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研究成果の概要（和文）：脂肪滴はリン脂質の一重層からなる膜と中性脂肪を中心部に含んだ構造体である。脂
肪滴は中性脂肪を単に蓄えるだけではなく、多様な生理機能を持つオルガネラである。ほ乳動物の卵細胞質には
多量の脂肪滴が含まれているが、その生理機能はよく分かっていない。本研究は、特に受精前後の脂肪滴に着目
して、脂肪滴の動態や蓄積に関わる分子機構の一端を明らかにするのが目的である。本研究によって、卵細胞質
に蓄積された脂肪滴は受精前後に劇的にその局在を変化させることが明らかとなった。また、受精後の脂肪滴
は、細胞内のリパーゼによって分解されるだけでなく、受精直後に活発に起こるオートファジーによる選択的分
解が関与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Lipid droplet (LDs) are structures with a lipid ester (mainly 
triacylglycerol or cholesteryl ester) core coated by a phospholipid monolayer. LDs are dynamic 
organelles involved in intracellular lipid metabolism and energy production. LDs are present in 
tissue throughout the body, but their size and composition vary greatly. LDs also accumulate in the 
oocyte cytoplasm during oogenesis. However, the physiological function of LDs remains largely 
unknown. In our study, by using gene-modified mice and live-imaging system, we found that LD 
morphology is dynamically changed before and after fertilization. Furthermore, we demonstrated that 
LDs accumulated in oocytes could be degraded after fertilization by not only cellular lipase but 
also selective-autophagy.

研究分野： 繁殖生物学、生殖工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞内に蓄えられた脂肪は最も効率的な

エネルギーであり、その貯蔵と利用のバラン
スは巧妙に制御されていると考えられる。細
胞内で脂肪滴はリン脂質の一重層からなる
膜とトリグリセリドやコレステロールエス
テルなどの中性脂肪を中心部に蓄えた構造
体である。真核細胞に広く含まれる脂肪滴は、
これまで脂質を蓄えるだけの構造体だと思
われてきたが、近年の研究から、脂肪滴は活
発な代謝機能を担う重要なオルガネラの一
つとして認識されるようになっている。脂肪
滴は光学顕微鏡で容易に観察できるため、卵
細胞質の脂肪滴の存在自体は古くから知ら
れている。しかし、ほ乳動物の卵子や受精卵
を用いた脂肪滴のこれまでの研究は、局在や
サイズの変化に着目したものがほとんどで、
脂肪滴の生理機能にまで踏み込んだ研究は
全く進んでいない。一方で、酵母や培養細胞、
線虫やハエなどのモデル生物を使った研究
から、脂肪滴の形成に関わる遺伝子群が同定
され、その生理機能が次々と明らかになって
いる。過剰な脂肪滴の蓄積は肥満や糖尿病な
どの代謝性疾患と関わるだけでなく、ハエの
卵細胞質では余剰なヒストンタンパク質の
保持に関わることが報告されており、脂肪滴
の新たな役割がクローズアップされている。 

 
２．研究の目的 
 脂肪滴は、ほとんどすべての組織や細胞に
観察される構造体である。これまで脂肪滴は
余分な中性脂肪を貯蓄するだけの単純な構
造体だと考えられてきたが、近年の研究から
代謝や細胞内シグナリングなど多様な生理
機能を持つオルガネラとして認識されるよ
うになった。一方で、ほ乳動物の卵細胞質に
は多量の脂肪滴が含まれることが古くから
知られていた。しかし、その存在意義の多く
は不明のままである。そこで、本研究ではマ
ウス卵細胞質における脂肪滴に着目して、初
期胚発生過程における脂肪滴の分布状況や
生理機能を様々な視点から検討して理解す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究内容は、マウス卵細胞質における脂

