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要旨：女性の加齢に伴う生殖能の低下は，卵子の染色体異数性の増加や，ミトコンドリア機能の低下によると考
えられている．しかし，母体の加齢とその胚のミトコンドリア機能との関係は不明であった．そこで，母体年齢
と胚のミトコンドリア機能との関係およびL-カルニチンのミトコンドリア機能への影響について検討した．胚の
いずれの発育ステージにおいても母体年齢とミトコンドリアDNAのコピー数には関係は認められなかったが，
桑実胚の酸素消費率（OCR）は母体年齢とともに減少した．また，母体年齢とともに桑実胚から胚盤胞への発育
速度も低下した．培養液へのL-カルニチン添加により，桑実胚のOCRが増加し，形態的に良好な胚盤胞形成率
が改善した．単一胚盤胞移植後，L-カルニチン添加培地で培養した胚から29人の健常児が誕生した．桑実胚に
おけるミトコンドリア機能は母体加齢とともに低下しており，L-カルニチンはこれに対抗し得る有望な培養液
添加物であることが示唆された．
キーワード：母体年齢，ミトコンドリア機能，酸素消費速度

Abstract: The fertility of women decreases with age because of an increase in the incidence of 
aneuploidy, and a putative decrease in the mitochondrial activity of oocytes. The relationship between 
maternal aging and the mitochondrial function of their embryos remains unknown. Here, we assessed 
the relationship between maternal age and mitochondrial function in oocytes and embryos as well as 
the effect of L-carnitine on mitochondrial function. Although there were no direct relationships between 
maternal age and copy numbers of mitochondrial DNA at any embryo stage, the oxygen consumption 
rates (OCRs) of morulae decreased with maternal age. In a retrospective analysis, the development 
rate decreased from morulae to blastocysts along with maternal age. Addition of L-carnitine to the 
culture medium significantly increased the OCRs of morulae and improved the morphologically good 
blastocyst formation rate per zygote compared with sibling embryos. Twenty-nine healthy babies were 
born from embryos cultured in L-carnitine-supplemented medium after single embryo transfers. Thus, 
mitochondrial function in morulae decreased with maternal age, and we suggest that L-carnitine is a 
promising culture medium supplement that might be able to counteract this.
Key words: Maternal age, Mitochondrial function, Oxygen consumption rate

－総説－

特集：加齢と生殖

姉妹染色体が早期に分離することによって生じる染色体異常
の増加であるとされている2, 3)．また，加齢に伴う卵母細胞の
ミトコンドリア機能の低下も，胚の発生能低下の理由として
提唱されている 4–7)．母体加齢による卵子ミトコンドリアへ
の悪影響は，ミトコンドリアの膨潤，空胞化，クリステの変
化などの形態異常 8, 9)，ミトコンドリアDNA（mtDNA）のコ
ピー数減少の可能性などが報告されている 10, 11)．
哺乳類の細胞では，アデノシン三リン酸（ATP）は主にミ

トコンドリアの電子伝達系によって合成される．したがっ

はじめに

女性の生殖能は年齢とともに低下する 1)．高齢の女性から
得られた胚の発育不良の主な原因の一つは，減数分裂の際に
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て，発生途上の胚の酸素消費率（OCR）を測定することは，
胚の正常性や発生能を評価するための有効な手段となり得
る 12–18)．また，着床前胚のミトコンドリア機能は，胚盤胞期
に発達が進むにつれて，特に胚性遺伝子活性化後に増加す
ることが示されている 12–14, 18)．しかし，母体の加齢が胚の
ミトコンドリア機能に及ぼす影響については十分に理解さ
れていない．
ミトコンドリア機能障害はミトコンドリアおよび／また

はゲノムDNAの損傷，酸化ストレスに起因する細胞膜損
傷 19)，子宮内膜症 20)および炎症の増加により生じるとされ
るホルモン不均衡 21)などの様々な要因によって誘発され
る 22)．細胞の損傷や老化は，エネルギー代謝の障害によって
引き起こされる可能性がある 23)．細胞内のATP合成にはグ
ルコースとアミノ酸も利用されるが，脂肪酸はグルコース
やアミノ酸に比べてβ酸化を介して多量のATPを供給する．
しかし，遊離型の脂肪酸は界面活性剤様の作用を持ち，細胞
膜／脂質二重膜を損ない，ミトコンドリア機能障害や細胞
の老化を誘発する可能性がある 24)．

