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研究成果の概要（和文）：卵母細胞は、生涯で排卵まで至る数に限りがあり、また加齢に伴い品質低下すること
が広く知られている。卵の品質低下には、ミトコンドリアなどのオルガネラの機能不全が関与する研究結果が多
数報告されているが、そのメカニズムは未だ解明されていない。本研究では、マウス卵母細胞におけるオルガネ
ラの動態に着目し、減数分裂時のミトコンドリアと小胞体の動態制御機構を明らかにした。また、ミトコンドリ
アと小胞体はCa2+を介した情報伝達により卵母細胞の機能を支え、これらオルガネラの動態は正常な減数分裂や
受精の遂行に重要であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Ovarian ageing is characterized by quantitative and qualitative alteration 
of the ovarian oocyte. Mitochondria and other organelles could be the main factors determining 
oocyte quality adversely affected by ageing. In the present study, we focus on the organelle 
dynamics during oocyte maturation and fertilization. Mitochondria and endoplasmic reticulum (ER) 
underwent a spatial redistribution during meiotic maturation. We found organelle dynamics are 
co-ordinately controlled during meiotic maturation. In addition, we demonstrate that mitochondria 
take up Ca2+ from the ER, and increase the ATP levels of oocytes. Our results suggest organelle 
dynamics could underpin the successful meiotic maturation and fertilization. 

