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研究成果の概要（和文）：哺乳類卵外被を形成する糖タンパク質の種類は動物種によって異なり，

よって精子認識機構も異なると考えられる。ブタとウシでは，卵外被は ZP2，ZP3，ZP4 の 3 成

分からなり ZP3/ZP4 複合体が精子結合活性を示すため，精子認識機構は類似している可能性が

ある。ウシ ZP3，ZP4 の精子結合部位を調べた結果，ZP3 の前半部分と ZP4 の後半部分が結合に

関与することが示唆された。一方，ブタでは ZP3 の後半部分と ZP4 の前半部分が関与すること

が示唆された。ブタとウシとで精子結合部位が異なることは卵外被の立体構造が異なることを

示すのかもしれないが，この点については今後の課題である。 

 
研究成果の概要（英文）：Protein compositions of mammalian egg coats are different among 
mammals, and therefore sperm recognition mechanism might be different among mammals. In 
pigs and cows, both egg coats are composed of ZP2, ZP3, and ZP4 glycoproteins and ZP3/ZP4 
complex shows sperm-binding activity. Therefore, we speculated that sperm recognition 
mechanisms are similar between pigs and cows. In this project, we found that in cows 
N-terminal region of ZP3 and C-terminal region of ZP4 were involved in sperm-binding 
activity.  On the other hand, in pigs C-terminal region of ZP3 and N-terminal region of 
ZP4 were involved in the binding activity.  This difference in sperm-binding sites 
suggests difference in supramolecular structures between pig and bovine egg coats. This 
hypothesis is to be investigated. 
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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
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パク質が網目状構造を形成した一種の細胞
外マトリクスである。哺乳類の受精時に精子
は卵管内で卵子透明帯に種選択的に結合し，
透明帯を貫通する過程で先体反応を完了し
た精子は卵細胞に侵入し受精が成立する。受
精成立後は透明帯の構造変化（透明帯反応）
により多精を防ぐ。 

1980 年代に Wassarman グループが，マウス
の精子は透明帯糖タンパク質 ZP3 の O結合型
糖鎖の非還元末端α-ガラクトース残基に結
合する，と報告して以来，精子と透明帯の相
互認識機構の研究が盛んになった。マウスの
精子リガンドとしては異論も続出し，O 結合
型糖鎖のβ-N-アセチルグルコサミン説とα
-フコース説，N 結合型糖鎖のα-マンノース
説などが提出された（糖鎖説）。その後の糖
転移酵素遺伝子のノックアウトマウスの受
精実験および質量分析によるマウス透明帯
糖タンパク質糖鎖群の構造解析は Wassarman
グループの主張した精子認識部位を支持し
なかった。一方，2003 年に 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決着
はついていない。 
我々は大量に透明帯糖タンパク質が得ら

れるブタとウシを対象に選び，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。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。このようにブタおよび
ウシでは糖鎖が精子認識の主体であると考
えられる。 
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
類全部から成るのに対し，ブタおよびウシは
ZP2,ZP3,ZP4 の 3種類，マウスは ZP1,ZP2,ZP3
の 3 種類から成る。各成分の一次構造は動物
種間でよく保存されている。マウスでは ZP3
が単独で精子結合活性を示す。これに対し
我々は，ブタとウシ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こ
とをあきらかにした。このことから，ブタと
ウシにはマウスで唱えられた糖鎖説および
超分子構造説の両方が当てはまる，と我々は
考えている。つまり，ブタとウシでは糖鎖が
精子認識には必須であるものの，糖鎖が活性
を示すためには ZP3 と ZP4 のタンパク質骨格
間の相互作用による複合体形成が必要であ
る。しかし，透明帯の各成分がどのように相

互作用し精子結合活性を有する複合体を形
成するのかはわかっていない。4 種類の成分
には約 260 アミノ酸残基からなる ZP ドメイ
ンが共通に存在し成分間の相互作用に関わ
っていると予想されている。ZP ドメインを持
つタンパク質は他にも続々と発見されてい
る。ショウジョウバエでは 18 種類，線虫で
は 40 種類ものタンパク質が ZP ドメインを持
つ。高等動物では受精以外に聴覚，味覚，嗅
覚，免疫抑制等に関わるタンパク質に ZP ド
メインが存在する。ZP ドメインの三次構造の
解明はこれら ZP ドメインタンパク質の構造
機能解明に貢献する重要な課題であるが研
究開始当初においては成功したグループは
なかった。 

 
２．研究の目的 

(1)精子認識機構の解明  
我々は，ブタ透明帯の精子リガンドとウシ

透明帯の精子リガンドの糖鎖構造が異なる
ことをあきらかにし，このことが精子認識の
種選択性の分子基盤であると考えている。β
-ガラクトース依存的に透明帯に結合するブ
タ精子タンパク質およびα-マンノース依存
的に透明帯に結合するウシ精子タンパク質
を同定し，糖鎖結合特異性や精子での局在性
などの特性付けをすることにより糖鎖説の
検証を進める。 
糖鎖の活性発現には ZP3/ZP4 複合体の形成

