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一総説一

特集:卵子のエネルギー代誠一ミトコンドリア機能についてー

マウス卵母細胞におけるミトコンドリアの細胞内局在
Mitochondrial Localization in Mouse Oocytes 

若井拓哉

Takuya Wakai 

東京幾業大学バイオサイエンス学科動物発生工学研究室 〒156-8502 世田谷底

Department 01 Bioscience， Tokyo University 01 Agricllltllre， 1-1-1 S.αkllragaoka， Setα'gaya時kll，To々 o156-8502， Japan 

喜要旨 a 卵母細胞カ昔、受精可能な卵子へと発育する過程でミトコンドリアの細胞内局在は大きく変動する そこで，

その局在の詳細を明らかにするために成長および成熟過程の卵母細胞におけるミトコンドリアの生細胞観察を

行った成長期の卵母細胞におけるミトコンドリアは細胞膜直下および核周辺に特に集中しているのに対して，

成長を完了した卵母細胞では総胞質全体に拡散して分布しており，伺ーの細胞閤期にある卵母細胞においても成

長段階に応じてミトコンドリアの細胞内局在は輿なることが分かったまた，成熟過程における卵母細胞のミト

コンドリアをGドPでラベルし経時的に追跡したところ，局在のダイナミックな湾構築が観察され，さらにそれは

微小管の影饗を受けていることが分かったこうしたミトコンドリアの時間・空間的な制御は受精やその後の発

生を支持するために必要と考えられる.

キーワード:卵母細胞，マウス，ミトコンドリア分布，細飽骨格

Abstract: Intracellular distribution of mitochondria varies during development of the oocyte into a 

fertilizable egg. Here we demonstrate a change in the distribution of mitochondria during oocyte growth 

and maturation in living mouse oocytes. In growing oocytes， mitochondria concentrated into subcortical 

and perinuclear areas， whereas it diffusely distributed throughout the cytoplasm in fully-grown oocytes， 

indicating the variation of mitochondrial distribution in the same G2/M cell-cycle stages. GFP-Iabeled 

mitochondria reveal that oocyte maturation involves dynamic reorganization of the mitochondria， and 

whose process is associated with microtubule organization. These spatio欄temporalregulations of 

mitochondria in oocytes may be important process in the preparation of fertilization and subsequent 

embryonic development. 
Key words: Oocyte， Mouse， Mitochondriallocalization， Cytoskeletal organization 

はじめに

ミトコンドリアは酸化的リン酸化や代言語制御を担う細胞

小器官であるが，アポ卜ーシスや酸化ストレスの調節にも

関わり，その機能は多岐にわたる 1) こうした機能と連動し

て，細胞内におけるミトコンドリアの局在も大きく変化す

ると考えられている.卵母細胞におけるミトコンドリアは

減数分裂の進行にしたがって，その局在を大きく変化させ
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るが2-4) そのメカニスごムや生理的な役割は未だ不明な点、が

多い.そこで本稿では，マウス卵子を用いて卵母総胞の成長・

成熟過程におけるミトコンドリア局在の変化とそれを制御

するメカニズムについて，我々がこれまでに得ている知見

を中心に解説したい.

卵母細胞の成長とミトコンドリアの細抱内局在

日南乳類における卵子形成は胎生期に始まり， i本総胞分裂
を繰り返した卵粗細胞は減数分裂に進行し卵母細胞となり，

第一減数分裂前期のdiplotene期ヘ移行した段階で細胞周期

を停止させる.マウスの場合，新生仔の卵母細胞は直径20

いm程の大きさであるが，個体力f成熟個体へと成長する過程

で卵母細胞も成長し，春期発動期には復後70ぃmに達する
卵母細胞が観察される.こうして成長を遂げた卵母細胞は，



156一一 J.Mamm. Ova Res. Vol.29， 2012 

生後1日目 生後 10日自 8週齢

」
由
一
ぷ

O
伺
」

H
O
H
一
塁

院
事

E

図1 卵母細胞の成長過程におけるミ トコンドリアの局在

生後 l日目， 10日目および8週齢の雌マウスから卵母細胞を採取し，
MitoTracker⑧ Red CMXRosを用いてミ 卜コ ンドリアを染色した生後l
日目の卵母細胞 (直径約20μ111)では卵細胞質中にミトコンド リアが密
に観察される.生後 10日目の卵母細胞(直径約50μ111)の場合，細胞11英
直下および核周辺に集中したミトコンド リアが観察される.8週齢の完
全に成長した卵母細胞 (直径約70μ111)では， ミトコンド リアは細胞質
全体に拡散して分布する. Scale barは20μmを示す.

