解析

プライマーセットを用いて ddH2O 27 μl、10 × PCR Buffer for KOD -Plus- Neo 5 μl、

2 mM dNTP 5 μl、25 mM MgSO4 3 μl、10 mM 特異的フォワードプライマー 1.5 

μl、10 mM 特異的リバースプライマー 1.5 μl、KOD -Plus- Neo（1.0U/μl）1 μlお

よび in vivo GV期卵母細胞由来 mtDNA抽出液 6 μlと混和し、PCR反応液（50 μl

反応系）を調整した。余熱したサーマルサイクラーを用いた PCR 反応（94℃ 2

分、98℃ 10秒・60℃ 30秒・68℃ 20秒 × 25、4℃ ∞）により得た PCR産物のう

ち 45μlを 10× A-attachment mix （TOYOBO）5 μlと混和し、60℃ 30分間静置に

より DNA断片両端に A付加を行った。反応産物を 2%アガロースゲルによる電
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気泳動（100V、30分）およびエチジウムブロマイド染色（30分）に供試し、特

異的増幅の評価後、360 nm 紫外線下で目的バンドを切り出し、NucleoSpin Gel 

and PCR Clean-up（TaKaRa）を用いてゲル抽出を行い、ddH2O に溶出した。そ

の後、Nanodrop 1000（Thermo）を用いて DNA濃度測定を行い、T-easy vector 1 

μl に対して等 mol 量となるように精製 DNA 量を ddH2O で調整、2 × Rapid 

Ligation Buffer、T4 DNA Ligase（3 Weiss units/μl）と混和して、4℃ overnightで

ライゲーション反応を実施した。コンピテントセル 50 μlにライゲーション反応

液 2 - 4 μl 加え、氷上 30分静置後、ウォーターバスを用いて 42℃、35秒のヒー

トショックを与え、すぐに氷上に戻すことで形質転換を行った。形質転換大腸

菌をアンピシリン添加 LB 平板上に播種し、37℃にて培養した。翌日、colony 

PCR により目的 DNA 断片のインサーションが確認されたコロニーをアンピシ

リン添加 LB液体培地にピックアップし、震盪培養（37℃、200 rpm、16時間）

を実施した。培養により得られた菌液は、GenElute Plasmid Miniprep Kit（Sigma）

により 50 μl ddH2Oへ抽出した。Nanodrop1000による濃度測定の後、SP6プライ

マーおよびT7プライマーを用いたサンガーシーケンスによりインサート配列の

確認を行った。サンガーシーケンスは FASMACに委託し、得られた配列データ

は、ATGC（GENETYXS）を用いて解析した。 

 

12. ATP定量解析 

単一の成長期卵母細胞、GV期卵母細胞およびMII期卵子から Intracellular ATP

測定キット Ver.2（東洋ビーネット）を用いて細胞内 ATP含有量を定量解析した。
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分取した卵母細胞・卵子を十分量の 0.1%ポリビニルアルコール（PVA、Sigma）

添加 PBSを用いて洗浄し、少量（1 - 2 µl）の 0.1%PVA / PBSと共に 8連チュー

ブに移した。すぐに ATP 抽出試薬 100 µl を添加し、6回のピペッティングによ

る混和後、室温・5 分静置した。静置後、再度 6 回のピペッティングを行い、

ATP抽出液を調整、以降は氷上で操作した。また同時に付属のATP標準試薬（1 

× 10-3 M）を用いて希釈系列（10-4 から 10-10 M）を調整した。白色 96穴プレー

トに 10 µl ずつサンプルを加え、その後すぐにあらかじめ調整した ATP 発光試

薬 100 µl を添加、SpectraMax i3（モレキュラーデバイス）を用いて輝度値を解

析した。スタンダードおよびサンプルは反復数 2 あるいは 3 で解析した。定量

結果は Tukey-kramer法により検定を行った。 

 

13. 2細胞期胚におけるミトコンドリア膜電位解析 

第二章二節-7（蛍光プローブを用いたミトコンドリア機能の解析）同様にし

て JC-1 プローブを用いて IVF 開始から 31 時間後における 2 細胞期胚を解析し

た。定量結果は t-検定により検定を行った。 

 

14. 2細胞期胚におけるミトコンドリア量解析と発生能の解析 

IVF 開始から 31 時間後における 2 細胞期胚を解析に供試した。100 nM 

MitoTracker Green FM / M2培地 60 µl中で 1時間の染色後、十分量の M2培地を

用いて洗浄を行った。これらの胚を 35 mm dish（Falcon）に調整した観察用 M2

培地微小滴 5 μl に移し、BTX-Z 蛍光顕微鏡（KEYENCE）で蛍光画像を、
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NIS-Element（Nikon）により蛍光輝度値を取得し、MitoTracker シグナルをミト

コンドリア量とした。データ取得後の胚は、個別化し、LinKID® micro25 培養

用ディッシュ（DNP）に移し、IVF 開始 100 時間後まで胚培養を行い、胚発生

能を蛍光輝度値とひも付けて追跡した。また IVF 開始 100 時間後における桑実

期胚および胚盤胞期胚を 2 細胞期胚で計測したミトコンドリア量の平均値に対

する多寡によって二群に分別し、レシピエント ICR マウスへの子宮移植を行っ

た。性成熟 ICR雌マウスを精管結紮 ICR雄マウスと交配させレシピエントマウ

スとした。交尾後 18日目にレシピエントマウスを頸椎脱臼により安楽死処理し、

子宮を摘出後、着床痕および生存胚をカウントし、移植胚数に対する着床率お

よび個体発生率を解析した。実験は二回行った。in vivo胚と in vitro胚に着目し

た解析では student の t-検定を、胚発生能は Tukey-kramer 法を、胚発生能は Χ2

検定を用いて行った。 

 

15. ラパマイシンおよび 3-メチルアデニン添加 IVM 

IVMおよびその後の発生能解析は、第二章二節-5および第二章二節-6に従っ

て行った。培養は全て通常条件培養酸素 20%条件で実施し、供試した in vitro卵

母細胞は通常条件培養酸素 20%条件下の IVG卵母細胞に由来した。ラパマイシ

ン（Adipogen Life Sciences）は DMSO（nacalai）により溶解し、10 mMストッ

クを調整、3-メチルアデニン（3-MA、Sigma）は ddH2Oにより 100 mMストッ

クを調整し、使用まで－30℃で暗所保存した。添加薬剤溶媒濃度が 1％以下と
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なるよう溶媒を調整した薬剤添加 IVM培地を用いて IVMを実施した。発生成

績は Tukey法により検定を行った。  



23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oligo name  Sequence (5’ to 3’)  

B6-for AACCTGGCACTGAGTCACCA 

B6-rev GGGTCTGAGTGTATATATCATGAAGAGAAT 

probe-B6 (FAM)-TCTGTAGCCCTTTTTGTCACATGATC-(TAMRA) 

 

 

 

 

 

 

Table 2-1. ミトコンドリア DNAコピー数解析に使用したプライマー 
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Figure 2-1. GV期卵母細胞におけるミトコンドリア局在解析手法の概略

MitoTracker染色および共焦点顕微鏡解析により得たGV期卵母細胞の蛍光画像か
ら細胞膜周縁部（Cortical）およびGV周縁部（Perinuclear）それぞれの平均輝度
値を取得した。cortical領域は卵母細胞直径80％ -100％が描く円環領域を、
perinuclear領域はGV直径の100%-130%が描く円環領域を解析対象とした。DOI:

10.1530/REP-21-0209

1

Cortical

oocyte

Perinuclear

GV

MitoTracker

0.8

1

1.3
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第三節 結果 

1. マウス IVGにおける至適酸素濃度の決定 

これまでにマウス IVG において培養酸素環境の低酸素化が作出卵母細胞の発

生能向上へ寄与することが示された一方で、より詳細な至適酸素条件は検討さ

れていない（Eppig & Wigglesworth 1995）。そこで通常酸素条件（20%）に加え、

5%、7%および 10%酸素環境下で IVG 卵母細胞を作出し、発生能解析を実施し

た。作出した IVG卵母細胞を IVMおよび IVFに供試し、MII期卵子への成熟能

および胚盤胞期までの発生能を比較した。成熟率（MII 期卵子数/培養卵胞数）

は、5%酸素群で 76%（277/366）、7%酸素群で 83%（181/218）、10%酸素群で

94%（215/228）、20%酸素群で 93%（273/294）となり、5%酸素群および 7%酸

素群において通常培養条件 20%群と比較して有意な成熟能の低下が認められた

（p<0.01）（Figure2-2A）。その一方で発生率（胚盤胞期胚数/受精卵数）は、5%

酸素群は77%（103/133）、7%酸素群は84%（58/69）、10%酸素群は54%（45/84）、

20%酸素群は 60%（70/117）と、5%酸素群および 7%酸素群において他の群より

有意な発生能改善が見られた（p<0.01）（Figure2-2B）。成熟率および発生率の乗

算より得られる胚作出効率は、通常条件 20%酸素群の 56%と比較し、7%酸素群

で 70%に及んだ。一方で 5%酸素群では 7%酸素群同様の胚発生能向上が認めら

れたにもかかわらず、同時に成熟率の深刻な低下が生じ、胚の作出効率は 59%

と通常条件と同程度だった。以上より二次卵胞の培養酸素環境は IVG 卵母細胞

のコンピテンシーに影響し、今回の試験群において IVG 至適酸素濃度は 7%で

あることが示された。次に通常酸素濃度 20%条件群、至適酸素濃度 7%条件群
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および in vivo群において胚培養期間を IVF後 132時間まで延長し、胚発生段階

ごとの発生率を比較した。培養期間中の生存率（回収卵母細胞数/供試二次卵胞

数）および成熟率は、20%酸素群において 84%（326/387）、86%（205/238）、

7%酸素群において 86%（325/379）、95%（216/223）と有意な差は見られなかっ

た（Table2-2）。その一方で、胚発生率は 20%酸素群で 40%（50/125）、7%酸素

群で 77%（85/111）と 7%酸素条件における有意な発生能改善を示した（p<0.05）

（Table2-3）。 

また各群の発生段階ごとの発生率を比較すると、桑実胚期までは in vivo 群で

は 99%、20%酸素群で 73%（91/125）および 7%酸素群で 80%（89/111）と同程

度の発生能を示した。これらの桑実期胚は in vivo群で 100%および 7%酸素群で

96%が胚盤胞期へ移行するのに対し、20%酸素群では 55%のみが胚盤胞期へと

移行した（Figure2-3）。 

以上より通常酸素濃度 20%条件に由来する胚は、桑実胚期から胚盤胞期胚へ

の移行期に発生率が大幅に低下し、至適酸素濃度 7%条件ではこの胚盤胞期移

行障害が改善することが明らかとなった。 
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2. IVG卵母細胞におけるミトコンドリア動態解析 

ミトコンドリアは ATP 生産時の電子供与体として酸素を利用し、培養酸素環

境とその活性の密接な関連性が知られる（Sung et al. 2010, Tiede et al. 2011）。そ

こで培養酸素条件が IVG 卵母細胞のミトコンドリア動態に与える影響に着目し、

通常酸素濃度 20%条件群、至適酸素濃度 7%条件群および in vivo群のGV期卵母

細胞およびMII期卵子を解析した。 

第一にMitoTracker染色によるミトコンドリア局在解析を実施した。in vivoの

GV 期卵母細胞では卵胞核周辺へのミトコンドリア局在が見られるのに対し、

IVG群では異常局在を示す卵母細胞が多数見られた（Figure2-4）。細胞膜周縁部

（cortical）に対する GV周縁部（perinuclear）の単位面積あたりの相対輝度値を

用いた局在傾向解析を行い in vivo に見られる正常な卵核胞周辺への局在

（normal）、異常な卵核胞への局在（perinuclear）および細胞膜周縁部への局在

（cortical）に分類した（Figure2-5）。その結果、卵母細胞における normal の割

合は in vivo群（62%、32/52）に比較して、20%酸素群（36%、28/78）および 7%

酸素群（27%、15/56）で低下した。また異常局在傾向は培養酸素条件により異

なっており、20%酸素群では perinuclear（50%、39/78）が、7%酸素群では

cortical（55%、31/56）が多数を占めた（Figure2-4）。MII期では in vivo群で細胞

質全体に、もしくは中心部が抜けるようにミトコンドリアが分布した一方で、

20%群ではゲノム DNA近傍へミトコンドリアの凝集を示す卵子が多数見られた

（Figure2-5）。また in vivo卵母細胞の 20%酸素環境下 IVMにより得られた IVM
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卵子では in vivo 同様のミトコンドリア局在傾向が見られ、異常なミトコンドリ

ア局在は IVGに起因すると考えられた。 

次に qPCRを用いたミトコンドリア DNAコピー数の定量解析を実施し、量的

なミトコンドリア動態を評価した。解析の結果、IVG 前の成長期卵母細胞では

23.1 ± 6.5 × 104コピー（n=46）を含有しており、GV期卵母細胞では 3.0倍にあ

たる 69.2 ± 49.4 × 104コピー（n=34）、さらにMII期卵子では 1.2倍に当たる 82.4 

± 38.5 × 104 コピー（n=34）までミトコンドリア DNA は増加した（平均値 ± 

S.D.）。これらは過去の報告に符合した（Figure2-6）（Mahrous et al. 2012）。一方

で IVG卵母細胞では in vivo群と比較して 20%群で 49.0 ± 22.8 × 104コピー（n=43）

および 7%群で 44.1 ± 22.8 × 104コピー（n=43）と有意なミトコンドリア DNAコ

ピー数の低下が見られた（p<0.05）。また MII期卵子においては 20%群で 33.4 ± 

12.9 × 104コピー（n=31）および 7%群で 22.1 ± 9.6 × 104コピー（n=37）とミト

コンドリアDNAは顕著に低下し、卵母細胞成熟前後でそれぞれ 0.7倍および 0.5

倍もの大規模なミトコンドリア DNA 削減が見られた。コントロールとなる

IVM群においては 66.6 ± 29.3 × 104コピー（n=39）となり卵母細胞成熟における

ミトコンドリア DNAの増加は 1.0倍と緩やかであり削減は認められなかったも

のの、in vivo で成熟した MII 期卵子より有意に低下した（p<0.05）。以上より

IVGおよび IVMはそれぞれ卵母細胞成長過程および成熟過程におけるミトコン

ドリア DNA の増加に対して負の影響を与え、特に IVG 卵母細胞は成熟過程に

おいて顕著なミトコンドリア DNAの削減が生じることが明らかになった。 
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続いて、質的ミトコンドリア動態を評価するために JC-1によるミトコンドリ

ア膜電位差解析を行った。GV期卵母細胞では in vivo群（1.0 ± 0.52、n=46）に

対し、20%群（0.4 ± 0.49、n=68、p<0.05）でミトコンドリア膜電位が顕著に低

下し、7%群（0.7 ± 0.80、n=40）においても低下傾向にあった（平均値 ± S.D.）

（Figure2-7A）。また 20%群は 7%群と比較した場合においても有意な膜電位の

低下を示した（p<0.05）。MII期卵子では 20%群（0.2 ± 0.14、n=52、p<0.05）お

よび 7%群（0.5 ± 0.37、n=55、p<0.05）で in vivo群（1.0 ± 0.51、n=44）より顕

著なミトコンドリア膜電位の低下が見られた（Figure2-7B）。以上よりミトコン

ドリア活性およびミトコンドリア損傷を示すミトコンドリア膜電位は in vivo 卵

母細胞と比較し、IVG 卵母細胞において顕著な低下が認められた。また GV 期

およびMII期において 7%群では 20%群と比較してミトコンドリア膜電位の低下

が軽減しており、発生能改善への関与が示唆された。 
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3. IVG卵母細胞におけるミトコンドリア機能解析 

IVG 卵母細胞におけるミトコンドリア膜電位の低下によって、ミトコンドリ

ア機能低下によるATP生産能低下およびROS生産量増加の誘起が示唆された。

そこで ATP含有量の定量解析および ROS量の比較解析を実施した。 

まず ATP 含有量の定量解析をルシフェラーゼアッセイにより実施した。in 

vivo群では IVG前の成長期卵母細胞で 0.39 ± 0.20 pmol（n=24）、GV期卵母細胞

で 0.46 ± 0.15 pmol（n=24）およびMII期卵子で 0.30 ± 0.14 pmol（n=24）と卵母

細胞成長に伴って増加し、卵母細胞成熟過程で減少することが明らかとなった

（平均値 ± S.D.）（Figure2-8）。一方、GV 期卵母細胞において 20%群では 0.57 

± 0.07 pmol（n=24）および 7%群では 0.65 ± 0.09 pmol（n=24）と、予想に反して

in vivo群と比較して顕著に ATP量が高かった（p<0.05）。しかしMII期において

は 20%群で 0.32 ± 0.15 pmol（n=36）および 7%群で 0.33 ± 0.13 pmol（n=36）と

なり、ATP量は in vivo群と同程度まで減少した。in vivo由来 GV期卵母細胞の

20%酸素濃度条件下 IVMによる IVM群では 0.28 ± 0.12 pmol（n=24）となり、in 

vivo由来MII期卵子と同程度の ATP量を示した。 

次に ROS特異的蛍光プローブにより ROS 量を相対解析した。その結果、GV

期では in vivo群（1.0 ± 0.4、n=40）に対して、20%群で 1.1 ± 0.34倍（n=34）お

よび 7%群で 1.3 ± 0.42倍（n=29）となった（平均値 ± S.D.）。またMII期では

in vivo群（1.0 ± 0.2、n=33）に対して、20%群で 1.1 ± 0.2倍（n=68）および 7%

群で 1.3 ± 0.4倍（n=76）となった。以上の結果より 20%群において ROS量は増
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大せず、一方で発生能改善が見られた 7%群における有意な ROS 量増大が見ら

れた（Figure2-9）。 

 

4. IVG卵母細胞におけるマイトファジーと発生能解析 

IVG 卵母細胞に由来する MII 卵子および胚のミトコンドリア異常の一因とし

て卵母細胞成熟過程におけるマイトファジー活性に着目した。そこで IVG 卵母

細胞ならびに in vivo卵母細胞の IVM培地へのマイトファジー活性化および抑制

作用を有する薬剤の添加が胚発生に与える影響を解析した。 

まずラパマイシン添加 IVM によるマイトファジー活性化 IVM を実施した。

ラパマイシンはオートファジー抑制に寄与する mTOR 阻害を通してオートファ

ジーを誘導する（Li et al. 2014）。in vivo卵母細胞および通常培養酸素濃度 20%

条件群に由来する in vitro卵母細胞を 0、1、10および 100 nM ラパマイシン添加

条件で IVM に供試した。ミトコンドリア特異的蛍光プローブ MitoTracker を用

いたミトコンドリア相対定量解析の結果、in vivo 群ではラパマイシン添加濃度

に応じたミトコンドリア量の有意な低下が見られ、100 nM 添加区では 0.5 ± 

0.08（n=11）と in vitro群 0 nM区と同程度まで低下した（p<0.05）（Figure2-14A）。

しかしながら in vitro群ではラパマイシン添加濃度に依存したミトコンドリア量

の変化は認められなかった。またラパマイシン添加に伴ったミトコンドリア局

在変化も見られず、in vitro 卵子の異常なミトコンドリア動態はラパマイシン添

加により改善しなかった（Figure2-14B）。また発生能解析の結果、すべてにお

いて成熟率 97 - 100%、正常受精率 47 - 65%と有意な変化は認められなかった
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（Figure2-15）。同様に胚盤胞発生率においても 0 nM区と比較して有意な改善は

