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緒　　言

　 ヒ ト女性の 妊孕性 は 30歳代 半 ば で 大 き く下降

す る．こ れ に は加齢 に よ る子宮 内膜着床能の 減退

や卵 子数の 滅少 も寄与 して い る と考え られ るが，

卵 の 加齢変化が最 も重要 な原 因で ある，なぜ な ら，

若年健康女性か ら提供 され た ドナ
ー
卵を高齢不妊

症患 者に対する体外受精
一
胚移植 （IVF −ET ）に供 し

た場合，そ の 妊娠率は若齢不 妊症患者の IVF −ET

にお ける妊娠率 と変わ らない か らで あ る．近年，

MII 期あ る い は GV 期 に お い て ，高齢患者 の 卵 に

若年健康女性か ら提 供 された ドナ
ー卵の 細 胞質 を

注入 する
1’L’｝．しか し，こ の 治療法 に つ い て はその 有

効性 お よび安全性 に対す る科学 的論拠の 不足 が指

摘 され て い る．こ の よ うに ，卵 の 加齢変化に 関わ

る分子生 物学的機序の 解明 は，不妊症治療 にお け

る最重 要課題 の ひ とつ で あ る．一方，卵は受精後

に胚性ゲ ノ ム を活性化 させ （zygotic 　genome　acti −

vation 　［ZGA 〕），全 能性 ・不死性 を備 えた初期胚

を生 む， また，ク ロ ー ン胚 にお い て は ，体細 胞核

を リプ ロ グ ラ ミ ン グ して ，senescence を解 き分化

全能性を誘導する．こ の よ うな卵はあ る意味 「不

死」 の 細胞 と考え られ る の に，本当に 加齢変化が

起 こ る の か ，起こ る の で あれ ば い か な る メ カ ニ ズ

ム が 関 与して い る の か ？生殖医学や 再生医学 の み

な らず基礎 生物学 的 な観点 か ら も非常 に興 味深

い ．

　我 々 は，上記 の 卵細胞 質特性お よびその 加 齢変

化 に関与する 分子 メ カ ニ ズ ム 解明す る ため ， 網羅

的な遺伝 子発現解析を 目指 した． しか し，着床前

期胚 の 研 究に お い て は，サ ン プ ル の 希少性 と，初

期胚 に特 異的に発現 され る遺伝子 を含む マ イ ク ロ

ア レ イ ・プ ラ ッ トフ ォ
ーム の 欠如が大 きな障害と

な っ て い た．しか し，in　vitro 　transcription に よる

cRNA 増 幅 お よ び labeling　reaction の 効 率 化

（Low 　RNA 　Input　Fluroescent　Linear　A 皿 plifica−

tion　Kit　from　Agilent　TechnolQgie♂ な ど）， さ ら

に ，未受精卵〜胚発生各段 階 cDNA ラ イブ ラ リ
ー

の expression 　sequence 　tags （ESTs ）を 含 む NIA

Mouse 　Gene　lndex3〕

に 基 づ い て 作 製 され た NIA

22K 　60−mer 　oligo　microarray （Agilent昂　 Mouse

Development　Oligo　Microarray：現 在 は 44K に

バ ー
ジ ョ ン ア ッ プ）が 開発 され

’P
，卵細胞お よ び着

床前期胚 の 遺伝子発現 プ ロ フ ァ イ リ ン グが可 能と

な っ た．
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【図 1】実験方法 ：ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ーシ ョ ン ・デ ザ イ ン

1799

着床 前 期 各 ス テ
ージ の 胚 を，そ れ ぞ れ pDst−hCG 　21h，1．5　days　post −coitum （dpc），2．O　dpc ，2．5

dpc，3．O　dpc で 採取 し，500 個 ず つ プール し て 1セ ッ トと した も の を，そ れ ぞ れ 4 セ ッ トず つ

集 め た．各 々 の セ ッ トか らそ れ ぞ れ mRNA を抽 出，2−round の cRNA 増 幅 を行 い ，　 Cy3 標 識

した．1−round の cRNA 増幅で Cy5 標識 した コ ン トロ
ー

ル
・
サ ン プ ル，　 Universal　reference

とともに，マ イ ク ロ ァ レ イに お い て ハ イ ブ リ ダ イゼ ー
シ ョ ン に 供 した．Hamatani ．　et　al．　De−

velopmental 　Cell　2004 ：6 ；117 − 131よ り改変．

方 法 1

　 まず最初 に，正常な卵細胞質に含 まれ る転写産

物 を明 らか に す る ため TC57BL ／6J マ ウ ス 各 ス

テ
ージ着床前期胚 の 遺伝 子発現 プ ロ フ ァ イリ ン グ

を行 っ た ．未受精卵，受精卵，2 細胞期胚，4 細胞

期胚 t8 細胞期胚 ，桑実胚，胚盤 胞 に つ い て ，そ れ

ぞ れ 4 セ ッ ト（1セ ッ ト 500個）集め ，それ ぞ れ か

らmRNA を抽 出，覩 維 ro　transcription反応 を反

復 して行 うこ とに よ り cRNA 増 幅お よび Cy3 標

識 し，Cy5 標 識 された universal 　reference と と も

に ，NIA 　22K 　60−mer 　oligo 　microarray に お い て ハ

イ ブ リダ イゼ ーシ ョ ン に供 した （図 1）
51／
．以

一
ド、遺

伝 子 表記 に 関 し て は NCBI 　Entrez　Gene（http：／／

www ．ncbi ．nlm ．nih ．gov／entrez ／query．fcgi？db＝gene）

に あ る Gene　symbol を用 い ，遺伝子 機 能に 関す

る キ ー
ワ

ー ドと して Gene　Ontology（GO ）term

（http：／／www ．geneontology ．org ／）
a｝
を 用 い た ．ま

た，デ
ー

タ解析に は ， NIA 　array 　analysis （http二／／

lgsun．grc ．nia ．nih ．gov ／ANOVA ／）
7’