性腺刺激ホルモンの一つである黄体形成ホルモンの刺激に

よって減数分裂を再開し，卵成熟過程へと進行する

成長過程においては第一減数分裂前期で停止しているこ

とから，成長期卵母細胞および成長を完了した卵母細胞は

いずれも同ーの細胞周期にあり，卵核胞 (Germinalvesicle; 

GV)と呼ばれる核膜を持つ大きな核を有する.それでは細

胞質に存在するミ卜コンドリアの局在は成長過程で変化す

るのであろうか我々は生後1日目，10日目および8週齢の

雌マウスから卵母細胞を採取し Mitotrackerプロ ブを用

いてミトコンドリアを染色後 共焦点、レーザ 顕微鏡で観

察を行った(図1).生後1白目の未成長卵母細胞では細胞質

の領域が小さくミ卜コンドリアの局在は明瞭ではないが，

10日目の成長期卵母細胞ではミトコンドリアは細胞膜直下

および核周辺に特に集中して存在することが分かった一

方，成長した卵母細胞では核周辺への集中は見られるもの

のミ卜コンドリアは細胞質全体に拡散して分布していた

これらの結果から，同ーの細胞周期にある卵母細胞におい

ても成長の段階に応じて， ミ卜コンドリアの細胞内局在は

異なることが明らかとな った卵子の成長過程ではミトコ

ンドリア数およびミ卜コンドリアDNAのコピー数は大きく

増加することが知られているが 5) こうしたミ卜コンドリア

の空間的な制御と何らかの関連があるのかもしれない

卵成熟過程における細胞小器官の

再分布とその役割

成長を完了した卵母細胞は 一過性に放出される黄体形

成ホルモンの刺激により減数分裂を再開する.まずはじめ

の形態的変化として，卵核胞崩壊 (Germinalvesicle 

breakdown; GVBD)が観察され，染色体が凝集し分裂期ヘ

進行する.その後，染色体は微小管などの細胞骨格の働きに

よって卵細胞質表層へ移動するとともに，第一減数分裂中

期 (Metaphase1; MI)における紡錘体を形成する.第一減数

分裂から第二減数分裂への移行は，DNA複製を経ずに染色

体を維持したまま行われ， cyclin B1のメタポリズムによっ

てコントロールされている.すなわち，染色体はcyclinB1 

の分解に伴い後期へと進行し，終期を経て相同染色体を第

一極体として放出した後，速やかなcyclinB1の再合成によ

り第二減数分裂の中期 (Metaphase11; MII)において再び細

胞周期を停止する.こうした第一減数分裂前期の停止の再

聞から第二減数分裂中期で再び停止するまでの一連の過程

カf卵成熟と呼ばれる

卵成熟過程は細胞核としては半数体ゲノムを作出するた

めの期間であるが，細胞質側に着目した場合，受精およびそ

の後の発生を支持するための準備期間と捉えることができ

る.卵成熟過程で獲得される細胞質内の能力は多数存在す

るが顕著な例として，ここではCa2+の放出能力をあげ、てみ

る受精時に起こる細胞質内Ca2+濃度の上昇は多くの下流
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図2 卵成熟過程におけるミ トコ ンドリアの局在変化

Mito-GFP mRNAをGV期の卵子にマイクロインジェクションし， GFPの蛍光発現を確認後
に成熟培養を行い，培養後0，4，8および12時間に共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察を行っ
た培養後0時間のGV期ではミ 卜コンドリアは細胞質全体に拡散して分布する培養後8時
間のMI期へ進行した卵子では分裂装置の周囲にクラスター化したミトコンドリアが観察さ
れる.培養後 12時間のMll期へ到達した成熟卵子におけるミ トコ ンドリアは大部分が再び
細胞質中に拡散し，クラスター化したミトコンドリアのサイズは小さい

のタンパク質を活性化させることで， MII期停止の解除，表

層頼粒の放出および前核形成など，いわゆる卵活性化に伴

う様々な現象の原動力となる 6，7) 特に晴乳類の場合， Ca2+ 

オシレーションとよばれる周期的なCa
2
+濃度の上昇が受精

後から数時間にわたり観察される 8) ところがGV期の未成

熟卵子を精子と融合させた場合，不規則かつ小さな細胞室

内カルシウム濃度の上昇が起こるものの，成熟卵子の受精

時に引き起こされる周期的なCa2+オシレーションは観察さ

れない9，10) 言い方を換えれば，Ca2+オシレーションは卵子

がその成熟過程において獲得する能力なのである.

