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研究成果の概要：卵子透明帯の構成糖タンパク質は動物種によって異なる。マウス透明帯は ZP1, 

ZP2, ZP3 の 3 成分からなり，ZP3 が単独で精子結合活性を示す。ウシ卵子透明帯はブタと同

じく ZP2, ZP3, ZP4 の 3 成分からなる。本研究でバキュロウイルス-Sf9 細胞発現系を構築す

ることにより，ウシの場合，ZP3 単独では精子結合活性を示さず ZP3/ZP4 複合体が活性を示

すことをあきらかにした。よって，ウシとブタにおいて透明帯の精子認識機構は類似してい

ることが示唆された。ブタの場合，ZP3/ZP4 複合体の ZP4 の糖鎖が精子結合に関わることが

わかった。ブタ ZP3 ならびに ZP4 のジスルフィド結合パターンは先に報告されたマウスなど

他の動物種のものとは異なっていた。このパターンの違いと精子認識機構との関連性解明は

今後の課題である。 
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１．研究開始当初の背景 
 卵子は卵外被で包まれており，哺乳類卵子
ではこの卵外被は透明帯(zona pellucida)と
呼ばれる。透明帯は 3ないし 4種類の糖タン
パク質が網目状構造を形成した一種の細胞
外マトリックスである。 
(1)1980 年代から精子と透明帯との相互認識
機構の研究が盛んになった。先行した
Wassarman グループの研究が中心となり，マ

ウス透明帯糖タンパク質 ZP3の糖鎖が精子リ
ガンドであるという糖鎖説が提唱された。最
近になって Dean グループのトランスジェニ
ックマウスを用いた研究により，糖鎖ではな
くタンパク質骨格の高次構造を認識して精
子が結合するとの超分子構造説が提出され
た。どちらが正しいのかは決着がついていな
い。この状況下，ノックアウトマウス解析に
より，精子タンパク質の ADAM3 が透明帯結合
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因子の有力な候補として報告された。ブタお
よびウシの透明帯については，我々がマウス
に先駆けて糖鎖構造を決定し，精子リガンド
はＮ結合型糖鎖のβ-ガラクトース（ブタ）
とα-マンノース（ウシ）であることを着実
に証明してきた。また，我々はブタ透明帯糖
タンパク質をバキュロウイルス-Sf9 細胞発
現系で発現させることにより，タンパク質骨
格はブタであるが糖鎖構造はウシ透明帯の
ものに近い組換え糖タンパク質を作製する
ことに成功した。この組換え糖タンパク質は
ブタ精子には結合せずウシ精子に結合した。
このことは，ブタおよびウシにおいては糖鎖
構造が種選択性の主体であることを示唆す
ると考えられた。 
(2)透明帯糖タンパク質はZP1, ZP2, ZP3, ZP4
の 4 種類が見出されており，ヒト透明帯が 4
種類全部からなるのに対し，ブタおよびウシ
はZP2, ZP3, ZP4の3種類，マウスはZP1, ZP2, 
ZP3 の 3 種類からなる。マウスでは ZP3 が単
独で精子結合活性を示すのに対し，ブタでは
各成分単独では活性を示さず，ZP3 と ZP4 の
複合体が活性を示す。ZP タンパク質は共通の
ZP ドメインを持つが，少なくともマウスとブ
タとでは ZP ドメインの構造機能に違いがあ
ると思われた。 
 
２．研究の目的 
(1)精子認識における糖鎖の役割 
①ブタとウシの精子の単糖結合特異性を比
較し，卵子透明帯の非還元末端糖鎖構造と一
致するかどうかを検討する。 
②マウス ADAM3の発現系を構築し透明帯との
結合性の有無を調べる。結合性が見られた場
合，透明帯の糖鎖の関与をあきらかにする。 
③ブタ卵巣から精製したネイティブ ZP3/ZP4
はブタ精子との結合性を示すのに対し，組換
えブタ ZP3/ZP4は糖鎖構造の違いのためブタ
精子には結合せずウシ精子と結合する。この
特異性の違いを利用し，ブタ ZP3/ZP4 複合体
において ZP3 と ZP4 のどちらの糖鎖が精子結
合に関わるのかをあきらかにする。 
(2)ZP ドメインの構造と機能 
①ウシについて，マウスのように成分単独で
精子結合活性を示すのか，あるいはブタのよ
うに複数の成分からなる複合体が活性を示
すのかをあきらかにする。 
②マウスとブタとの間で ZP ドメインの構造
を比較する。 
③ZP3 と ZP4 との間の相互作用部位をあきら
かにする。 
 