，　TIGR 　MultiEx−

periment 　Viewer（MeV ）（http：／／www ．trn4．org ／

mev ．html ）
s｝
，　 GenMAPP （http：／／www ．genmapp 。

org ／）
“）

を用 い た．

結果 ・考察 1

　最初 に 。 我々 の デ
ー

タ セ ッ トか ら マ ウス 着床前

期胚に お け る遺伝子発現の お お よ そ の 傾 向をつ か

むため ，各ス テ
ージ問で 対比Wt　pairwise 　compari −

son を 行 っ た （図 2a），　 NIA 　22K 　60−mer 　01igo 　mi −

croarray に は，21，939の 遺伝子塩 基 配列 （60mer ）

が ス ポ ッ トされて い る が，その うち，受精卵 か ら

2 細胞期胚 にかけて ， 3254 の 遣伝子が 発現上昇，

2，883の 遺伝子が発現低下 を示 し．さらに，4細胞

期 か ら 8細胞期 に かけて も，4，494 の 遺伝子 が発現

上 昇，4，445 の 遺伝子が 発現低下を示 した．すなわ

ち，受精卵か ら 2細胞期胚，また 4 細 胞期胚 か ら

8 細胞期胚 の 問に最 も劇的 な遺伝子発 現の 変化 を

認め た ．また， い ず れか の ス テ
ージ間で有 意な変

化 が 認め られ た 12ユ79 の 遣伝子を用 い て ，階層ク

ラス タ リ ン グ （hierarchical　clustering ）あ る い は主

成分分析 （principle　component 　analysis ［PCA ］）を

行 っ た とこ ろ，同様の 傾向が 認め られ ，遺伝子発

現 の 観 点 か ら，着 床前 期 を未受 精 卵
一
受精 卵期

（Phase 　D ，2〜4細胞期 （Phase 　I ），8 細胞 期一胚

盤胞期 （Phase 皿 ）に分 け る こ とがで きた （図 2b，

c），また，階層ク ラ ス タ リ ン グ で は各ス テ
ージ に特
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　　【図 2】マ イ ク ロ ア レ イデー一タの 解析結果 と着床前期 胚 に お ける 遺伝子発現 の 全 体像

U，未受精卵 ；F，受精卵 ；2，2 細胞期胚 ；4，4 細胞期胚 ；8，8細胞期胚 ：M ，桑実胚 ；B，
胚盤胞．（A ）隣 り合 う 2ス テ ージ間 に おけ る 対比較．各 々 の scatter 　plotに お い て．縦軸 は

Log　Ratio，すなわち発現比，横軸 は Cy3 ・Cy5 平均信号強度を示 し，有意 な 発 現 L昇を 認め

た 遺伝子 を赤色の ド ッ トで，有意 な発現低下 を 認め た 遺 伝子 を緑色 の ドッ トで 示 し，こ れ ら

の 遺伝子 の 数 も付 した．（B）主 成分分析．主 成分分析 に お い て ，着床前期胚 は ，未受精卵 と受

精卵 の Phase 　I，2 〜4 細胞期の Phase 矼，8細胞期 以 降の Phase 皿 の 3 つ の グ ル ープ に 分 か

れ た．Phase 　1　一”　n ，す なわ ち受精卵か ら 2 細胞期 に か け て の 大 きな 発現増加 は，　 Zygotic

gene　activation ，　 ZGA に 相当す る．一方，　 Phase ［→皿．す な わ ち 4細胞期胚 か ら 8 細胞期

胚 に か け て の 大 きな 発 現 増加 は Mid−preimplantation　Gene　Activation，　 MGA と名 付 け ら れ

た．（C）階 層 ク ラ ス タ リ ン グ．階層 ク ラ ス タ リ ン グ で も 同様 の 3つ の グ ル
ープ に 分か れ た．ま

た，各ス テ
ージ ・各グ ル ープ に お い て 有意 に 特異的 な発 現 を示 した 遺伝子 も抽出 され た の で ，

そ れ らの 遺伝子数も示 した．Hamatani ，　et 　al．　Developmenta1 　Ce ］1　2004 ：6 ；ll7 − 131 よ り改

変．

異的な発現 を示 した 遺伝 子が抽 出 され た，

　 Phase 　 I 〜 H に お ける多数 の 遺伝子 の 発 現上昇

は，女性前核 と男性 前核 よ り新 たに構築 された核

か ら最初 に 読み 出 さ れ た RNA に よ る もの で あ

り，ZGA に 当た る と考 え ら れ る．一
方，　 Phase

ll〜皿 に か け て の グ ロ
ーバ ル な 遺伝子発 現 上 昇

は，今研 究で 初め て観察 され た現象であ り，MGA

（Mid −preimplantation　gene　activation ）と称 し た．

形態的 に最 も劇的な変化 を示す 8細胞期以 降に，

少数 の 遺伝 子 に しか発 現上 昇 を認 め て い な い た

め ，こ の MGA 産物が，その 後に起 こ る コ ン パ ク

シ ョ ン，胚盤胞腔の 形成．内細胞塊 と栄養外胚葉

へ の 分化な どに極め て重要な役割を果た して い る

と考え られ た．

　次に．全体の 遺伝子発現 変化の 傾 向よ りもむ し

ろ個々 の 遺伝子の 発現変化 を追 うた め ，い ずれか

の ス テ ージ 問で 有意 な変化 を認め た 12．179の 遺

伝子に つ い て，K，mean 法 に よる非 階層 ク ラ ス タ

リン グ を行 っ た．図 3 に示 した よ うに，9 つ の 発現

パ タ
ーン に分類 された．これ ら着床前期胚にお け

N 工工
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【図 3】K ・mean 法 に よ る 非階層 ク ラ ス タ リ ン グ と胚性

