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研究成果の概要（和文）：　魚類の卵母細胞における油球形成機構については、これまでの我々の研究により、
油球となる脂質の供給源が血液中の超低密度リポタンパク（Vldl）であることが明らかとなり、さらにVldlは卵
母細胞外で代謝され、それによって生じた遊離脂肪酸のみが卵母細胞に取り込まれることが示唆されている。本
研究では、サケ科魚類やメダカ、ヨウジウオ、ゼブラフィッシュを用いて、卵母細胞における油球形成機構につ
いて、主にVldlの代謝酵素であるリポプロテインリパーゼ（Lpl）の役割に着目し、種々の解析を行った。その
結果、卵濾胞細胞で発現するLplの存在が、卵母細胞内での油球形成に必須であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： We have previously shown about the mechanisms underlying formation of lipid
 droplets in teleost oocytes as follows; plasma very low density lipoprotein is the major carrier of
 neutral lipids to oocyte lipid droplets, and Vldl is metabolized at the outside of oocyte, then 
free fatty acids derived from the Vldl metabolism are incorporated into oocyte. In this study, we 
focused on the role of lipoprotein lipase (Lpl), a key enzyme of Vldl metabolism, and analyzed its 
expression pattern in ovarian follicle using salmonids, medaka, pipefish and zebrafish. As the 
results, it was suggested that the presence of Lpl expressed in ovarian follicle cells is 
indispensable for the formation of lipid droplets in oocytes.

研究分野： 魚類繁殖生理学
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１．研究開始当初の背景 
 魚類の卵内には胚発生や稚仔魚の発達に
必要不可欠な様々な物質が卵黄として貯蔵
される。これらの物質のなかで脂質は、卵黄
の主要な構成成分であるタンパク質ととも
に、胚の重要なエネルギー源となっている。
特にサケ科魚類など多くの魚種では、脂質が
卵内に油球（lipid droplet）として多量に蓄積
される。様々な魚種における解析から、油球
は主にトリアシルグリセロール（TAG）など
の中性脂肪から成ることが示されている。し
かし、油球の元となる脂質が何に由来し、ま
た油球が卵内でどの様にして形成されるか
については殆ど明らかにされていなかった。 
 魚卵への中性脂肪の供給源としては、脂質
運搬タンパクであるリポタンパクが考えら
れ、その中でも特に超低密度リポタンパク
（VLDL）が有力な候補としてみなされてき
た。そこで我々は、魚類の卵母細胞における
油球形成機構として、VLDL を起点とした次
のようなモデルを予想した。1）VLDL が卵
母細胞外でリポタンパクリパーゼ（LPL）に
よって代謝され、それによって生じた遊離脂
肪酸（FA）が卵母細胞膜上の脂肪酸輸送体
（FATP）によって細胞内に取り込まれる。2）
VLDL が卵母細胞膜上に存在するリポタン
パク受容体（LR）を介したエンドサイトー
シスによって細胞内に取り込まれ、細胞内で
VLDL 中の TAG が FA に分解される。1）と
2）のいずれにおいても、FA は脂肪酸結合タ
ンパク（FABP）によって細胞内小器官に運
ばれて中性脂肪に再構成され、油球として蓄
積される。そして、我々は、これら 1）と 2）
のいずれか、または双方の機構によって卵母
細胞内に油球が形成されるのかについて、サ
ケ科魚類のカットスロートトラウト
（Oncorhynchus clarki）を実験魚に用いて研
究を開始した。 
その結果、卵母細胞における油球の主要な

供給源がVLDLであることが初めて証明され
るとともに、VLDL は卵母細胞外で代謝され、
そこで生じた脂肪酸が卵内に取り込まれて
油球として蓄積されることが明らかとなっ
た。また、代謝された VLDL のタンパク成分
は卵内に取り込まれずに、卵母細胞外に留ま
ることも示された。これらの結果をもとに、
我々はサケ魚類の卵母細胞における油球形
成機構について次の様なモデルを提唱した
（図 1）。すなわち、VLDL の主要な経路は上
述の 1）であり、VLDL は主に卵濾胞組織中
の顆粒膜細胞で代謝される。しかし、卵母細
胞内にも弱いながら LPL が発現しているこ
と、さらに VLDL の受容体として機能すると
考えられる複数の LR が卵母細胞膜上に発現
していることなどから、上述の 2）の経路の
存在も完全には否定できない。またこれらの
機構に関わる各因子の機能は未だ不明であ