認められず、in vivoおよび in vitro両群に共通してラパマイシン添加濃度に応じ

て発生能は低下傾向にあった（Figure2-15）。 

次に 3-メチルアデニン（3-MA）添加 IVMによるマイトファジー抑制 IVMを

実施した。3-MAはオートファジーの上流制御を担う非典型クラス III PI3Kを阻

害することでオートファジーを抑制する（Xu et al. 2012）。in vivo卵母細胞を 0、

1および 10 mM 3-MA添加 IVMに供試した。卵母細胞成熟率は 0 mM区で 91.9%

（n=57/62）および 1 mM添加区で 90.3%（n=28/31）を示すのに対し、10 mM添

加区で 0%（n=0/10）と顕著に低下した（Figure2-16B）。高濃度 3-MA 処理は卵

母細胞成熟を制御する典型クラス I PI3K の活性を阻害することが知られており、

10 mM添加区ではこの影響により卵母細胞成熟率が低下したと考えられた。 

ミトコンドリア特異的蛍光プローブMitoTrackerを用いたミトコンドリア相対

定量解析の結果、0 mM添加区 1.0 ± 0.2 （n=11）に対して 1 mM添加区では 1.3 

± 0.3 （n=10）と顕著な増加が認められた（p<0.05）（Figur2-16A）。しかし in 

vivo卵母細胞および通常培養酸素濃度 20%条件群に由来する in vitro卵母細胞を

0 および 1 mM 3-MA 添加条件で IVM に供試し、発生能解析を行った結果、0 

mM添加区に対して成熟率および発生率の改善は見られなかった（Figure2-16C）。 

 

5. 母性ミトコンドリア動態が発生能に与える影響の解析 

これまでのミトコンドリア動態および機能解析の結果、IVG 卵母細胞の異常

なミトコンドリア特性が、受精を介して胚へ継承され、母性ミトコンドリアの

機能不全による発生能低下が示唆された。そこで IVG 卵母細胞に由来する in 
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vitro 胚における母性ミトコンドリアの健全性を理解するために、過排卵処理成

熟雌マウスより採取した MII期卵子に由来する in vivo胚および至適培養酸素濃

度 7%条件により作出された 7%-IVG 卵母細胞に由来する in vitro 胚の 2 細胞期

におけるミトコンドリア膜電位の解析を実施した。まず JC-1プローブを用いた

ミトコンドリア膜電位測定の結果、in vivo 胚（1.0 ± 0.22、n=54）と比較し、in 

vitro胚では 0.4 ± 0.23倍（n=78）となり、GV期卵母細胞および MII期卵子同様

にミトコンドリア膜電位が顕著に低下した（p<0.001）（平均値 ± SD）

（Figure2-10A）。次に MitoTracker プローブを用いたミトコンドリア相対定量解

析においても in vivo胚（1.0 ± 0.10、n=78）と比較し、in vitro胚では 0.8 ± 0.08

倍（n=105）となり、有意な低下が見られた（p<0.05）（Figure 2-10B）。またミ

トコンドリア局在に関しても核膜周辺部へのミトコンドリア局在傾向の弱い胚

が in vitro胚で見られた（Figure2-11）。以上より、in vitro群では卵母細胞・卵子

同様に in vivo 群に対する質的・量的なミトコンドリアの異常が見られ、IVG 卵

母細胞における異常なミトコンドリア特性が受精を介して消去されず、初期胚

へ継承されたことが示唆された。 

次にミトコンドリア相対定量解析後の 2 細胞期胚の IVF 開始 100 時間後まで

の胚培養を実施し、母性ミトコンドリア量が胚発生に与える影響を解析した

（Figure2-12）。なお in vivo 群においてミトコンドリア量解析後胚の 98.6%

（n=72/73）が胚盤胞期胚まで発生したことから、ミトコンドリア量解析が胚発

生に与える影響は無視できるものと考え、IVF 開始 100 時間後における発生状

態ごとに 2 細胞期時点におけるミトコンドリア量を比較した。その結果、胚盤
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胞期に発生することができた 2 細胞期胚（1.02± 0.072、n=39）と比較して、桑

実胚期までしか発生しなかった 2 細胞期胚のミトコンドリアプローブの輝度値

は 0.99 ± 0.078（n=43）、また 2 細胞期で発生を停止した胚ではミトコンドリア

プローブの輝度値が 0.95 ± 0.059（n=11、p<0.05）となり、有意にミトコンドリ

ア量が低かった（Figure2-13）。このうち胚盤胞期または桑実胚期まで発生した

胚を 2細胞期時点におけるミトコンドリアプローブの輝度値が in vitro群平均よ

り高い高ミトコンドリア量群と、平均より低い低ミトコンドリア量群に分別し、

レシピエントマウスへの胚移植実験を通してミトコンドリア量が個体発生能に

与える影響を解析した。着床率および個体発生率を比較した結果、妊娠満期で

の個体発生率は高ミトコンドリア量群（10%、n=4/41）と低ミトコンドリア量

群（8%、n=3/40）間において有意な差は見られなかった。しかしながら着床率

は高ミトコンドリア量群 46%（n=19/41）と比較し、低ミトコンドリア量群で

23%（n=9/40）と有意に低下した（p<0.05）（Table2-4）。 

以上の結果から、卵母細胞におけるミトコンドリアの正常性は、胚のミトコ

ンドリア正常性に影響を与え、また母性ミトコンドリア量が発生能へ影響しう

ることが示され、in vitro 胚の低発生能の一因が母性ミトコンドリア異常である

ことが示唆された。 
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第四節 考察 

これまでに通常培養条件である 20%酸素濃度条件より低い培養酸素条件下に

おける IVC、IVMおよび IVGにより胚発生能や成熟能の向上が報告されてきた。

IVC でマウス、ヒト、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ウシおよびハムスターなどの多

様な動物において、低酸素条件下による胚発生率の向上が示された（Tervit et al. 

1972, Quinn & Harlow 1978, Pabon et al. 1989, McKiernan & Bavister 1990, Thompson 

et al. 1990, Batt et al. 1991, Legge & Sellens 1991, Umaoka et al. 1992, Li & Foote 1993, 

Noda et al. 1994, Watson et al. 1994）。また IVMではマウス、ハムスターおよびブ

タにおいて低酸素環境が成熟能と発生能を向上させることが報告された

（Haidri et al. 1971, Gwatkin & Haidri 1974, Kitagawa et al. 2004, Banwell et al. 2007）。

そして IVGではマウスにおいて 5%、10%、15%および 20%酸素濃度条件におい

て培養酸素濃度の低下に伴った発生能の改善が示された（Eppig & Wigglesworth 

1995）。本研究においては 5%、7%、10%および 20%酸素濃度条件における IVG

卵母細胞の発生能解析を実施した結果、マウス二次卵胞の IVG 至適酸素濃度が

7%であることが明らかとなった。生殖器環境中における酸素濃度は 1.5 – 8.7 %

であり、今回の至適酸素条件の解析結果と矛盾しなかった。（Fischer et al. 1992, 

Basini et al. 2004, Clark et al. 2006, de Castro et al. 2008, Redding et al. 2008）。低酸

素環境におけるコンピテンシーの改善は、培養酸素濃度を生体内環境へと近づ

けることによって、in vivo における完全な卵母細胞成長、成熟および胚発生プ

ロセスの in vitroにおける再現性を増したためと考えられた。しかしながら一部

の報告では低酸素環境がコンピテンシーに対し、負に作用することが報告され
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ている。ブタ IVMでは低酸素培養環境に伴った成熟率の変化は見られず、ウシ

IVMでは成熟率が低下した（Pinyopummintr & Bavister 1995, Hashimoto et al. 2000, 

Park et al. 2005）。また IVGにおいてもウシでは培養酸素濃度 20%条件に比べ、

5%酸素濃度条件で成熟率および発生率の低下が示されたが、IVG 期間の中期に

おいて培養酸素濃度を 5%から 20%へ切り替えることで発生能が 20%酸素濃度

条件よりも改善することが報告された（Hirao et al. 2012）。さらに本研究や

Eppig らの報告と異なり、コラゲナーゼ処理による莢膜細胞の除去を行わずに

実施されたマウス IVG では 5%酸素濃度条件における成熟能および発生能の低

下が示された（Smitz et al. 1996）。以上より、動物種や細胞種で至適培養酸素条

件は異なり、また卵母細胞成長段階においてもその酸素要求性が異なっている

ことが示唆され、マウス二次卵胞における至適酸素条件の更なる改善が期待さ

れた。 

また、5%酸素条件よりも 7%酸素条件で胚作出効率が高い理由として、5%群

における卵胞細胞増殖能の低下が考えられた。5%-IVG において培養卵胞の大

きさは同培養日数の 20%-IVG培養卵胞と比較して、顕著に小さく、低酸素培養

条件では支持細胞増殖速度の低下が示唆され、培養酸素環境に対して卵母細胞

のミトコンドリア品質管理と卵胞細胞増殖がトレードオフの関係にあることが

考えられた。 

至適培養酸素濃度 7%酸素条件における発生能改善は、20%酸素条件で見られ

た桑実期からの胚盤胞期移行率の改善によることが分かった。胚盤胞形成後、

栄養外胚葉系列においてそれまで低活性化状態だったミトコンドリアの活性化
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が知られ、このミトコンドリア活性化は、胚盤胞形成に寄与する（Houghton 

2006）。そのため 20%酸素条件 IVG 卵母細胞に由来する胚における胚盤胞期移

行障害の一因としてミトコンドリア機能低下が示唆され、一方で発生能改善が

見られた 7%酸素条件においてはミトコンドリアの機能改善が示唆された。 

in vivo卵母細胞に対する通常培養酸素濃度 20%および至適培養酸素濃度 7%条

件 IVG 卵母細胞のミトコンドリア動態を解析した。その結果、培養酸素条件に

よらず IVG卵母細胞およびそれに由来する MII期卵子では in vivo群と比較して

異常なミトコンドリアの局在が見られ、ミトコンドリア膜電位およびミトコン

ドリアDNAコピー数の有意な低下も明らかとなった。これまでにミトコンドリ

ア局在やミトコンドリア膜電位、そしてミトコンドリアDNAコピー数の発生能

への関与が報告されており、IVG 卵母細胞における異常なミトコンドリアは発

生能低下の一因となりうることが示唆された（Nagai et al. 2006, Ge et al. 2012, St 

John 2014）。その一方で 7%-IVG 卵母細胞で 20%-IVG 卵母細胞と比較し、ミト

コンドリア膜電位低下の軽減が見られ、ミトコンドリア膜電位の発生能改善へ

の寄与が示唆された。 

IVG 卵母細胞における異常なミトコンドリア動態によって、ミトコンドリア

機能低下によるROS生産量増加およびATP生産量低下が示唆された。これまで

に IVM および IVC を用いて報告された低酸素環境の成熟能・発生能への寄与

は、ミトコンドリアによる ROS 生産量の低減に伴うことが報告されている

（Pabon et al. 1989, Legge & Sellens 1991, Umaoka et al. 1992, Li & Foote 1993, 

Kitagawa et al. 2004, Iwamoto et al. 2005）。しかしながら本研究では、20%-IVG卵
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母細胞および卵子における ROS量の増加は見られず、予想に反して 7%-IVG卵

母細胞および卵子において顕著に増加した。また ATPにおいても卵子 ATP含有

量と胚発生能の関連性が報告されている一方で、IVG 卵母細胞では培養酸素条

件によらず、in vivo群と比較して有意な ATP量増加が見られた（Van Blerkom et 

al. 1995, Ge et al. 2012, Yuan et al. 2016）。これらのことから本研究において見ら

れた 7%-IVG卵母細胞の発生能改善に対して ATP量および ROS量の寄与は小さ

いことが考えられた。 

IVG卵母細胞は in vivo由来の卵母細胞と比較して大量の ATPを含有していた。

これまでに卵母細胞成長過程における卵母細胞ミトコンドリアの ATP 生産や支

持細胞から卵母細胞への ATP 供給に関する報告は無い。しかし卵母細胞成長過

程で細胞質中に蓄積される母性因子の転写、翻訳および修飾に大量の ATP を要

求することは自明であり、IVG 卵母細胞において母性因子の蓄積に代表される

ATP 要求性の高い生物学的経路の活性が低下している可能性が示唆された。ま

たその一方、IVG卵母細胞は in vivo卵母細胞と比較して大量の ATPを含有する

にも関わらず、成熟後、MII 期ではこの量的差が無くなっていた。これまでに

卵母細胞成熟過程における ATP 生産および消費が知られている（Yuan et al. 

2016）。IVG卵母細胞ではミトコンドリア機能低下により卵母細胞成熟過程にお

ける ATP 生産が消費に追い付かなかったものと考えられ、その後の初期発生期

間におけるミトコンドリア機能の深刻な低下が示唆された。 

IVG 卵母細胞に由来する in vitro 胚の低発生能の一因として、異常な卵母細

胞・卵子ミトコンドリアが異常な母性ミトコンドリアとして次世代に継承され
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ることが示唆された。in vitro胚では in vivo胚と比較し、ミトコンドリア膜電位

およびミトコンドリア量の低下が生じており、GV期卵母細胞およびMII期卵子

で見られたミトコンドリア異常が回復せず、受精を介して継承されたことが考

えられた。 

受精後、卵子から胚へ継承されたミトコンドリアは胚盤胞期まで低活性状態

を示し、胚は嫌気的代謝により ATP 生産を行う。その後、胚盤胞期では栄養外

胚葉系列においてミトコンドリアが再活性化することが知られ、この再活性化

は腔形成、胚盤胞期移行に寄与することが知られる（Babayev & Seli 2015）。ま

た近年、マウス胚において二細胞期移行の発生に必須である胚性ゲノム活性化

へのミトコンドリア内代謝酵素の寄与が見出された（Nagaraj et al. 2017）。これ

らの知見は、胚盤胞まで発生した胚は、2 細胞期時点でミトコンドリア量が多

く、特に 2 細胞期胚停止を示した胚と比較して有意な差が認められたことと符

合した。また 2 細胞期時点でのミトコンドリア量が多い胚で有意な着床率の増

加が認められ、胎盤の起源となる栄養外胚葉系列の正常な分化および機能獲得

におけるミトコンドリアの寄与が示唆された。 

ミトコンドリアDNAコピー数の定量解析の結果、IVG群では卵母細胞成熟過

程における大規模なミトコンドリアDNAコピー数の削減が生じた。これまでに

マウスおよびヒト IVM 卵子におけるミトコンドリア DNA コピー数測定では in 

vivo 卵子と比較した in vitro 卵子ミトコンドリア DNA コピー数の低下が報告さ

れており、これは本解析における IVM卵子の定量結果と符合した。しかしいず

れにおいても GV期卵母細胞時点でのミトコンドリア DNAコピー数を大幅に下
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回る結果は見られず、IVG 卵母細胞特異的な積極的ミトコンドリア消去機構の

活性化が示唆された（Zeng et al. 2007, Ghorbanmehr et al. 2018）。損傷ミトコンド

リアのオートファジー、すなわりマイトファジーによる能動的かつ選択的除去

機構が知られ、これまでにマウス卵母細胞成熟過程においてマイトファジーが

機能的であることが示唆されている。しかし、卵母細胞成熟過程におけるマイ

トファジーに関する知見は乏しい（Kim et al. 2019）。本研究において行われた

in vivo卵母細胞のオートファジー活性化作用を有するラパマイシン添加 IVMで

は、作出卵子のミトコンドリア量が有意に低下し、反対にオートファジー抑制

作用を有する 3-MA添加 IVMでは作出卵子ミトコンドリア量の有意な増加が認

められ、これらは卵母細胞成熟過程におけるマイトファジー機構の存在を支持

した。IVG 卵母細胞におけるマイトファジー活性の発生能に対する過不足を評

価するため、ラパマイシンおよび 3-MA添加 IVMを実施し、作出卵子の発生能

を評価した。しかし、in vivo 卵母細胞および IVG 卵母細胞に関係なく、薬剤添

加により発生能は改善しなかった。これは発生能に対して、各群卵母細胞の

オートファジー活性は過剰でも不足でもないことが示唆された。また過去の報

告ではオートファジー不全により見られたミトコンドリアの異常凝集がラパマ

イシン添加により改善したことから、IVG 卵母細胞におけるミトコンドリア異

常局在の改善が期待されたが、IVG 卵母細胞に由来する MII 期卵子でラパマイ

シン添加に伴ったミトコンドリア異常局在の改善は認められず、また in vivo 群

で見られたようなミトコンドリア量の減少も見られなかった。in vivo 卵母細胞

で見られるようなラパマイシン添加に応じたミトコンドリア量の低下が IVG 卵
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母細胞では見られなかったことから、IVG 卵卵母細胞ではマイトファジー経路

に異常が生じている可能性が示唆された。 
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Table 2-2. 20%および7%-IVG卵母細胞の生存率および成熟率

No. of follicles No. of oocytes

O2 condition
subjected to

IVG
survived

subjected to

IVM

undergoing

GVBD

matured

into MII

20% 387 326 (84.2%) a 238 235 (98.7%) a 205 (86.1%) a

7% 379 325 (85.8%) a 228 223 (97.8%) a 216 (94.7%) a

in vivo - - 128 122 (95.3%) a 115 (89.8%) a

Tukey-kramer法により有意差検定を行った。
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Table 2-3. 20%および7%-IVG卵子の受精率および発生率

No. of oocytes
No. of embryos

developed to

O2 condition
subjected to

IVF

normally

fertilized
2-cell 4-cell morula blastocyst

20% 222 125 (56.3%) 104 (83.0%) b 96 (76.8%) b 91 (72.8%) b 50 (40.0%) c

7% 237 111 (46.8%) 101 (91.0%) a 100 (90.1%) a 89 (80.2%) b 85 (76.6%) b

in vivo 158 72 (45.6%) 71 (98.6%) a 71 (98.6%) a 71 (98.6%) a 71 (98.6%) a

Tukey-kramer法により有意差検定を行った。
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Table 2-4. 2細胞期胚時点でのミトコンドリア量と着床率および個
体発生率

MitoTracker intensity

(average ± S.D.)