３．研究の方法 
(1)①糖脂質アナログ（α-マンノース，β-
ガラクトース，β-グルコース，β-Ｎ-アセ
チルグルコサミン，β-Ｎ-アセチルガラクト
サミン，α-Ｎ-アセチルノイラミン酸）でプ

ラスチックプレートをコーティングしブタ
精子およびウシ精子の結合数を測定した。先
体反応を起こす前の精子と起こした後の精
子について糖結合特異性を調べた。 
②バキュロウイルス-Sf9 昆虫細胞による組
換えタンパク質発現系を構築し，マウス
ADAM3 とマウス ZP3 との間の相互作用を免疫
共沈法で検出した。ADAM3 のＮ末端には FLAG
タグを融合し，ZP3 のＮ末端には 6×ヒスチ
ジンタグを融合させた。抗 FLAG 抗体結合ア
ガロースビーズで ADAM3 を免疫沈降させ，ヒ
スチジンタグを融合した ZP3が共沈するかど
うかを抗ヒスチジンタグ抗体を用いたウエ
スタンブロットで調べた。 
(2)①ネイティブ ZP3 と組換え ZP4，組換え
ZP3 とネイティブ ZP4 の複合体をそれぞれ試
験管内で作製した。以前確立した競合阻害法
を用いて，ブタ精子およびウシ精子への結合
性を調べた。すなわち，作製した各複合体と
ブタあるいはウシ精子とを反応させておき，
可溶化透明帯でコーティングしたプラスチ
ックプレートにその精子液を入れ精子と透
明帯との結合活性を調べた。阻害剤を入れな
い場合の結合数を対照とし，各複合体を反応
させたときの結合数を求め，結合数が下がっ
た場合にその複合体に精子結合活性がある
と判断した。 
②ウシ卵巣から各成分を精製することは困
難であるためバキュロウイルス-Sf9 昆虫細
胞による組換えタンパク質発現系を構築し，
純粋な ZP2,ZP3,ZP4を得て各成分の精子結合
活性を競合阻害法で調べた。また，ZP2/ZP3, 
ZP2/ZP4, ZP3/ZP4 の組合せで共感染し，得ら
れた複合体の精子結合活性を調べた。さらに，
ZP4 のＮ末端領域欠損変異体を作製し，精子
結合活性への影響を競合阻害法で，また複合
体形成への影響を免疫共沈法で調べた。 
③ネイティブ糖タンパク質が十分量得られ
るブタについて，ZP3およびZP4を精製した。
アミノ酸配列に基づいて，プロテアーゼある
いは化学的処理を組合せ，ZP3,ZP4 のシステ
インの間を特異的に切断し，断片を逆相 HPLC
で分離した。ジスルフィド結合を有する断片
のピークを蛍光修飾試薬で検出し，プロテイ
ンシークエンサーと MALDI-TOF MS を用いて，
各断片の位置を同定することによりジスル
フィド結合パターンを決定した。 
④ブタとウシの ZP3 ならびに ZP4 について，
ZP ドメインのＮ末端側サブドメインおよび
Ｃ末端側サブドメインのバキュルウイルス
-Sf9 細胞発現系を構築し，各々異なるタグを
融合させることにより，免疫共沈法で相互作
用の有無を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)①ブタ精子は調べた糖脂質アナログの中
でβ-ガラクトースに最も高い親和性を示し，



