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研究成果の概要（和文）：　透明帯構成糖タンパク質の硫酸化糖鎖を制御することで，胚発生能に悪影響を及ぼ
さずに多精子受精率を効果的に低下させるIVF法が利用できるか否かを検討した。
　その結果，媒精前10分間の5 mU/mL sulfatase処理またはIVF時の5 ng/mL arylsulfatase A (ARSA) blocking 
peptide 処理によって，高い精子侵入率を維持したまま多精子受精を効果的に抑制出来ることが明らかとなっ
た。すなわち，透明帯構成糖タンパク質の硫酸化糖鎖と精子ARSAに着目することで，胚発生に悪影響を及ぼさず
に多精子受精を効果的に抑制するIVF法の確立に期待が持たれる。

研究成果の概要（英文）：  This study was conducted to elucidate the reduction of polyspermy during 
IVF without adverse effect on embryo developmental competence through the regulation of sulfated 
glycoprotein of porcine zona pellucida (ZP).
  Treatment of oocytes with 5 mU/mL sulfatase for 10 min before the onset of insemination or 5 ng/ml
 ARSA blocking peptide during IVF effectively protected polyspermic fertilization under conditions 
that maintained the high sperm penetration rate and developmental potency. The number of sperm bound
 to ZP and the incidence of inducing acrosome reaction were significantly decreased by these 
treatments; however, it should be noted that the treatments had no effect against the time course of
 changes in ZP glycoproteins with egg activation.
  These findings indicate the possibility of reduction of polyspermy during porcine IVF but not the 
decrease of development to blastocyst stage in keeping with a role for sulfated glycoprotein of ZP 
and ARSA of spermatozoa.

研究分野： 家畜繁殖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　ブタ卵体外受精(IVF)時には他の家畜種に比べて多精子受精が高頻度に起こることが知られている。そこで，
本研究では，透明帯構成糖タンパク質の硫酸化糖鎖に着目し，媒精前のブタ卵透明帯に脱硫酸化処理を行うこと
で，効果的に多精子受精を抑制する新しいIVF法の確立が可能か否かを検討した。
　本研究結果から，精子arylsulfatase Aと透明帯の硫酸化糖鎖との結合を処理することで，透明帯への結合精
子数と透明帯結合精子の先体反応誘起率を有意に減少させ，精子侵入や胚発生能に悪影響を及ぼさずに多精子受
精を効果的に抑制できることが明らかになった。

※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 
 ブタへの繁殖技術の活用を妨げる様々な原因の内，体外受精(in vitro fertilization; IVF)時に
高頻度(50%以上)に起こる多精子受精(異常授精)は最も大きな障害である。これまでに我々は，
この原因を探り問題を解決すべく様々な研究を実施してきた。そして，正常なブタ IVF 受精卵
を作出するには，新しい着眼点からブタ IVF 環境を追究する必要があるとの考えに至った。近
年，我々は，ブタ卵子への精子侵入に深く関与する透明帯構成糖タンパク質の糖鎖末端について
詳細に検証した。その結果，透明帯構成糖タンパク質における N-acetyl-glucosamine と sialic 
acid の糖鎖末端の存在が精子と透明帯との一次結合とその後の精子侵入に不可欠であり，この
糖鎖末端への修飾変化は卵核胞崩壊(germinal vesicle breakdown; GVBD)後の透明帯で卵丘細
胞の有無に関係なく起こっていると云った重要な生理学的現象をレクチン・ブロッティングや
二次元電気泳動法の技術を用いて初めて証明した(Lay et al., 2011a; 2011b; Lay et al., 2013)。
すなわち，これまで卵体外成熟(in vitro maturation; IVM)時には「核の成熟」と「卵細胞質の成
熟」が必要であることは約 30 年前から指摘されてきたが，ブタ卵の IVM 時には「透明帯の成
熟(糖鎖末端の修飾変化)」も受精時の透明帯と精子との相互作用に不可欠であると云った新事実
が明らかとなった。 
 一方，我々は，GVBD 後の透明帯構成糖タンパク質の糖鎖の酸性化にシアル化だけでなく硫
酸化修飾も関与している結果を得た(Lay et al., 2011b)。この硫酸化修飾は受精時の精子との相
互作用に関与している ZP3 糖タンパク質で顕著であった。そして，非常に興味あることに透明
帯構成糖タンパク質の糖鎖末端の硫酸化を 50 mM NaClO3で阻害すると，透明帯へ結合した精
子の先体反応誘起率が有意に低下し，受精パラメーターにおいては精子侵入率よりも多精子受
精率の減少効果が顕著に認められた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，ブタ IVF 時における透明帯構成糖タンパク質の糖鎖への精子結合に伴う精子－
透明帯間の相互作用に着目し，これまで関与が全く検討されていない透明帯構成糖タンパク質
の糖鎖の硫酸化修飾における多精子受精抑制作用への関係を明らかにすると共に，従来とは異
なる視点から体外でのブタ正常受精卵の高率な作出方法を確立することを目的として行った。 
 