No. of 

embryos transferred

No. of 

implanted embryos living pups

2-cell derived from 

7%-IVG oocytes

High intensity

at 2-cell
1.06 ± 0.05 *

37 19 * 4

(51.4%) (10.8%)

Low intensity

at 2-cell
0.95 ± 0.04

40 9 3

(22.5%) (7.5%)

*は有意差あり（p<0.05）
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Figure 2-2. 5%、7%、10%および20%酸素条件IVGにより得られたIVG卵
母細胞の成熟率および発生率

5%、7%、10%および20%酸素条件IVGにより得られたIVG卵母細胞の成熟率
（MII期卵子/培養卵胞）（A）および発生率（胚盤胞期胚/供試受精卵）（B）。
TukeyのWSD検定を用いて有意差検定を行い、異なるアルファベットは有意な差
を示す（p<0.01）。
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Figure 2-3. 20%および7%-IVG卵子およびin vivo卵子に由来する胚の発生段階
ごとの発生率
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Figure 2-4. IVG卵母細胞におけるミトコンドリアの局在

MitoTrackerにより得られた20%群（n=78）、7%群（n=58）および
in vivo群（n=52）GV期卵母細胞のミトコンドリア局在傾向を
cortical領域とperinuclear領域の平均輝度値の相対値により分別した。
In vivo群では相対値が1.39 ± 0.39 を示した（平均値±S.D.）。
（A）これを参考に相対値が1.0 – 1.8 （平均値±1S.D.以内） とな
る典型的なものをclass i、相対値が1.8より高い（>平均値+1S.D.）
GVへのミトンドリア凝集を示すものをclass ii、相対値が1未満なも
の（<平均値-1S.D.）を細胞膜周縁部に脱局在を示したclass iiiとし
て分類した。（B）各classが各群卵母細胞集団に占める割合。DOI:

10.1530/REP-21-0209
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Figure 2-5. IVG卵子におけるミトコンドリアの局在

MII期卵子におけるMitoTracker DeepRed（緑色）およびHoechst333421

（マゼンタ）の染色画像。共焦点顕微鏡で撮影。
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Figure 2-6. IVG卵母細胞およびIVG由来卵子のミトコンドリアDNA

コピー数

定量解析により得られたミトコンドリアDNAコピー数の各群平均値を示
した（誤差範囲: +S.D.）。成長期卵母細胞（Growing Oocyte; GO、n=46）
およびGV期における20%-IVG群（n=43）、7%-IVG群（n=43）およびin

vivo群（n=34）、そしてMII期における20%-IVG群（n=41）、7%-IVG群
（n=37）、in vivo群（n=37）およびin vivo群GV期卵母細胞のIVMに由来
するIVM群（n=39）の合計8群、320サンプルの定量解析を実施した。同
じ発生段階において、Tukey-kramer法を用いた有意差検定を実施した。
異なるアルファベットは有意な差を示す（p<0.05）。DOI: 10.1530/REP-

21-0209
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Figure 2-7. IVG卵母細胞およびIVG卵子のミトコンドリア膜電位

蛍光輝度値解析により得られたミトコンドリア膜電位の各群平均値を示した
（誤差範囲: +S.D.）。GV期における20%-IVG群（n=68）、7%-IVG群（n=40）
およびin vivo群（n=46）、そしてMII期における20%-IVG群（n=52）、7%-IVG

群（n=55）、in vivo群（n=44）の合計6群、305サンプルの定量解析を実施した。
同じ発生段階において、Tukey-kramer法を用いた有意差検定を実施した。異な
るアルファベットは有意な差を示す（p<0.05）。DOI: 10.1530/REP-21-0209
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Figure 2-8. IVG卵母細胞およびIVG卵子のATP含有量

定量解析により得られたATP量の各群平均値を示した（誤差範囲: +S.D.）。
成長期卵母細胞（GO、n=24）およびGV期における20%-IVG群（n=24）、
7%-IVG群（n=24）およびin vivo群（n=24）、そしてMII期における20%-IVG

群（n=36）、7%-IVG群（n=36）、in vivo群（n=24）およびin vivo群GV期卵
母細胞のIVMに由来するIVM群（n=24）の合計8群、216サンプルの定量解析
を実施した。同じ発生段階において、Tukey-kramer法を用いた有意差検定を
実施した。異なるアルファベットは有意な差を示す（p<0.05）。DOI:

10.1530/REP-21-0209
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Figure 2-9. IVG卵母細胞およびIVG卵子のROS活性量

定量解析により得られたROS量の各群平均値を示した（誤差範囲: +S.D.）。
GV期における20%-IVG群（n=34）、7%-IVG群（n=29）および in vivo群
（n=40）、そしてMII期における20%-IVG群（n=68）、7%-IVG群（n=76）、
in vivo群（n=22）の合計6群、280サンプルの定量解析を実施した。同じ発生
段階において、Tukey-kramer法を用いた有意差検定を実施した。異なるアル
ファベットは有意な差を示す（p<0.05）。DOI: 10.1530/REP-21-0209
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Figure 2-10. in vivoおよびin vitro 2細胞期胚におけるミトコンドリ
ア膜電位およびミトコンドリア量

IVF開始31時間後のin vivoおよびin vitro 2細胞期胚におけるJC-1によるミト
コンドリア膜電位（A）およびMitoTrackerによるミトコンドリアの相対定
量（B）（平均値+S.D.）。Student t-testにより有意差検定を実施した
（p<0.001）。
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Figure 2-11. in vivoおよびin vitro 2細胞期胚におけるミトコンドリア局在

IVF開始31時間後のin vivoおよびin vitro 2細胞期胚におけるMitoTracker Green（緑
色）の染色画像。共焦点顕微鏡で撮影。
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Figure 2-12. 2細胞期胚におけるミトコンドリア量と発生能解析

IVF開始31時間後の2細胞期胚をMitoTrackerによるミトコンドリア定量解析に供試した後、
IVF開始100時間後までの発生能を追跡した。その後、胚盤胞期胚あるいは桑実胚期胚ま
で発生した胚をレシピエントマウスへ、胚移植し、個体発生能を解析した。
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Figure 2-13. in vitro由来胚におけるミトコンドリア量と発生能

IVF開始100時間後における各胚の進行と2細胞期におけるミトコンドリ
ア量を示した。Tukey-kramer法により有意差検定を行い、異なるアル
ファベットは有意な差を示す（p<0.05）。
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Figure 2-14. ラパマイシン添加がIVG卵子のミトコンドリア量と局在
に及ぼす影響

in vivo卵母細胞およびIVG卵母細胞をラパマイシン添加条件でIVMに供
試した。IVM後のMitoTracker輝度値によるミトコンドリア相対定量解析
果（A）とミトコンドリア局在の観察（B）。Tukey-kramer法により有意
差検定を行い、異なるアルファベットは有意な差を示す（p<0.05）。
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Figure 2-15. ラパマイシン添加がIVG卵子の成熟能および発生能

に与える影響

ラパマイシン添加IVM卵子の発生能解析をin vivo（A）および20%-IVG

卵母細胞ごとに解析した（B）。成熟率（MII期卵子/供試COC）および
発生率（胚盤胞期胚/供試受精卵）はTukeyのWSD法を用いて有意差検定
を実施した（p<0.05）。
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Figure 2-16. 3-MA添加IVM卵子のミトコンドリアおよび発生能解析

in vivo卵母細胞およびIVG卵母細胞を3-MA添加IVMに供試した。IVM後のin vivo卵子
におけるMitoTracker輝度値を用いたミトコンドリア相対定量解（A）、in vivo（B）
および20%-IVG卵母細胞（C）の成熟能および発生能解析結果。ミトコンドリア量は
Student t-testにより有意差検定を実施した（p<0.01）。成熟率（MII期卵子 /供試
COC）および発生率（胚盤胞期胚/供試受精卵）はTukeyのWSD法を用いて有意差検
定を実施した（p<0.05）。
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第三章 卵母細胞の発生能に寄与しうる分子経路の同定 

 

第一節 緒言 

発生能を持たない非成長期卵母細胞は卵母成長過程において卵母細胞成熟や

初期発生を保障する様々な因子を卵細胞質中に貯蔵することで発生能を獲得す

る。これらは母性因子と呼ばれ、ミトコンドリアなどの細胞小器官や様々な遺

伝子の mRNA・タンパク質など知られている（Zhang & Smith 2015）。subcortical 

maternal complex構成する PADI6や NLRP2、NLRP6はタンパク質として胚に継

承される代表的な母性因子である（Monk et al. 2017）。これらの発現制御を担う

明確な上流因子は明らかになっていないものの、Noboxや Figla、Lhx8などの卵

母細胞成長期移行において中心的役割を担う転写因子の遺伝子発現に伴って発

現上昇することが知られ、Figla および Lhx8 欠損成長期卵母細胞において発現

低下することが報告されている（Wang et al. 2020, Hamazaki et al. 2021）。また

mRNA の状態で貯蔵され、卵母細胞成熟で選択的に翻訳されることで機能する

遺伝子として Btg4、Zfp36l2および Cnot6lなどが知られる（Sha et al. 2018）。以

上のように、発生能を保障する母性因子は多岐に渡り、その全容は未だ明らか

になっていない。またこれらの母性因子が卵母細胞成長期移行に関与する転写

因子の発現に伴って発現誘導されることは明らかになっているが、発生能獲得

に関する明確な上流因子や制御動態などは未だ不明である。 

その一方で、これまでに低酸素濃度培養により IVG 卵母細胞の成熟能・発生

能改善が報告されており（Eppig & Wigglesworth 1995）、当研究においても通常
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培養酸素濃度20%条件 IVG卵母細胞と比較して、至適培養酸素濃度 7%条件 IVG

卵母細胞で発生能の改善を明らかにした。この培養酸素条件の最適化により

IVG 卵母細胞のミトコンドリア膜電位の低下の軽減が認められたが、培養酸素

環境がどのようにして卵母細胞の発生能に寄与したかは依然として不明である。 

そこで、in vivo 卵母細胞および 5%、7%、10%および 20%酸素条件 IVG 卵母

細胞の遺伝子発現解析を実施し、発生能に寄与しうる分子経路の同定を行った。 
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第二節 材料および方法 

 

1. シングルセル RNA-seq（scRNA-seq）ライブラリ構築 

GV期卵母細胞から QIAseq FX Single Cell RNA Library Kit（QIAGEN）により

scRNA-seqライブラリを調整し、NextsSeq500 によるシーケンシングによりリー

ドデータを得た。ミトコンドリアゲノム抽出同様に卵母細胞を採取した。透明

帯除去し、十分量の PBS（－）で洗浄、ガラスキャピラリーを用いて 1×10-7 倍

希釈 ERCC RNA Spike-In Mix 1 μlおよび PBS（－）6 µlを加えた低吸着 0.2 ml

チューブ（TaKaRa）に移し入れた。Lysis buffer 4 μlを加え、タッピングによる

混和後、スピンダウンし、余熱したサーマルサイクラーにて溶解反応（24℃ 5

分、95℃ 3分、4℃ ∞）に供試した。反応後サンプルに gDNA wipeout Buffer 2 μl

を加え、ゲノム除去反応（42℃ 10 分）に供試した。1 サンプルあたり

RT/polymerase Buffer 4 μl、Oligo dT primer 1 μl、Quantiscript RT Enzyme mix 1 μlを

混和し 6 μlの逆転写反応液（12 μl反応系）を調整し、ゲノム除去反応後サンプ

ル 6 μlを混和し、逆転写反応（42℃ 60分、95℃ 3分）を実施した。1サンプル

あたり Ligase Buffer 8 μl、 Ligase Mix 2 μlを混和し 10 μlの cDNAライゲーショ

ン反応液（20 μl反応系）を調整した。cDNAライゲーション反応液 10 μlを逆転

写反応後 cDNA サンプル 10 μl と混和し、cDNA ライゲーション反応（24℃ 30

分、95℃ 5 分、4℃ ∞）に供試し、cDNA 同士のライゲーションを行った。1 サ

ンプルあたり REPLI-g scReaction Buffer 29 μlと REPLI-g SensiPhi DNA polymerase 

1 μlを混和することで等温増幅反応液（60 μl反応系）を調整し、cDNAライゲー
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ション反応後サンプル 30 μl を添加、等温増幅反応（30℃ 2 時間、65℃ 5 分、

4℃ ∞）により cDNA 増幅を行った。得られた cDNA 等温増幅反応産物 1 μl を

ddH2O で希釈し、Qubit dsDNA HS Assay（Thermo）を用いて cDNA 等温増幅反

応産物量を解析した。調整および定量した cDNA 等温増幅反応産物はライブラ

リ構築に供試するまで－30℃で保存した。 

1サンプルあたり 10 × Fx Buffer 5 μl、 ddH2O 25 μl、Fx Enzyme mix 10 μlを混

和し、cDNA断片化反応液 40 μl（50 μl反応系）を調整した。これを Qubitの測

定値に基づき ddH2Oを用いて 50 ng/μlに希釈した cDNA等温増幅反応産物 10 μl 

と混和し、断片化反応（4℃ 1分、32℃ 10分、65℃ 30分、4℃ ∞）に供試した。

断片化反応産物に対して Adapter Plate の対応するウェルからアダプター溶液 5 

μlを加え、さらに 1サンプルあたり 5×DNA Ligase Buffer 20 μl、ddH2O 15 μlお

よび DNA Ligase 10 μlを混和し調整したアダプターライゲーション反応液 55 μl

（100 μl 反応系）を加え、混和する。アダプターライゲーション反応（20℃ 15

分）後、すぐに GeneRead Size Selection Kit（QIAGEN）を用いてライブラリの

精製を行った。アダプターライゲーション反応産物全量を 1.5 ml loBind チュー

ブに移し、SB1 Buffer 400 μlを添加後、MinElute spin columnに全量供試した。

15,000 rpm、1分の遠心後、Flow-throughを破棄し MinElute spin columnを 80%エ

タノールにより二回洗浄した。再度 15,000 rpm、1 分遠心により乾燥させた

MinElute spin columnに TE Buffer 90 μlを加え、静置（室温、1分）した。遠心

後、回収した Flow-through 90 μlに SB1 Buffer 360 μl加え、再び同じMinElute spin 

columnを全量供試し、15,000 rpmで 1分遠心後、Flow-throughを破棄しMinElute 
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spin columnを 80%エタノールにより二回洗浄した。15,000 rpmで 1分の遠心に

より乾燥させた MinElute spin columnに EB Buffer 17 μlを加え、静置（室温、1

分）した。遠心後、Flow-through を scRNA-seq ライブラリとして 1.5 ml loBind

チューブに回収し、クオリティチェックおよびシーケンシングに供試するま

で-30℃で保存した。scRNA-seqライブラリをAgilent 2100 Bioanalyzer（Agilent）

および Agilent High Sensitivity DNA Kit（Agilent）による定性評価に供試し、目

的とする 500 bpを頂点としたライブラリ分子の分布が見られるか評価した。ま

た KAPA Library Quantification Kits（Roche）および QuantStudio 3（Thermo）を

用いたライブラリ分子の定量解析を実施し、ライブラリ収量の評価およびマル

チプレックスライブラリ溶液の調整を実施した。調整したマルチプレックスラ

イブラリ溶液は NestSeq 500（illumina）および NextSeq 500/550 High Output Kit

（illumina）を用いてシーケンシングおよび bcl2fastq（v. 2.18.0.12）を用いた

ベースコールを実施し、75 nt × 2 のペアドエンドリードデータ（fastq 形式）を

得た。本研究において培養酸素濃度 5%、7%および 10%酸素条件卵母細胞から

のライブラリ構築およびシーケンスを実施した。解析に用いた in vivo 群および

20%群卵母細胞のシーケンスデータにおいては当研究班において過去に同手法

を用いて構築されたライブラリのシーケンシングデータを用いた（2019 年修了 

藤丸）。供試卵母細胞のうち 10%群のみ一回、それ以外は 2回の独立した IVGに

より供試卵母細胞を作出した。 
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2. GV期卵母細胞のシングルセル RNA-seqデータの解析 

得られたリードデータのうち Read1 のみを解析に供試した。

TrimGalore!(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/)を用い

て低クオリティ塩基のトリミングおよび短いリードのフィルタリング（35nt）

を 実 施 し た 。 各 処 理 段 階 に お け る リ ー ド オ リ テ ィ は FastQC

（https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/）により可視化した。

クオリティコントロール後リードデータの Hisat2（v2.1.0）（Kim et al. 2015）を

用いたリファレンスゲノムへのアライメントにより得られたアライメントデー

タから featureCounts（Liao et al. 2014）（v1.6.5）によってリファレンスアノテー

ション情報にもとにしたリードカウントデータを得た。 

本 解 析 で 用 い た リ フ ァ レ ン ス デ ー タ は 、iGenomes

（https://jp.support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/igenome.html） よ

りダウンロードした GRCm38（Ensembl）を用いた。featureCountsが出力した各

遺伝子に対するリードカウントおよび転写産物長を参照し CPM（counts per 

million）法により正規化した遺伝子発現量を算出した。遺伝子発現プロファイ

ルの比較解析として hclust を用いた最隣法による階層的クラスタリング解析、

cor を用いたピアソンの積率相関係数の算出および prcomp による主成分分析を

実施した。これらの解析にはいずれかのサンプルで発現（CPM>0）が認められ

た 遺 伝 子 の log2(CPM+1)を 元 に 実 施 し た 。 ま た R（v3.5.1、

https://www.R-project.org/）および DESeq2（v1.20）（Love et al. 2014）による

ward 法を用いて発現変動遺伝子（padj<0.05）を検出した。エンリッチメント解
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析 は DAVID（v6.8、https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp） に よ り 実 施 し た

（q-value<0.05）。 

 

3. シーケンスデータの公開 

解析に用いたデータセットのうち、20%群、7%群および in vivo群のシーケン

スデータはアーカイブ上 DRA011982 で公開し、5%群および 10%群のデータ

セットに関しては未公開とした。 

 

4. LC-MSによるセラミド定量解析 

卵母細胞からクロロホルム法により脂質抽出を実施し、LC-MS を用いて各群

GV 期卵母細胞のスフィンゴ脂質含有量を解析した。ミトコンドリアゲノム抽

出同様の手法を用いて透明帯を除去した各群卵母細胞（110-181 個）を

0.1%PVA/PBS で洗浄後、スクリューキャップチューブに ddH2O 15 μl と共に移

し入れ、液体窒素で凍結後、脂質抽出まで－80℃で冷凍暗所保存した。脂質抽

出は、チューブにメタノールおよびクロロホルムを加え、浸とう後、上清を回

収し、遠心濃縮機を用いて遠心乾固した。これをクロロホルム 10 µl、メタノー

ル 90 µlを加え、浸とうすることで脂質抽出溶液を調整した。これを Nexera XR

（島津製作所）および QTRAP5500（エービーサイエックス）を用いて LC-MS

解析した。カラムには L-column2（C8 メタルフリー、50 mm×2.0 mm、3 μm）を

使用し、内部標準には C16 セラミド（d18:1/16:0）（Merc）を用いて実施した。

本解析には独立 3 回の IVG およびサンプリングにより卵母細胞を得た。また脂
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質抽出以降は、一般財団法人化学物質評価研究機構に委託した

（https://www.cerij.or.jp/）。得られた測定値は Tukey-kramer法により検定した。 

 

5. フモニシン B1およびスフィンゴシン一リン酸添加 IVG 

第二章二節-4、5、6 同様にして IVG卵母細胞の作出およびその発生能の解析

を行い、通常培養 20%酸素濃度条件下でセラミド合成酵素阻害剤フモニシン B1

およびスフィンゴシン一リン酸添加 IVGを実施した。フモニシンB1（cayman）

はメタノール（富士フィルム）に溶解し、1 mM ストックを調整した。スフィ

ンゴシン一リン酸（cayman）はメタノールに溶解し 1 mM ストックを調整した。

使用まで－30℃で暗所保存した。添加培地調整時には、添加薬剤溶媒濃度が

1%以下となるよう溶媒を調整した。 
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第三節 結果 

1. 5%、7%、10%および 20%酸素条件 IVG卵母細胞および in vivo卵母細胞の

遺伝子発現プロファイル解析 

5%、7%、10%および 20%酸素条件における IVG 卵母細胞および in vivo 卵母

細胞の単一遺伝子発現プロファイル解析を実施した。解析の結果、5%群

（n=24）、7%群（n=24）、10%群（n=10）、20%群（n=21）および in vivo 群

（n=23）の合計 102卵母細胞において 25,065遺伝子の発現を検出した。全発現

遺伝子の発現量をもとにした主成分分析の結果、PC1（寄与率 92.5%）、PC2

（寄与率 1.0%）平面において主集団が左上にクラスタ形成した一方で、そこか

ら外れて右下に流れるようにプロットされた亜集団（PC1>0.5）が見られた

（Figure3-1）。第一主成分に強く寄与する 204遺伝子（第一主成分への因子負荷

量>3S.D.）のエンリッチメント解析を行った結果、「regulation of translation」や

「Cell cycle」など卵母細胞における生物学的経路に関連する termが濃縮され、

それらには卵母細胞で高発現する Cpeb1 や Dazl、Ccno、Ccnb が含まれていた

（Figure3-2）。亜集団が成長過程の卵母細胞集団であった場合、成長過程で発

現上昇する卵母細胞特異的遺伝子は一様に発現低下傾向を示すと考えられる。

しかしながら、各卵母細胞における遺伝子発現量と第一主成分得点に着目した

ところ、第一主成分得点の増加に伴って Cpeb1 は増加、Dazl は減少傾向にあり、

その他の遺伝子においても一様の発現異常が認められなかった。このことから、

亜集団に属した卵母細胞は正常な卵母細胞成長過程から逸脱し、異常な遺伝子

発現プロファイルを獲得した卵母細胞集団であると考えられた。 
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亜集団に属した卵母細胞を除き、再度主成分分析を行った結果、PC1/2 平面

上に in vivo 群に向かい 20%、10%、7%、5%と培養酸素濃度の低下に伴って近

接するようにプロットされた（Figure3-3）。5%群は至適培養酸素条件 7%群より

も in vivo 群に近しい遺伝子発現プロファイルを有する一方で、亜集団に最も多

くの卵母細胞が含まれた（33%、n=8/24）。これは 5%群において卵母細胞成熟

率が低下する一方で、成熟を完了できた卵子の胚発生能が向上するという成熟

前卵母細胞の不均一性と符合した。 

 