　RNA の さらなる 解析．　 K −mean 法 に よ る 非階層 ク

　 ラ ス タ リ ン グ に よ り．9 つ の 発現パ ターン を示す ク

　 ラ ス ターが 得 られ，そ れ らは さ ら に 大 き く3 つ の グ

　ル ープ に分 か れ た．第 1 の グ ル ープ は ，ク ラ ス ター

　1．4，5，8 を含 み，新 た に構築 さ れ た 胚性 ゲ ノ ム か

　 らの 遺 伝 子 発現 を示 した．第 2 の グ ル ープ は，ク ラ

　ス タ
ー7 と 9 を 含み ，卵 形 成過程 に 豊富に 蓄え られ

　た卵性 RNA で ，着床前期 に 分解 され る パ ターン で

　あ っ た，第 3 の グ ル ープ は，ク ラ ス ター2 と 3 を含

　み ，卵性 RNA が 分解 を受け る一
方，少 し遅 れ て 胚

　性 RNA が 作 られ る よ うな遺伝子発現 パ タ
ー

ン で あ

　 る と考え られ た．黒色 で 示 した 発現パ ターン は，こ

　れまで に 報告 の あ るパ ターン で あ るが，赤色で 示 し

　た 発現 パ タ
ー

ン は，マ イ ク ロ ア レ イ実験 に よ っ て 明

　らか と な っ た もの で あ る．Hamatani．　et　al．　Devel−

　opmenta1 　Cell　2004：6 ：ll7− 131よ り改 変．

る遣 伝子発現 パ タ
ー ン の 多 くが ，wave −like　pat −

tern，すなわち，発現上 昇の 後，速や か に抑制さ れ

る パ タ
ーン で あ り， ス テ

ー
ジ特異的 な遺伝子発現

が グ ロ
ーバ ル に存在する こ とが明らか とな っ た．

今研究 で観 察された 9 つ の 発現 パ タ
ーン は，さ ら

に 大 きく 3 つ の グ ル ープに 分類 された．第 1の グ

ル ープ は，ク ラ ス ター 1（381 遺伝子），ク ラ ス タ ー

4（1，570遺伝子 ），ク ラ ス タ
ー 5（2，522遺伝子），ク

ラ ス タ
ー 8（653遺伝子）を含み ，新た に構築 され た

胚性 ゲ ノ ム か らの 遺伝子発 現で あ り，ZGA に相 当

した．一
方，第 2 の グ ル ープ は

， ク ラ ス タ
ー 7（498

遺伝 子）とク ラ ス タ ー9（1，091遺伝 子）で あ り，卵

形成過程に豊富に蓄えられ ，未受精卵の 成熟過程

ある い は 受精後 に分 解 され る RNA と考 え ら れ

た．また，第 3 の グ ル ープ は，ク ラ ス タ
ー 2（2，990

遺伝 子）と ク ラ ス タ
ー 3（1，185遺 伝 子）で，卵 性

RNA が分 解 を受ける
一

方，い くらか遅 れて 胚性

RNA が作 られ る よ うな遺伝 子発現 の パ タ ー ン で

あ る．MGA を構成 す る 遣伝 子 の 多 くが こ の グ

ル ー
プに含 まれ た．なお ，ク ラ ス タ ー 6（1，289遺伝

子）に は，第 2 の パ ターン を示す遺伝子 （Mater な

ど）と第 3 の パ ター ン を示す遺伝 子 （Hb −egf な ど）

の 両方が含 まれ て い た，

　卵形成過 程 に大量 の RNA や 蛋自質が 蓄え られ

るが ，未受精卵 （Metaphase　ll）にお い て はすべ て

の 遺伝子 の 転写 は停止 して い る，こ れ まで，マ ウ

ス に お い て は ，

一
部の RNA は卵 成熟過程にお い

て 分解が 開始 され ，ほ とん どす べ て の 卵性 RNA

が 2細 胞 期 ま で に 分 解 され る と考 え ら れ て き

た
1‘川 」

．我 々 の デ
ータに お い て も，確か に ク ラ ス

タ
ー 9 は これ に相 当するが ，ク ラス タ

ー 6や ク ラ

ス タ ー 7 の 大部分の 遺伝子（それぞ れ 68．7％．70．5

％〉は 4細 胞期か ら 8 細胞 期 に か けて 有意 な発現

低 下 を示 した ，また， ヒ トに お い て も多 く卵 性

RNA が 4 細胞期 以降に 分解 され て い る こ とが 観

察され て い る
121
．こ こ で ．それ ぞ れ の ク ラ ス タ ーに

は ど の よ うな GO 　term （遺伝子の 機能 を表す キ ー

ワ ー ド）を もっ た遺伝子が 多 い の か GenMAPP を

用 い て 統計学的検討 を加 えた．ク ラ ス ター 7 で は，

サ
ー

カ デ ィ ア ン ・リズ ム ，G 蛋 白．　M 期有糸分裂，

また クラ ス タ
ー 9 で は，接 着分 子， ゴ ル ジ装置．

DNA 複製，細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達系 な ど の GO

term が 有意に高頻度に認め られ た．さらに，卵細

胞 に は ク ロ ーニ ン グ にお け る核移植後 の 体細胞核

リ モ デ リ ン グ に重要な遺伝子も多 く含むこ とが 予

想 さ れるが ，Zeng　and 　Schultz　et　al．は，着床前期

胚 に比較 して ， 未受精卵 の 遺伝子発現 プ ロ フ ァ イ

ル は ，ク ロ マ チ ン構造 ，ゲ ノ ム 安定性 な どに関連

す る遺伝子が 特徴 的で あ っ た と報告 して い る
13’

．

こ の よ うに，卵に転写産物が 蓄えられ る遺伝子 は，

受精およ び着床前期胚発生 に重要 な遺伝子 群と考

え られた ．

方 法 2

　「方法 1」で は ，卵で発現する 遺伝子の リス トあ

る い は全体像 を見た こ とに なるが，それ で は加齢

に よ り卵 の 遺伝 子発現 プ ロ フ ァ イル は どの よ うに
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5〜6週齢 ｛若齢 ）マ ウス

未 受糖卵 （
”
Yo凵ngつ

42〜45週 齢（高齢 ）マ ウス

未受 精 卵　　〔
”
Aged

∬
）

　 　 ゆ ゆ

【図 4】若齢 マ ウ ス 卵 と高齢 マ ウ ス 卵 に つ い て 遺 伝子 発

　現 プ ロ フ ァ ィ ル を比 較検討す る た め の 実 験 デ ザ イ

　 ン （方法 2）．C57BL／6Jの 5 〜6週齢マ ウ ス と 42〜

　45週齢 （生殖年齢末期）マ ウ ス に 過排卵刺激 をした

　後，未受精卵 を 50  個 ず つ 採取 し，1 つ の
“
sub −

　pooled　lot
”

と し た もの を，310ts用 意 した．そ れ ぞ

　れ の lotか ら，　 mRNA 抽 出．　 RNA 増幅 反 応 後，　 Cy3

　標識 あ る い は Cy5 標 識 で 標識 し，マ イ ク ロ ア レ イ に

　供 し た、Hamatani ，　et　a1、　Human 　Molecular　Genet−

　ics　2004 ：13 ：2263− 2278 よ り改変．

変 化する の で あろ うか ？C57BL ／6Jの 5〜6週 齡

マ ウ ス と 42〜45週 齢 （生殖年齢 末期）マ ウ ス に過

排卵刺激 を施 した 後，未受精卵 を 500個ず つ 採取

し，1 つ の
”