(1) 体外成熟(IVM)卵の脱硫酸化処理を sulfatase で行い，ブタ透明帯構成糖タンパク質の硫酸

化残基と精子との結合が受精時の精子－透明帯間の相互作用に重要であることを sulfatase
処理により証明し，多精子受精を効果的に抑制する新しい IVF 法の確立が可能か否かを検
討した。 

 
(2) そこで，透明帯硫酸化残基に結合する精子側の arylsulfatase A (ARSA)に着目し，sulfatase

で透明帯構成糖タンパク質を脱硫酸化処理，または ARSA blocking peptide (ARSA-BP)を
IVF 培地に添加することによって，両処理が卵活性化後の透明帯に対して如何なる変化を
及ぼすか否かを検証した。 

 
(3) 媒精前に sulfatase で透明帯構成糖タンパク質を脱硫酸化処理することによって，多精子受

精を抑制する新しい IVF 法の確立に繋がる可能性を見出した。そこで，sulfatase 処理が卵
活性化後の透明帯や胚発生に対して如何なる変化を及ぼすか否かを検証した。 

 
３．研究の方法 
(1) ブタ IVF 時における透明帯構成糖タンパク質の糖鎖の硫酸化修飾が多精子受精に及ぼす影

響を検討する上で，特に次の 2 点に着目して研究を遂行した。第 1 点は，卵成熟に伴う透
明帯構成糖タンパク質の硫酸化修飾を sulfatase による酵素の処理条件の違いにより透明
帯糖タンパク質が如何に変化するか，さらに透明帯硬化等への影響の有無を検証した。第 2
点は，IVF 時における各種パラメーターを調べ，透明帯糖タンパク質の硫酸化修飾と多精
子受精との関係を明確にした。 
 基本的には，沖縄県食肉処理場で得たブタ卵巣の小卵胞(直径 2-6 mm)から切開法で卵子
を採取し，卵丘細胞に密に覆われ形態的に正常な卵子だけを実体顕微鏡下で選別した上で
IVM に供した。IVM は mNCSU37 に 10％卵胞液，0.02 U/mL FSH および 0.02 U/mL LH
を添加した成熟培地内で 44 時間行う。そして，IVM 卵に受精能を獲得させた射出凍結精
子を媒精することで IVF を行った。IVF 後，胚を mPZM3 に移し，一部の卵子は様々な受
精パラメーターをホールマウント法で観察し，残りの卵子には 7 日後まで発生培養を行っ
た。 

 
(2) 精子－透明帯間の相互作用への脱硫酸化処理の影響を明らかにするために，透明帯硬化，透

明帯反応および透明帯結合精子数等を評価した。さらには，硫酸化糖鎖は精子の透明帯への
二次結合(先体反応誘起)に関与していることから(Xu et al., 2012)，透明帯結合精子の先体
反応も Alexa Fluor 488 標識 PNA lectin による蛍光染色法で測定した。また，IVF 後の精
子侵入率，多精子受精率，雄性前核形成率，卵割率，ならびに胚盤胞期胚への発生率と割球
数を比較検討した。 