2. 20%酸素条件 IVG 卵母細胞に特異的な発現異常遺伝子の解析 

次に IVG の至適酸素条件が卵母細胞遺伝子発現プロファイルに与えた影響を

明らかし、発生能改善を支持する分子生物学的制御機構を理解するため、通常

培養条件 20%群、至適酸素条件 7%群および in vivo 群の遺伝子発現プロファイ

ルに着目した。3 群での主成分分析の結果、PC1（寄与率 93.7%）において in 

vivo 群、7%群および 20%群と発生能の低下に伴って左側にプロットされた

（Figure3-4）。また階層的クラスタリング解析の結果、7%群は 20%群よりも in 

vivo 群に近しいクラスタに分類され、発生能だけでなく遺伝子発現プロファイ

ル規模で in vivo卵母細胞に近しい卵母細胞特性を獲得していた（Figure3-5）。そ

こでどのような遺伝子が培養酸素条件に従って発現変動し、そして発生能に寄

与したのかを解明するため、in vivo群に対する 7%および 20%群間の遺伝子発現

変動を解析し、in vivo 群と 20%群間における発現変動遺伝子 4,386 遺伝子、in 

vivo群と 7%群間における発現変動遺伝子 4,357遺伝子を検出した（padj<0.05）。 
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得られた発現変動遺伝子のうち 1,831 遺伝子は培養酸素条件に関係なく IVG

卵母細胞で共通した発現変動を示す一方で、2,555 遺伝子は 20%群、2,526 遺伝

子は 7%群において特異的に発現変動した（Figure3-6）。これらのうち 20%群に

おいて特異的に発現変動を示した 2,555 遺伝子は通常酸素条件 20%群で発現異

常を示し、至適酸素条件 7%群で遺伝子発現が改善することから発生能改善に

関与する分子生物学的経路の濃縮が期待された。そこでエンリッチメント解析

を実施した結果、主成分分析同様に「Cell cycle」や「covalent chromatin 

modification」など卵母細胞における Biological processを反映した termの濃縮が

見られた一方で、卵母細胞成長とは無関係に考えられる「Apoptotic process」お

よび「Sphingolipid signal pathway」が濃縮された（q<0.05）（Figure3-7）。スフィ

ンゴ脂質代謝経路は、細胞膜成分であるスフィンゴミエリンを代謝し、また脂

質メディエーターとして細胞死を誘起するセラミドならびに、細胞生存を促す

スフィンゴシン一リン酸を代謝する経路として知られる。またスフィンゴ脂質

代謝はスフィンゴ脂質を新規合成する de novo経路とセラミド・スフィンゴシン

一リン酸を相互変換し、細胞死を制御する salvage経路の 2つの経路からなり、

セラミド合成が亢進された場合、アポトーシスが誘起され、ミトコンドリア損

傷が生じる（Gudz et al. 1997, Larsen & Tennagels 2014）。濃縮されしたスフィン

ゴ脂質代謝遺伝子に着目したところ、de novo経路ではセリンおよびパルミトイ

ル CoAよりジヒドロスフィンゴシンを合成するセリン・パルミトイル転移酵素、

ジヒドロスフィンゴシンからジヒドロセラミドを合成するセラミド合成酵素お

よびジヒドロセラミドからセラミドを合成するジヒドロセラミド不飽和化酵素
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をコードする遺伝子 Sptlc1、Cers6および Degs1の発現変動が見られ、いずれの

場合も 20%群において発現上昇を示した（Figure3-8）。また salvage 経路ではス

フィンゴミエリンからセラミドを合成するスフィンゴミエリンホスホジエステ

ラーゼとセラミドからスフィンゴミエリンを合成するスフィンゴミエリン合成

酵素をコードする Smpd1、Spmd2、Sgms1および Sgms2の 20%群における特異的

な発現低下が見られた。その一方で、スフィンゴシン一リン酸からスフィンゴ

シンを合成するスフィンゴシン一リン酸ホスファターゼとスフィンゴシンから

セラミドを合成するセラミド合成酵素をコードする Sgpp2 および Cers6 は 20%

群特異的に発現上昇を示した。これら個々の代謝関連遺伝子の発現変動をス

フィンゴ脂質代謝経路の活性状態として考えると、20%群においてセラミド合

成の異常亢進が示唆された。これは「Sphingolipid signal pathway」と同時に

「Apoptotic process」が濃縮したことにも符合した。 

次に「Apoptotic process」に含まれた遺伝子中で最高発現を示し、20%酸素条

件 IVG 卵母細胞で発現低下を示した Bcl2l10 に着目した。Bcl2l10 はアポトーシ

スのトリガーとなる小胞体からミトコンドリアへのカルシウムイオン流入を抑

制する抗アポトーシス遺伝子であり、成長期卵母細胞以降に特異的発現を示し、

受精卵まで高発現を示す一方で 2 細胞期に移行すると著しい発現低下を示すこ

とが知られている（Yoon et al. 2009, Bonneau et al. 2016）。またオートファジー関

連遺伝子でありながら BCL2 ファミリーの阻害によりアポトーシスを誘導する

機能的側面が知られる Atg5 は有意ではないものの、20%群特異的な発現上昇傾
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向が認められ、Bcl2l10 と Atg5 の遺伝子発現量は強い負の相関を示した（r=－

0.85）（Figure3-9）。 

 

3. ミトコンドリア関連遺伝子の発現解析 

これまでに IVG 卵母細胞において多数のミトコンドリア異常が見られたこと

から、ミトコンドリア制御に関係する遺伝子の発現動態に着目した解析を実施

した。ミトコンドリア分裂を制御するDrp1およびミトコンドリア融合を制御す

る Mfn1 は 7%群特異的に発現低下を示す一方でその他のミトコンドリア融合制

御遺伝子 Mfn2 および Opa1 の異常発現は認められなかった（padj<0.05）

（Figure3-10）。またミトコンドリアゲノムに結合することでミトコンドリアゲ

ノムの安定化に寄与し、またミトコンドリアゲノム複製への関与も知られる

Tfam は 20%群特異的な発現低下を示した（padj<0.05）。しかしながらミトコン

ドリア増殖に関与するその他の遺伝子のうち Pgc1a、Pgc1bｍおよび Nrf2は 7%

群特異的な発現低下を示した（p<0.05）。さらに in vivo群卵母細胞と比較してミ

トコンドリア DNAコピー数は低下しているにも関わらず、mt-Rnr2や mt-Nd1、

mt-Cytb、mt-Co1、mt-Nd4などのミトコンドリアゲノム上にコードされる遺伝子

のほとんどが 20%群特異的な発現上昇を示した（p<0.05）。以上のようにミトコ

ンドリア関連遺伝子の一部には顕著な発現変動が認められた一方で、IVG 卵母

細胞におけるミトコンドリア動態の異常や発生能改善を説明しうる異常性を抽

出することはできなかった。 
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4. 卵母細胞セラミド含有量の定量解析 

遺伝子発現解析の結果、20%酸素条件 IVG 卵母細胞におけるセラミドの異常

蓄積が示唆された。そこで本解析は LS-MS 解析を用いて 20%群、7%群および

in vivo 群卵母細胞のセラミド含有量の比較解析を行った。その結果、in vivo 群 

1.0 ± 0.02（n=3）に対し、20%群で 1.9 ± 0.26倍（n=3）と顕著にセラミド含有量

は増加した（p<0.05）（Figure3-11）。その一方で 7%群では 1.3 ± 0.03 倍（n=3）

とセラミド量の顕著な増加は見られず、スフィンゴ脂質代謝経路の遺伝子発現

傾向に符合した。また各群卵母細胞におけるセラミド含有量の増加傾向は、ミ

トコンドリア膜電位の解析結果と強い負の相関を示した（r=－0.99）。 

 

5. セラミド合成阻害剤およびスフィンゴシン一リン酸添加 IVGにより産生さ

れた卵母細胞の発生能解析 

通常培養 20%酸素条件により作出された IVG卵母細胞においてスフィンゴ脂

質代謝異常およびセラミド含有量の増加が明らかになり、発生能低下の一因と

なっていることが示唆された。そこで IVG 卵母細胞のセラミド合成量低下によ

る発生能改善を目的に、セラミド合成阻害剤フモニシンB1添加 IVGを実施し、

得られた卵母細胞の胚盤胞期への発生能解析を行った。フモニシンB1は構造的

特徴からセラミド合成の競争阻害剤として作用する（Wang et al. 1991, Bose et al. 

1995）。0、0.1、1および 10 mM添加区を設けた。しかしながら試験区間におい

てフモニシンB1添加による有意な発生能改善は認められなかった（Figure3-12）。

またフモニシンB1添加によって卵胞細胞が黒ずみ、また細胞の輪郭が目立つよ

うな形態的変化が見られた。次にスフィンゴシン一リン酸とセラミド間の量的
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バランスの正常化による発生能改善を目的とし、スフィンゴシン一リン酸 0、

10および 100 nM 添加区を設け、スフィンゴシン一リン酸添加 IVGを実施し、

作出卵母細胞の胚盤胞期への発生能を解析した。しかしながらフモニシンB1添

加同様に発生能改善は認められず、また支持細胞の退行が見られた

（Figure3-12）。 
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第四節 考察 

5%、7%、10%および 20%酸素条件 IVG 卵母細胞および in vivo 卵母細胞の遺

伝子発現プロファイルの解析により、異常な卵母細胞遺伝子発現プロファイル

を有する亜集団および培養酸素濃度低下に伴って IVG 卵母細胞の遺伝子発現プ

ロファイルが in vivo 群に近づくことが明らかとなった。主集団に着目した際は

5%酸素条件 IVG 卵母細胞が最も in vivo 卵母細胞集団に近しい遺伝子発現プロ

ファイルを示した一方で、卵母細胞成長不全を示す亜集団に 5%酸素濃度条件

IVG 卵母細胞が多数含まれていた。矛盾するようなこれらの特性は、20%酸素

条件と比べ 5%酸素条件では成熟率が有意に低下するものの、成熟を完了でき

た卵子の発生率は高いという 5%酸素条件における成熟前卵母細胞の不均一性

を反映するものと考えられた。5%酸素条件 IVG卵母細胞では解析した卵母細胞

の 33%（8/24）が亜集団に属していた。これに対し、7%酸素条件 IVG卵母細胞

では、亜集団に含まれる卵母細胞は 8%（2/24）とほとんど見られなかった。こ

れにより 7%酸素条件が 5%酸素条件と比較してより均一な卵母細胞集団の産出

に成功していることが示唆された。 

次に 20%酸素条件 IVG卵母細胞、7%酸素条件 IVG卵母細胞および in vivo卵

母細胞における発現変動遺伝子解析の結果、20%酸素条件 IVG 卵母細胞で特異

的に発現変動を示す 2,555 遺伝子には、「cell cycle」や「cell division」に見られ

る細胞分裂関連遺伝子および「vesicle-mediated transport」や「Endocytosis」に見

られる細部内輸送・細胞外分泌関連遺伝子などの卵母細胞特性を大きく反映し

たGO termおよびKEGG pathwayの濃縮が見られた。これらは 20%酸素条件 IVG
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卵母細胞における特定の分子経路や細胞生物学的経路に限定しない大規模な卵

母細胞遺伝子発現プロファイルの異常が示唆された。また、これまでに卵母細

胞成長に従ったDNAメチル化に代表されるエピゲノム修飾パターンの確立が知

られ、細胞分裂関連遺伝子や細胞内輸送。細胞外分泌関連遺伝子同様に濃縮が

見られた「covalent chromatin modification」は、20%酸素条件 IVG卵母細胞にお

けるエピゲノム修飾パターンの異常を示唆した（Hiura et al. 2006）。近年、IVG

卵母細胞は DNA メチル化レベルが in vivo 卵母細胞と比較して低下することが

報告され、また 20%酸素条件と比較して、5%酸素条件下で作出された IVG卵母

細胞では DNA メチル化レベルの低下が部分的に改善することが報告されてお

り、本解析結果に符合した（Naillat et al. 2021）。その一方で卵母細胞成長の関

連性があまり知られていない「Apoptotic process」および「Sphingolipid signal 

pathway」の濃縮が認められた。これらの GO termおよび KEGG pathwayに属す

る遺伝子の発現動態から、遺伝子発現制御レベルでの 20%酸素条件 IVG卵母細

胞におけるアポトーシス誘導およびセラミド合成経路の異常亢進が明らかと

なった。「Apoptotic process」に含まれた遺伝子中で最高発現を示した Bcl2l10は

抗アポトーシス遺伝子と知られるだけでなく、卵母細胞成熟能へ寄与すること

が報告されており、アポトーシス関連遺伝子発現制御機構と卵母細胞成熟との

関連性が示唆されている（Yoon et al. 2009, Bonneau et al. 2016）。また、スフィン

ゴ脂質代謝遺伝子に着目したところ、代謝経路を構成する遺伝子群の発現変動

パターンから de novo 経路におけるセリンおよびパルミトイル CoA からの新規

セラミド合成および salvage経路におけるスフィンゴシン一リン酸およびスフィ
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ンゴシンからのセラミド変換の異常亢進が示唆され、LC-MS 解析の結果、20%

酸素条件 IVG 卵母細胞に特異的なセラミド含有量の増加が見られた。セラミド

はアポトーシスを誘導し、ミトコンドリア機能を阻害することが知られており、

20%酸素条件 IVG 卵母細胞におけるミトコンドリア膜電位の低下やアポトーシ

ス遺伝子の発現誘導はセラミド量の増加によるものと考えられた（Gudz et al. 

1997, Larsen & Tennagels 2014）。これまでに卵母細胞におけるスフィンゴ脂質シ

グナル制介したアポトーシスが胎仔期卵巣において報告されている（Morita et 

al. 2000）。スフィンゴミエリンからセラミドを代謝するスフィンゴミエリナー

ゼをコードする Smpd1 の遺伝子欠損マウス新生仔卵巣において原始卵胞、一次

卵胞および二次卵胞の過形成が見られ、また野生型 E13.5 卵巣の器官培養へス

フィンゴシン一リン酸を添加することで濃度依存的に卵母細胞減数の抑制が生

じることが報告された。これらの報告により卵母細胞が潜在的にスフィンゴ脂

質代謝を介したアポトーシス制御機構を有することが示唆された。また肥満症

で報告される卵母細胞・卵子の品質低下の一部にスフィンゴ脂質の増加とミト

コンドリア活性の低下の関与が示唆されている。低発生能を呈する肥満症母体

由来卵子ではミトコンドリア膜電位の低下や異常局在が見られ、他方で、セラ

ミド前駆物質であるパルミチン酸の卵胞環境中の濃度上昇が報告されている

（Igosheva et al. 2010, Valckx et al. 2014, Wu et al. 2015）。近年、このパルミチン酸

添加 IVMにより作出された卵子でセラミド含有量の増加、ミトコンドリア機能

低下および成熟能の低下が報告され、スフィンゴ脂質代謝によるミトコンドリ

ア機能と卵子コンピテンシーの密接な関係性が示唆された（Itami et al. 2018）。
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以上のことから本研究により示唆されたスフィンゴ脂質代謝遺伝子の遺伝子発

現制御によるセラミド含有量、ミトコンドリア健全性および胚発生能保障の一

連の制御動態は、IVG 卵母細胞に限らず、生体内における卵母細胞成長におい

ても機能的であることが示唆された。 

哺乳動物細胞におけるミトコンドリア制御機構の全容解明には未だ至ってい

ないものの、これまでに多数のミトコンドリア制御遺伝子が同定されており、

それら制御遺伝子の異常はミトコンドリア機能低下や細胞障害を誘起する。ミ

トコンドリア DNAの安定性に寄与し、またミトコンドリア DNAからの遺伝子

発現を制御する Tfam やミトコンドリア増殖への関与が報告される PGC1a、

PGC1b、Nrf1 および Nrf2 が知られる。またミトコンドリアの分裂（fission）お

よび融合（fusion）を通した形態制御においてはDrp1、Mfn1、Mfn2およびOpa1

の関与が知られている。IVG 卵母細胞における遺伝子発現解析の結果、これら

ミトコンドリア制御遺伝子の一部（Tfam や Drp1、Mfn2）に有意な発現変動が

見られた一方で、発生能改善やミトコンドリア異常などを説明しうる分子生物

学的機序は見いだせなかった。また、mt-Rnr2 や mt-Nd1、mt-Cytb、mt-Co1、

mt-Nd4 などのミトコンドリアゲノムにコードされる遺伝子のほとんどに 20%群

特異的な発現上昇が見られた。 

最後にスフィンゴ脂質代謝経路の異常が IVG 卵母細胞発生能に与える影響を

検証するために、セラミド合成阻害剤フモニシンB1およびスフィンゴシン一リ

ン酸の添加 IVG を実施し、作出された卵母細胞の発生能解析を実施した。しか

し、いずれの添加培養においても発生能改善は見られず、むしろ培養卵胞の形
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態的異常が生じた。これは添加薬剤が卵母細胞のみならず、支持細胞にも影響

し、予期せぬ作用が生じたためと考えられた。またフモニシンB1は構造的類似

性から CerSファミリー遺伝子にコードされるセラミド合成酵素の活性を阻害す

ることが報告される（Zitomer et al. 2009）。これまでの卵母細胞における添加実

験では成熟率の低下、ミトコンドリア機能の低下および酸化ストレスの増大が

報告されており、卵母細胞に対してはセラミド合成阻害活性が低く、逆に細胞

毒性を有することが示唆されてきている（Wang et al. 1991, Bose et al. 1995, 

Morita et al. 2000, Li et al. 2021）。また、スフィンゴシン一リン酸の添加実験に関

しては、スフィンゴシン一リン酸からセラミドを合成する salvage経路が活性化

しているため、結果的にセラミド合成量の増加を促進した可能性が考えられた。 
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Figure 3-1. 5%、7%、10%および20%酸素条件IVG卵母細
胞とin vivo卵母細胞の主成分分析

遺伝子発現解析により得られた各群の卵母細胞における遺伝子
発現プロファイルの主成分分析結果を第一主成分および第二主
成分平面上にプロットした。主集団は左上にクラスタ化し、右
下に流れるようにして存在する亜集団が見られた（網掛け）。
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Figure 3-2. 主成分分析で見られた亜集団の解析

主成分分析で見られた亜集団のプロファイル解析を行った。（A）第一主成
分への正規化後負荷因子量が3 S.D.より大きい204遺伝子を高変動遺伝子（赤
点）として同定した。（B）高変動遺伝子のエンリッチメント解析の結果、卵
母細胞成長に関するtermの濃縮が見られ、特にDazlやCpeb1が含まれる翻訳制
御のtermが強く濃縮された（網掛け）。（C）in vivo群における各遺伝子発現
量平均値と第一主成分への負荷因子量を示した。（D）各卵母細胞の第一主
成分得点とCpeb1およびDazlの遺伝子発現量を示した。
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Figure 3-3. 亜集団除去後の5%、7%、10%および20％酸素条件IVG卵母細胞と
in vivo卵母細胞の主成分分析

亜集団に属した5%-#24、#30、#33、#23、#22、#27、#34、#32、7%-#56、#40、10%-#10、
#3、#7、20%-#1、#11の15卵母細胞は除外した。（中央）亜集団除去後の各群の卵母細胞
における遺伝子発現プロファイルの主成分分析結果を第一主成分および第二主成分平面
上にプロットし、（右・上）各主成分における主成分得点の分布を箱ひげ図で表した。
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Figure 3-4. 7%および20％酸素条件IVG卵母細胞とin vivo卵母
細胞の主成分分析

（上段）7%および20%酸素条件IVG卵母細胞とin vivo卵母細胞の主成
分分析の結果を第一主成分および第二主成分平面に示した。亜集団に
属した7%群2検体（#40、#56）および20%群2検体（#1、#11）は、本
解析においても大きく外れた箇所に位置した。（下段）第一主成分得
点の各群の分布を示した。DOI: 10.1530/REP-21-0209
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Figure 3-5. 7%および20％IVG卵母細胞とin vivo卵母細
胞の階層的クラスタリング

階層的クラスタリングを実施した。ラベルは赤色が7%群、黄
色がin vivo群、青色が20%群をそれぞれ示し、大部分の卵母細
胞は由来する群ごとにクラスタを形成した。また亜集団に属し
た7%群2検体（#40、#56）および20%群2検体（#1、#11）はど
の集団からも外れてクラスタリングされた。また20%群1検体
および7%群3検体（#44、#31、#49）はIVG卵母細胞でありなが
らin vivo群クラスタに属した。DOI: 10.1530/REP-21-0209
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DEGs

(in vivo vs. 20%-IVG)

2,5552,526 1,831

DEGs

(in vivo vs. 7%-IVG)