sub −pQoled 　lot” と し た も の を，310ts

用意 した （図 4）．それぞ れ の 10tか ら，　 mRNA 抽

出．cRNA 増幅の 後 t
　 Cy3標識 ある い は Cy5標識

で 標識 し，マ イク ロ ア レイ に供 した
14〕
．こ こ で は．

universal 　reference は 用 い ず，若齢マ ウ ス 卵の lot

と高齢 マ ウ ス 卵の lotを直接比 較 した ．それ ぞ れ

の マ ウ ス か ら生 物学的に独立 した （別 の 日に 集め

た ）3 つ の lotを作製 し，　 cRNA 増 幅反応 の バ イ ア

ス も考慮 して t 同 じ ［ot か ら RNA 増幅 を再度別 の

日に行 い もう 1組 の ターゲ ッ トを作製 した．さ ら

に ， 2−dye シ ス テ ム （Cy3 で標識 した ターゲ ッ トと

Cy5 で 標識 した タ ーゲ ッ トを 1 つ の マ イ ク ロ ア レ

イ上 で 同時 にハ イブ リダ イゼ ーシ ョ ン させ る）の

バ イア ス も考慮 し，dye　swap （ターゲ ッ ト作 製時

に Cy3 と Cy5 を入れ替えて 標識）を行 っ た ため ，

総計 12 回の ハ イブ リダ イゼ ーシ ョ ン を行 っ た （図

4）．

結果 ・考察 2

　母体加齢によ る卵細胞の 遣伝子発現プロ フ ァ イ ル

の 変化

　まず，定量 的 リ ア ル タ イ ム 逆転写 PCR （qPCR ）

ある い は ln　situ 　hybridizationを用 い て ，マ イ ク ロ

ア レ イ の 結 果 を検 証 し た．50遺 伝 子 に つ い て

qPCR を行い ，高齢 マ ウ ス 卵 と若齢 マ ウ ス卵 にお

け る発 現 比 （log−ratio ： Aged／Young ＞を求 め て ，

マ イクロ ア レ イの 結果 と比較 した と こ ろ，相関係

数は 0．80 と良好 な相関が得 られた （図 5a）．

　 さらに ，い くつ か の 遺 伝子 に つ い て in　situ　hy・

bridizationを用 い て 卵 の 加齢 に よ る 卵 巣切 片 に

お ける発現変化 を検討 した と こ ろ，マ イク ロ ア レ

イ の 結果 と同様の 発現 変化 が観察 され た （図 5b）．

　加齢 に よる卵の 遺伝子発現 変化 の 全体像 を見 る

ため に， まず対比 較を行っ た，そ の 結果，若齢マ

ウ ス 卵で は 449遺伝子が有意に 高発現を示 し，高

齢 マ ウ ス 卵 で は 81遺伝 子が 有意 に高発現を示 し

た．マ イク ロ ア レ イに載 っ て い る 21，393遺伝子の

うち，合計 530 遺伝子 しか 有意な発現変化 を示 さ

なか っ た こ とか ら，非特異 的に 大部分 の RNA が

分解 され た わ けで は な く，ある特異的 な RNA の

みが 発 現変化 を示 し，そ れ らが 加齢変化 に重要 な

役割を果た して い る と考え られた．

　次 に，こ れ ら 530 の 遣伝子に 関 して， どの よ う

な GO 　term を も っ た 遺 伝 子 が 多 い の か Gen−

MAPP を用い て統計学的検討を加えた（表 1）．

　 まず，高齢マ ウ ス 卵で は ミ トコ ン ドリ ア ・ゲ ノ

ム に コ ー ドされた遺伝 子 （mt −Nd3 ，　 mt −Atp6．　 mt −

Coヱー3 な ど）の 発 現が増加 し，ミ トコ ン ドリア機能

やエ ネル ギ ー代謝 に 関する GO 　term を持 つ （核 内

ゲ ノ ム に コ ー ドされ た ）遺伝子（Sdha や Atpsal な

ど）の 発現が低下 して い た （表 1）．

　 ミ トコ ン ドリアで は，呼吸鎖 と連動 して，嫌気

的解糖系よ りもは るか に 高い エ ネル ギ
ー

が 産生 さ

れ る， しか し， ミ トコ ン ドリ ァ に は核にあ る よ う

な ヒ ス ト ン や DNA 修復機構が な い ため，呼吸鎖

か ら漏 出す る活性 酸素が ミ ト コ ン ドリア ・ゲ ノ ム

を損傷 し， ミ トコ ン ドリア の 機能が傷害される こ

とを反映 して い る と考え ら れ た．
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【図 5】（a ）定量的 リ ア ル タ イ ム 逆転写 PCR （qPCR ）に よ る マ イ ク ロ ア レ イ結果の 検証，50 遺伝

　子を選ん で qPCR を行 い ，各遺伝子に つ い て，高齢マ ウ ス 卵 と若齢マ ウ ス 卵 に お け る発現 の

　比 ，log・ratio（Aged ／Young）を 求め （縦軸），マ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 （横 軸 ）と比 較 した．（b）

　in　sihr 　hybridizationに よ るマ イ ク ロ ア レ イ結 果の 検証．　 Dnmt ヱ は，マ イ ク ロ ア レ イの 結 果

　と 同 様 に，卵 細 胞 で 加 齢 に よ る 発 現 低 下 を 認 め た．逆 に ，Oosp1 や 新 規 遺 伝 子

　4933427DO6Rik で は，マ イ ク ロ ア レ イ の 結果 と同様，卵細胞 で 加齢 に よ る 発 現増加 を認 め

　た，（c）対比較 pairwise　comparison に よ る Scatter　plot．縦軸 は Log 　Ratio，すなわ ち高齢

　マ ウ ス 卵と若齢 マ ウ ス 卵 の 2 サ ン プ ル 間に おける発現比，横軸 は緑色 ・赤色（Cy3 ・Cy5）シ

　グ ナ ル 双方 の 平均信号強度を示す．若齢マ ウ ス 卵あ る い は高齢マ ウ ス卵 で有意 に高発 現 を

　示 した 遣伝子 を，そ れ ぞ れ 緑色 ．赤色 の dotで 示 し た，　 Hamatani，　et　al．　Human 　Molecular

　Genetics　2004 ： 13 ：2263 − 2278 よ り
．
改変．

　 一方， ミ トコ ン ドリ ア の 機能 が低 下 し ATP 産

生能が低下すれば ，細 胞骨格 の 制御 に 障害を来す

こ とが知 られて い るが
15〕

，高 齢 マ ウ ス 卵 で は細 胞

骨格 に 関連 した GO 　term を持 つ 遺 伝子 （Hook1 ，

Tuba2，　 Tubdl な ど）の 発 現 も低下 し て い た （表

1）． したが っ て ，高齢 マ ウ ス 卵で は， ミ トコ ン ド

リ ア 機能や エ ネル ギ
ー
代謝が低下 し，ATP 産生が

低下す る こ とに よ り，微小管 に よる染色体分 離が

障害 されやす い 状 況が存在 する と考え られ る．す

なわ ち ，
こ の よ うな背 景が ，高齢妊娠 に お ける児

の 異数体の 増加 に寄与 して い る可能性が あ る．

　 また，高齢マ ウ ス 卵で は IicBorの 発現 が 増加 し

て い た，il（B α は NFKB の サ プ レ ッ サ
ー

で あ り

IicBcrと NFicBは ミ トコ ン ドリア遺伝 子 の 発現 調

節 に重要 で ある こ とが 知 られて い る
’6）．例 えば，

IKBα に よ る NFicB の 抑 制 が 電 子 伝 達 系 サ ブ ユ

ニ ッ　トcytochrQme 　c　oxidase 　subunit 皿 や cyt （レ

chrome 　b な ど の 発現 を増 加 させ る こ とが 既 に報

告 されて い る
le〕．　 IKcBCtは ミ トコ ン ドリア

・ゲノ ム

に コ ー ドされた遺伝子 の 発現が卵 の 加齢 とと もに

増 加す るこ とに寄与 して い る可能性 がある．

　酸化ス トレ ス 防御や ア ン チ ・ア ポ トー シ ス に 関

連 し た GO 　term を 持 つ 遺 伝 子 （50d1，　 Txn1 ．

Apacd，　 Bcl2110／Diva な ど）も高齢 マ ウ ス 卵で 発現

が低 下 し，熱 シ ョ ッ ク蛋 白などの シ ャ ペ ロ ン も発

現 低 下 を示 し た （Hspa4 ，　 Hspa8 ，　 Hsp70 −4
，
　 Cctl−

3，Cct5 な ど），体細胞にお け る加齢で は，酸化ス

ト レ ス が 熱シ ョ ッ ク蛋 白や ラ イ ソ ゾーム 蛋 白を滅

少させ ，ユ ビキチ ンー
プ ロ テ ア ソ

ーム 蛋白分解シ ス

テ ム の 能力 を低下 させ る こ とが 知 られ て い る
t7’18：

、

こ の 場合，本 来は劣化 して 分解 され る はず の 蛋 白

質が代謝 されな い まま蓄積 し，細 胞機能が 障害 さ
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【表 1］卵細胞の 加齢 に おける遺伝子発現変化を特徴づ ける GO　term