L-カルニチンは，アシルカルニチンを形成し，β酸化を促
進することにより，遊離脂肪酸の膜毒性を低減し，細胞障害
を緩和する重要な役割を果たす25, 26)．哺乳類の血漿中や様々
な組織，特に骨格筋や心筋に偏在し，ミトコンドリア障害や
ミトコンドリアが引き起こすアポトーシスを抑制する 27)．
最近の研究では，L-カルニチンは in vitroでの卵子の成
長 28, 29)，成熟 30)および胚の発生にも重要な役割を果たすこ
とが示されている 30–32)．しかし，L-カルニチンのこのよう
な有益な作用が，母体の高齢化に起因するミトコンドリア
機能の低下を回復させるかどうかについては，依然として
不明であった．そこで，我々は母体年齢と発育中の胚のミト
コンドリア機能との関係を明らかにし，ヒト胚のミトコン
ドリア機能に対するL-カルニチンの効果を検討した．本総
説で紹介する研究データは医療法人三慧会倫理委員会の承
認を得た後に，日本産科婦人科学会に登録された研究から
得られたものである．

胚のOCRとmtDNAコピー数に対する
母体年齢の影響

母体年齢と卵子および胚のミトコンドリア機能との関係
を評価するために，74組のカップルから提供された卵子14
個（11カップル），細胞質内精子注入（ICSI）後3日目の6-8
細胞期の胚13個（10カップル），4日目の桑実胚30個（24
カップル），5日目の拡張胚盤胞34個（29カップル）をそれ
ぞれ研究に使用した．透明帯に付着した精子からのmtDNA
の混入を避けるため，本研究ではすべて ICSIで授精した胚
を解析に用いた．なお，不妊の原因が子宮内膜症，早発性卵
巣不全，ホルモンバランスの崩れであると報告された女性
の胚は除外している．
卵母細胞および異なるステージの発育胚におけるmtDNA

コピー数は，母体年齢と相関を示さなかった（図1a-d）．同
様に，母体年齢と卵子および胚のミトコンドリアで消費さ

れるミトコンドリアOCR（mtOCR）との間には，桑実胚を
除いて関係は見られなかった（図1e，f，h）33)．しかし，
ICSI後4日目の桑実胚のmtOCRは，母体年齢の上昇ととも
に減少した（P < 0.05，r2 = 0.4499；図1g）．

桑実胚のOCRとその発育との関係：
OCRの高い桑実胚の発生能は高いのか？

胚の発育を阻害する可能性のあるマイトトキシンを使用
せずに桑実胚のOCRを測定後，桑実胚から胚盤胞期までの
形態変化像を記録した．母体年齢の影響を避けるため，卵子
採取時の女性の年齢が34歳から35.9歳の19組のカップル
から提供された受精卵を使用した．桑実胚でのOCRが多い
ほど，中期胚盤胞期までの発育に要する時間が短くなるこ
とが示された（r2 = 0.236，P < 0.05；図2a）33)．なお中期胚
盤胞の定義は，胞胚腔の大きさが胚盤胞の半分になったと
きとした．

桑実胚から胚盤胞までの発育能：
後方視的な臨床データの解析

母体年齢が胚の形態的変化にどのように影響するかを調
べるため，桑実胚から胚盤胞期までの発育率および形態的に
良好な胚盤胞（Gardener分類3AA以上でCを含まない胚盤
胞）が形成される率を2つの年齢層の女性間（37歳未満：若
齢群，n = 280 vs. 37歳以上：高齢群，n = 251）で後方視的
に比較した．その結果受精後5日目の胚盤胞への発育率は若
齢群が81.1％に対し高齢群54.1％，形態学的に良好な胚盤
胞形成率は若齢群30.7％に対し高齢群21.9％となり，母親
の年齢とともに著しく低下することが明らかとなった（P < 
0.05；図2b，c）34)．6日目の胚盤胞形成率は若齢群92.1％
に対し高齢群84.1％，形態的に良好な胚盤胞への発育率も若
齢群38.2％に対し高齢群27.5％と，低下していた（P < 0.01）．

桑実胚のOCRに及ぼすL-カルニチンの影響

L-カルニチンは細胞質からミトコンドリアマトリックス
に遊離脂肪酸を輸送し，β酸化によるNADHとFADH2の合成，
電子伝達系によるATPの合成につながる．我々は，培養液へ
の1 mM L-カルニチンの添加により，桑実胚のOCRを改善
するかどうかを調べた 34)．顕微授精後3 日目の6-8細胞期胚
をL-カルニチン添加または無添加で18時間培養した．その
結果，L-カルニチンを添加した場合（1.18 ± 0.13 fmol/sec；
図3a），無添加の場合（1.09 ± 0.1 fmol/sec）と比較して，桑
実胚のmtOCRが増加した（P < 0.05）34)．一方で，L-カルニ
チン添加はmtDNAのコピー数に影響しなかった（P > 0.05，
L-カルニチン66,507 ± 50,128 vs．対照44,706 ± 26,366）．