が必要であることがわかっている。ZP3/ZP4
複合体のどの糖鎖が精子認識に関わってい
るのか，また精子結合能を有する複合体を形
成するためにはどの領域が必要なのかをあ
きらかにし，超分子構造説の具体的イメージ
を得る。 
(2)ZP ドメインの三次構造 

ZP ドメイン全長は重合能を有し結晶化に
は不向きである。卵巣からの精製が可能なブ
タ ZP3,ZP4 については天然糖タンパク質のサ
ブドメインを作製する。精製できないブタ
ZP2 ならびにウシ各成分については組換えタ
ンパク質を用いる。それぞれ結晶化条件検討
を行い，X 線結晶構造解析による三次構造解
明を目指す。 

 

３．研究の方法 
(1)「ウシ ZP3/ZP4 複合体の精子結合部位」
①ウシ ZP3，ZP4 の組換え糖タンパク質の発
現 

ウシZP3並びにZP4をコードするcDNAを各

鋳型として，PCRにより各N結合型糖鎖付加部

位のAsnからAspへの変異，N末端領域あるい

はC末端領域の欠失変異を導入した。目的の

プラスミドが得られたことは塩基配列決定

により確認した。各組換えバキュロウイルス

を作製しSf9細胞に感染させ48時間培養する

ことにより目的組換えタンパク質を培地に



 

 

分泌させた。ZP3/ZP4複合体を発現させる場

合は，両者のウイルスを共感染させた。N末

端に付加したベクター由来のヒスチジンタ

グを利用し，メタルキレートアフィニティー

カラムを用いて各組換えタンパク質を部分

精製した。 

②ZP3とZP4との間の相互作用検出 

例えばZP4にはN末端にヒスチジンタグで

はなく代わりにFLAGタグを付加させ，メタル

キレートアフィニティーレジンでプルダウ

ンし，FLAGタグの付加したZP4がヒスチジン

タグの付加したZP3と共沈するかどうかで相

互作用の有無を判定した。 

③ZP3/ZP4の精子結合能検出 

可溶化透明帯をプラスチックプレートに

吸着させておき，各組換えタンパク質と前培

養した精子をウェルに入れ反応させた。各ウ

ェルへの精子結合数をカウントし，精子の透

明帯結合に対する各組換えタンパク質の阻

害効果を調べた。 

(2) 「ブタ ZP3/ZP4 複合体の精子結合部位」 
天然の透明帯をブタ卵巣から単離し， 

5 mM Tris/HCl (pH 7.0)中，70℃で 30 分間 
可溶化した。可溶化透明帯を 2M 尿素存在下
リシルエンドぺプチダーゼ消化し，消化産物
を Superdex 200 ゲルろ過カラムにかけた。
主なピークを SDSポリアクリルアミドゲル電
気泳動で分析するとともに上記の阻害活性
測定にかけた。阻害活性を示すピークについ
てエドマン分解により N末端部分配列を決定
した。 
(3)「精子 ADAM の透明帯結合解析」 
ブタ ADAM2のペプチドに対する特異抗体を

作製した。ブタ射出精子を 1% CHAPS で可溶
化し，コンカナバリン Aカラムにかけた。結
合画分を DEAE カラム，ゲルろ過カラムにか
け ADAM2の溶出位置を上記抗体により検出し
た。 
マウス ADAM3 の細胞外ドメイン，ZP2 なら

びに ZP3 の成熟部分の Sf9 細胞発現系を作製
した。上記と同じく一方にはヒスチジンタグ
を他方には FLAG タグを付加させ，メタルキ
レートアフィニティーレジンを使いヒスチ
ジンタグの付加した方の組換えタンパク質
をプルダウンした。 

(4)「ZPドメインの結晶化条件検討」 

ウシ ZP4 については，PCR により目的の
cDNA 断片を得，pBACgus6 ベクターに接続し
塩基配列を確認した。組換えバキュロウイル
スを作製し，Sf9 細胞に感染させ 48 時間培養
することにより組換えタンパク質を培地に
分泌させた。ヒスチジンタグを用いて部分精
製し，Superdex 200 ゲルろ過により凝集度を
調べた。モノマーなどメインのピークを回収
した。ブタ ZP3 の ZP ドメイン後半フラグメ
ントについては，次のように精製した。可溶

化透明帯をエンドβガラクトシダーゼ消化
し，逆相 HPLC により ZP3 を精製した。ZP3 を
臭化シアン処理した後，逆相 HPLC により ZP
ドメイン後半部を単離し，さらにSuperdex 75
ゲルろ過により精製した。 
各精製タンパク質を限外濾過で濃縮し，シ

ッティングドロップ法での結晶化条件検討
に供した。 
(5)「ジスルフィド結合パターン」 
ブタ ZP3 および ZP4 の成熟型ポリペプチド

を Sf9 細胞で発現させヒスチジンタグを用い
て部分精製した。リシルエンドペプチダーゼ
消化断片を逆相 HPLC で分離し，天然 ZP3 お
よび ZP4 の分離パターンと比較し，ZP ドメイ
ン C末端部フラグメントの溶出位置を予想し
た。エドマン分解で各ピークの部分アミノ酸
配列を決定した。リシルエンドぺプチダーゼ
の消化部位と Cys残基の配置からジスルフィ
ド結合パターンの組換えタンパク質と天然
タンパク質との間での異同を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)「ウシ ZP3/ZP4 複合体の精子結合部位」 
ウシ ZP3，ZP4 の各 N 結合型糖鎖付加部位