GO　term カ テ ゴ 1」
一 各 カ テ ゴ リーを代 表す る

　 発現 変化遺f云・チ

▲ Oxidative　damages

▲ mitochondrial 　eiectmn 　 energy 　pathway

　（genes　encoded 　by　mi 亡ochondrial 　genemc ）

▼ energy 　pathway 　and 　mitochondriaHunction

　 （genes 　encoded 　by　nuc ［ear 　genome ）

η正ナーNd3 ，　π It−Atp6 ，　mt −Co（Cox ）1−3

Sdha ，5σ認1，　 Atpsal，　 ldh3a ．　 Mrptg ，
H 川 8c1

▼ ATP 　production
▼ nucleotides 　and 　ATP 　metabolism

▼ ATP −binding

Atp2cl，　 Atp6vld ，　 A 卯10仍，　 AdSs2

Nekl −2，　Abcb6，　 Camk2g，　 Dhx32．　 D 砒 48

▼ Protection　against 　stress

▼ anti −apoptosis
▼ chaperone

▼ ubiquitin・proteasome　pathway

Txnl，　 Apacd，　 R畷34

HsP 躍4，　Hspa8 、　H5P70 −4，　Cctl−3，　Ccだ「

Hipl，　 Ub‘，　 Ll掬 ヱc，　 P翩 婀 6，　 Pambl ，
P5”κ 2

▼ Regulation　of 　celL　cycle

▼ microtuble 　cytoskelton

▼ chromosome 　sEgregation

▼ genome　stability

Hookl ，　 Tu加 2，　 Tubdl ，　 R 嶼 9，　 K ゲ3b

Smc411，　 Niπ，　 Pcnt2

Ccgbpl，　 Fxr2h，　 M 曲 3 ，　 Exol，　 P 川 51，τ醒

▼ polyeomb Bmil，　 E2h2，　 Rybp，　 Sf）nbtl
Epigenetic 　modMcationDNA

　me むhyltransferase
（▼ ）D π7π口 o，D η紺 15，　 D 川 7zβ L，　D 肝 母p1
（▲ ）Dnmt3b

Oocyte−specific 　genes
reproductionfgamategenesisf

unknown 　function
呷

（▼ ）Vasa，　 Kit，　 Z尸1−3，　 eP ン4D ，　 Zft，38，
Mater

（▲ ）0 σ5p1 ，　NolIma，　4933427DO6Rik，
IKBa

れ る
］9 

，卵細胞 で もこ れ らと同様 な老化 メ カ ニ ズ

ム が存在 し，細胞機能が障害される と考え られ る．

　ゲ ノ ム 安定性 に 関す る GO 　term を持 つ 遺伝子

も加齢 と と もに 発現 が 変化 し た ．Telo皿 ere　re−

verse 　transcriptase（Tert），　CGG 　triplet　repeat

binding　protein　l （Cggbp　1），　 Fragile　X　mental

retardation −related 　protein　2（Fxr2h）．あ る い は

Mut 　H ／L ／S　mismatch 　repair −relataed 　 proteins

（Msh3 ，　 Exol．　 Pmsl ）な ど，い ず れ も早期 老化 に

関係する遺伝子が ，高齢マ ウ ス 卵 に お い て発現低

下 を示 した
2い z5’

．今研究で は，卵 の 加齢に お ける テ

ロ メ ラーゼ （Tert）の 発現低下 に注 目し，母体加齢

に よ る卵の テ ロ メ ア 長 の 変化 に つ い て も検討 を加

えた の で ，後述する．

　さ らに，エ ピ ジェ ネテ ィ クなゲノ ム 変化 に関係

す る遺 伝子 も加 齢 とと もに発現変化 を示 した．ポ

リ コ ーム 遺伝于 群 （高齢マ ウ ス 卵 に お い て Bmil ，

Ezh2，　 SLfinlot1，　 Rybpl な どが 有意な 発 現低 下）や

DNA メ チ ル 基転 移酵 素 （高齢 マ ウ ス 卵 に お い て

Dnmtlo ，　 Dnmtls，　 Dnmt3L ，　 Dmapl は 有 意 な 発

現低下， Dnmt3b は有意な発現増加）な どで ある．

　最後 に，生殖 に関連 した GO 　term を もつ 遺伝 子

や 卵特異的遺伝子の 発現 も，マ ウ ス 卵の 加齢で 変

化 した．RNA ヘ リ カ ーゼ （Vasa／Ddx4）や 卵透明帯

蛋 白 Zpl −3，さ ら に卵細 胞の 細 胞骨 格制御 に 関 与

す る と考 え られて い る ePAD ，卵 形成過程 に重 要

な 役割 を 果 た す c−Kitや Rnf35／Trim61 な ど が 挙

げられ る．

　卵の 加 齢に お け る テ ロ メ ラ ーゼ発現 ・テ ロ メ ア 長

の変化

　染 色 体 の 末 端 に は テ ロ メ ア と 呼 ば れ る

TTAGGG 配列の 繰 り返 し構 造が あ り．染色体 末

端の DNA 分解 や 染色体 末端 同士 が融合す る染 色

体組み 換 えか ら染色体 末端を守 っ て い る，テ ロ メ

ラ
ーゼ は テ ロ メ ア の 延伸 ・維持 に関与す る逆転 写

酵素で あ り，Terc と呼 ば れ る 鋳型 RNA と逆転写

酵素活性を有す る Tert蛋 白を内在する ，体細胞で

は テ m メ ラ ーゼ 活性 は低 く，加齢に よ り，あ る い

は細胞分裂 を繰 り返す こ とに よ り，テ ロ メ ア長が

短縮 し細胞寿命に至 る こ とが 知 られ て い る．

　 また，Tert（一／一
）ノ ッ クア ウ トマ ウ ス は表現 型

に異常を認め ない が ，こ の ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス か
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【表 2】卵細胞 の 加齢 に お け る遺伝子発現変化 と体 細 胞 の 加齢 にお け る遺伝 子 発現 変 化の 比 較