る。我々はサケ科魚類以外にメダカ（Oryzias 
latpites）とヨウジウオ（Sygnathus schlegeli）
においても、VLDL 由来の脂質が卵内の油球
に蓄積されることを示したが、これらの魚種
における油球形成関連因子の発現部位や機
能は未解析である。また、これまでの結果か
ら、VLDL を起点とした卵母細胞内の油球形
成機構において、LPL が第一義的な因子であ
ることが示唆されている。一般に LPL はヘパ
ラン硫酸プロテオグリカン（HSPG）を介し
て細胞膜上に存在すると考えられるが、卵濾
胞中における LPL の存在様式は不明である。
さらに、コイ科魚類など卵内に油球を形成し
ない魚種も多く知られており、それらの魚種
においても VLDL は血中に多く存在する。従
って、それらの魚種では、卵濾胞中に LPLl
が存在しないために、卵濾胞での VLDL 代謝
が起こらず、その結果として卵内で油球が形
成されないものと考えられる。このことが証
明されれば、卵内での油球形成における LPL
作用の重要性を間接的にではあるが示すこ
とができる。以上の背景を基に、本研究では
これまでの研究をさらに発展させることで、
魚類の卵母細胞における油球形成の分子機
構の解明を目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、未だ未解明な点が多く残さ

れている、魚類の卵母細胞における油球形
成機構を明らかにすることを目的に、引き
続きサケ科魚類のカットスロートトラウト
を主要なモデルとするとともに、メダカや
ヨウジウオ、そして卵内に油球を形成しな
い魚種のモデルとしてコイ科魚類のゼブラ
フィッシュ（Danio rerio）を用い、以下の
項目について検討した。 
 
（1）カットスロートトラウト卵濾胞培養系
におけるVLDLから卵母細胞への脂質取り
込みに及ぼす各種 LR 抗体の影響解析。 
 
（2）カットスロートトラウト卵巣における
VLDL 受容体の存在のリガンドブロット法
による検証。 
 



（3）カットスロートトラウト 2 種 LPL
（LPL1 と LPL2）に対する特異抗体の作製
とそれら抗体を用いた卵濾胞における LPL
の検出。 
 
（4）メダカ卵濾胞における 2 種 lpl mRNA
の発現解析。 
 
（5）ゼブラフィッシュ卵濾胞における 2
種 lpl mRNA の発現解析。 
 
（6）ヨウジウオにおける油球形成関連因子
の網羅的遺伝子解析とそれらの卵濾胞にお
ける発現解析。 

 
３．研究の方法 
（1）カットスロートトラウト卵濾胞培養系
におけるVLDLから卵母細胞への脂質取り
込みに及ぼす各種 LR 抗体の影響解析 
 油球期もしくは卵黄形成初期のカットス
ロートトラウト卵巣から卵濾胞を単離し、
それらを 24 well のカルチャープレートに
分配して、L-15 を基本とした培養液（500 µl）
中で 15°C にて培養した。緑色蛍光標識さ
れた脂肪酸（BODIPY FL C16）により標識
した VLDL と、VLDL 受容体（VLDLR）、
低密度リポタンパク受容体（LDLR）、LR
関連タンパク 13（LR13）のそれぞれに対
する特異抗体（a-VLDLR、a-LDLR、a-LR13）
を培養液に添加し、24 または 48 時間後に
卵濾胞中の蛍光量をマルチラベルカウンタ
ーで測定するとともに、卵濾胞の凍結切片を
作製して共焦点レーザー顕微鏡により観察
した。 
 