Figure 3-6. in vivo群に対する7%群および20％群の発現変
動遺伝子の重複と20%群特異的な異常発現遺伝子の抽出

in vivo群と20%群間における発現変動遺伝子4,386遺伝子、in vivo群
と7%群間における発現変動遺伝子4,357遺伝子のうち1,831遺伝子
は培養酸素条件に関係なくIVG卵母細胞で共通した発現変動を示
した。また2,555遺伝子は20％群において、2,526遺伝子は7%群に
おいて特異的に発現変動したDOI: 10.1530/REP-21-0209。
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Figure 3-7. 20%群特異的異常発現遺伝子のエンリッチメント解析

（A）20%群特異的に発現変動を示した2,555遺伝子のエンリッチメント解
析により有意な濃縮が見られたGO term および KEGG pathway（q<0.05）。
DOI: 10.1530/REP-21-0209
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Figure 3-8. 20%および7%IVG卵母細胞およびin vivo卵母細胞におけるスフィンゴ
脂質代謝関連遺伝子の発現

（A）20%群特異的発現変動を示したスフィンゴ脂質代謝遺伝子の発現を示した。（B）ス
フィンゴ脂質代謝経路図。20%群において異常発現上昇する場合は赤色、発現低下する場
合は、青色の矢印でそれぞれの代謝経路を示した。SPTはセリン・パルミトイル転移酵素、
SMaseはスフィンゴミエリンホスホジエステラーゼ、CERSはセラミド合成酵素、SMSはス
フィンゴミエリン合成酵素、DEGSはジヒドロセラミド不飽和化酵素およびSPPaseはスフィ
ンゴシン一リン酸ホスファターゼ、CDaseはセラミド分解酵素、SPHKはスフィンゴシンキ
ナーゼを表し、またdhSphはジヒドロスフィンゴシン、dhCerはジヒドロセラミド、Sphはス
フィンゴシン、S1Pはスフィンゴシン一リン酸、SMはスフィンゴミエリンを表す。
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Figure 3-9. 抗アポトーシス遺伝子Bcl2l10とアポ
トーシス遺伝子Atg5の発現

20%群、7%群およびin vivo群卵母細胞におけるBcl2l10発
現とAtg5発現は強い負の相関を示した（r=-0.85）。
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Figure 3-10. ミトコンドリア制御関連遺伝子の発現

20%群、7%群およびin vivo群卵母細胞におけるミトコンドリア制御遺伝子の発現を示し
た。 *はDESeq２による発現変動解析により検出された有意な発現変動を示す
（padj<0.05）。
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Figure 3-11. 20%、7%およびin vivo群卵母細胞におけるセ
ラミドの定量解析

LC-MS解析による20%群、7%群およびin vivo群卵母細胞における
セラミド蓄積量を示した（平均値＋S.D.）（n=3）。Tukey-kramer

法を用いた有意差検定を実施した。異なるアルファベットは有意
な差を示す（p<0.05）。DOI: 10.1530/REP-21-0209
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Figure 3-12. フモニシンB1およびスフィンゴシン一リン酸添加IVG

セラミド合成阻害剤フモニシンB1およびスフィンゴシン一リン酸をIVG培地に添加
し、20%酸素条件でIVGを実施した。成熟率（MII期卵子/供試COC）および発生率
（胚盤胞期胚/供試受精卵）はTukeyのWSD法を用いて有意差検定を実施し、異なる
アルファベットは有意な差を示す（p<0.05）。
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第四章 正常な卵母細胞の遺伝子発現プロファイルを導くマスター

遺伝子の推定 

 

第一節 緒言 

非成長期卵母細胞が GV 期卵母細胞へと成長する卵母細胞成長過程は多数の

特異的転写因子の発現・機能により制御される。卵母細胞成長過程への移行は

Ptenや Akt、Foxo3によって厳密にシグナル制御され、PTEN存在下では AKT活

性化が抑制され、不活性型 FOXO3 が卵母細胞核に局在する。その一方で、成

長期移行時には PTEN消失により AKT活性化および FOXO3の核外移行が生じ

る（John et al. 2008, Shimamoto et al. 2019）。その後の初期成長過程においては

FIGLA、NOBOX、SOHLH1、SOHLH2、STAT3、LHX8およびPOU5F1などの多

彩かつ時期特異的な転写因子が発現、機能することで卵母細胞成長を支持する

転写ネットワークが形成される（Richards & Pangas 2010）。 

卵母細胞成長過程におけるこれらの転写ネットワークは、透明帯構成タンパ

ク質をコードする Zp1、Zp2 および Zp3や subcortical maternal complex 構成タン

パク質をコードする Nlrp2、Padi6および Tle6などに代表される卵母細胞の構造

タンパク質をコードする遺伝子や卵母細胞成熟、受精および発生に寄与するよ

うな母性遺伝子 Mos、Cpeb1 および Yap など多数の遺伝子を時期特異的に制御

すると考えられている（Gupta et al. 2012, Monk et al. 2017, Sha et al. 2018, Winata 

& Korzh 2018, Cao et al. 2019）。 
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他方で、成長期卵母細胞では KIT が発現し、顆粒膜細胞より分泌された KIT

リガンドを受容することで KIT 下流の Gdf9 および Bmp15 が発現上昇する。そ

の後、卵母細胞外へ分泌された GDF9および BMP15が、顆粒膜細胞に作用し、

細胞増殖および Kitl 遺伝子発現に寄与する正のフィードバック制御が知られて

いる（Thomas & Vanderhyden 2006）。このフィードバック制御に代表されるよう

に卵母細胞と卵胞細胞間のシグナル伝達による協調的な卵母細胞および卵胞成

長が明らかとなっている。 

このような卵母細胞成長への移行、初期成長過程における転写ネットワーク

形成および支持細胞との協調的遺伝子発現制御機構が知られる一方で、卵母細

胞成長過程における発生能を支持する遺伝子発現制御機構の全容は、不明な点

が多く残されており、更なる解析が期待される。そこで IVG 卵母細胞の遺伝子

発現解析データを用いて in vivo 卵母細胞に見られる正常な卵母細胞の遺伝子発

現プロファイルを特徴付ける遺伝子の推定を実施した。 
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第二節 材料および方法 

 

１. GV期卵母細胞の scRNA-seqデータの解析 

第三章に同じ 

 

2. 各遺伝子プロモーター領域における Nobox結合モチーフの検出 

PWMTools よりゲノムワイド position weight matrix （PWM）検索アルゴリズ

ム PWMScan（https://ccg.epfl.ch/pwmtools/pwmscan.php）を用いて、マウスリ

ファレンスゲノム（GRCm38/mm10）に対する NOBOX 結合モチーフ検索を実

施した。NOBOX 結合モチーフ検索は生物種特異的 DNA 結合モチーフデータ

べース CIS-BP（http://cisbp.ccbr.utoronto.ca/）より生物種：Mus musculus, 結合モ

チーフ：Nobox M0980 1.02 （length=9）を選択し、デフォルト条件で検索を

行った。転写開始点上流 2,500 bp をプロモーター領域として抽出し、このプロ

モーター領域における結合モチーフをカウントした。 
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第三節 結果 

1. IVG卵母細胞において共通して発現異常を示す遺伝子 

7%酸素条件 IVG卵母細胞に由来する卵子の発生能は 20%酸素条件と比較し、

顕著に改善した（p<0.05）。しかしながら in vivo 卵子と同水準までの改善には

至っておらず、また依然として多くのミトコンドリア異常も認められた。そこ

で遺伝子発現プロファイル解析結果より得られた IVG 卵母細胞共通の発現異常

遺伝子を解析することで、in vivo 群に対する IVG 卵母細胞の不完全な遺伝子発

現プロファイルを説明する因子の同定を試みた。 

in vivo群に対する 20%群および 7%群の発現変動遺伝子解析の結果、培養酸素

条件によらず IVG 卵母細胞において異常発現を示す 1,831 遺伝子が抽出された。

20%群、7%群および in vivo群における遺伝子発現量をもとに k-meansクラスタ

リングによって 4 群に分別し、酸素濃度によらず IVG 卵母細胞で共通して共通

して発現低下を示す 489遺伝子（クラスタ 1）および発現上昇を示す 714遺伝子

（クラスタ 3）を同定した（Figure4-1A）。これらの遺伝子のエンリッチメント

解析の結果、遺伝子発現制御関連因子を示す「regulation of transcription, 

DNA-templated」の顕著な濃縮が見られた（q<0.05）（Figure4-1B）。そこで共通

発現上昇遺伝子（クラスタ 3）、共通発現低下遺伝子（クラスタ 1）に含まれる

遺伝子発現制御関連遺伝子それぞれ 56遺伝子および 128遺伝子に着目したとこ

ろ、様々な機能を有する遺伝子が含まれていた（Figure4-1C）。共通発現低下遺

伝子には卵母細胞成長への移行制御などの初期卵母細胞成長過程における寄与

が知られる Noboxや Stat3が含まれ、これらの新しい機能的側面が期待された。
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一方で共通発現上昇遺伝子には、予想に反して低酸素応答転写因子であるHif1a

および Arnt（Hif1b）が見られた。IVG 卵母細胞における遺伝子発現プロファイ

ルの不完全性は、正常な卵母細胞の発生・分化を制御する転写関連遺伝子の発

現低下に起因すると考え、発現低下を示した転写関連遺伝子 56遺伝子を正常な

卵母細胞を特徴付ける遺伝子として着目した。 

 

2. in vivo卵母細胞様の遺伝子発現プロファイルを有する IVG卵母細胞の解析 

20%群、7%群および in vivo群卵母細胞の階層的クラスタリング解析の結果、

各群の卵母細胞はそれぞれクラスタ形成し、また 7%群は同じ IVG 卵母細胞で

ある 20%群よりも in vivo卵母細胞に近しい遺伝子発現プロファイルを有してい

ることが示された（Figure3-5）。また興味深いことに 7%群 3 検体、20%群 1 検

体が in vivo群クラスタに属していた。これらの in vivo群に近しい IVG卵母細胞

の遺伝子発現プロファイルを解析することは、in vivo 群に見られる正常な卵母

細胞遺伝子発現プロファイルを IVG で再現する為のマスター遺伝子の同定に繋

がると考えた。そこで in vivo群クラスタに属した7%群を in vivo like（IVL）群、

クラスタ化した典型的 7%群を canonical 群とし、in vivo 群との発現変動遺伝子

解析に供試した。IVL群と in vivo群間において 6,343遺伝子、IVL群と canonical

群間において 4,121 遺伝子が有意に発現変動を示し、2,498 遺伝子が重複を示し

た（padj<0.05）（Figure4-2）。canonical 群において特異的に発現変動を示した

1,623遺伝子は、in vivo群と比較して canonical群で発現異常を示す一方で、IVL

群と in vivo群間では発現変動が見られないことから、IVL群の in vivo群との同
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質性かつ canonical 群との異質性を説明しうる遺伝子の内包が期待された。これ

ら 1,623 遺伝子のエンリッチメント解析の結果、遺伝子発現制御関連因子を示

す 「transcription, DNA-templated」 お よ び 「regulation of transcription, 

DNA-templated」の顕著な濃縮が見られた（q<0.05）（Figure4-3）。これは IVG卵

母細胞に共通した発現異常遺伝子のエンリッチメント解析結果と符合した。こ

れまでに同定した IVG卵母細胞で共通して発現低下を示す転写関連遺伝子 56遺

伝子とこれらの canonical 群における発現異常遺伝子に重複する遺伝子を解析し

たところ、Nobox、2410141K09Rik、Gm14139、Nr2e1、Zfp35、Trp53bp1、Tch25、

Rtf1、Sp110および Cicの 10遺伝子を正常な卵母細胞遺伝子発現プロファイルを

特徴付ける遺伝子として抽出した（Figure4-4）。 

 

3. Noboxが卵母細胞遺伝子発現プロファイルに与える影響の解析 

卵母細胞遺伝子発現プロファイルをたらしめる遺伝子として同定された 10遺

伝 子 の 組 織 特 異 的 遺 伝 子 発 現 動 態 を RefEx

（https://refex.dbcls.jp/index.php?lang=ja）の発現量データベース EST に基づき解

析した結果、Noboxの卵巣における顕著な発現が認められた（Table4-1）。Nobox

は新生仔卵巣特異的発現を示すホメオボックス遺伝子の一つであり、非成長期

および成長期初期卵母細胞で発現し、卵母細胞成長期への移行を運命づける転

写因子である（Suzumori et al. 2002）。卵母細胞成長期への移行に必須であるこ

とが知られ、転写因子として Gdf9などの様々な卵母細胞特異的遺伝子の発現制
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御を担うことが示唆されている（Rajkovic et al. 2004, Choi & Rajkovic 2006, Choi 

et al. 2007, Qin et al. 2007, Qin et al. 2009, Bayne et al. 2015）。 

そこで本解析では Nobox 遺伝子との発現動態の相関性解析および NOBOX 結

合モチーフ解析を用いた NOBOX 下流制御遺伝子群のスクリーニングを行った。

NOBOX による発現制御下にある遺伝子は Nobox の発現動態と類似した傾向を

示すと考えられる。そこで過去に NOBOX のプロモーター領域への結合および

遺伝子発現制御が示された Gdf9に着目したところ、20%群、7%群および in vivo

群卵母細胞における Nobox および Gdf9 の遺伝子発現は強い正の相関を示した

（r=0.82）（Figure4-5A）。そこで同様の手法を用いて in vivo群において発現する

遺伝子群のうち平均 log2（CPM+1）≧6 の遺伝子を抽出し、これらの 20%群、

7%群および in vivo群卵母細胞における発現と Noboxの発現の相関係数をそれぞ

れ算出し、強い相関（r≧0.7）を示した 87 遺伝子を抽出した（Table4-2）

（Figure4-5B）。これらの遺伝子群には卵母細胞の成長、受精およびエピジェネ

ティック修飾の確立にそれぞれ不可欠な卵母細胞特異的遺伝子 Kit、Zp2 および

Nlrp5 などが含まれた。一方で、Nobox は結合モチーフ（コンセンサス配列：

TAATTG）を目印としたプロモーター領域への結合が知られている。そこでプ

ロモーター領域における NOBOX 結合モチーフ保有数の検出を実施した。結合

モチーフを有することが報告されている Gdf9では 3箇所、Nobox発現との相関

係数が大きい上位 3 遺伝子 Hspa8（r=0.84）、Fbxw21（r=0.84）および Fbxw14

（r=0.83）ではそれぞれ 2、8 および 3 箇所の結合モチーフを有していた（r=相

関係数）。しかしながら結合モチーフの数が多い上位 3 遺伝子では Zfp280d（41
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箇所）、4932438A13Rik（41 箇所）および Wnk1（38 箇所）では Nobox 発現との

相関係数がそれぞれ 0.40、－0.42 および 0.42 を示し、結合モチーフ数と Nobox

発現に関係性は認められたなかった（結合モチーフ数）（Table4-2）。本解析に

より同定された NOBOX結合モチーフはマウス全ゲノム中に 1,444,179領域存在

した。これは同じく卵母細胞成長期移行に関与する FOXO3やLHX8のマウスゲ

ノム結合領域数 126,416箇所および 29,363箇所と比較すると 10 － 50倍程多く、

特異性に乏しかった。この結果は NOBOX 結合モチーフの存在が、Nobox によ

る遺伝子発現制御にとって十分条件ではないことを示唆した。 

以上の解析から正常な卵母細胞遺伝子発現プロファイルを特徴付けるマス

ター遺伝子の一つとしてスクリーニングされた Nobox は健全な卵母細胞遺伝子

発現プロファイルに寄与しうることが示唆され、Nobox の卵母細胞成長過程に

おける新規機能的側面が期待された。 
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第四節 考察 

in vivo卵母細胞と比較し、培養酸素条件によらず IVG卵母細胞において共通

して発現低下を示した転写関連遺伝子 56遺伝子を正常な卵母細胞を特徴付け

る候補遺伝子として着目した。これらの遺伝子には卵母細胞成長期移行や卵母

細胞成熟、母性因子として胚発生に寄与することが知られる Noboxおよび Stat3

を含んでおり、これらの新しい機能的側面が期待された（Rajkovic et al. 2004, 

Choi & Rajkovic 2006, Choi et al. 2007, Qin et al. 2007, Qin et al. 2009, Bayne et al. 

2015, Haraguchi et al. 2020, Ou-Yang et al. 2021）。また体細胞や胚性幹細胞におい

て Stat3はミトコンドリア機能および増殖を制御することが知られ（Carbognin 

et al. 2016）、IVG卵母細胞におけるミトコンドリア異常との関連性が示唆され

た。 

卵母細胞の階層的クラスタリング解析により 7%-IVG卵母細胞集団中におい

て in vivo群により近しい遺伝子発現プロファイルを有した亜集団を見出し、こ

れらの亜集団では IVG卵母細胞で発現低下を示した転写関連因子 56遺伝子の

うち 10遺伝子（Nobox、2410141K09Rik、Gm14139、Nr2e1、Zfp35、Trp53bp1、

Tch25、Rtf1、Sp110および Cic）の発現改善が見られた。この 10遺伝子の発現

改善によって亜集団の in vivo様遺伝子発現プロファイルが獲得、維持されたと

考えられ、これらが in vivo卵母細胞遺伝子発現プロファイルをたらしめている

可能性が示唆された。近年、報告された卵母細胞・卵子形成に関与する大規模

転写因子スクリーニングで候補遺伝子として注目された Noboxおよび Sp110が

含まれた（Hamazaki et al. 2021）。Sp110の卵母細胞形成に関する知見は乏し
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い。その一方で、Noboxは卵母細胞成長期への移行に必須の転写因子として知

られる（Suzumori et al. 2002）。これまでに NOBOXは Gdf9などの卵母細胞特異

的発現遺伝子の遺伝子発現制御領域に結合し、制御することにより成長期に移

行する際の卵母細胞遺伝子発現ネットワークに寄与することが知られる

（Rajkovic et al. 2004, Choi & Rajkovic 2006, Choi et al. 2007, Qin et al. 2007, Qin et 

al. 2009, Bayne et al. 2015）。またウシ胚において Noboxの胚性ゲノム活性化への

寄与が報告された（Tripurani et al. 2011a, Tripurani et al. 2011b）。卵母細胞形成お

よび初期胚発生において重要な役割を担う Noboxであるが、その卵母細胞成長

過程における分子生物学的動態のは未だ不明である。 

各群卵母細胞における遺伝子発現傾向から in vivo卵母細胞の遺伝子発現プロ

ファイルをたらしめることが示唆された Noboxの下流遺伝子を、遺伝子発現動

態の相関性から抽出した。その結果、87遺伝子が Noboxの下流候補遺伝子とし

て抽出され、これらには卵母細胞の機能および成長に必須な透明帯タンパク質

をコードする Zp2および卵胞細胞からのシグナルを受容する Kitが含まれた。

またそれ以外にも健全な受精および初期発生に必須な卵母細胞特異的構造体

subcortical maternal complex構成タンパク質の一部をコードする Padi6、Nlrp2お

よび Nlrp5が含まれた（Paillisson et al. 2005, Monk et al. 2017）。以上より Nobox

が卵母細胞成長後期において卵母細胞成長や受精、初期発生に重要な遺伝子の

遺伝子発現制御を行うことが示唆され、Noboxの卵母細胞成長後期における卵

母細胞遺伝子発現ネットワークへの貢献および発生能獲得への貢献が期待され

た。また、これまでに Nobox同様に卵母細胞成長期への移行に寄与することが
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知られる Figlaおよび Lhx8の欠損により成長期卵母細胞における Noboxや Zp2

および Nlrp5の発現低下が報告されており、今回の解析結果に矛盾しない

（Wang et al. 2020）。 

他方で各遺伝子のプロモーター配列における NOBOX結合モチーフの個数と

Nobox発現とそれぞれの遺伝子発現の相関性の間に、関連性は見られなかっ

た。これは NOBOX結合モチーフの有無や個数が Noboxによる遺伝子発現制御

にとって十分条件でないことを示唆すると同時に、結合モチーフを持たないに

も関わらず、Noboxの発現と遺伝子発現動態に強い相関性を示した遺伝子のプ

ロモーター領域において NOBOX以外のゲノム結合タンパク質との相互作用を

介して、間接的に Noboxが発現制御を行っている可能性が示唆された。 
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Table 4-1. IVL卵母細胞で発現が回復した転写関連遺伝子の各組織における遺伝子発現  