二1三な GO 　term カ テ ゴ リ
ー

卵に お け る加齢
脳 や肝 な どの 体細胞 に

　　 おけ る 加齢

ミ ト コ ン ド リ ア 機能，酸化 ス トレ ス 防御 ↓ ↓

テ ロ メ ラ
ーゼ （Tert） ↓ ↓

DNA メ チル 酵 素遺伝子
Dnmtlo ↓，　 Dnmtls ↓，
Dnm3L ↓，D η川 βわ ↑

Dnmtl ↓，Dnmt3b ↑

（in　fibroblast　senescence ）

ク ロ マ チ ン ・
リ モ デ リ ン グ 関連遺伝子

　　　 Hdac2 ↓，
Po【ycombs （Bmi1 な ど） ↓

→

生 殖関 連，卵 特 異的遺伝 子
RNA ヘ リカー

ゼ （V砺 μ な ど〉 ↓，
　 Zpl−3　↓．Nalp ↓，Oosp　↑

イ ン ス リ ン 成長 因子 関連遺伝 f → ↑

炎 症 関 連 遺 伝 了 → ↑

Ovary

【図 61 卵特異的遺伝子 に 関す る ノ ッ ク ア ウ トマ ウ ス が示す表現 型．Hamatani，　et 　al．　Repr 〔）
−

　duction　20D8 ： 135 ：581− 592より改変．

ら得 られ た 体細胞 で は テ ロ メ ア が 短 くな っ て い

た
261．さらに，Tert（＋ ／一）胚性幹細胞 にお い て もテ

ロ メ ア の 短縮が 観察 され た た め
Z61ZPt

，　Tertは テ ロ メ

ア の 維 持 に 非 常 に 重 要 で あ る と考 え られ．て い

る
L’S］
，

　こ の よ うな Tertの 発現 を低 下 させ た細胞 にお

け る知見 を踏 まえ，今研究 で は高齢マ ウ ス 卵で テ

ロ メ ラ
ーゼ （Tert）の 発現が低 下 して い たこ とに注
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【図 7Nalp フ ァ ミ リーの 種保存性．（a）卵特異的発 現 を示 し た マ ウ ス 新規 メ ン バ ー
遺伝 子 お

　よ び ヒ トと ラ ッ トに お け る ホ モ ロ グ の 染色体座位，（b）種を超 え て保存され る ア ミ ノ 酸 ド

　 メ イ ン ・モ チー
フ．Hamatani，　et　al．　Human 　M　 olecular 　Genetics　2004：13：2263　

一
　2278 よ

　 り改 変．

目 した ．す なわ ち，母体加齢 に よる卵 の Tert　di白
の 発現 ・活性 お よび テ ロ メ ア 長 に変化 に つ い て 検

討 した．

　 まず，高 齢 マ ウ ス 卵 に お け る テ ロ メ ラ ーゼ

（Tert）の RNA 発現 の低 下を，　qPCR に よ り確認 し

た．高齢 マ ウ ス と若齢 マ ウ ス 卵，それ ぞれ の マ ウ

ス か ら別 の 日に 集 め た 3 つ の lotよ り mRNA を

抽 出，cDNA を合成 し，　 qPCR を 行 っ た ，　 qPCR

の 結果．高齢マ ウ ス 卵にお け る Tertの RNA 発現

は 6．0 ± 1．4（対 Gapdh）で ，若齢 マ ウ ス 卵 に お け る

RNA 発現 IL5 ± 1．6（対 Gapdh）に比 し，O．53倍 と有

意 に減少 して い た．こ れ は ，マ イク ロ ア レ イの 結

果（0．63倍）と ほ ぼ 同様で あ っ た ．

　次 に，Tert蛋 白に対す る ポ リク ロ ー
ナ ル抗体 を

用 い て ．若齢マ ウ ス 卵 と高齢 マ ウ ス 卵 に お ける タ

ン パ ク発現 を検討 した，Tert蛋 白は，若齢 ・高齢 い

ず れの 卵で も細胞質全般 に認 め られたが，特 に若

齢 マ ウ ス卵 で は中心部に比べ て細胞膜近傍 にや や

強 い 局在 を認め た ．一方．高齢 マ ウ ス 卵で は．発

現 自体が著 明に 低下 してお り，また斑状 に 欠損 す

る な どの 不 規 則な発 現 パ ターン も認め られ た ，

　さ ら に，Telomerase　PCR 　ELISA 　kit（ロ シ ュ
・
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【図 8】マ ウ ス Nalp フ ァ ミ リー新 規 遺伝 子 の 卵特 異 的発 現．（a ）マ ウ ス の 各種 臓 器 か ら 抽 出 さ

　れ た RNA パ ネ ル を 用 い た ノ ザ ン プ ロ ッ ト．（b）着床前期 胚 発 生 に お け る Nalp フ ァ ミ リー

　の RNA 発現変 化 （着 床 前 期 各ス テ
ージ胚 に お け る 遺 伝 子発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ・

デ
ータ よ

　 り抽出 ）．Hamatani ，　et　al．　Human 　Molecular 　Genetics　2004 ： 13 ： 2263 − 2278 よ り改 変．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 E