 
(3) 次に，透明帯硫酸化糖鎖に結合する精子側のリガンドである ARSA に着目し，透明帯硫酸

化糖鎖への ARSA の結合を阻害する ARSA-BP を添加した培地で裸化卵による IVF を行い
受精パラメーターへの影響を調べた。特に，多精子受精抑制効果に焦点を置いた上で，精子
－透明帯間の相互作用の解明と IVF 後の受精パラメーターを詳細に検討した。そして，透
明帯硫酸化糖鎖と精子 ARSA との作用機序を制御することで多精子受精が抑制できること
を証明した。 

 
(4) 先の実験結果から，ブタ卵の IVF 時には，精子 ARSA と透明帯硫酸化糖鎖との結合が重要

であり，その相互作用を人為的に制御することで多精子受精が抑制できることが明らかと
なった。そこで，ARSA-BP 処理や sulfatase 処理が透明帯構成糖タンパク質の硬化現象や
構造的変化を介した多精子受精抑制効果ではないことを証明する必要に至った。すなわち，
ARSA-BP 処理や sulfatase 処理が透明帯硬化に影響を及ぼしているか否かは，直流パルス
刺激によって活性化させた単為発生卵を用い，1 mg/mL protease 処理の溶解反応に対する
透明帯の抵抗性を無処理卵と各処理卵とで比較した。一方，透明帯への構造変化に関して
は，活性化卵の透明帯を経時的に採取し，透明帯にビオチン化標識を施した後，SDS-PAGE
とブロッティングを行い，ECL 法で卵活性化に伴う ZP1 + ZP2 糖タンパク質の現象を測定
し明らかにした(Tatemoto and Terada, 1999a; 1999b)。 

 
４．研究成果 
(1) 媒精前の sulfatase による脱硫酸化処理が受精パラメーターおよび精子‐透明帯間の相互

作用に及ぼす影響を調べた。その結果，10 分間および 20 分間の sulfatase 処理区は，無処
理区と比較して，精子侵入率を低下させることなく多精子受精率を有意に抑制した(P<0.05) 
(表 1)。また，透明帯への精子結合数および透明帯結合精子の先体反応誘起率を調べたとこ
ろ，無処理区と比較して sulfatase 処理区で有意に減少した(P<0.05) (図 1 と 2)。したがっ
て，透明帯構成糖タンパク質糖鎖残基の脱硫酸化は，透明帯に結合した精子のプロアクロシ
ン活性化により惹起される先体反応の誘起に伴った精子と透明帯との二次結合に影響を及
ぼし，その結果として sulfatase による透明帯の脱硫酸化処理は精子侵入率を阻害すること
なく多精子受精を減少させたと推察された。次に，卵透明帯の protease 抵抗性を調べた結
果，透明帯の溶解時間に sulfatase 処理時間は影響を及ぼさず，多精子受精率の低下が透明
帯硬化によるものではないことが明らかになった。 

 
表 1.  媒精前に 5 mU/mL sulfatase で処理したブタ卵の IVF 後の受精パラメーター. 

1 精子侵入卵当たりの比率. 
a-b 同一カラム内の異文字に有意差を認める(p<0.05). 

 

 以上の本研究結果から，媒精前の sulfatase による脱硫酸化処理は，透明帯への精子結合
数および透明帯結合精子の先体反応誘起率を低下させ，精子侵入率を阻害することなく多
精子受精率を有意に抑制することが確認された。すなわち，透明帯構成糖タンパク質の硫酸
化糖鎖を介した精子－透明帯間の相互作用に着目することは，多精子受精を効果的に抑制
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図 2.  媒精前の卵子への sulfatase 処理が透明帯
に結合した精子先体反応に及ぼす影響. 

a-c 異文字間に有意差を認める(P<0.05). 