組織名 Nobox Zfp35 Trp53bp1 Tcf25 2410141K09Rik Rtf1 Gm14139 Nr2e1 Cic Sp110 

脳  42.1 218.5 600  75.4  56.6 194.1  

血  16.3 60.6 335.5  37.3   51.3 2.3 

結 4.7 28.5 52.2 279.8  80.6  4.7 61.7  

殖 37.1 37.1 148.5 120  42.8  8.6 62.8 28.6 

筋   73.2 146.5  24.4   48.8  

消  26.2 35 113.7  8.7   35  

肝  27.2  153.9     36.2  

肺   40.2 241  30.1   80.3  

腎  64.7 57.5 143.7  7.2     

泌  38.5 76.9 392.3  63.5   76.9 1.9 

大脳  53.8 258.8 784.9  79.9  43.4 276.1  

小脳   128.9 184.2  36.8   55.3  

脳幹   190.7 158.9     63.6  

脳梁           

松果体    1031.2       

末梢神経   76.4 172  19.1     

脊柱   94.6 283.7       

網膜  64.3 257.2 128.6  96.4  289.3 64.3  

目  38 159.6 387.5  121.6  129.2 68.4  

動脈   84.4 84.4       

静脈           

リンパ節   43.2 86.4  32.4   97.2  

末梢血  28.8 14.4 273.2  28.8   14.4  

脾臓   105.3 144.8  65.8   26.3  

胸腺  49.4 118.6 484.1  59.3   49.4 9.9 

骨髄    718     64.1  

脂肪           

骨  12.5 50.1 263  175.3   62.6  

皮膚 7.9 39.6 55.4 300.9  23.8  7.9 63.3  

子宮 130.9  43.6 349     87.2  

胎盤  13.8 138.1 179.5  55.2   124.3  

前立腺  61.8 61.8 61.8      30.9 

卵巣 114.9 11.5 218.3 57.5   57.5   34.5 68.9 103.4 

精巣  66.5 147.8 103.5  44.3   36.9  
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組織名 Nobox Zfp35 Trp53bp1 Tcf25 2410141K09Rik Rtf1 Gm14139 Nr2e1 Cic Sp110 

心臓   111.6 130.2  37.2   55.8  

骨格筋    177.5     35.5  

食道           

胃    32.7  32.7     

腸    184.9       

結腸  52.9 70.5 123.4     70.5  

肝臓  27.2  153.9     36.2  

肺   40.2 241  30.1   80.3  

膀胱   330.9 198.5       

腎臓  72.5 24.2 137  8.1     

下垂体  77.5 25.8 800.9  155   155  

甲状腺    224.9     112.5  

副腎    1273.3  424.4     

膵臓  37.5 178.3 328.4  18.8   18.8  

乳腺  32.6 58.8 313.4  58.8   71.8 3.3 

唾液腺     54 324         162   
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Table 4-2. Nobox発現と強い相関を示す遺伝子群  

 

 

gene information Nobox との相関 in vivo No. of motif 

EnsID 遺伝子名 correlation socre ( r ) average 

consensus 

seq.(TAATGG) 

 in TSS±2.5kbp 

ENSMUSG00000029736 Nobox 1.00 6.42 4 

ENSMUSG00000015656 Hspa8 0.84 6.99 2 

ENSMUSG00000047237 Fbxw21 0.84 8.20 8 

ENSMUSG00000105589 Fbxw14 0.83 7.70 3 

ENSMUSG00000074895 Eif4e1b 0.83 6.94 3 

ENSMUSG00000001166 Oas1c 0.82 7.89 0 

ENSMUSG00000025393 Atp5b 0.82 6.66 6 

ENSMUSG00000018238 Gdf9 0.82 10.58 3 

ENSMUSG00000033952 Aspm 0.82 10.72 19 

ENSMUSG00000057193 Slc44a2 0.82 6.19 7 

ENSMUSG00000030911 Zp2 0.81 9.70 1 

ENSMUSG00000024270 Slc39a6 0.81 7.62 4 

ENSMUSG00000002900 Lamb1 0.80 8.44 5 

ENSMUSG00000030246 Ldhb 0.80 11.30 7 

ENSMUSG00000022312 Eif3h 0.80 6.82 6 

ENSMUSG00000006273 Atp6v1b2 0.80 7.35 8 

ENSMUSG00000020448 Rnf185 0.80 7.61 1 

ENSMUSG00000031400 G6pdx 0.79 8.11 3 

ENSMUSG00000074060 Fbxw15 0.79 10.40 1 

ENSMUSG00000016626 Nlrp14 0.79 10.35 10 

ENSMUSG00000026687 Aldh9a1 0.79 6.90 8 

ENSMUSG00000032387 Rbpms2 0.78 8.60 2 

ENSMUSG00000038925 E330034G19Rik 0.78 8.94 1 

ENSMUSG00000028591 Pramef12 0.78 8.07 2 

ENSMUSG00000017716 Birc5 0.78 6.91 1 

ENSMUSG00000087193 Gm14820 0.78 6.60 4 

ENSMUSG00000041992 Rapgef5 0.78 7.85 22 

ENSMUSG00000028138 Adh5 0.77 6.50 0 

ENSMUSG00000035329 Fbxo33 0.77 7.40 5 

ENSMUSG00000053490 Trim60 0.77 7.65 2 

ENSMUSG00000025817 Nudt5 0.77 7.75 2 
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gene information Nobox との相関 in vivo No. of motif 

EnsID 遺伝子名 correlation socre ( r ) average 

consensus 

seq.(TAATGG) 

 in TSS±2.5kbp 

ENSMUSG00000054087 Fbxw14 0.76 8.34 1 

ENSMUSG00000040935 Padi6 0.76 9.80 4 

ENSMUSG00000021509 Slc25a48 0.76 6.06 0 

ENSMUSG00000047911 Npm2 0.76 7.25 4 

ENSMUSG00000071379 Hpcal1 0.76 6.37 2 

ENSMUSG00000010914 Pdhx 0.75 7.69 0 

ENSMUSG00000036112 Metap2 0.75 7.23 7 

ENSMUSG00000019505 Ubb 0.75 6.48 3 

ENSMUSG00000027635 Dsn1 0.75 7.92 5 

ENSMUSG00000030878 Cdr2 0.75 7.76 4 

ENSMUSG00000057113 Npm1 0.75 6.46 12 

ENSMUSG00000022024 Sugt1 0.75 8.08 4 

ENSMUSG00000005483 Dnajb1 0.75 7.73 1 

ENSMUSG00000020608 Smc6 0.75 7.96 14 

ENSMUSG00000058407 Txndc9 0.75 7.27 3 

ENSMUSG00000036309 Skp1a 0.74 11.10 5 

ENSMUSG00000072258 Taf1a 0.74 6.67 2 

ENSMUSG00000031767 Nudt7 0.74 7.06 3 

ENSMUSG00000026239 Pde6d 0.74 6.61 2 

ENSMUSG00000074061 Fbxw19 0.74 10.04 5 

ENSMUSG00000037742 Eef1a1 0.74 7.77 4 

ENSMUSG00000026189 Pecr 0.74 7.82 0 

ENSMUSG00000041235 Chd7 0.74 6.47 9 

ENSMUSG00000020415 Pttg1 0.74 7.92 2 

ENSMUSG00000035177 Nlrp2 0.74 7.98 9 

ENSMUSG00000034088 Hdlbp 0.74 6.05 11 

ENSMUSG00000025857 Dnaaf5 0.74 7.93 2 

ENSMUSG00000005312 Ubqln1 0.74 8.58 8 

ENSMUSG00000041653 Pnpla3 0.73 8.16 2 

ENSMUSG00000004535 Tax1bp1 0.73 7.53 13 

ENSMUSG00000079184 Mphosph8 0.73 7.27 7 

ENSMUSG00000024043 Arhgap28 0.73 6.74 13 

ENSMUSG00000029014 Dnajc2 0.73 6.02 4 

ENSMUSG00000034210 Efcab14 0.73 6.84 6 
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gene information Nobox との相関 in vivo No. of motif 

EnsID 遺伝子名 correlation socre ( r ) average 

consensus 

seq.(TAATGG) 

 in TSS±2.5kbp 

ENSMUSG00000037824 Tspan14 0.73 7.15 2 

ENSMUSG00000021270 Hsp90aa1 0.72 9.49 5 

ENSMUSG00000027439 Gzf1 0.72 6.02 3 

ENSMUSG00000024750 Zfand5 0.72 7.43 3 

ENSMUSG00000025544 Tm9sf2 0.72 8.22 0 

ENSMUSG00000038005 2700029M09Rik 0.72 8.82 4 

ENSMUSG00000042426 Dhx29 0.72 6.01 2 

ENSMUSG00000070686 C87414 0.72 7.24 2 

ENSMUSG00000012350 Ehf 0.71 7.84 12 

ENSMUSG00000025967 Eef1b2 0.71 6.13 3 

ENSMUSG00000005672 Kit 0.71 8.17 15 

ENSMUSG00000010097 Nxf1 0.71 8.63 7 

ENSMUSG00000015721 Nlrp5 0.71 8.30 7 

ENSMUSG00000030127 Cops7a 0.71 6.23 1 

ENSMUSG00000034187 Nsf 0.71 8.09 10 

ENSMUSG00000038330 C87499 0.71 9.64 6 

ENSMUSG00000005621 Zfp592 0.70 6.84 5 

ENSMUSG00000032320 Rcn2 0.70 7.33 2 

ENSMUSG00000047799 Oog4 0.70 9.95 4 

ENSMUSG00000040997 Abhd4 0.70 6.04 5 

ENSMUSG00000026596 Abl2 0.70 8.72 4 

ENSMUSG00000050812 AI314180 0.70 8.05 17 

ENSMUSG00000045693 Nlrp4e 0.70 7.20 2 
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Cluster 1

(n=489)

Cluster 2

(n=288)

Cluster 3

(n=714)

Cluster 4

(n=340)

in vivo
(n=23)

20%-IVG
(n=21)

7%-IVG
(n=24)

DEGs common in IVG oocyte
(n=1,831)

regulation of transcription, DNA-templated
（GO:0006355）

Acvr1b, Aebp2, Arnt, Asxl1, Banp, Bptf, Cbx2, Ccnl2, Cdk7,

Cdk9, Cdkn2aipnl, Cebpb, Cggbp1, Chchd3, Chtop, Clock,

Cnot2, Cnot7, Commd3, Commd4, Csrnp1, Csrnp2, Ctbp1,

Ctcf, Dpf2, Dppa2, E2f5, Eed, Eny2, Gata1, Gata6, Gbx2,

Gpbp1l1, Gtf2a2, Gtf2f2, Gtf2h1, Hexim2, Hhex, Hif1a,

Hipk3, Ice1, Id3, Ilf3, Ino80d, Irf1, Irf2bp2, Isx, Kat6b, Khsrp,

Klf6, Med1, Med11, Med13l, Med19, Med21, Med28,

Med30, Mesp2, Mlxip, Mrgbp, Nat14, Ncoa3, Nelfa, Neo1,

Nkap, Nr3c1, Obox2, Obox5, Pax6, Pcgf1, Phb, Prdm4,

Psip1, Rcor1, Rere, Rnf44, Rreb1, Runx1t1, Samd4, Scai,

Scmh1, Scml2, Sertad2, Setd1b, Slc30a9, Smad4, Smad5,

Snapc5, Snip1, Son, Srebf1, Sumo1, Suv39h2, Tada2a,

Taf1, Taf5l, Tardbp, Tbx3, Tbx4, Tcerg1, Tcf4, Thoc1, mpo,

Tox3, Trappc2, Trim33, Trp53inp1, Usp27x, Wwc1, Ybx1,

Zbtb24, Zbtb44, Zfhx3, Zfp131, Zfp143, Zfp191, Zfp318,
Zfp319, Zfp383, Zfp451, Zfp503, Zfp513, Zfp532, Zfp655,

Zfp664, Zfp939, Zkscan1, Zmiz1

2410141K09Rik, 2610021A01Rik, Atad2, Atf4, Bcorl1,Birc5,

Cbfa2t3, Cdca7l, Cic, Ctnnd1, Ezh1, Gcm2, Gm13225,

Gm13251, Gm14139, Gm5141, Gtf2ird1, Hif3a,Insm1,Lpin2,

Mbd3, Mga, Myt1, Nab2, Nobox , Noc2l, Npas2,

Nr2e1,Nup133, Pax5, Paxbp1, Phf5a, Pphln1, Prrx1, Rgs19,

R r n 3 , R r p 8 , R t f 1 , S e b o x , S m a r c a 2 , S o x 8 ,

Sp110,Stat3,Supt16, Tcea2, Tcf25, Tead1, Tfap2c,

Tfe3,Trp53bp1, Xrcc5, Zfp108, Zfp35, Zfp583, Zfp60,

Zfp955b
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Figure 4-1. 7%群および20％群に共通して異常発現を示す遺伝子

（A）IVG卵母細胞に共通して発現異常を示した1,831遺伝子をk-means解析により4クラス
タに分別した。（B）IVG卵母細胞で共通発現上昇を示したクラスタ1および共通発現低
下を示したクラスタ3に属する遺伝子には転写関連のtermが濃縮された。（C）濃縮が見
られた転写関連遺伝子群（GO：0006355）に注目した。DOI: 10.1530/REP-21-0209
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Figure 4-2. IVL群に対するcanonical群およびin vivo群の発現変
動遺伝子の重複

IVL群と in vivo群間における発現変動遺伝子6,343遺伝子、 IVL群と
canonical群間における発現変動遺伝子4,121遺伝子のうち1,623遺伝子は
canonical群において特異的に発現変動が見られた。DOI: 10.1530/REP-21-

0209

DEGs

(canonical vs. IVL)

DEGs

(in vivo vs. IVL)

3,845 2,498 1,623
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Figure 4-3. IVL群のin vivo群との同質性かつcanonical群と

の異質性を説明しうる遺伝子群のエンリッチメント解析

canonical群特異的な発現変動を示した1,623遺伝子において転写関連
遺伝子に関するtermの濃縮が見られた（q<0.05)。DOI: 10.1530/REP-

21-0209
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Figure 4-4. IVL卵母細胞において発現が回復した転写関連遺伝子

IVG群特異的に発現低下を示した転写に関連する56遺伝子のうちIVL群で発
現回復した10遺伝子。DOI: 10.1530/REP-21-0209
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Figure 4-5. マスター遺伝子候補Noboxの下流遺伝子のスクリーニング

（A）Gdf9とNoboxの7%、20%およびin vivo群における遺伝子発現量を示した。
これらの検体間でNoboxとGdf9の発現動態は強い相関を示した（r=0.82）。
（B）各遺伝子の発現量（log2 (CPM+1)≧6）とNobox発現量との関連性を示した。
強い相関（r≧0.7）を示す87遺伝子（白）には多くの卵母細胞特異的遺伝子が
含まれていた。DOI: 10.1530/REP-21-0209

r =0.82

5

7

9

11

13

2 4 6 8

G
d

f9
e

x
p

re
s
s
io

n
lo

g
2
(C

P
M

+
1

)

Nobox expression
log2(CPM+1)

Gdf9

Zp2

Kit

Nlrp5

Oog4

5

7

9

11

13

15

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

G
e

n
e

 e
x
p

re
s
s
io

n
(l

o
g

2
(C

P
M

+
1

))

Correlation score ( r )

0.7

r ≥ 0.7 (n =87)

r < 0.7 (n=2,825)

A

B



 

113 

 

第五章 総合考察 

 

これまでに培養卵母細胞の成熟能および発生能向上を目指し、様々な IVG 培

養法の改善が報告された。その中でも培養酸素条件の低酸素化および培地への

ポリビニルピロリドン添加により IVG 卵母細胞は顕著な発生能改善を示した

（Eppig & Wigglesworth 1995, Hirao et al. 2004, Hirao et al. 2012, Mizumachi et al. 

2018）。本研究では培養酸素条件の低酸素化に着目し、至適培養酸素条件が 7%

であることを明らかにした。しかしながら 7%-IVG 卵母細胞における成熟能や

発生能、ミトコンドリア動態、遺伝子発現プロファイルは高いコンピテンシー

を有する in vivo 卵母細胞と比べ、未だ不完全なものであった。そこで本章では

更なる IVG卵母細胞の発生能改善に向け、考察を行う。 

5%、7%、10%および 20%-IVG 卵母細胞の発生能解析および遺伝子発現解析

の結果から、正常な 5%-IVG 卵母細胞は至適培養酸素条件である 7%-IVG 卵母

細胞よりも in vivo 卵母細胞に近しい遺伝子発現プロファイルを有する一方で、

5%-IVG では成熟能の低い、異常な発現プロファイルを有する成長不良卵母細

胞が多く作出されることが明らかとなった。in vivo 卵母細胞との遺伝子発現プ

ロファイルの類似性から健全な 5%-IVG 卵母細胞は 7%-IVG 卵母細胞より潜在

的に高い発生能を有していると考えられ、5%-IVG 卵母細胞の不均一性の解消

が期待される。当研究室における先行研究により 5%-IVGは 20%-IVGと比較し

て培養卵胞成長速度の鈍化が示されていることから、低酸素環境の卵母細胞に

おける発生能獲得への寄与と、卵胞細胞増殖に与える悪影響がトレードオフの
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状態にあると考えられ、これらが 5%-IVG 卵母細胞の不均一性の一因となるこ

とが示唆された。また高酸素環境のみならず、過度な低酸素状態においても電

子伝達系への酸素供給量不足によってミトコンドリア異常が生じることが知ら

れ、5%-IVG 卵母細胞ではミトコンドリア機能の改善だけでなく、酸素不足に

よる悪影響が同時に生じている可能性が考えられた。 

in vivo 卵母細胞と比較して、20%-IVG 卵母細胞で見られたミトコンドリア

DNA コピー数および膜電位の有意な低下のうち、7%-IVG 卵母細胞ではミトコ

ンドリア膜電位低下の軽減が見られた。しかしながら、ATP量および ROS量は

20%-IVG 卵母細胞と比較して 7%-IVG 群卵母細胞で有意に増加していた。この

一因として in vivo卵母細胞と比較して IVG卵母細胞では卵母細胞成長過程にお

ける ATP要求性の高い生物学的経路が不全となっているため ATPが消費されて

いないことが考えられた。また 20%-IVG 卵母細胞に比べ、7%-IVG 卵母細胞で

はミトコンドリア膜電位が高く、20%-IVG群よりも活発な ATP合成を行ってい

るものと考えられる。これは ATP および ROS 量が 20%-IVG 卵母細胞に比べて

多いことに符合した。そこで 7%-IVG 卵母細胞における ATP 消費量の向上およ

び酸化ストレスの軽減によって更なる発生能の改善が期待された。また他方で、

IVG、特に 20%-IVG における卵母細胞成長過程において、ミトコンドリアによ

る ATP 合成が過剰となり、ストレスによりミトコンドリア数が減少している可

能性も示唆された、20%-IVG群 GV期卵母細胞において ROS量の増加は認めら

れなかったが、成長過程において一過的に ROS量が増大している可能性は否定

できない。これらの考察を検証する意味でも、IVG 卵母細胞の卵母細胞成長過
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程におけるミトコンドリア動態を解析することは重要であり、更なる解析が期