（2）カットスロートトラウト卵巣における
VLDL 受容体の存在のリガンドブロット法
による検証 
 カットスロートトラウト雄の血漿から、
段階的超遠心法により各種リポタンパク
（VLDL、低密度リポタンパク：LDL、高
密度リポタンパク：HDL）を精製した。ま
た成熟雌の血清から卵黄前駆タンパクであ
るビテロジェニン（VtgAs）を、卵抽出液
からもう一種の Vtg に由来する卵黄タンパ
ク（YpC）をそれぞれ精製した。精製され
た各リポタンパク、VtgAs、YpC をジコキ
シゲニン（DIG）で標識した。卵黄形成期
のカットスロートトラウト卵巣から調製し
た膜抽出画分をSDS-PAGEによる電気泳動
後、ゲルをナイロン膜に転写し、各標識タ
ンパクを用いたリガンドブロットに供した。
ブロット後の膜上における DIG の検出は、
抗 DIG 抗体を用いたウェスタンブロット
法により行った。 
 
（3）カットスロートトラウト 2 種 LPL

（LPL1 と LPL2）に対する特異抗体の作製
とそれら抗体を用いた卵濾胞における LPL
の検出 
 2 種 LPL のそれぞれに特異的なアミノ酸
配列部分を選択し、大腸菌発現系を用いて
それらの組換えタンパクを作製した。それ
ぞれの組換えタンパクを家兎に免疫し、特
異抗体（a-LPL1 と a-LPL2）を得た。これ
らの抗体を用いて、卵巣抽出物に対するウ
エスタンブロットならびに卵巣組織切片に
対する免疫組織学的観察を行い、卵濾胞に
おける 2 種 LPL の検出を試みた。 
 
（4）メダカ卵濾胞における 2 種 lpl mRNA
の発現解析 
 メダカ卵巣から 2 種 lpl（lpl1 と lpl2）cDNA
をクローニングし、それらの cDNA から DIG
標識 cRNA プローブを作製した。それらのプ
ローブを用い、メダカの卵巣と腸の組織切片
について in situハイブリダイゼーション（ISH）
法により 2 種 lpl mRNA の発現を解析した。 
 
（5）ゼブラフィッシュ卵濾胞における 2
種 lpl mRNA の発現解析 
 ゼブラフィッシュ卵巣または腸から2種 lpl
（lpl1 と lpl2）cDNA をクローニングし、そ
れらの cDNAからDIG標識 cRNAプローブを
作製した。それらのプローブを用い、ゼブラ
フィッシュの卵巣と腸の組織切片について
ISH 法により 2 種 lpl mRNA の発現を解析し
た。 
 
（6）ヨウジウオにおける油球形成関連因子
の網羅的遺伝子解析とそれらの卵濾胞にお
ける発現解析 
 次世代シーケンサーを用いてヨウジウオ
卵巣の EST ライブラリーを構築した。この
EST ライブラリーより、卵母細胞における油
球形成（卵濾胞における VLDL 代謝）に関与
することが予想される各因子（ LPL 、
FATP/CD36、FABP）の遺伝子を検索した。得
られた遺伝子のうち、2 種 lpl（lpl1 と lpl2）、
脂肪酸輸送体・受容体である cd36 ならびに
fr-bpI について、卵巣から cDNA 断片を得た
後、それぞれの cRNA プローブを作製し、ISH
法により卵濾胞での各 mRNA の発現を解析
した。 
 
４．研究成果 
（1）カットスロートトラウト卵濾胞培養系
におけるVLDLから卵母細胞への脂質取り
込みに及ぼす各種 LR 抗体の影響解析 
 今回調べた 3種の抗LR抗体のいずれにお
いても、卵母細胞への VLDL からの脂質取
り込みに対しての顕著な影響は、卵濾胞内
の蛍光脂質量と組織学的観察の双方におい
て認められなかった。これらの結果から、



卵母細胞へのVLDLからの脂質取り込みに
おいて、LR が関与している可能性は低い
ことが示唆された。 
 
（2）カットスロートトラウト卵巣における
VLDL 受容体の存在のリガンドブロット法
による検証 
 卵巣の膜抽出画分中において、VLDL と
LDL、HDL の 3 種のリポタンパクについて
はいずれも受容体の存在を示す結合タンパ
クが見られなかった。一方、VtgAs につい
ては、VLDLR と LR13 と予想されるタンパ
クの他に250 kDaの不明なタンパクが、YpC
については VtgAs と同様な 250 kDa のタン
パクに加えて 150 kDa の不明なタンパクが
それぞれの結合タンパクとして検出された。
以上の結果から、卵母細胞膜中において、
LR は Vtg 受容体として機能しており、他
のリポタンパクに対する受容体は存在しな
いことが示唆された。 
 