ダイ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス ）を用 い て，in　vitro で テ

ロ メ ァ 伸長反 応 を行 わ せ る こ とに よ り，テ ロ メ

ラ
ーゼ酵素活性 を測 定した，その 結果，　Tertの 発現

の み な らず，テ ロ メ ラ
ー

ゼ 逆転写酵素活性 も加齢

とと もに 43％ に まで 有意に 低 下 して い る こ とが

明 ら か と な っ た （高齢 マ ウ ス 卵／若齢 マ ウ ス 卵 ：

0．30± 0．11／0．70± O．01）．

　テ ロ メ ア 長 に つ い て は qPCR を用 い て 検討 し

た．高齢マ ウ ス 卵の テ ロ メ ア長 （0．84 ± 0．10）は ，若

齢 マ ウ ス 卵 の テ ロ メ ァ 長 （1．74± O．20）に 比 べ て

0．48 倍 と有意 に減少 して い た．

　以上の 結果か ら，卵形成過程 で は卵母細胞は ほ

とん ど分裂 を しない に もか か わ らず，実際 加齢

に よ りテ ロ メ ア 長が短 くなる こ とが 明 らか とな っ

た．

　テ ロ メ ラ
ーゼ 欠損 マ ウ ス か ら排卵 され た卵細胞

の テ ロ メ ア 長も，wild 　type の そ れ よ り も短い こ と

が 報告され て い る ため
鋤

，加齢 に よるテ ロ メ ラ
ー

ゼ の 発現お よび活性 の 低下 が テ ロ メ ア長 の 短縮 に

寄与 して い る と考え られる．高齢 マ ウ ス で は，排

卵 に 至 る ま で の intervalが 長 くな り，加齢に よ っ

て卵 にお け るテ ロ メ ラ
ー

ゼ活性が 落 ち，酸化 ス ト

レ ス の 蓄積 も加わ り，テ ロ メ ア長が 維持で きずに

短縮 して しまうと考 え られた．

　さ ら に最近で は，着床前期胚発生 にお ける テ ロ

メア 長の 短縮が フ ラ グ メ ン テ
ーシ ョ ン の 増加 と相

関す る と報 告 さ れ て お り
3°／
，加 齢 に よ る テ ロ メ

ラ
ー

ゼ の 発現 お よび活性の 低下 が 着床前期 胚発生

を障害する 叮能性が 示唆 され る もの の t 今後の さ

らな る検討が必 要で ある．

　卵細胞質移植 の 有効性 と安全性

　今研究で は，卵細胞 の 老化 には， ミ トコ ン ドリ

ア の 機能低 下 に よる エ ネル ギー産生障害 をは じめ

と した細胞 質の 劣化 が寄 与して い る と考 えられた

ため ，卵細胞質移植の 有効性が 示唆 され た ，

　 しか し
一一一

方 で は，DNA メ チ ル 転移 酵素 や ポ リ

コ
ー

ム 遺伝子 な どの ゲノ ム修飾や ク ロ マ チ ン高 次

構造に関わ る遺伝子，ある い は Tertや Mut 　H ／L／

S ホ モ ロ グ な どゲ ノ ム 安定性 に 関わ る遺伝 子 に つ

い て も発現変化 が観 察されたため，既 に核が異常

な状 態に変化 して しまっ て い る可能性 も考 え られ

る．実際 に今研究で も，高齢 マ ウ ス 卵 における テ

ロ メ ラ ーゼ の 発現 低下 は，テ ロ メ ア 長 の 短縮 に 寄

与 して い る こ とが示唆 され た，そ の た め，卵細胞
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1図 9】 卵 細 胞 に お け る マ ウ ス Na ［p フ ァ ミ リー新規遺

　伝子 の 加齢 に よ る 発 現 変化（卵巣切 片 に お け る in

5伽 hybridization）．　 Hamatani，　et 　a1．　Human 　Mo −

　lecular　Genetics　2004： 13 ：2263　一　2278よ り改変．

質移植は ，ク ロ ーニ ン グ と同様，児に エ ピジ ェ ネ

テ ィ ッ ク な異常を起 こ す可 能性が危惧 され た．

　体細胞 に おけ る加齢との比較

　さ らに，脳 や肝 な ど体細胞 の 加齢変化に つ い て

遺伝子 発現 変化 を網羅 的に観察 した マ イ ク ロ ァ レ

イ ・
デ

ー
タ を用 い て ，卵細胞 に おける加齢 と体細

胞 におけ る加齢 を比較検討 した．

　加齡 マ ウ ス か ら得 た卵 で は，加齢 に よ る酸化 ス

トレ ス お よび ミ トコ ン ドリ ア の 機能障害 な どを示

唆す る遺伝 子の 発現 変化が観察 され （表 2），また ，

加齢 に よ る テ ロ メ ラ
ー

ゼ の 発 現低下や DNA メ チ

ル 基転移酵 素の 発現変化 （加齢 に よ り Dnmtl が 発

現低下 ，Dnmt3h が発現増加）
／s1／
な ど も体細 胞 の 加

齢と同様に認め られ たため t 生殖細胞で も体細胞

と同様の 加齢 メ カ ニ ズ ム を有す る こ とが示唆 され

た，

　 しか し一方 で ，卵細胞 の 加齢 に お い て は，炎症

や イン ス リン 成長因子に 関連 した遺伝子に発現変

化が認 め られ なか っ たこ とが特徴的で あ っ た．さ

らに，　
“
Stemness

”
に 関わ る遺伝子 （ス トレ ス 耐性や

ク ロ マ チ ン ・リモ デ リ ン グ に 関わ る遺伝子，DNA

修復酵素や RNA ヘ リカ
ー

ゼ な ど）
32
や 一

部の 卵特

異 的遺伝子 も加齢に よ り発現 低下 し て い た こ と

は ， 卵 の加齢に特異的で あ っ た．

　加 齢 に ょ り 発 現が 低 下 し た卵 特 異 的 新 規 遺伝 子

フ ァ ミリ
ー

　そ もそ も，卵 細胞 に備 わるユ ニ ークな能力 を考

え る と，卵 で 発 現す る遺伝子 の 中で も，卵 で の み

発現する卵特 異的遺伝子 が，卵 の 特性に大 きく貢

献 して い ると考 え られる ．実際 ，ノ ッ ク ア ウ トマ

ウ ス の 表現型か ら考 えて も，卵特異 的遺伝子が 卵

形成過程お よ び着床前期胚発生 に重 要な役割を果

たす こ とが 証明された例 は多 く存在 する （図 6），

　卵特異 的発現の 可能性 に注 目 して ，母体加齢 に

よ り卵 で 発現 が低 下 した遺伝子 の リ ス トを見 る

と
， 卵透明帯蛋白 Zpl，　 Zp2，　 Zp3 ある い は ノ ッ ク

ア ウ トマ ウ ス が 2細 胞期で 分 裂停止 に陥 る Mater

が含 まれて い た．さらに は，Materに相同性 の 高い

3 つ の 新規遺伝子 も含 まれて い る こ とが 明 らか と

な っ た．そこ で ，こ れ ら新規遺伝子の 全長 cDNA

を ク ロ
ー

ニ ン グ し， シ
ー

ク エ ン サ
ー

に か け て塩基

配列を決定した．また ，in　silico 解析 に よ り，Ma −

terに相同性の 高 い 新規遺伝子 が 他 に も存在 しな

い か検討 した とこ ろ，母体加齢 に よ り卵 で 発現が

低下 した 3 つ の 新規 遺伝子 の 染色体座位 の 近傍に

5 つ の 新規遺伝子が発見 された （図 7a）．こ れ らは

遺伝予 フ ァ ミ リ
ーを構 成 して い る こ とが明 らか と

な り，Nalp フ ァ ミ リ
ーと呼 ば れ る．以上 8個 の

Nalp フ ァ ミ リー新 規 遺伝 子群 （Nalp α 一K ）に つ い

て，種保存性，発現お よ び機能 につ い て 検討 した

の で ，以 下に述 べ る．

　 まず，こ れ ら マ ウ ス の 新規遺伝子 に，ヒ トや ラ ッ

トで ホ モ ロ グが存在する か検討 し，それ らに共通

の ア ミ ノ 酸 ドメ イ ン ・モ チ
ー

フが存在 しな い か 検

討 した．その 結果，Nalp フ ァ ミリ
ーは種を超 えて

存在 し，予想 ア ミ ノ 酸 配列 の 解析か ら，PAAD ＿

DAPIN ドメ イ ン，　 NACHT 　NTPase ド メ イ ン，
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【表 3】着床前期胚発生 にお け る Nalp −iota 発 現 抑制実験 前核期 に 2種類 の smalhnter ・