待される。 

発生段階ごとの発生能解析により 20%-IVG卵母細胞で顕著な胚盤胞期移行障

害が認められ、その一方で 7%-IVG 卵母細胞ではこの移行障害の改善が見られ

た。20%-IVG 卵母細胞由来の胚において胚盤胞形成に関与する栄養外胚葉での

ミトコンドリア活性の低下が示唆され、それに符合するように 20%-IVG卵母細

胞および卵子でミトコンドリア膜電位の低下が見られた。また母性ミトコンド

リア量が胚盤胞・個体発生能に与える影響の解析を通して、2 細胞期時点にお

けるミトコンドリア量が胚盤胞期までの発生能および着床能に寄与することが

示唆された一方で個体発生能への寄与は認められなかった。これらの結果から、

ミトコンドリアの完全性、少なくとも本研究によって解析された範囲内でのミ

トコンドリアの量的・質的な変化が保証する発生能は胚盤胞形成および着床ま

でであり、個体発生はミトコンドリアとは別の要素が強く寄与しうることが示

唆された。ミトコンドリアが胚盤胞形成において将来の胎盤となる栄養外胚葉

系列の分化や機能を促進することから、個体発生能を支持する因子は将来の胎

仔となる内部細胞塊の特性獲得に寄与することが考えられ、この因子の解明お

よび改善を通して、IVG 卵母細胞の個体発生能の改善、そして個体発生能を支

持しうる分子経路の解明が期待される。 

in vivo 群に対する 20%群および 7%群の発現変動遺伝子の解析から 20%-IVG

卵母細胞においてスフィンゴ脂質代謝異常が生じ、in vivo および 7%-IVG 群と

比較したセラミド含有量の有意な増加が認められた。in vivo 卵母細胞との間に
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有意な差は見られなかったものの、7%-IVG 卵母細胞ではセラミド含有量は in 

vivo群の 1.3倍、ミトコンドリア膜電位は 0.7倍まで変化し、スフィンゴ脂質代

謝遺伝子群の発現正常化が生じているにもかかわらず、セラミドによるミトコ

ンドリア膜電位の低下が示唆された。このセラミド合成量増加の一因として

IVG 培地に添加するウシ胎仔血清中に含まれる脂質が考えられた。これまでに

肥満症母体に由来する卵母細胞・卵子の品質低下とミトコンドリア損傷、卵胞

環境中におけるセラミドの前駆物質であるパルミチン酸量の増加の関連性が示

唆されており、パルミチン酸添加 IVMによる作出卵子でセラミド含有量の増加、

ミトコンドリア機能低下および成熟能の低下が報告された（Igosheva et al. 2010, 

Valckx et al. 2014, Wu et al. 2015、Itami et al. 2018）。ウシ胎仔血清は化学的組成が

不明であり、セラミド代謝の基質となるスフィンゴ脂質が含まれる可能性は十

分に考えられた。以上より、化学的組成の明らかな培地を用いて適度なスフィ

ンゴ脂質を添加することによって、適切なセラミド含有量を有した IVG 卵母細

胞を作出することが可能だと考えられた。 

遺伝子発現プロファイルの比較から、IVG 卵母細胞における不完全な遺伝子

発現プロファイルでは Noboxや Stat3を核とする転写ネットワークが損なわれて

いることが示唆された。これらのような卵母細胞成長期移行において中心的役

割を担う転写因子の遺伝子発現に伴って発生能を保障する母性因子は発現上昇

することが知られ、これらの転写因子が卵母細胞成長移行後の母性因子の遺伝

子発現の維持への寄与が考えられた（Hamazaki et al. 2021）。in vivo様遺伝子発

現プロファイルを有した IVG 卵母細胞では Nobox の発現が改善したことから
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Nobox の卵母細胞遺伝子発現プロファイルへ寄与が示唆され、下流候補遺伝子

の探索の結果、透明帯タンパク質をコードする Zp2 および卵胞細胞からのシグ

ナルを受容する Kit、卵母細胞特異的構造体 subcortical maternal complex 構成タ

ンパク質の一部をコードする Padi6、Nlrp2 および Nlrp5 に見られる卵母細胞の

正常な機能および成長に必須の遺伝子群が多く含まれていた（Paillisson et al. 

2005, Monk et al. 2017）。このことから Noboxの発現上昇を通して、より in vivo

卵母細胞に近しい遺伝子発現プロファイルを有する IVG 卵母細胞の作出が期待

され、発生能獲得機構と転写ネットワークの関係性の理解に繋がることが期待

された。 
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第六章 総括 

背景および目的 

生殖細胞は、種の維持に不可欠な細胞である。雌の生殖細胞である卵子は、

ゲノム情報、エピゲノム情報、ミトコンドリアなどの細胞小器官、および

mRNA・タンパク質などの母性因子を次世代（胚）に継承する役目を担う。卵

母細胞はその成長過程で、卵子として機能するための能力を獲得していく。卵

母細胞／卵胞の体外成長培養（in vitro growth; IVG）は卵母細胞成長過程を体外

で再現し、発生能を持たない成長期卵母細胞から機能的な卵子の作出を可能と

する。卵巣から成長途上の卵母細胞を含む二次卵胞を採取し、12–14 日間の

IVGによって得られた卵母細胞は、in vivoで成長を完了させた卵核胞（Germinal 

vesicle; GV）期卵母細胞と同等に第二減数分裂中（Metaphase in the second 

meiosis; MII）期まで成熟する能力を有する。しかし、IVG 卵母細胞に由来する

受精卵の個体発生率は 21–24%と in vivo 由来受精卵の発生率 59%と比較して低

いのが現状である。このことから、現行の IVG 由来卵母細胞の多くは、生殖に

寄与する能力を有する完全な卵子とは異質の不完全なものであることが示唆さ

れている。これまでの研究で、培養時の酸素濃度が IVG 卵母細胞の成熟・受精

後の発生能に影響しうることが報告されてきたが、卵母細胞内のどのような変

化が発生能向上に寄与したのかは不明である。IVG 卵母細胞の不完全性を理解

することは、in vivo において機能的な卵子がどのように形成されるのか、その

過程の理解につながる。また、卵巣内の卵母細胞を生殖資源として効率的に利

用するためには、至適 IVG 条件の検討が必要と考えられる。そこで当研究では、
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マウス二次卵胞の IVG における至適酸素濃度を検討すると共に、IVG 卵母細胞

の発生能を説明しうる機構の理解を目的とし、ミトコンドリア動態の解析とシ

ングルセル RNA-seq（scRNA-seq）による遺伝子発現解析を実施した。 

 

結果および考察 

1 IVG至適酸素濃度の決定とミトコンドリア異常 

1-1. IVGにおける至適酸素濃度の決定 

出生後 10日齢のマウス卵巣より単離した二次卵胞をコラーゲンコートメンブ

レン上で、2%ポリビニルピロリドン、5%ウシ胎子血清および 0.1 IU/ml 卵胞刺

激ホルモン添加 αMEM中で 12日間の IVGを実施し、IVG卵母細胞を作出した。

通常酸素条件（20%）に加え 5、7および 10%酸素条件で IVGを実施した。IVG

卵母細胞の体外成熟培養および体外受精により得られた受精卵を KSOM+AA中

で 5 日間培養し、胚盤胞期胚までの発生能を比較した。20%群と比較し、5%群

および 7%群では MII 期までの成熟能が低下した一方で（p<0.01）、5%群および

7%群では受精後の発生能が顕著に上昇した（p<0.01）。胚作出効率（成熟率×発

生率）は酸素濃度 20%群で 56%であるのに対して酸素濃度 7%群で 70%と最も

高く、今回の試験群において IVG の至適酸素濃度は 7%であることが示された。 

1-2. IVG卵母細胞におけるミトコンドリア動態の解析 

至適酸素条件 7%群および通常条件 20%群、そして in vivo 群のミトコンドリ

ア動態を卵母細胞成長が完了した GV 期卵母細胞および第二減数分裂中期まで

成熟した MII 期卵子で解析した。まずはミトコンドリア特異的蛍光プローブ
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MitoTracker を用い、細胞内領域ごとの相対輝度値をもとにした局在パターンを

解析した。その結果、GV 期卵母細胞において in vivo 群では卵胞核周辺にミト

コンドリアが局在する一方で、20%-IVG 群で卵核胞周辺部への異常な凝集、な

らびに 7%-IVG 群で細胞膜周縁部への脱局在を示す卵母細胞が顕著に多かった。

正常なミトコンドリア局在を示した卵母細胞は in vivo 群の 62%と比較して

20%-IVG 群で 36%および 7%-IVG 群で 27%と低下した。MII 期卵子においても

これらの異常局在は回復せず、IVG 群双方でミトコンドリアは核周辺部へ異常

凝集した。 

次に JC-1 プローブによるミトコンドリア膜電位を解析した。その結果、GV 期

卵母細胞において in vivo 群と比べ 20%-IVG 群（p<0.05）および 7%-IVG 群

（p<0.05）における膜電位の低下が見られ、また 20%-IVG 群では 7%-IVG 群と

比較してさらに有意な低下が認められた（p<0.05）。また MII期においても同様

の傾向を示した。 

ミトコンドリアの量的な動態を明らかにするため、qPCR によるミトコンドリ

ア DNA コピー数の定量解析を実施した。IVG 前の成長期卵母細胞では 23.1 × 

104コピーのミトコンドリア DNA が含まれていた。このコピー数は、in vivo 群

では GV期までに 3.0倍、さらに MII期までに 1.2倍増加し、最終的に成熟卵子

あたり 82.4 × 104コピーが含まれていた。一方で GV 期において 20%-IVG 群は

49.0 × 104コピー（p<0.05）ならびに 7%-IVG群は 44.1 × 104コピー（p<0.05）と

in vivo群と比較し、ミトコンドリア DNAコピー数は顕著に低下した。また MII

期においても 20%-IVG 群で 33.4 × 104コピー（p<0.05）ならびに 7%-IVG 群で
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22.1 × 104コピー（p<0.05）と in vivo群と比較して有意に低く、双方で卵母細胞

成熟に伴って大幅にミトコンドリア DNAコピー数が減少した。 

以上より 7%-IVG群では 20%-IVG群と比較して卵母細胞のミトコンドリア膜電

位の低下が改善されることが明らかとなった。その一方で、IVG 卵母細胞では

in vivo 由来卵母細胞と比較して、ミトコンドリア膜電位の低下、ミトコンドリ

ア DNA コピー数の低下およびミトコンドリア局在の異常が共通して観察され

た。 

1-3. IVG卵母細胞におけるミトコンドリア機能の解析 

IVG卵母細胞、特に 20%-IVG群においては、ミトコンドリア膜電位の低下に

伴ったATP量低下やROS量増加が考えられた。そこでまず酸化ストレス感受性

蛍光プローブCellROXプローブを用いてROSの相対定量解析を実施した。その

結果、予想に反して 7%-IVG群における有意な ROSの増加が見られ（p<0.05）、

その一方で、20%-IVG群は in vivo群と同定度の ROS量を示した。これはMII期

卵子においても同様だった。 

次にルシフェラーゼを用いた ATP 定量解析を実施した。IVG 前の成長期卵母

細胞では平均して 0.39 pmolの ATPが含まれたが、in vivoで成長を完了した GV

期卵母細胞では 0.46 pmolのATPが含まれていた。しかし、成熟終了後のMII期

卵子においてATP量は 0.30 pmolまで低下した。一方、IVG卵母細胞では予想に

反し、GV 期卵母細胞において 20%-IVG 群で 0.57 pmol（p<0.05）ならびに

7%-IVG群で 0.65 pmol（p<0.05）と in vivo群よりも顕著な ATP量の増加が見ら

れた。しかしながらMII期卵子では IVG群の ATP量は in vivo群と同程度まで低



 

122 

 

下し、有意な差も認められなくなった。 

以上の結果より IVG群におけるミトコンドリア膜電位の著しい低下は ROS量の

増加や ATP量の低下を伴わないことが分かった。これは IVG卵母細胞由来胚の

発生能低下が、ROSや ATPに代表されるミトコンドリア異常の二次的な影響で

はなく、異常な卵子ミトコンドリアが母性ミトコンドリアとして次世代に継承

され、胚発生期間においてミトコンドリア機能低下が顕在化するという直接的

な影響によるものと考えられた。一方、GV 期の IVG卵母細胞は in vivo 由来の

卵母細胞と比較して大量の ATP を含有するにも関わらず、成熟後、MII 期では

この量的差が無くなった。これまでに卵母細胞の成熟過程では、卵母細胞内で

ATP 生産および消費が起きることが報告されており、IVG 卵母細胞ではミトコ

ンドリア機能低下によって卵母細胞成熟における ATP 生産が消費に追い付かな

かったものと考えられた。 

2. 母性ミトコンドリアが発生能に与える影響 

IVG 卵母細胞の異常なミトコンドリア特性が母性ミトコンドリアとして胚へ

継承され、胚発生能低下を誘起することが考えられた。そこで IVG 卵母細胞に

由来する 2 細胞期胚のミトコンドリア動態を解析した。in vivo 由来 MII 期卵子

の体外受精により得られた in vivo胚および 7%-IVGに由来する in vitro胚の 2細

胞期におけるミトコンドリア膜電位の解析およびミトコンドリア相対定量解析

を実施した。その結果、GV 期卵母細胞や MII 期卵子同様に in vivo 胚と比較し

て、in vitro 胚でミトコンドリア膜電位（p<0.05）およびミトコンドリア量

（p<0.05）の有意な低下が認められた。これは IVG 卵母細胞における異常なミ
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トコンドリア特性が受精を介して消去されず、初期胚へ継承されたことを示唆

した。次に、ミトコンドリア量解析後の 2 細胞期胚の発生能を追跡し、母性ミ

トコンドリア量が胚発生に与える影響を解析した。その結果、胚盤胞期胚まで

到達した胚はミトコンドリアを多く含有する傾向にあり、また 2 細胞期胚で発

生停止を示した胚は胚盤胞期胚まで到達した胚に比べてミトコンドリア含有量

が有意に少ないことが分かった（p<0.01）。さらに、胚盤胞期および桑実胚期ま

で到達した胚をミトコンドリア量の多寡から 2 群に分別し、胚の移植実験を通

してミトコンドリア量が個体発生能に与える影響を解析した。その結果、個体

発生能に差は見られなかったものの、ミトコンドリアを多く含有する群におい

て着床率は有意に向上した（p<0.05）。以上の結果から、卵母細胞におけるミト

コンドリアの正常性は、胚のミトコンドリア正常性に影響を与え、また母性ミ

トコンドリア量の発生能への影響しうることが示され、in vitro 胚の低発生能の

一因が母性ミトコンドリア異常であることが示唆された。 

3. 卵母細胞の発生能に寄与しうる分子経路の同定 

3-1. 大規模遺伝子発現プロファイルの解析 

各群の卵母細胞が有する遺伝子発現プロファイルを解析した。QIAseq を用い

て 5、7、10 および 20%酸素濃度で培養した GV 期の IVG 卵母細胞、そして in 

vivo 由来卵母細胞の scRNA-seq を実施し、遺伝子発現プロファイルを取得した。

主成分分析の結果、主集団から外れた位置にプロットされる亜集団を同定した。

卵母細胞成長過程における高発現遺伝子の一部にPC1（94.1%）への強い寄与が

見られ、またこれらの遺伝子の亜集団内における遺伝子発現傾向が一様でな
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かったことから亜集団に属する卵母細胞は、正常な卵母細胞成長から外れた卵

母細胞集団であることが考えられた。これらの亜集団を除去後、再度、主成分

分析を行った結果、20%、10%、7%および 5%と培養酸素濃度の低下に伴って in 

vivo 群に近づいていくようにプロットされた。5%群は主集団において最も in 

vivo群に近しい遺伝子発現プロファイルを示したのにも関わらず、多くの 5%群

卵母細胞（n=8/24）が亜集団に属しており、成熟率は低い一方で、成熟を完了

できた卵子が高い発生率を示す 5%群の卵子の特性と符合した。 

3-2 20％酸素条件で得られた IVG卵母細胞に特異的な発現異常遺伝子の解析 

20%酸素条件で得られた IVG 卵母細胞と比較し、7%群酸素条件で得られた

IVG 卵母細胞がより高い発生能を有していたことから、この胚発生能改善に寄

与する分子生物学的機序の解明を目的に、通常条件 20%群および至適酸素条件

7%群のそれぞれと in vivo由来卵母細胞群における発現変動遺伝子を解析した。

DESeq2 を用いた ward 検定により抽出した各群間の発現変動遺伝子のうち 20%

群特異的に異常発現を示した 2,555 遺伝子を抽出した（padj<0.05）。これらの遺

伝子は 20%群で発現異常を示し、7%群では発現改善することから発生能改善に

関与する分子生物学的経路の濃縮が期待された。エンリッチメント解析の結果、

「Cell cycle」や「regulation of translation」など卵母細胞成長過程における生物

学的イベントに符合する GO term、KEGG pathway が多く濃縮された他、

「Apoptotic process」および「Sphingolipid signal pathway」も併せて濃縮された

（q <0.05）。スフィンゴ脂質代謝経路は、細胞膜成分であるスフィンゴミエリ

ンを代謝し、また脂質メディエーターとして細胞死を誘起するセラミドならび
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に細胞生存を促すスフィンゴシン一リン酸を代謝する経路として知られる。ま

た、スフィンゴ脂質代謝はスフィンゴ脂質を新規合成する de novo経路とセラミ

ド・スフィンゴシン一リン酸を相互変換し、細胞死を制御する salvage経路の二

つの経路からなりセラミド合成が亢進された場合、アポトーシスが誘起され、

ミトコンドリア損傷が生じる。濃縮されたスフィンゴ脂質代謝遺伝子の発現傾

向に着目したところ、de novo経路、salvage経路双方でセラミド合成の異常亢進

が示唆された。LC-MS 解析により卵母細胞内のセラミド（d18:1/16:0）を定量

した結果、in vivo群に対し、20%群で 1.9倍の顕著なセラミド量の増加が示され

た（p<0.05）その一方で、7%群では 1.3 倍程度と有意な変化は見られず、ス

フィンゴ脂質代謝遺伝子の発現変動パターンに符合した。またこのセラミド含

有量の変化は、GV 期卵母細胞におけるミトコンドリア膜電位の変化と強い逆

相関を示し、20%群におけるセラミド蓄積量の増加に伴ったミトコンドリア損

傷が強く示唆された。一方、ミトコンドリアゲノムの複製・転写を促進する

Tfamやミトコンドリアの融合および分裂に働く Mfn1および Drp1など、ミトコ

ンドリア制御遺伝子に着目すると、3 群間において発現変動は見られたが発生

能改善やミトコンドリア機能を説明しうる分子経路は同定できなかった。 

 

3-3 正常な卵母細胞の遺伝子発現プロファイルを導くマスター遺伝子の推定 

次に、in vivo 由来卵母細胞と比較して 20%あるいは 7%の酸素濃度によらず

IVG 由来卵母細胞で共通して発現変動する 1,831 遺伝子に着目した。これらの

うち 714 遺伝子は IVG 卵母細胞で共通して発現上昇し、489 遺伝子が発現低下
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を示した。エンリッチメント解析の結果、発現低下遺伝子中に「regulation of 

transcription, DNA-templated」の濃縮が見られた。このことから IVG群における

遺伝子発現プロファイルの不完全性は、転写関連遺伝子に起因すると考え、発

現低下を示した転写関連遺伝子 56遺伝子を卵母細胞成熟や受精、胚発生を保障

しうる正常な卵母細胞遺伝子発現プロファイル導くマスター遺伝子の候補とし

て抽出した。一方、20%群、7%群および in vivo群の遺伝子発現プロファイルの

階層的クラスタリング解析の結果、大部分の卵母細胞はそれぞれの群に従った

クラスタに属した。しかし一部の 7%群卵母細胞は in vivo 群クラスタに属して

いた。7%群におけるこれらの集団を in vivo-like（IVL）群とし、通常の 7%

（canonical）群と区別した。これらと in vivo 群の遺伝子発現プロファイルを発

現変動遺伝子解析に供試した。その結果、IVL 群 – canonical 群間で有意に発現

が変動し、かつ、IVL群 – in vivo群間で変動を示さなかった 1,623遺伝子に着目

した（padj<0.05）。ここで、IVG卵母細胞で共通して発現低下を示した転写関連

遺伝子、すなわち、正常な卵母細胞の遺伝子発現プロファイルを導くマスター

遺伝子の候補として抽出した 56 遺伝子が、この 1,623 遺伝子に含まれるか否か

を調べた。その結果、IVL群では 56遺伝子中 10遺伝子が in vivo 群の発現レベ

ルにまで回復し、この 10遺伝子には、卵母細胞成長期移行に必須な Noboxが含

まれた。さらに、各卵母細胞間における遺伝子発現動態がNoboxに相関（r≧0.7、

log2（CPM+1）>6）を示した 87遺伝子を Nobox下流候補遺伝子として抽出した

ところ、NOBOX による転写制御が報告されている Gdf9 が含まれた。さらに、

卵母細胞の成長、受精およびエピジェネティック修飾の確立にそれぞれ不可欠
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な Kit, Zp2および Nlrp5なども Nobox下流候補遺伝子として抽出され、卵母細胞

成長における Noboxの新しい機能的側面が示唆された。 

総合考察・総括 

本研究において、マウス二次卵胞の IVG には 7%酸素条件が至適であり、従

来の 20%酸素条件よりも胚盤胞期への発生率が大幅に改善することが明らかに

なった（Ota et al. 2021）。この 20%酸素条件における IVG 由来胚の発生能低下

は、ミトコンドリア膜電位の顕著な低下が一因していると考えられた。また、

このミトコンドリア膜電位の低下を伴う発生能の低下は、GV 期卵母細胞にお

けるスフィンゴ脂質代謝関連遺伝子の異常発現に起因する過剰なセラミドの蓄

積が一因すると考えられた（Takashima et al. 2021）。卵母細胞の体外成熟培地に

セラミドやセラミド合成の前駆物質となるパルミチン酸を添加すると得られた

卵子の発生能が低下することが報告されている。また、in vivo では卵胞成長に

伴い卵胞内の酸素分圧低下すること、暑熱ストレス下では卵子の発生能が低下

する他、卵胞内の酸素分圧の低下が鈍化することが報告されている。そのため、

卵母細胞成長過程では、ミトコンドリアインテグリティを維持するための機構

として酸素濃度を能動的に制御している可能性が考えられた。一方、至適な

7%酸素条件で作出された IVG 由来胚においても、その発生能は in vivo 由来胚

より顕著に低かった。IVG 卵母細胞の損傷した母性ミトコンドリアは初期胚に

継承され、2 細胞期以降の発生能および着床までの発生能を低下させることが

分かった。一方、in vivo 由来卵母細胞の遺伝子発現プロファイルと同様のプロ

ファイルを獲得するためのマスター遺伝子として複数の転写関連因子を抽出し、
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中でも Nobox が、卵母細胞の成長期への移行のみならず発生能獲得に機能する

遺伝子の発現を制御している可能性が新たに示唆された。本研究成果が、体外

配偶子生産における高効率化、ならびに卵母細胞成長過程における胚発生能獲

得機構の理解につながるものと期待したい。  
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Summary 

 Germ cells are essential for maintaining a species. The female germ cell, the 

oocyte, plays a role in passing genomic and epigenomic information, organelles such as 

mitochondria, and maternal factors such as mRNA and proteins to the next generation. 