L-カルニチンが胚の発育能に及ぼす影響

L-カルニチンは，遊離脂肪酸をミトコンドリアマトリッ
クスに輸送するだけでなく，その膜毒性を低下させ 25, 26)，細
胞障害を軽減させる重要な役割を担っている．ここでは，L-
カルニチンが母体年齢に伴う胚の生存率低下を回復させる
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図1 母体年齢と卵子または胚のミトコンドリアDNA（mtDNA）コピー数あるいはミトコンドリア酸素消費率（mtOCR）との関係
（a，e）母体年齢とその卵子のmtDNAコピー数あるいはmtOCRの関係（n = 14）；（b，f）受精後3日目の6-8細胞期胚（n = 13）；（c，
g）4日目の桑実胚（n = 21）；（d, h）5日目の拡張胚盤胞（n = 34）．ICSI後4日目の桑実胚のmtOCRは母体年齢とともに減少
した（mtOCR: P < 0.05, r2 = 0.4499）（g）．なお，透明帯上の精子mtDNAの混入を避けるため，ICSIで受精した胚のみを用いた．

図2 桑実胚の酸素消費率と発育速度（a）ならびに母体年齢が桑実胚から胚盤胞への発育に及ぼす影響（b，c）
（a）マイトトキシンなしで桑実胚のOCRを測定し，桑実胚から胚盤胞への形態変化を10 分ごとに記録した . OCRが多いほ
ど，OCR測定から中期胚盤胞までの発育に要する時間が短くなった（r2 = 0.236，P < 0.05）．（b）桑実胚から胚盤胞への発生
率と（c）形態的に良好な胚盤胞への発生率を，2つの母体年齢グループ（37歳未：n = 280 vs. 37歳以上：n = 251）間で後方
視的に比較検討した．その結果，受精後5日目における桑実胚から胚盤胞への発育率および形態学的に良好な胚盤胞への発
生率は，母体年齢とともに低下した（P < 0.05，胚盤胞形成率：若齢群81.1％ vs. 高齢群54.1％，形態的良好胚盤胞率：若齢
群30.7％ vs. 高齢群21.9％）．また，6日目においても母体年齢とともに低下した（P < 0.05 胚盤胞形成率：若齢群92.1％ vs. 
高齢群84.1％，形態的良好胚盤胞率：若齢群38.2％ vs. 高齢群27.5％）．



J. Mamm. Ova Res. Vol. 39 (2), 202278

かを検討した 34)．正常受精した胚を1 mM L-カルニチン添
加または無添加で5日間培養し，胚の発生を調べた．また，
胚盤胞期までの発育率および形態的に良好な胚盤胞の割合
を，若齢群（37歳未満）と高齢群（37歳以上）の女性で比較
した．L-カルニチンは，5日目の形態的に良好な胚盤胞率を
有意に向上させた（図3b）34)．また，L-カルニチン添加によ
る発育能の向上は，若齢群または高齢群のみで評価した場
合にも観察された（図3c，d）．
これらの形態的に良好な胚盤胞は，L-カルニチンを添加

せずに培養した胚盤胞と同じ発育能を移植後も有するのだ
ろうか？　この疑問に答えるため，単一胚盤胞移植後の発育

を後方視的に評価した．着床率（L-カルニチン 41% vs. 対照 
44%；表1）および生児獲得率（L-カルニチン34% vs. 対照 
38%）はL-カルニチン無添加で培養した胚で得られたものと
同等であった．また，出生時に外表奇形は観察されなかった．

考　察

我々はヒト桑実胚のミトコンドリア機能が母体加齢とと
もに低下し，培養液へのL-カルニチン添加により改善する
ことを見出した．母体年齢は，受精後3日目の8細胞期まで
のどの段階においても，mtDNAのコピー数やmtOCRとの
関連は示さなかった．ヒトやマウスにおいては，8細胞期ま
でmtOCRは低いままである 18, 35)．ヒト胚のミトコンドリア
機能が8細胞期まで低いというデータは，ヒトのミトコンド
リア機能が，8細胞期 18)または胚盤胞期の胚性遺伝子活性
化後に上昇するというこれまでの知見を裏付けている 9, 36)．
ヒト胚のOCRが8細胞期以降に劇的に上昇する 18)．それ故，
ヒト胚のミトコンドリア機能障害は，母体の加齢とともに，
8細胞期以降にある程度顕在化する可能性がある．また，胚
盤胞の胞胚腔の形成は細胞のNa/K-ATPase活性に依存し，
多量のATPを必要とする 37)．これらのことから，ミトコンド
リア機能が低下した桑実胚では，図2に示すように，胞胚腔
が形成されないか，その開始が遅れる可能性がある．十分な
ミトコンドリア機能を持たない4日目の胚は翌日，拡張胚盤
胞に到達できないため，5日目の拡張胚盤胞は母体年齢に関
係なく高いミトコンドリア機能を有していたと考えられる
（図1）．L-カルニチンは，遊離脂肪酸をミトコンドリアマト
リックスに輸送するだけでなく，その膜毒性を軽減する重
要な役割を果たす 25, 26)．そこで，低下したミトコンドリア機
能の回復を目指して，mtOCRおよび発生能に対するL-カル
ニチンの効果を調べた．L-カルニチンにより，ミトコンド
リア機能が改善し，胚盤胞形成率が上昇した（図3）．細胞の
活動には大量のATPが必須であり，ATPは脂肪酸を材料に
して，ミトコンドリアマトリックスでのβ酸化とミトコンド
リア内膜の電子伝達系を経て合成される．しかし，遊離の長
鎖脂肪酸は疎水性の陰イオンであり，陰イオン性界面活性
剤に似た性質を示し，細胞膜の構造と機能を損なう38)．また，
ミトコンドリア膜の破壊は，電子伝達系からの電子漏洩を
引き起こす 39, 40)．さらに，酸化ストレスは脂質の過酸化とリ
ン脂質の分解を引き起こす 41)．L-カルニチンは遊離脂肪酸
からアシルカルニチンを形成し，これをミトコンドリアマ
トリックスに移行させ，β酸化を促進することで遊離脂肪酸
による膜障害を緩和し，細胞障害を減少させる重要な役割
を果たす 25, 26)．L-カルニチンを投与すると，in vitroおよび