ウシ精子はα-マンノースに最も高い親和性
を示した。この結果から，ブタおよびウシ透
明帯の中性Ｎ結合型糖鎖の非還元末端糖残
基と各単糖特異性とが一致することがわか
った。先体反応後はブタ精子の特異性はα-
マンノースへ変化した。ウシ精子の特異性は
変らなかった。この特異性の変化の意味につ
いては今後更に検討する必要がある。 
②マウス ADAM3の細胞外ドメインのバキュロ
ウイルス-Sf9 細胞発現系を構築した。ADAM3
は ADAM2 と複合体を形成している，との報告
がされたため，ADAM2 の発現系も構築した。
免疫共沈法により ADAM2 と ADAM3 は相互作用
することがわかった。さらにマウス ZP3 の発
現系も構築し ADAM2/ADAM3複合体との相互作
用の有無を免疫共沈法で調べたが，相互作用
は見出されなかった。ADAM2/ADAM3 複合体と
ZP2/ZP3 複合体との相互作用について今後検
討する必要があると思われた。 
(2)①ブタのネイティブ ZP3/ネイティブ ZP4
の組合せは，以前の報告どおりブタ精子に対
する競合阻害活性を示した。組換え ZP3/ネイ
ティブ ZP4 の組合せが，ブタ精子に対し阻害
活性を示したのに対し，ネイティブ ZP3/組換
え ZP4 は示さなかった。後者の組合せはウシ
精子に対して阻害活性を示したことから，活
性を有する複合体が形成されたことがわか
った。以上の結果から，ZP3/ZP4 複合体の中
で ZP4の糖鎖がブタ精子結合に関与すること
がわかった。 
②ウシ透明帯 3成分のバキュロウイルス-Sf9
細胞発現系を構築し，各成分の精子結合活性
を調べたところ，各成分単独では活性を示さ
なかった。2成分の組合せでバキュロウイル
スを共感染させ複合体を得たところ ZP3/ZP4
の組合せだけが精子結合活性を示し ZP2の関
与は見られなかった。ZP4 のＮ結合型糖鎖を
レクチンブロット法と質量分析法で調べた
ところ主な構造はフコシル化トリマンノシ
ルコア構造であった。非還元末端にα-マン
ノース残基を有する点でネイティブのウシ
透明帯と類似しており，このためウシ精子へ
の結合活性を示したと推測された。ウシ ZP4
は 3 つのドメインから構成されているが，Ｎ
末端側の 2つのドメインを欠失させても精子
結合活性は変化しなかった。また，免疫共沈
法で複合体形成を検出した結果，Ｎ末端側の
2 つのドメインは複合体形成に必要なかった。
以上，ブタと同じくウシでも ZP3/ZP4 複合体
が精子結合活性を示すことがあきらかにな
った。ブタおよびウシでは，ZP3/ZP4 の糖鎖
構造が種選択的精子結合に関わるもののそ
の活性発現には ZP3/ZP4の複合体形成が必要
であることが示唆された。 
③ネイティブのブタ ZP3 および ZP4 の ZP ド
メインについてジスルフィド結合パターン
を決定した。ZP3 の 12 システイン残基につい

ては，Cys1-Cys4, Cys2-Cys3, Cys5-Cys7, 
Cys6-Cys11, Cys8-Cys9, Cys10-Cys12 であっ
た。ZP4 の ZP ドメイン以降の 10 システイン
残基については，Cys1-Cys4, Cys2-Cys3, 
Cys5-Cys7, Cys6-Cys8, Cysa-Cysb であった。
Ｎ末端側サブドメインに 2つあるジスルフィ
ド結合のパターン（Cys1-Cys4, Cys2-Cys3）
は ZP3 と ZP4 の間で同じであり，マウス ZP2
および ZP3など他動物種の関連タンパク質の
ジスルフィド結合パターンとも同じであっ
た。それに対し，Ｃ末端側サブドメインのジ
スルフィド結合パターンは ZP3 と ZP4 の間で
異なっており，さらに他動物種の対応するタ
ンパク質のものとも異なっていた。マウス
ZP3 など，以前に報告された ZP3 のパターン
は，Cys5-Cys7, Cys6-Cys8, Cys9-Cys11, 
Cys10-Cys12 である。マウス ZP2 など以前に
報告された ZP4関連タンパク質のパターンは，
Cys5-Cys6, Cys7-Cysa, Cysb-Cys8 である。
Ｃ末端側のジスルフィド結合パターンが成
分間および動物種間で異なることの意味は
不明で，今後の課題である。 
④ウシのサブドメイン発現系構築が先に進
んだため，ウシについて相互作用部位解析を
行った。ZP3 のＮ末端側サブドメインと ZP4
のＣ末端側サブドメインとが相互作用する
こと，またZP3のＣ末端側サブドメインとZP4
のＮ末端側サブドメインとが相互作用する
ことを見い出した。ZP ドメインのＮ末端側サ
ブドメインとＣ末端側サブドメインとの相
互作用が繊維形成に関わる可能性が考えら
れた。 
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