（3）カットスロートトラウト 2 種 LPL
（LPL1 と LPL2）に対する特異抗体の作製
とそれら抗体を用いた卵濾胞における LPL
の検出 
 a-LPL1 と aLPL2 ともにそれぞれの組換
えタンパクを特異的に認識することが確認
された。これらの抗体を用いて、卵巣抽出
物に対してウェスタンブロット解析を行っ
たが、双方とも明瞭な陽性バンドは検出で
きなかった。この結果から、卵濾胞中の LPL
含量は極めて少ないか、もしくは LPL のタ
ンパク分子が抗原性を維持するうえで非常
に不安定であることが推察された。一方、
卵巣の免疫組織学的解析においては、
a-LPL1 と a-LPL2 ともに卵濾胞細胞中に非
常に弱いながらも陽性反応が認められ、2
種 LPL タンパクが卵濾胞細胞に存在する
ことが確かめられた。 
 
（4）メダカ卵濾胞における 2 種 lpl mRNA
の発現解析 
 ISH 法による解析の結果、油球期から卵
黄形成期の卵濾胞細胞において lpl1 mRNA
の発現が観察されたが、lpl2 mRNA の発現
はいずれのステージの卵濾胞においても認
められなかった。また、腸の上皮細胞にお
いては両 lpl mRNA ともに発現していた。
これらの結果から、メダカにおいては、サ
ケ科魚類とは異なり、2 種 LPL のうち LPL1
のみが卵母細胞での油球形成に関与してい
ることが示唆された。 
 
（5）ゼブラフィッシュ卵濾胞における 2
種 lpl mRNA の発現解析 
 ISH 法による解析の結果、2 種 lpl1 mRNA
ともに卵濾胞での発現は見られなかったが、

腸の上皮細胞においては両 lpl mRNA とも
に発現していた。これらの結果から、卵母
細胞中に油球を形成しないゼブラフィッシ
ュでは、卵濾胞細胞中で LPL が発現してい
ないことが確かめられ、卵母細胞での油球
形成における LPL の役割の重要性が示さ
れた。 
 
（6）ヨウジウオにおける油球形成関連因子
の網羅的遺伝子解析とそれらの卵濾胞にお
ける発現解析 
 卵巣の EST ライブラリーから種々の油球
形成関連因子の遺伝子情報を取得した。それ
らの遺伝子のうち、2 種 lpl（lpl1 と lpl2）、cd36、
sr-bpI について ISH 法により卵巣での発現を
解析した結果、lpl mRNA については、サケ科
魚類と同様に、2 種 lpl ともに油球期から卵黄
形成期にかけての卵濾胞細胞で発現が認め
られた。一方、cd36 mRNA の発現は見られず、
sr-bI mRNA のみで卵母細胞中に発現が確認
された。これらの結果から、ヨウジウオにお
いても、卵母細胞での油球形成において卵濾
胞細胞に発現する 2種LPLが重要な役割を担
っており、また SR-BI が脂肪酸輸送体・受容
体として機能していることが示唆された。 
 
 以上の結果から、魚類の卵母細胞におけ
る油球形成機構において、VLDL は受容体
を介さずに卵母細胞外で LPL によって代
謝され、それによって生じた脂肪酸のみが
卵母細胞内に取り込まれて油球として蓄積
されることが示された。また、この機構に
おいては、卵濾胞細胞における LPL の存在
とその働きが第一義的な要因であることが
強く示唆された。しかし、卵母細胞での油
球形成における種々の因子の役割について
は未だ不明であり、今後明らかにしていく
必要がある。 
 魚類の卵母細胞における油球形成機構に
ついては、世界でも他に研究例が殆ど見当
たらず、本研究の独壇場である。他の動物
種を見渡しても、同様の研究が行われてい
るのはほぼ昆虫類に限られている。また近
年、哺乳類では、油球が細胞一般に重要な
オルガネラの一つとして認識され、油球形
成に関する分子レベルでの解析が進められ
ている。魚類の卵母細胞は、他の一般的な
細胞と比べて非常に大きいことから、生化
学的解析などの実験的解析に利している。
従って、本研究の進展は、魚類のみならず
広く基礎生物学上に重要な知見を与えるも
のと確信される。 
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