図3 L-カルニチンは桑実胚のミトコンドリア機能および胚
の発育能を高めた
（a）同一採卵周期で得られた受精後3日目の6–8細胞期
胚をL-カルニチン無添加（n = 19）またはL-カルニチン
添加（LC 1 mM: n = 19）で18時間培養した．対照の桑実
胚（1.09 ± 0.1 fmol/sec）に比べて，L-カルニチンを添加
した桑実胚のmtOCRは増加した（1.18 ± 0.13 fmol/sec，
P = 0.02)．（b）正常受精卵を1 mM L-カルニチン添加ま
たは無添加で5日間培養し，発育を前向きに調べた．形
態的に良好な胚盤胞への発育率は有意に高くなった（P 
< 0.01，b）．若齢群（37歳未満，c）と高齢群（37歳以上，
d）とを別々に比較した場合でも同様の結果が得られた．

表1 L-カルニチンを添加した培養液で発育した単一胚盤胞
移植後の発育能

 母体年齢 移植周期数 着床数 出生児数

対照 35.3 yo 68 33（44%） 26（38%）
L-カルニチン 35.9 yo 85 35（41%） 29（34%）
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in vivoにおいて，マウスのミトコンドリアおよび細胞への酸
化的病変が緩和されている 42)．また，L-カルニチンの投与は，
抗がん剤を投与されたげっ歯類の酸化不全や組織損傷を軽
減している 27)．さらに，筋萎縮性側索硬化症で老化が促進さ
れたマウスの老化を遅らせている 43)．これらのことから，L-
カルニチンは生体内のミトコンドリア，細胞，組織に対する
酸化的傷害を緩和する好ましい効果を有することが示唆さ
れている．

L-カルニチンは in vitroにおいて，我々のデータと同様に，
卵子の成長，成熟および胚の発育をサポートし 28–32)，その経
口投与においては，マウスの自然老化に伴う病理現象を緩和
し 24)，ヒトの不妊症を緩和することが見出されている 44)．
我々はL-カルニチンがミトコンドリア機能を保護し，ヒト
の卵子および胚の品質と発生能を向上させるという同様の
効果を見いだしている 34)．これらの知見はL-カルニチンの
防御的役割が，ミトコンドリアおよびその周辺で選択的に発
揮されている可能性を示している．したがって，L-カルニチ
ンの防御的役割はミトコンドリア周辺の有害な遊離脂肪酸
の蓄積を緩和する能力，および／または母体加齢とともに増
加する酸化的ストレス条件下での細胞の生存に必要なエネ
ルギー供給を改善する能力を示している可能性がある．臨床
的観点から，L-カルニチンにより形態的に改善された胚が
より多く移植用に選択された．我々は，このような胚が正常
な生児発生能を保持しているかどうかを評価するために，移
植後の胚発生を後方視的に解析した．L-カルニチン添加培
養液で培養した胚の移植後の発生は，従来のプロトコールで
得られたものと同様であった（表1）．この結果は，L-カルニ
チンの培養液への添加が胚の形態を改善するだけでなく，生
児までの発育に悪影響を及ぼさないことを示している．
母体加齢に伴う胚のミトコンドリア機能低下が明らかに

なった．また，L-カルニチンは母体年齢に伴う胚の発生能
の低下を回復させる有望な培養液添加物となることが期待
される．
本総説は日本学術振興会科学研究費（JSP-RFTF17K0814

および20K09674）により実施されたMorimoto et al., 202033)

とMorimoto et al., 202134)のデータを中心に考察している．
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