変異体やサブドメインをバキュロウイルス
-Sf9 細胞系で発現させ，相互作用の有無と精
子結合活性を調べた。その結果，ZP4 の ZP ド
メイン前半部は ZP3 と相互作用したものの精
子結合活性は低かった。それに対し，ZP4 の
ZPドメイン後半部はZP3との相互作用が弱い
ものの，調べた ZP4 サブドメインの中では最
も強い精子結合活性を示した。ZP4 の ZP ドメ
イン後半部には N結合型糖鎖付加部位が 1ヵ
所存在するが，この糖鎖の関与については今
後の課題である。ZP3 の ZP ドメイン前半部と
ZP4 は相互作用し精子結合活性を示した。ZP3
の ZP ドメイン後半部と ZP4 は相互作用した
ものの精子結合活性は弱かった。よって，ZP3
の ZPドメイン前半部と ZP4 の ZPドメイン後
半部とからなる複合体が精子結合部位を形
成する可能性が考えられた。 

ZP3の ZPドメイン前半部にはN結合型糖鎖
付加部位が 2 カ所存在する。N 末端から 1 番
目の付加部位を変異させた場合，ZP4 との複
合体の形成と精子結合活性は両方とも全く
影響を受けなかった。それに対し，N 末端か
ら 2 番目の付加部位を変異させた場合，ZP4
との相互作用は全く影響を受けなかったが，
精子結合活性は有意に低下した。ブタの場合
ZP4 の N 結合型糖鎖が精子結合に関与するこ
とを以前にあきらかにしている。よって，ウ
シとブタとでは N結合型糖鎖が精子結合に関
与するものの，主に関与する糖鎖はウシでは
ZP3 のもの，ブタでは ZP4 のものである可能
性が考えられた。 

ZP3のZPドメイン内ヒンジ部について種々
の欠失変異体を作製したところ O結合型糖鎖



 

 

付加部位を含む領域の欠失で ZP4 との相互作
用が失われるとともに精子結合活性も失わ
れた。よって，O 結合型糖鎖も精子結合へ関
与する可能性は否定されず，今後は，欠失で
はなく糖鎖付加部位の変異により O結合型糖
鎖の精子結合への関与を調べる必要がある。  
(2)「ブタ ZP3/ZP4 複合体の精子結合部位」 
ブタ ZP3/ZP4 複合体については組換え体作

製は進まなかったが，天然の透明帯をリシル
エンドペプチダーゼ消化し，産物をゲルろ過
クロマトグラフィーで分画したところ，ZP4
の N 末端領域と ZP3 の C末端領域を含む分画
が精子結合活性を示した。よってブタではこ
れらの領域が精子結合部位であることが示
唆された。今後，組換え体による機能部位同
定も進める必要がある。 
(3)「精子 ADAM の透明帯結合解析」 
ブタ精子 ADAM2が透明帯結合因子の一つで

あるという報告に基づき，結合機構の解明を
目指した。特異抗体を作製しブタ精子からの
部分精製法を見出した。ゲルろ過での溶出位
置から高分子複合体を形成していることが
示唆された。部分精製した ADAM2 は透明帯と
の結合機構の解明に利用できると期待され
る。 

ADAM3 ノックアウトマウスの精子が透明帯
に結合できないという報告に基づき，マウス
ADAM3 とマウス ZP2，ZP3 とを Sf9 細胞で発現
させ相互作用を調べた。その結果，ADAM3 は
ZP2 とは相互作用を示したが ZP3 とはほとん
ど相互作用しなかった。このことから，ADAM3
は先体反応後の精子と透明帯との相互作用
に係わる可能性が示唆された。 

(4)「ZPドメインの結晶化条件検討」 

ウシ ZP4 のトレフォイルドメイン及び ZP
ドメインの領域を Sf9細胞で発現させたとこ
ろ，モノマーであった。結晶化条件検討の結
果，結晶は得られたが分解能は 10 数Åであ
り構造決定には至らなかった。凝集性を下げ
るためにウシ ZP4 前駆体を Sf9 細胞で発現さ
せ結晶化条件検討を行ったがタンパク質性
結晶はまだ得られていない。ブタ ZP3 の ZP
ドメイン後半部はダイマーであった。結晶化
条件検討を開始したが結晶はまだ得られて
いない。 
(5)「ジスルフィド結合パターン」 
組換えブタ ZP3 および ZP4 の ZP ドメイン

後半部についてジスルフィド結合パターン
を解析した。その結果，天然ブタ ZP3 および
ZP4 と同じであることがわかった。このこと
から ZP3 と ZP4 とが複合体を形成することに
よりジスルフィド結合パターンが変化する
可能性は低いと考えられた。 
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