肪滴の動態観察と脂肪滴合成に関わる遺伝
子を改変したノックアウトマウスを用いた
解析および受精後の脂肪滴の分解機能の検
討に大別できる。脂肪滴は細胞内で様々な条
件に応じてダイナミックにその形態を変化
させることが想定される。そこで申請者が開
発した脂肪滴可視化マウス由来の卵子・受精
卵を細胞培養装置付き蛍光顕微鏡下で培養
しながら観察することで、卵細胞質内の脂肪
滴の挙動を正確に捉える。さらに脂肪滴形成
に関わる遺伝子を欠損したノックアウトマ
ウスを作製して、このノックアウトマウス由
来の卵子や受精卵を用いて、受精前後の脂肪
滴の動態観察や胚発生に与える影響を検討

する。さらに受精直後に活発に誘導されるオ
ートファジーによって脂肪滴が分解される
可能性についても解析する。 
(1) 卵細胞質における脂肪滴の動態観察 
一般的に脂肪滴は NileRed や BODIPY によ

って染色されることが多い。しかし、この方
法では脂肪滴以外のリン脂質も同時に染色
される可能性や自家蛍光の多さが指摘され
ている。申請者が行った予備実験では、卵細
胞質中の脂肪滴も確かにNileRedをはじめと
する染色試薬で検出できるが、染色すること
でその後の胚発生に影響が及んでしまい、生
きたまま脂肪滴を可視化することは困難で
あった。そこで、脂肪滴の膜表面に特異的に
局在することが知られるADRP/Perilipin2に
緑色蛍光タンパク質（GFP）を融合させたタ
ンパク質を全身の組織や臓器で発現するト
ランスジェニックマウス（脂肪滴可視化マウ
ス）を開発した。予備実験からこのマウス由
来の卵細胞質を蛍光観察すると、脂肪滴がこ
れまでよりも鮮明に観察できることが分か
った。そこで開発した脂肪滴可視化マウスを
使って、受精前後の卵細胞質における脂肪滴
の状況を解析する。 
(2) 卵特異的脂肪滴欠損マウスの作製と表
現型の解析 
 脂肪滴の合成や分解に関わる遺伝子を全
身で欠損したノックアウトマウスは代謝異
常や栄養不良などで発育が正常に行われな
い可能性が想定される。そこで、全身性に目
的遺伝子を欠損したマウスの作製と並行し
て Cre-loxP システムを用いて、卵特異的に
脂肪滴の機能を欠損するコンディショナル
ノックアウトマウスを作出する。特に脂肪滴
の形成に重要な役割を担うと考えられる
ADRP/Perilipin2 を標的とする。短期間でこ
れらの遺伝子改変マウスを作製する必要が
あるためゲノム編集技術を受精卵に応用す
る。作製した遺伝子改変マウスを用いて、ま
ず卵子形成過程の正常性を調べるために、週
齢ごとに卵巣切片を作成し病理学的な解析
を行う。また、ホルモン投与によって正常な
卵子が採取される場合には、体外培養や体外
受精によって卵成熟能や受精能その後の発
生能についても検討する。さらに老化による
脂肪滴の働きも考慮するために長期的な交
配実験も実施して繁殖能についても解析す
る。 
(3) オートファジーによる脂肪滴の分解状
況の解析 
卵細胞質にあらかじめ蓄積された脂肪滴の
分解にオートファジーが関わっているか否
かを調べるために（特にオートファジー活性
が高い受精後の時期に焦点を当てる）、オー
トファジー阻害下における脂肪滴の動態を
解析する。脂肪滴の蓄積によって周辺のオル
ガネラの局在が影響を受けている可能性も
あるため、電子顕微鏡を用いた微細構造の観
察も併せて実施する。一方で、受精直後に活
発に起こるオートファジーによって脂肪滴