研究分野：動物生殖科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年のライフスタイルの変化により、女性の晩婚化・晩産化が進行し、我が国を含む先進国を中心に不妊治療の
需要が高まっている。しかし、高齢で出産を希望する時点で、すでに卵母細胞の品質は低下し、体外受精した胚
が発生停止する問題が生じている。本研究では、受精や胚発生といった生命の始まりを支える卵母細胞の品質を
制御するメカニズムとして、ミトコンドリアや小胞体などのオルガネラに着目し、その制御機構や生理機能の一
端を明らかにした。本研究で得られた知見から不妊治療への糸口が見出される可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
卵母細胞は、生涯で排卵まで至る数に限りがあり、また加齢に伴い品質低下することが広く知
られている。卵の品質低下には、ミトコンドリアなどの細胞小器官（オルガネラ）の機能不全が
関与する研究結果が多数報告されているが、そのメカニズムは未だ解明されていない。オルガネ
ラ機能の理解は、ヒトや家畜で卵母細胞を活用する体外受精や顕微授精などの生殖補助技術の
向上に繫がると考えられる。これまで我々は、マウス卵細細胞におけるミトコンドリアや小胞体
の動態を解析してきた。減数分裂時、ミトコンドリアは紡錘体の周囲に凝集し、小胞体は卵表層
に顕著なクラスターを形成する等の、体細胞分裂では見られない時空間変化が起こることが明
らかとなっている。これらミトコンドリアや小胞体の細胞内局在の役割は未だ不明であるが、
ATPや Ca2+を通して、減数分裂や受精を遂行する卵母細胞の機能を支えると予想される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、卵母細胞オルガネラの動態制御機構と局在が持つ生理機能の解明を目指す。 
（1）オルガネラの動態制御機構の解明 
①細胞骨格による動態制御：減数分裂時の細胞極性には、細胞骨格である F-アクチンが関与す
る。ここでは、アクチン重合を制御する Formin2と Arp2/3複合体、および F-アクチン上を移動
するモータータンパクであるMyosin2に着目する。減数分裂過程におけるオルガネラの動態が、
F-アクチンを介してどのように制御されるかを明らかにする。 
②ミトコンドリア融合分裂による動態制御：ミトコンドリアは動的なオルガネラであり、独自に
融合と分裂を行うことが知られている。ミトコンドリアの分裂を制御する Dynamin-related protein 
1（Drp1）は、細胞質からミトコンドリアへと動員され、伸長したミトコンドリアを断片化する。
卵母細胞のミトコンドリアは、高度に断片化して細胞質中に分散しており、Drp1 を介したミト
コンドリア分裂の役割を解明する必要がある。 
（2）ミトコンドリアと小胞体の局在が果たす生理機能 
①ミトコンドリア凝集の生理機能：減数分裂時の紡錘体周囲へのミトコンドリアの局所的凝集
は紡錘体形成に重要と報告されているが、その詳細は不明である。そこで、ミトコンドリアの凝
集に伴って紡錘体周囲でどのような ATP濃度の変化が生じるかを明らかにする。 
②小胞体の Ca2+リザーバーとしての役割：小胞体は細胞内における Ca2+の主要な貯蔵器官であ
り、小胞体から卵細胞質に放出された Ca2+は発生開始の原動力となる。哺乳動物の受精では、
Ca2+オシレーションとよばれる反復性の Ca2+濃度の上昇が数時間にわたって継続する。小胞体
は受精時にミトコンドリアの近傍に局在することが報告されており、Ca2+を介したミトコンド
リアとの相互作用について明らかにする。 
（3）加齢卵におけるオルガネラの局在 
ヒトの不妊治療では、加齢による卵母細胞の品質低下が問題視されている。加齢卵では、染色
体異常が増加するだけでなく、ミトコンドリアや小胞体の局在異常が高頻度で観察されるが、異
常が起きるプロセスは不明であり、受精やその後の発生との因果関係も十分に検証されていな
い。ここでは、加齢マウス由来の卵母細胞を用いて、減数分裂時のオルガネラ動態の正常性を評
価する。また動態に異常が観察された場合、受精能や胚発生能との因果関係を検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）オルガネラのライブセルイメージング 
オルガネラの動態解析に、ライブセルイメージング
は極めて有効な手法である。本研究では、共焦点レー
ザー顕微鏡を用いて、ミトコンドリアと小胞体の三次
元タイムラプス画像を取得し動態解析を行う。両オル
ガネラの可視化には、オルガネラ局在化シグナルを付
加した蛍光タンパク質を卵母細胞内に発現させて行
った（図 1）。 
①F-アクチンの制御因子である Formin2および Arp2/3
複合体を siRNAによるノックダウン阻害を行い、卵母
細胞における F -アクチンを Phalloidin標識プローブに
より評価した。また、Myosin2 を制御するミオシン軽鎖キナーゼ（MLCK）の機能阻害として、
特異的阻害剤であるML-7を用いた。各分子の阻害卵と正常卵において、減数数分裂過程におけ
るミトコンドリアと小胞体の動態を比較し、F-アクチンのオルガネラ動態への関与を検討した。 
②ミトコンドリアの分裂因子 Drp1に対して、標的タンパク質を特異的に分解する方法として開
発された Trim-Away法を用いて機能阻害を行った。Drp1阻害卵の減数分裂過程をライブセルイ
メージングにより解析し、ミトコンドリア分裂の役割を検討した。 
（2）オルガネラの局在化が果たす生理機能の解析 
①ミトコンドリアの動態に付随する ATP 濃度の変化は、リアルタイムでの解析が望ましい。ま
た凝集領域における ATPには、局所的な ATP濃度の解析が必要となる。そこで本実験では、高
い時間・空間分解能を持つATP濃度の解析手法として確立された蛍光タンパク質プローブATeam
を用いて、減数分裂時の ATPの蛍光イメージングを試みた。 
②小胞体から放出される Ca2+がミトコンドリアへと伝達されるか検証するために、ミトコン

図1. 卵母細胞におけるミトコンドリア(A)と小胞体
(B)の細胞内分布.  



ドリア移行シグナルを持った ratiometric pericam Ca2+（pericam-mito）プローブを用いて、ミトコ
ンドリア内の Ca2+濃度測定を行った。 
（3）加齢卵におけるオルガネラの局在解析 
予め繁殖能力の正常性が確認された約 50週齢の雌マウスから卵母細胞を採取した。減数分裂
時のミトコンドリアやと小胞体の細胞内分布を解析し、加齢卵におけるオルガネラ局在の特性
を評価した。またオルガネラの局在と発生能との因果関係を検討するため、解析後の卵に体外受
精を行い、受精率とその後の発生率を調査した。 
 