　ference　RN　 A （siRNA ）発 現 ベ ク ターお よ び コ ン トロ ール ・ベ ク ターを 注 入 した．　 Ha −

　 matani ，　 et　al．　Human 　Molecular 　Genetics　2004 ： 13 ： 2263 − 2278 よ り改変，

siRNA
ベ ク タ

ー
　 　 　 　 　 F
注 人卵数

2 4 8 M B　　 胚盤 胞到達 率

Control 25 0 1 1 3 0 20 80．O％

siRNA ＃ 1 34 12 1 2 2 0 17 50．O％

siRNA ＃ 2 22 4 5 〕ー 7 o 6 27．3％

leusine−rich 　repeat が 保存 され て い る こ とが 明 ら

か と な っ た （図 7b）。　 NACHT 　NTPase ド メ イ ン

は ，折 り畳 まれ た 高分子 の 高次構造 を ATP 依存

的に解 くこ とに寄与す る こ とな どが 知られ て い る

が ，他の 2 つ の ドメ イ ン は何 らか の 蛋 白 ・蛋 白結

合へ の 寄与が示唆 されて い る ．

　次に，詳細 な発現 解析 を行 っ た ．マ ウ ス の 各種

臓 器か ら抽 出 された RNA パ ネル を用 い て ノ ザ ン

プ ロ ッ トを行 っ た とこ ろ t す べ て の マ ウ ス Nalp

新 規遺伝 子が卵 巣 で の み 特 異的 に発 現 して い た

（図 8a）．ただ し，　Natp　iota（現在 は Nalpヱ4 ある い は

Nlrpヱ4 と呼ば れ る ）だ けは 精巣に も発現 が 認め ら

れ た．

　一方，着床前期各ス テ
ージ胚 にお ける遺伝 子発

現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
・
デ

ー タ を用 い て
5；

，Nalp

フ ァ ミ リーの RNA 発現 を検討 した と こ ろ ，　 Nalp

フ ァ ミ リーは卵細胞 で 強 く発現 し，着床前期胚で

は胚性ゲ ノ ム か ら読み 出 され る こ とは な く速や か

に分解され て い た （図 8b）．

　 さ らに ，卵巣 切片 にお い て in　situ　hybridization

を行 うと，若齢 マ ウ ス で は卵巣 内で 卵細 胞特 異的

に発現が 認め られ た が．高齢マ ウ ス で は 発現が 明

らか に低下 して お り，マ イ ク ロ ア レ イ の 結果 同様，

加齢 に よる発現低下 を認 めた（図 9）．

　最後に ，Nalp フ ァ ミリ
ーの 機能 に関 して検 討す

る た め，Nalp−iotaを例 に，　 siRNA （small 　interfer−

ence 　RNA ）発 現 ベ ク ター を用 い て 床 前期 胚 で 発

現抑制実験 を行っ た．U6 プ ロ モ ーター下 に，small

hairpin−loop　RNA を 発 現 す る siRNA 発 現 ベ ク

タ ー（pRNAT −U6 ．1／Neo ［GeneScript　Co．．　Scotch

Plains，　 NJ ，　 USA ］）を 2 種類作製 して ，受精卵雄

性前核に注入 した．Control群で は，高率に胚盤胞

まで発生 した が ，siRNA 発現ベ ク ター注入群，特

に siRNA ＃2 で は 有 意 に 割 球 分 割 が 阻 害 され た

（表 3）．さ らに，同 じ実験 を 2 度繰 り返 した が，い

ずれ もsiRNA ベ ク タ ー注 入群 で 割球分 割が 阻害

された． した が っ て ，Mater の ノ ッ ク ア ウ トマ ウ

ス が 2細 胞期 で 分割 停止 に 陥 る の と 同様，Nalp−

iotaも着床前期胚発 生 に重 要 な役割 を果 たす こ と

が示唆 された．

　こ の ように，卵特異 的遺伝子の 中に は，着床前

期胚発生 に重要な役割 をもち，卵の quality　factor

とな っ て い る遺 伝子 が含 まれて い る と考 え られ

た．

結　　語

　 今研 究で は ，卵 の 遺伝子発現 プ ロ フ ァ イル 動態

を観察する こ とで ，加齢 に よ る卵の qualityの 低
．
ドを説明 し よ うと試み た． しか し，今 回紹介 した

結果 は い ずれ も断片的な もの に過 ぎず， こ れ らの

い ずれが最も重要で あるの か ，ある い は これ らが

お 互 い ど の よ うに 影響 し合 っ て い る の か な ど．卵

性 RNA の 役割や加齢機構 に関 わ る遺伝 子 ネ ッ ト

ワ
ー

ク を解明す る ため に は今後さ らなる研究が 必

要で ある．今後 は，加齢 な どに よ る卵 の 質的低下

を分子生物学 的に検討す るこ とに よ り，卵 の qual−

ity　marker が見出す こ とがで きれば 従 来は形態

学的指標 に頼 らざる を得 なか っ た卵 の 質 的診断 を

飛躍 的に 向上 させ ，さ らには 卵質改 善に 向けた治

療法の 開発 に道 を開く可能 もある と考えて い る．
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  Mammalian  ooplasm  supports  preimplantation development, and  reprograms  an  introduced nu-

cleus  transferred from a somatic  cell to confer  pluripotency in a  cloning  experiment,  However, under-
iying molecular  mechanisms  of  the oocyte  competence  remain  unknown,  Recent advent  in microar-
ray  technologies has allowed us  gene  expression  profiling of such  tiny specimens  as  oocytes  and  pre-
implantation embryos.

  First of  all, gene  expression  profiling of  oocytes  and  preimplantation  embryos  revealed  the distinc-
tive patterns of  maternal  RNA  degradation in addition  to two  major  transient waves  of  de novo  tran-

scription,  zygotic  genome  activation  (ZGA) and  mid-preimplantation  gene  activation  <MGA). It has
been thought  that more  than  90%  of  oocyte-stored  RNAs  are  degraded by the 2-cell stage.  Although
our  microarray  analysis  indeed confirmed  the massive  maternal  RNA  degradation pattern, we  ob-

served  additional  patterns  of  maternal  RNA  degradation showing  significant  reduction  from the 4-
cell  to 8-cell stage.

  To  elucidate  molecular  mechanisms  maintaining  oocyte  competence  and  quality, we  focused on

global gene  expression  changes  in age-associated  loss of  oocyte  quality. we  compared  the expression

profiles of  metaphase  II oocytes  collected  from 5-6 week  old  mice  with  those collected  from 42-45
week  old  mice  using  the NIA  22K  60-mer oligo  microarray,  Among'v11,OOO genes  whose  transcripts

were  detected in oocytes,  about  5%  <530) showed  statistically  significant  expression  changes,  exclud-

ing the  possibility of  global  decline in transcript  abundance,  Consistent with  the  generally accepted

view  of  aging,  the  differentially expressed  genes  included ones  involved in mitochondrial  function

and  oxidative  stress,  However, the  expression  of  other  genes  involved in chromatin  structure,  DNA

methylation,  genome  stability,  and  RNA  helicases were  also  altered, suggesting  the existence  of addi-

tional mechanisms  for aging.  Among  the transcripts decreased with  aging,  we  identified and  charac-

terized a group  of  new  oocyte-specific  genes, members  of  the  human  NACHT,  leucine rich  repeat

and  PYD  containing  (NALP} gene  family. These results  have implications for aging  research  as  well

as  for clinical  ooplasmic  donatien to rejuvenate  aging  oocytes,