が分解される分子機構についても検討を行
う。 
 
４．研究成果 
(1) 脂肪滴可視化マウス由来の卵子や受精
卵を生きたまま蛍光観察するために、アス
テック社のリアルタイム培養細胞装置シス
テム（CCM-MULTI）を導入して、受精直
後から数日間培養しながら経時的に蛍光観
察ができる条件を検討し、蛍光観察を行わ
ない通常培養した受精卵と同等の発生が可
能な観察条件を見出した。次に構築した条
件下で、受精卵の脂肪滴の動態を詳細に観
察したところ、受精前までは卵細胞質内で
凝集している脂肪滴は、受精直後に分散す
る傾向が高いことが明らかとなった（図１）。
さらに４細胞期以降に細胞質内で再合成さ
れる可能性が高いことも分かった。 
図２：脂肪滴可視化マウス由来の未受精卵

（左：MII-oocyte）、受精後の２細胞（中央）、
４細胞（右）を蛍光顕微鏡で観察した様子。 
 
 (2) ゲノム編集技術を用いて全身性に
ADRP/Perilipin2 を欠損するノックアウトマ
ウスを複数ライン作製した。当初の予想に反
して、このノックアウトマウスは正常に誕生
し成育した（野生型マウスと比較すると、出
生後してから離乳するまでの成長がやや遅
い印象がある）。このノックアウトメスマウ
スにホルモン投与によって排卵を誘起させ
たところ成熟卵子（MII-卵母細胞）が採取さ
れた。野生型マウスと比較すると、排卵数に
は有意な差は観察されなかった。次に採取し
た卵子の脂肪滴の動態を観察したところ、一
部の卵子では脂肪滴が凝集していることが
明らかとなった。一方で、凝集していない卵
子と野生型マウス由来の精子を用いて体外
受精を行うと、これらの卵子は正常に受精し
発生することが分かった。またノックアウト
メスマウスを長期間野生型オスマウスと交
配させると、産仔数や出産回数が減少する傾
向があった。 
(3)受精後のオートファジーを特異的に阻害
すると、８細胞期までに胚発生は停止するが、
この際に脂肪滴の大規模な蓄積は観察され
なかった。電子顕微鏡を用いた観察からも、
オートファジー欠損下における明確な脂肪
滴の蓄積は観察されなかった。そこでリパー
ゼ阻害剤で受精卵を処理すると、発生に伴い
脂肪滴が蓄積することが明らかとなった。こ
のことから、受精後に起こる脂肪滴の分解は、
主にリパーゼが担っていると考えられる。次
に、受精後に活発に起こるオートファジーに
よって卵細胞質中の脂肪滴を人工的に分解

させることで、オートファジーによる脂肪滴
の選択的分解の可能性を検討した。受精後の
卵細胞質内にオートファジーの選択的アダ
プターの１つである p62/Sqstm1 を脂肪滴の
表面上に発現させたところ、卵細胞質中で分
散していた脂肪滴が凝集し、細胞膜の近傍へ
移動することが明らかとなった（図２）。オ
ートファジー阻害下では、このような脂肪滴
の変化は観察されなかったことから、オート
ファジー依存的に脂肪滴の動態が変化する
と考えられる。このような受精卵では、細胞
内の脂肪含量が、通常の受精卵の半分ほどに
減少することも分かった。さらに電子顕微鏡
を用いたその後の解析から、細胞膜周辺に運
ばれた脂肪滴の周辺には多数のリソソーム
が局在することが分かった。これらの結果は、
脂肪滴の表面上にオートファジーアダプタ
ーを発現させるだけで、内在性のオートファ
ジー活性によって脂肪滴が選択的に分解さ
れることを示唆しており、受精直後のオート
ファジーによって脂肪滴の品質管理が行わ
れる可能性も考えられる。なお、我々はこの
ようなオートファジーによるシステムを利
用して脂肪滴を分解させる機構を Forced リ
ポファジーと名付けた。 
図２：受精後の卵細胞質内の脂肪滴上にオー

トファジーアダプターp62/Sqsrm1 を発現さ
せると、通常は分散して局在する脂肪滴
（左：正常卵）が、凝集しながら細胞膜近傍
へ移動する（右：Forced リポファジー卵）。 
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