４．研究成果 
（1）オルガネラの動態制御機構 
①Formin2と Arp2/3のノックダウン実験により効果的に mRNAレベルを低下させたが、これら
のタンパク質が比較的に分解速度の遅いタンパク質であるためか、タンパク質レベルでは十分
に阻害することができなかった。一方、MLCKの阻害剤である ML-7で処理した卵母細胞では、
卵表層の F-actin 分布が著しく不連続となり、正常卵で形成される小胞体の表層クラスターが減
少した。したがって、MLCK を介した卵表層アクトミオシン構造が小胞体の局在に重要である
ことが分かった。 
②Trim-Away法により卵母細胞でミトコンドリア
分裂因子 Drp1 タンパク質の分解に成功した（図
2A）。DRP1欠損卵では顕著なミトコンドリアの
凝集が観察された（図 2B）。興味深いことに、Drp1
欠損卵では、小胞体や F-アクチンの分布異常が観
察されことから、ミトコンドリアの動態は、他の
オルガネラの正常な細胞内局在に重要であるこ
とが示唆された。 
（2）オルガネラの局在と生理機能 
①ミトコンドリアの紡錘体周囲への凝集と ATP 濃度の関係を明らかにするために、ATeamを用
いて減数分裂過程の ATP 蛍光イメージングを行った結果、第一極体の放出前に、一過性の ATP
濃度の上昇が観察された。紡錘体形成には多数のキナーゼやモータータンパク質等が関与する
ため、ミトコンドリアでの ATP生産が寄与している可能性が考えられる。 
②近年の研究から、ミトコンドリアと小胞体の接触領域
（Mitochondria-associated ER membrane：MAM）が、Ca2+
シグナルの調節、ミトコンドリアの動態や代謝制御、ア
ポトーシスといった多様な細胞機能に関与することが、
体細胞を用いた研究から分かってきた。マウス卵の
Ca2+オシレーション過程におけるミトコンドリア Ca2+
濃度の変化を解析した結果、規則的なミトコンドリア
Ca2+濃度の上昇が 10～20分の間隔で起こることが明ら
かになった(図 3)。また、小胞体から放出された Ca2+オ
シレーションはミトコンドリア内へ取り込まれ、ミトコ
ンドリアの ATP 生産に寄与していることが明らかとな
り、卵母細胞において MAM を介した Ca2+情報伝達が
生理機能を発揮していることが示された。 
（3）加齢マウス卵母細胞におけるオルガネラの局在 
48～56 週齢の加齢マウスから採取した卵母細胞のミト
コンドリアと小胞体の細胞内分布を解析したところ、両
オルガネラの顕著な凝集が観察された（図 4）。また、こ
れらの卵では受精率や発生率の低下が確認された。 
以上の結果から、卵母細胞におけるミトコンドリアと
小胞体の動態は正常な減数分裂や受精の遂行に重要で
あることが示された。また、二つのオルガネラ間におい
て Ca2+を介した情報伝達が生理機能を発揮しているこ
とが明らかとなり、今後はMAMの詳細な役割を解析す
する必要がある。さらに、解析は不十分であるものの、
加齢に伴う卵母細胞の品質低下に、オルガネラの局在異
常が関与する可能性が示唆された。近年のライフスタイ
ルの変化により、女性の晩婚化・晩産化が進行し、我が国を含む先進国を中心に不妊治療の需要
が高まっている。しかし、高齢で出産を希望する時点で、すでに卵母細胞の品質は低下し、体外
受精した胚が発生停止する問題が生じている。卵母細胞におけるオルガネラ動態・機能の重要性
を示した本研究の研究成果は、この問題を解決する糸口となる可能性がある。 
 
 

 

図2. (A)Trim-Away法によるDRP1タンパク質の分解. 
(B)DRP1欠損卵におけるミトコンドリアの凝集 (未発表データ). 

図4. 加齢マウスの卵におけるミトコンドリア(A)と
小胞体(B)では、図1の正常卵と比較し、オルガ
ネラの局在異常が観察される(未発表データ). 
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図3. 受精時のミトコンドリアCa2+オシレーション 
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