図 1.  媒精前の卵子への sulfatase 処理が透明帯へ
の精子結合数に及ぼす影響. 

a-c 異文字間に有意差を認める(P<0.05). 
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する新しいブタ IVF 法の確立に向けて非常に有意義であると思われた。 
 
(2) 次に，IVM 後の sulfatase 処理により脱硫酸

化以外の非特異的な精子―透明帯間の相互作
用に悪影響を及ぼす何等かの変化が透明帯に
起こっているか否かを調べるため，卵活性化
に伴う透明帯構成糖タンパク質の変化への
sulfatase 処理の影響を検討した。その結果，
両区ともに透明帯の protease による溶解時間
は卵活性化後の時間経過に伴って延長し，卵
活性化処理後 2.5-3 時間以降の卵透明帯にお
いて protease への抵抗性が有意に増加した
(P<0.05) (図 3)。また，透明帯構成糖タンパク
質のビオチン標識化 ZP1 + ZP2 バンドの検出
強度は，どちらも活性化処理後の時間経過に
伴って減少し，3 時間以降に顕著であった
(P<0.05) (図 4)。したがって，sulfatase 処理卵
における多精子受精率の抑制は，透明帯への
精子結合数および先体反応誘起率の低下に起
因していると推察される。 
 また，sulfatase による脱硫酸化処理が胚発
生能へ及ぼす影響を調べたところ，sulfatase
処理区と無処理区の間において卵割率(62 vs. 
56%)，胚盤胞期胚発生率(28 vs. 22%)，およ
び胚盤胞期胚割球数(37.0 vs. 39.3)共に統計
的な有意差は見られなかった。すなわち，
sulfatase 処理は胚発生に悪影響を及ぼさな
いことが示された。 
 以上の結果から，IVM 後のブタ卵への
sulfatase による脱硫酸化処理は，胚発生能に
悪影響を及ぼさず，高い精子侵入率を維持し
たまま多精子受精を効果的に抑制できること
が明らかとなった。そして，卵活性化に伴う
透明帯構成糖タンパク質の protease 消化への抵抗性やビオチン標識 ZP1 + ZP2 バンドの
減少時間が，sulfatase 処理により極端に早まるといった現象は認められなかった。すなわ
ち，sulfatase 処理による多精子受精抑制効果は，精子―透明帯間の相互作用に由来してい
ると確認された。したがって，精子－透明帯間の相互作用，特に，透明帯構成糖タンパク質
の硫酸化糖鎖と精子との関係に着目することで，胚発生能に悪影響を及ぼさずに多精子受
精を効果的に抑制する新たな IVF 法の確立に期待がもたれた。 

 
(3) 近年の研究で，精子先体の細胞膜表面に存在

する ARSA が，透明帯構成糖タンパク質の硫
酸化糖鎖と結合し，精子－透明帯間の一次結
合に密接に関係すると共に，精子先体反応誘
起に関与し，二次結合にも寄与することが明
らかとなった。そこで，精子－透明帯間の相
互作用における精子側のリガンドである
ARSA にも注目し，ARSA-BP を IVF 培地に
添加することでも多精子受精を効果的に抑
制できるか否かを検討した。 
 精子侵入率は 10 ng/mL 以上の ARSA-BP
処理区(44% vs. 対照区 82%)で，多精子受精
率は 5 ng/mL 以上の ARSA-BP 処理区(12%)
で無処理区(41%)と比較してそれぞれ有意に
低下した(P<0.05)。さらに，5 ng/mL ARSA-
BP処理区の透明帯結合精子数(図 5)および透明帯結合精子の先体反応誘起率(図 6)も無処理
区と比較してそれぞれ有意に低下した(P<0.05)。したがって，ARSA-BP による多精子受精
の抑制は，透明帯結合精子数の減少および透明帯結合精子の先体反応誘起率の低下に起因
するものであると推察された。 
 続いて，ARSA-BP 処理が卵活性化処理に伴う透明帯構成糖タンパク質の変化に与える影
響を調べた。その結果，無処理区と ARSA-BP 処理区共に透明帯の protease による溶解時
間は卵活性化後の時間経過に伴って顕著に延長し(P<0.05)，ビオチン標識化透明帯構成糖
タンパク質の ZP1 と ZP2 バンド検出強度も，活性化処理後の時間経過に伴って減少した

図 3.  IVM 後の 10 分間の 5 mU/mL sulfatase 処
理が活性化卵の protease 抵抗性に及ぼ
す影響. 

a-g 異文字間に有意差を認める(P<0.05). 