During growth, the oocyte acquires functional capabilities. In vitro growth (IVG) of 

growing oocytes/secondary follicles recapitulates the process of oocyte growth in vitro 

and enables the production of functional oocytes from growing oocytes without 

developmental potential. Secondary follicles containing growing oocytes are isolated 

from the ovary and oocytes obtained after 12–14 days of IVG exhibit the same ability to 

mature to the metaphase in the second meiosis (MII) stage as oocytes in the germinal 

vesicle (GV) stage, which have completed growth in vivo. However, the developmental 

rate of fertilized oocytes derived from IVG oocytes to pups is currently 21%–24%, which 

is lower than the 59% contribution rate of in vivo-derived fertilized oocytes. This suggests 

that many of the current IVG-derived oocytes are incomplete and dissimilar to in vivo 

oocytes with the ability to contribute to reproduction. Previous studies have shown that 

oxygen concentration in culture can affect the maturation and post-fertilization 

developmental potential of IVG oocytes, but it is unclear what changes in the oocytes 

contribute to their enhanced developmental potential. Understanding the incompleteness 

of IVG oocytes will lead to a better understanding of how functional oocytes are formed 

in vivo. In addition, it is necessary to examine the optimal IVG conditions for the efficient 

use of oocytes in the ovary as a reproductive resource. 
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 In this study, we investigated the optimal oxygen concentration in IVG of mouse 

secondary follicles and analyzed mitochondrial dynamics and gene expression using 

single-cell RNA-seq (scRNA-seq) to understand the mechanisms that may explain the 

developmental potential of IVG oocytes. 

 

I. Optimization of oxygen concentration in mouse IVG and investigation of 

mitochondrial disfunction 

I-i. Optimization of oxygen concentration in mouse IVG 

 Secondary follicles isolated from 10-day-old mouse ovaries were subjected to 12 

d of IVG on a collagen-coated membrane in αMEM supplemented with 2% 

polyvinylpyrrolidone, 5% fetal bovine serum, and 0.1 IU/ml follicle-stimulating hormone 

to generate IVG oocytes. IVG was performed under conventional oxygen conditions 

(20%) and 5%, 7%, and 10% oxygen conditions. Fertilized oocytes derived from IVG 

oocytes obtained by in vitro maturation and in vitro fertilization were cultured in 

KSOM+AA for 5 d, and the developmental potential to blastocyst stage embryos was 

compared. The oocytes under 5% and 7% oxygen conditions showed decreased 

maturation potential to the MII stage compared to the 20% oxygen condition (p < 0.01), 

whereas they showed significantly increased developmental potential after fertilization (p 

< 0.01). The post-fertilization developmental potential was significantly increased (p < 

0.01) in the 5% and 7% oxygen groups. The embryo production efficiency (maturation 

rate × development rate) was the highest in the 7% oxygen condition at 70% compared 
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to 56% in the 20% oxygen condition, indicating that the optimal oxygen concentration 

for IVG in this study condition was 7%.  

 

I-ii. Investigation of mitochondrial disfunction of IVG oocyte 

 Mitochondrial dynamics in the 7% optimal oxygen condition, 20% normal 

condition, and in vivo oocytes were analyzed at the GV and MII stages. The 

mitochondria-specific fluorescent probe MitoTracker was used to analyze the localization 

patterns based on the relative intensity of each subcellular region. These results indicated 

that although the mitochondria were localized around the nucleus in the in vivo oocytes, 

there were significantly more oocytes that showed extreme aggregation around the 

nucleus in the 20% IVG group and delocalized to the periphery of the cell membrane in 

the 7% IVG group at the GV stage. The number of oocytes with normal mitochondrial 

localization decreased to 36% in the 20% IVG group and 27% in the 7% IVG group, 

compared to 62% in the in vivo group. These abnormal localizations did not recover in 

the MII stage, and mitochondria aggregated abnormally in the perinuclear region in both 

IVG groups. Next, we analyzed mitochondrial membrane potential using the JC-1 probe. 

The results showed that the membrane potential of oocytes in the GV stage was decreased 

in the 20% IVG group (p < 0.05) and 7% IVG group (p < 0.05) compared to that in the in 

vivo group, and the 20% IVG group showed a more significant decrease than the 7% IVG 

group (p < 0.05). The same trend was observed at the MII stage. To clarify the quantitative 

dynamics of mitochondria in oocytes, we performed quantitative analysis of 
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mitochondrial DNA copy number by qPCR. Pre-IVG growing oocytes contained 23.1 × 

104 copies of mitochondrial DNA. In the in vivo group, this copy number increased 3.0-

fold by the GV stage, and further increased 1.2-fold by the MII stage, finally containing 

82.4 × 104 copies per mature oocyte. In contrast, the mitochondrial DNA copy number 

was significantly lower in the 20% IVG group (49.0 × 104 copies, p < 0.05) and the 7% 

IVG group (44.1 × 104 copies, p < 0.05) than in the in vivo group at the GV stage. A 

further severe reduction was observed at the MII stage. The mitochondrial DNA copy 

number was significantly lower in the 20% IVG group (33.4 × 104 copies, p < 0.05) and 

in the 7% IVG group (22.1 × 104 copies, p < 0.05) than in the in vivo group at the GV 

stage. These results showed that compared to the 20% IVG group, the 7% IVG group 

showed an improvement in the mitochondrial membrane potential of oocytes. In contrast, 

a decrease in mitochondrial membrane potential, a decrease in mitochondrial DNA copy 

number, and abnormal mitochondrial localization were commonly observed in IVG 

oocytes compared to in vivo-derived oocytes. 

 

I-iii. Analysis of mitochondrial function in IVG oocytes 

 The IVG oocytes, especially the 20% IVG group, were speculated to exhibit a 

decrease in ATP content and an increase in ROS content because of the decrease in 

mitochondrial membrane potential. Therefore, we first performed a relative quantitative 

analysis of ROS using the oxidative stress-sensitive fluorescent probe, CellROX probe. 

The results showed that, contrary to expectations, there was a significant increase in ROS 



 

133 

 

in the 7% IVG group (p < 0.05), whereas the 20% IVG group showed the same amount 

of ROS as the in vivo group at the GV stage. This was also the case in MII stage oocytes. 

Next, ATP quantification was performed using luciferase. Before IVG, the growing 

oocytes contained 0.39 pmol ATP on average, whereas GV-stage oocytes that completed 

growth in vivo contained 0.46 pmol ATP. However, the amount of ATP decreased to 0.30 

pmol in MII stage oocytes after maturation. In contrast, in IVG oocytes, contrary to our 

expectation, the amount of ATP in GV oocytes was significantly higher than that in the in 

vivo group: 0.57 pmol (p < 0.05) in the 20% IVG group and 0.65 pmol (p < 0.05) in the 

7% IVG group. However, in the MII stage, the amount of ATP in the IVG oocytes 

decreased to the same level as that in the in vivo group, and no significant difference was 

observed. These results indicate that the large decrease in mitochondrial membrane 

potential in the IVG group was not accompanied by an increase in ROS or a decrease in 

ATP levels. This suggests that the reduced developmental potential of IVG oocyte-derived 

embryos is not a secondary effect of mitochondrial abnormalities represented by ROS and 

ATP, but a direct effect of the inheritance of abnormal mitochondria in oocytes as maternal 

mitochondria to the next generation and the manifestation of mitochondrial dysfunction 

during embryogenesis. However, although a large amount of ATP was present in IVG 

oocytes in the GV stage compared to that in in vivo-derived oocytes, this quantitative 

difference disappeared after maturation in the MII stage. ATP production and 

consumption have been reported to occur in oocytes during oocyte maturation, and it is 
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thought that ATP production in IVG oocytes cannot compensate for consumption during 

oocyte maturation owing to impaired mitochondrial function. 

 

I-iv. Effect of maternal mitochondria on developmental potential 

 We hypothesized that the abnormal mitochondrial characteristics of IVG oocytes 

are inherited by the embryo as maternal mitochondria and induce a reduction in 

embryonic developmental potential. Therefore, we analyzed the mitochondrial dynamics 

of IVG-derived embryos at the 2-cell stage. Mitochondrial membrane potential and 

relative mitochondrial quantification were evaluated in in vivo oocyte-derived and IVG 

oocyte-derived embryos at the 2-cell stage obtained by in vitro fertilization. The results 

showed that there was a significant decrease in mitochondrial membrane potential (p < 

0.05) and mitochondrial amount (p < 0.05) in in vitro embryos compared to in vivo 

embryos, as well as in GV- and MII-stage oocytes. This suggested that the abnormal 

mitochondrial characteristics in IVG oocytes were not eliminated through fertilization 

and were inherited by the embryo. Next, after mitochondrial content analysis, 

IVG-derived embryos at the 2-cell stage were analyzed for developmental potential to 

investigate the effect of maternal mitochondrial content on embryonic development. The 

results showed that embryos that reached the blastocyst stage tended to contain more 

mitochondria, and embryos that showed developmental arrest at the 2-cell stage had 

significantly lower mitochondrial content than embryos that reached the blastocyst stage 

(p < 0.01). Furthermore, embryos that had reached the blastocyst and morula stages were 
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divided into two groups based on their mitochondrial content at the 2-cell stage, and the 

effects of mitochondrial content on developmental potential were analyzed through 

embryo transfer experiments. The implantation rate was significantly improved in the 

mitochondria-rich group (p < 0.05), although there was no difference in developmental 

potential to term. 

 These results indicate that mitochondrial normality in oocytes influences 

mitochondrial normality in embryos and that maternal mitochondrial content can 

influence developmental potential, suggesting that maternal mitochondrial abnormalities 

are attribute to the low developmental potential of IVG-derived embryos. 

 

II. Identification of molecular pathways that may contribute to the developmental 

potential of oocytes 

II-i. Analysis of gene expression profiles of IVG oocytes 

 IVG oocytes cultured at 5%, 7%, 10%, and 20% oxygen conditions, and in 

vivo-derived oocytes at the GV stage were subjected to single-cell RNA-seq using 

QIAseq, and gene expression profiles were obtained. Principal component analysis was 

performed to identify subpopulations that plotted outside the main population. The strong 

contribution to PC1 (94.1%) of some of the highly expressed genes during oocyte growth 

and the non-uniformity of gene expression patterns within the subpopulation suggested 

that the oocytes belonging to the sub-population were the oocytes that dropped out from 

normal oocyte growth. After removal of the sub-population, principal component analysis 
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was performed again, and the plotted results showed that the expression profiles of the 

20%, 10%, 7%, and 5% oxygen condition groups moved closer to that of the in vivo group 

as the oxygen concentration in the culture decreased. Although the 5% IVG oocytes 

showed the most similar gene expression profile to that of the in vivo oocytes in the main 

population, many of the 5% IVG oocytes (n = 8/24) belonged to the sub-population, 

consistent with the characteristics of the 5% IVG oocytes of a low maturation rate but a 

high developmental rate. 

 

II-ii. Analysis of abnormally expressed genes specific to 20% IVG oocytes 

 To elucidate the molecular mechanisms that contribute to the improvement in 

development potential in the 7% IVG oocytes, we analyzed the differentially expressed 

genes between the 20% IVG oocytes and the 7% IVG group under optimal oxygen 

conditions and in vivo-derived oocytes. The 2,555 genes that specifically showed 

abnormal expression levels in the 20% IVG group were extracted using the ward test in 

DESeq2 (padj < 0.05). The expression of these genes was abnormal in the 20% IVG group 

and improved in the 7% IVG group, suggesting the enrichment of molecular biological 

pathways involved in the improvement of developmental potential. Enrichment analysis 

showed that GO terms and KEGG pathways, which correspond to biological events in the 

oocyte growth process, such as “Cell cycle” and “Regulation of translation,” were 

enriched, although unfamiliar terms, including “Apoptotic process” and “Sphingolipid 

signal pathway” (q < 0.05), were also enriched. The sphingolipid metabolic pathway is 
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known to metabolize sphingomyelin, a component of cell membranes, as well as ceramide, 

a lipid mediator that induces cell death, and sphingosine 1-phosphate, which promotes 

cell survival. In addition, sphingolipid metabolism consists of two pathways, the de novo 

pathway, which synthesizes new sphingolipids, and the salvage pathway, which 

interconverts ceramide and sphingosine 1-phosphate and regulates cell death. When 

ceramide synthesis is enhanced, apoptosis is induced, leading to mitochondrial damage. 

Focusing on the expression trends of enriched sphingolipid metabolism genes, 

abnormally enhanced ceramide synthesis was suggested in both the de novo and salvage 

pathways. Quantification of ceramide (d18:1/16:0) in oocytes at the GV stage by LC-MS 

showed a significant increase of 1.9-fold in the 20% IVG group compared to the in vivo 

group (p < 0.05), whereas the change of 1.3-fold in the 7% IVG group was not significant, 

consistent with the expression pattern of sphingolipid metabolism genes. The change in 

ceramide content showed a strong negative correlation with the change in mitochondrial 

membrane potential in the GV stage, strongly suggesting mitochondrial damage 

associated with increased ceramide accumulation in the 20% IVG group. However, when 

we focused on mitochondrial regulatory genes, such as Tfam, which promotes 

mitochondrial genome replication and transcription, and Mfn1 and Drp1, which are 

involved in mitochondrial fusion and fission, their genes showed variation in expression 

levels in the 20% IVG, 7% IVG, and in vivo-grown oocytes, but we could not identify 

any molecular pathway that could explain the improvement in developmental potential in 

the 7% IVG group.  
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III. Estimation of master genes leading to completeness of oocyte gene expression 

profiles 

 Next, we focused on the 1,831 genes that were commonly differentially 

expressed in IVG-derived oocytes regardless of 20% or 7% oxygen concentration 

compared to in vivo-derived oocytes. Of these, 714 genes were commonly upregulated in 

IVG-derived oocytes, and 489 genes were downregulated. Enrichment analysis revealed 

an enrichment of “Regulation of transcription, DNA-templated” in the downregulated 

genes. Therefore, we considered that the incomplete gene expression profile in IVG 

oocytes was caused by transcription-related genes, and the 56 transcription-related genes 

that showed reduced expression were selected as candidates for master genes leading to 

completeness of oocyte gene expression profiles. In contrast, hierarchical clustering 

analysis of the gene expression profiles of the 20% IVG, 7% IVG, and in vivo groups 

showed that most of the oocytes belonged to the clusters according to their respective 

groups. However, some of the 7% IVG oocytes belonged to the in vivo group cluster. 

These sub-populations in the 7% IVG group were designated as the in vivo-like (IVL) 

group and were distinguished from the normal 7% (canonical) group. The gene expression 

profiles of these and in vivo groups were analyzed for differentially expressed genes. 

Then, we focused on the 1,623 genes whose expression differed between the IVL and 

canonical groups and did not show significant differences between the IVL and in vivo 

groups (padj < 0.05). Here, we examined whether the 1,623 genes included 
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transcription-related genes that commonly showed decreased expression in IVG oocytes, 

the 56 genes extracted as candidates for master genes that lead to completeness of oocyte 

gene expression profiles. Our results indicated that 10 out of 56 genes in the IVL group 

were restored to the expression level of the in vivo group, and these 10 genes, included 

Nobox, which is essential for the oocyte growth phase transition. In addition, 87 genes 

whose gene expression patterns across oocytes of each group correlated with Nobox (r ≥ 

0.7, log2 (CPM+1) > 6) were selected as Nobox downstream candidate genes, including 

Gdf9, which has been reported to be transcriptionally regulated by NOBOX. Furthermore, 

Kit, Zp2, and Nlrp5, which are essential for oocyte growth, fertilization, and the 

establishment of epigenetic modifications, respectively, were also extracted as Nobox 

downstream candidate genes, suggesting a new functional aspect of Nobox in oocyte 

growth. 

 

Discussion and conclusion 

 In the present study, we found that 7% oxygen conditions were optimal for 

mouse IVG, and the developmental rate to the blastocyst stage was significantly improved 

compared to the conventional 20% oxygen conditions. This decrease in the 

developmental potential of IVG-derived embryos in the 20% oxygen condition was 

thought to be due in part to a marked decrease in mitochondrial membrane potential. The 

reduced developmental potential accompanied by a decrease in mitochondrial membrane 

potential was thought to be due in part to excessive ceramide accumulation resulting from 
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abnormal expression of genes related to sphingolipid metabolism in GV-stage oocytes. It 

has been reported that the addition of ceramide or palmitic acid, a precursor of ceramide 

synthesis, to the in vitro maturation medium of oocytes decreases the developmental 

potential of the resulting oocytes. In addition, it has been reported that the partial pressure 

of oxygen in follicles decreases with follicle growth in vivo, and that heat stress reduces 

the developmental capacity of oocytes and slows down the decrease in the partial pressure 

of oxygen in follicles. Therefore, it is possible that oxygen concentration is actively 

regulated as a mechanism to maintain mitochondrial integrity during oocyte growth. The 

developmental potential of IVG-derived embryos generated under optimal 7% oxygen 

conditions was significantly lower than that of in vivo-derived embryos. Damaged 

maternal mitochondria in IVG oocytes are inherited by early embryos and reduce their 

developmental potential after the 2-cell stage and until implantation. Moreover, we 

extracted several transcription-related factors as master genes to obtain a gene expression 

profile similar to that of in vivo-derived oocytes; present among these was Nobox that is 

suggested to regulate the expression of genes that function not only in the transition of 

oocytes to the growth phase but also in the acquisition of developmental potential. We 

hope that the results of this research will lead to improved efficiency in in vitro gamete 

production and to a better understanding of the mechanism of embryonic development 

during oocyte growth.  
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