それでは卵母細胞は成熟過程においてどのようにして

Ca2+オシレーションを生み出す機構を確立するのであろう

か.受精時に上昇するCa2+の主要な供給源は細胞内Ca2+の

リザーパーである小胞休であり，小胞体膜上のCa2+チャネ

ルであるイノシトール三リン酸受容体 (IP3R)を介して細胞

質へ放出される 11) 重要なことに 小胞体は卵成熟過程にお

いてその性質を変化させることでCa2+の放出能力を向上さ

せる 12) まず，小胞体内のCa2+濃度はGVBDを境に劇的に

増加しMII期で最大となる.成熟培養中に小胞体上のCa
2
+ポ

ンプを阻害するとこのCa
2
+濃度の増加が妨げられ，卵子は

MII期へと成熟するものの，受精後のCa2+オシレーションが

不完全となることから，卵成熟過程において小胞体内にCa
2
+

が蓄積する現象は正常なCa2+オシレーションの確立に不可

欠であると考えられる.また興味深いことに，小胞体とその

膜上のIP3Rの局在は卵成熟過程でタイナミ ックに再構築さ

れる 13，14) GV期では卵細胞質内に拡散して存在する小胞体

はGVBDの際に核の周囲に集中し，その後は凝集した染色体

と紡錘休を取り囲みながら卵子表層へと移動する MII期で

はクラスター化した小胞休と IP3Rが観察され，マウス卵子

の場合では小胞体のクラスターが表層上に集中して存在し，

Ca
2
+オシレーションに寄与していると報告されている 13)

一方，ヒ卜卵子の場合はクラスター化した小胞体は表層に限

らず細胞質内にも多数存在するため 15) こうした動物種間で

の遣いはCa
2
+オシレーションのパターンで見られる差異と

何か関係しているのかもしれない

ミ卜コンドリアの場合も小胞体と同じく，卵成熟過程に

おける局在の再構築が報告されているが2-4) 小胞休と比べ

てその制御機惰や役割については未だ不明な点が多い.そ

こで，我々はまず卵子内ミ卜コンドリアの再分布を詳細に

調べるために，Mitochondrial targeting signalに蛍光タンパ

ク質であるGFPを連結し発現させることによりミトコンド

リアを蛍光ラベルし，卵成熟過程における変化を経時的に

追跡した (図2).GV期におけるミトコンドリアは図1で示

した |\~itotracker染色の結果と同様に，卵細胞質全体に拡散

して分布していた培養後4時間のGVBD期においてもミ卜

コンドリアは卵細胞質中に散在していたが，培養後8時間の

MI期では染色体と分裂装置の周囲にクラスター化したミ卜

コンドリアが集中していた培養後12時間のMII卵子では

染色体の周囲に集中したミ卜 コンドリアが観察されるもの

の，大部分は再び細胞質中に拡散し，クラスター化したミ卜

コンドリアのサイス、も小さいことを確かめた目

小胞体の場合，卵成熟過程における局在の再構築はCa2+

オシレーションを生み出すために重要と考えられているが，

ミ卜コ ンドリアの再分布には何か生理的な役割はあるので
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図3 細胞骨格を介したミ トコ ンドリアの移動

Mito-GFPを発現させたGV卵子を2~lg/ml nocodazoleおよび5μg/mlcytochalasin B存在下
でそれぞれ成熟培養し，培養後0，4， 8および 12時間に観察を行った A) Nocodazole 
処理を行った卵子では分裂装置が形成されず，染色体周囲へのミ トコ ンドリアの集中
が阻害される.B) Cytochalasin B処理を行った卵子では第一極体の放出は起こらず， MI 
期から MII期にかけての ミトコ ンドリ アの再分布は阻害されるが，分裂装置周囲へのミ
卜コ ンドリ アの集中は観察される.

あろうか. Yuらはホタルルシフエラーゼタンパク質を細胞

質内およびミ卜コンドリアで特異的に発現させて，卵成熟

過程におけるATP産生を経時的に計測し， ATP産生の増加

とミト コンドリアのクラスター形成に相聞があることを報

告しためまた，ミトコンドリアの細胞内局在の役割として，

ミ卜コンドリアー小胞体聞のシグナル伝達があげ‘られる.な

かでもCa2+を介したシグナル伝達はミ卜コンドリアにおい

て好気的代謝やアポ卜ーシスなどの多様な生理現象に関わ

る16) 実際に， MII期の卵子でミトコンドリアと小胞体の二

重染色を行うと両者の局在に多 くの一致が見られ， さらに

受精時に小胞体から放出されるCa2+オシレーションはミ卜

コンドリア内でATP産生に寄与することから 17) ミトコン

ドリアが小胞体の近傍に配置されることで，受精時のミ卜

コンドリアー小胞体聞のCa2+の伝達を最適にしている可能

性が考えられる

細胞骨格を介した細胞小器官の移動

細胞小器官である小胞体とミトコンドリアは卵成熟過程

において局在が再構築されるが これらの細胞小器官はど

のようなメカニズムで空間的配置を変えているの芝、あろう

か実は染色体が細胞骨格の働きにより移動するように細

胞小器官も細胞骨格に連動して移動する.卵成熟過程でこ

うした役割を担うのは微小管とアクチンフィラメン卜であ
る18)