図 4.  IVM 後の 10 分間の 5 mU/mL sulfatase 処
理が活性化卵の ZP1 + ZP2 の相対量に及
ぼす影響. 

a-g 異文字間に有意差を認める(P<0.05). 

図 5.  IVF 時の ARSA-BP 処理による透明帯へ
の結合性数の減少. 

* 有意差を認める(P<0.05). 
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(P<0.05)。そして，両区の間に有意な差は見ら
れなかった。すなわち，ARSA-BP 処理による
多精子受精抑制作用は，卵活性化処理に伴う透
明帯構成糖タンパク質の経時的変化に関与し
ておらず，透明帯構成糖タンパク質は ARSA-
BP による直接的な影響を受けていないこと
が明らかとなった。したがって，IVF 培地への
5 ng/mL ARSA-BP 添加は，精子 ARSA の卵
透明帯構成糖タンパク質の硫酸化糖鎖への一
次結合および先体反応誘起を介した二次結合
を阻害し，その結果，多精子受精を抑制したと
考えられた。また，sulfatase 処理卵および
ARSA-BP 処理卵の IVF 後の胚盤胞期胚への
発生能を調べたところ，それぞれの処理によ
る悪影響は認められなかった。 
 以上の結果から，ブタ卵受精時において，透明帯構成糖タンパク質の硫酸化糖鎖と精子の
相互作用が重要であり，5 ng/mL ARSA-BP を IVF 培地へ添加することで精子侵入率を維
持したまま多精子受精を有意に抑制することが示された。すなわち，IVF 培地への 5 ng/mL 
ARSA-BP 添加は，精子の卵透明帯構成糖タンパク質の硫酸化糖鎖への一次結合および先体
反応誘起を介した二次結合を阻害し，その結果，多精子受精を抑制したと考えられた。そし
て，精子－透明帯間の相互作用の人為的な制御は，卵透明帯側だけでなく，精子側からのア
プローチも可能であることが示唆された。 

 
(4) 本研究結果から，IVM 後の 10 分間の sulfatase 処理または IVF 時の 5 ng/mL ARSA-BP

処理によって，胚発生能に悪影響を及ぼすことなく，高い精子侵入率を維持したまま多精子
受精を効果的に抑制出来ることが明らかとなった。これは sulfatase や ARSA-BP を用いる
ことで，精子－透明帯間の相互作用，特に，透明帯構成タンパク質の硫酸化糖鎖と精子
ARSA に着目した，新たな IVF 技術を確立できる可能性を提供する。そこで，今後は
sulfatase と ARSA-BP を組み合わせて使用し，精子や卵子の実験環境に左右されない，よ
り安定的に多精子受精を抑制した新たな視点からの IVF 技術を確立できるか否か検討した
い。さらに近年，精子先体部分に存在している HSPA2 にヒアルロニダーゼ活性を有する
SPAM1 と ARSA とが結合し，受精時の精子と卵子との相互作用に密接に関与しているこ
とが報告された(Redgrove et al., 2012)。そこで，精子―透明帯間の相互作用に関わる
SPAM1 と ARSA の関連性についても検討し，SPAM1 の精子ヒアルロニダーゼ活性の抑制
と卵透明帯構成糖タンパク質の硫酸化糖鎖への結合に関わる ARSA の両面に着目し，その
結果としてブタ IVF 時の多精子受精の抑制に対していかなる作用を及ぼすか否かについて
も追究していく必要があると思われる。 
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図 6.  IVF 時の ARSA-BP 処理による透明帯結合
精子の先体反応率の減少. 

* 有意差を認める(P<0.05). 
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