小胞体の場合，卵成熟過程で2段階の制御を受けることが

知られている 19) GV期から MI期，すなわち小胞体が核の

厨屈に集中し卵子表層ヘ移動する過程は微小管を介して行

われる.実際， nocodazole処理により微小管の霊会を姐害

すると小胞体の移動は妨げ‘られるが，アクチンの霊会昭害

剤であるlatrunclinAやcytochalasinで処理した場合ではこ

の移動は阻害されない.逆に， MI期から MII期への再構築は

アクチンフィラメント依存的であり， latrunclin A処瑳した卵

子では本来表層に多数存在する小胞体およびIP3Rのクラス

ターが形成されない.

一方， ミトコンドリアの局在に対する細胞骨格の働きに

ついては報告によって結論が異なり，未だ統一的な見解は

得られていない印象を受ける. Van Blerkom はマウス卵子

を用いて成熟過程でnocodazoleおよびcytochalasinB処理

を行い， nocodazole処理によりミトコンドリアの核周囲へ

の移動が趨害されると報告した2) さらにSunらはブタ卵子

を用いて， ミトコンドリアの凝集や移動がアクチンフィラ

メントではなく微小管に依存すると向様の主張している 3)

しかしながら，最近Yuらはマウス卵子を用いてcytochalasin

B処理を行ったところ，ミトコンドリアのクラスターが消失

し，これは卵子表j習に密に存在するアクチンフィラメン卜

の崩壊と関連している， というよ述の結論とは異なる結果

を報告している 4) そこで，我々もGFPでミトコンドリアを

ラベルした卵子を細胞骨格随害剤の存在下で成熟培養し，

ミトコンドリアの局在の変化を経時的に遺跡した(函3).

Nocodazole (2悶/ド1)およびcytochalasinB (5 叩 I~I)存在下

で培養した卵子は培養後12時間においても第一徳体の放出

が確認されなかったため，荷阻害剤ともに十分に細胞骨格

の重合を阻害していたと考えられる. Nocodazole処理を

行った卵子では分裂装置が形成されないため，国2で示した

通常の卵成熟で見られる MI織にみられる分裂装置周関への

ミトコンドリアの集中が，培養後8時間において起こらな

かったさらに，培養後8時間から招待問においても通常

MI期から MII期にかけて見られるミトコンドリアの再分布

が観察されなかった.一方， cytochalasin B処理を行った卵

子では，培養後8時間から 12時間にかけてのミトコンドリ

アのリモデリングは見られなかったが，分裂装置周劉への

ミトコンドリアの集中は観察され，過去の報告4)で見られた

ようなミトコンドリアのクラスターの消失は確認されな

かった.したがって，我々の結果からは卵成熟過程における

ミトコンドリアのリモデリンクは主に微ノト管の影響を受け

ている可能性カ昔、示唆されたしかしながら，今田の我々の実

験を含めて，これまでの報告で使用されている阻害剤の濃

度や培養液の組成などが異なるために結巣の単純な比較は

できず，また阻害剤による部作用の影響も否定はできない

したが、って，今後はノックダウン法などアプローチを用い

て，例えば細胞骨格の童会に関わる菌子を特巽的に阻害し

その影響を観察することで，より正確な結論を導き出せる

かもしれない.
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おわりに

卵子におけるミ卜コンドリアの細胞内局在は卵母細胞の

成長あるいは成熟段階でダイナミックに変動することが明

らかとなったが，その局在のパターンが、意味する生理的な機

能についてはほとんど明らかにされていない.例えば，卵成

熟過程で起こるミトコンド 1)アのクラスター形成がATP産

生の増加と関連していると報告されているが， ミトコンド

リアのクラスターが観察される時期はCa2+オシレーション

の起こる MII期に限定される訳ではない.成熟の過程で産生

されたATPが特に何の現象に必要であるのか明らかにする

ことは今後の課題である また ミトコンドリアを含め細胞

小器官の卵子内局在は哨乳動物種間で、も差異が大きいため，

マウス以外の動物種について制御メカニズムも含めて詳織

に諮べる必要がある ミトコンドリアの機能や形態は細胞

の正常性を反映するため，こうした動物種ごとに得られた

知見は家畜においては質の高い食料生産のシステムの開発

に，またヒトの場合では不妊治療に貢献する可能性がある.
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