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研究成果の概要（和文）： 
受精成立には、卵を取り囲む保護膜内糖鎖と精子との適切な相互作用が必要である。アフリカ
ツメガエル卵保護膜に存在するダイカルシンは、保護膜を構成する糖蛋白質に結合し保護膜内
糖鎖分布を変化させることで、in vitro 受精を阻害することが分かった。また、マウスダイカ
ルシンが卵管内卵・卵丘細胞複合体の卵丘細胞膜上に存在し、用量依存的に in vitro 受精を阻
害することが分かった。以上より、ダイカルシンは、カエルおよびマウスにおいて精子-卵保護
膜相互作用を調節し、受精成立に関与することが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Fertilization comprises oligosaccharide-mediated sperm-egg interactions, beginning with 
sperm-recognition of egg-coating extracellular envelope. We identified a novel mediator of fertilization, 
dicalcin, in the egg envelope of Xenopus laevis. Inactivation of native dicalcin by specific antibody 
increased the fertilization rate, while addition of dicalcin inhibits fertilization as well as 
sperm-recognition. Dicalcin binds to a constitutive glycoprotein of the egg envelope, inducing its 
conformational change, and simultaneously affects the structure of the envelope. We also identified the 
mouse counterpart of Xenopus dicalcin, and found that mouse dicalcin, present in the cumulus cells of 
cumulus-oocyte complex, also inhibits in vitro fertilization. Thus, dicalcin regulates sperm-egg 
interaction during fertilization both in frogs and mice. 
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１．研究開始当初の背景 
受精のプロセスは、卵を取り囲む細胞外の保
護膜（アフリカツメガエルでは vitelline 
envelope(VE)、ヒト、マウスなどでは透明帯

（ZP））に精子が結合することから始まる。
生化学的アプローチにより、保護膜 ZP 蛋白
質の糖鎖を介した精子と卵の相互作用の重
要性が示唆され、相互作用に必要な糖鎖構造
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が精力的に解析されてきた。また、遺伝学的
アプローチにおいても、ZP3 欠損マウスを用
いて ZP 蛋白質の糖鎖が受精の種特異性を制
御することが示唆され、受精成立に保護膜内
糖鎖が関与することはコンセンサスを得て
いる。しかしながら、どのような保護膜糖鎖
がどのように精子に働くかについては未だ
不明な部分が多く、新しい知見が期待されて
いる。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、アフリカツメガエル卵保護膜
に新規蛋白質 dicalcin(ダイカルシン)を見出
していた。予備的実験により、過剰量のダイ
カルシンが卵保護膜に存在すると受精は成
立しないことを示唆する結果を得ており、卵
保護膜内ダイカルシンが恒常的に受精成立
を阻害している可能性がある。このように内
因性蛋白質が用量依存的に受精成立を制御
する例は知られておらず、ダイカルシンの機
能解明は生殖科学に多大に貢献すると考え
られる。また、マウスダイカルシンの存在を
示唆する結果も得ており、過剰量存在下にお
いて機能受精効率が低下することを示唆す
る結果を得ている。そこで、本研究ではツメ
ガエルおよびマウスにおいてダイカルシン
の糖鎖を介した受精阻害作用の分子機構を
解析し広く脊椎動物の受精の分子メカニズ
ムの解明に資することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 受精プロセスの解析 
①未受精卵への精子結合実験 
ツメガエル未受精卵を用い、in vitro 受精実
験を行った。ツメガエル未受精卵のゼリー層
を除いた後、組換えダイカルシンまたは抗ダ
イカルシン抗体をあらかじめ反応させた後、
精子と反応させた。未受精卵を固定し核染色
した後、卵保護膜の精子核染色強度を共焦点
顕微鏡にて定量した。同時に、保護膜に結合
している精子核数を目視にて計測した。 
②in vitro 卵保護膜貫通実験 
精子の保護膜貫通能を解析するために、in 
vitro penetration アッセイを開発した。こ
のアッセイでは、ツメガエル未受精卵から卵
保護膜糖蛋白質フィラメントを抽出し、ダイ
カルシンを添加した後、ポリエステルメッシ
ュ上に置いた。この卵保護糖蛋白質レイヤー
上に精子を静置し、一定時間後にメッシュを
通過した精子の数を計測した。 
③in vitro 受精実験 
ツメガエル未受精卵を用い、in vitro 受精実
験を行った。ツメガエル未受精卵に組換えダ
イカルシンまたは抗ダイカルシン抗体をあ
らかじめ反応させ媒精した後、分裂した卵の
比率を受精率とした。 
 

(2)卵保護膜の糖鎖解析 
①レクチン染色 
ツメガエル未受精卵保護膜に組換えダイカ
ルシンまたはコントロールとして BSAをあら
かじめ反応させた後、蛍光標識レクチン
(RCAI)を反応後、共焦点顕微鏡にて解析した。 
②卵保護膜フィラメント蛋白質の蛍光標識 
ツメガエル未受精卵保護膜に組換えダイカ
ルシンまたはコントロールとして BSAをあら
かじめ反応させた後、Cy5 と反応させ卵保護
膜を in vivo 標識した。卵保護膜糖蛋白質フ
ィラメントを抽出し電機泳動後、蛍光スキャ
ナータイプ画像解析装置により保護膜糖蛋
白質の蛍光強度を解析した。 
 
(3) マウスダイカルシンホモローグの解析 
①マウスダイカルシンの免疫染色 
卵巣および卵管切片を作製し、マウスダイカ
ルシンホモローグ抗体と反応させ共焦点顕
微鏡にて解析した。 
②in vitro 受精実験 
マウス卵・卵丘細胞複合体を排卵後卵管から
採取し、組換えマウスダイカルシンまたは抗
マウスダイカルシン抗体をあらかじめ反応
させ媒精した後、分裂した卵の比率を受精率
とした。 
 
４．研究成果 
(1)ツメガエル未受精卵を用いた in vitro 精
子結合実験により、外因性ダイカルシンは用
量依存的に精子の卵保護膜への結合を阻害
した。また、in vitro penetration アッセ
イを開発し、ダイカルシンが精子の卵保護膜
貫通能に影響を及ぼすかについて解析した
ところ、外因性ダイカルシンが保護膜レイヤ
ーに存在すると、精子の保護膜貫通能が低下
した。したがって、ダイカルシンは精子の卵
保護膜への結合および精子先体反応を阻害
することが示唆された。 
 
(2)未受精卵を用いた in vitro 受精実験によ
り、外因性ダイカルシンは用量依存的に in 
vitro 受精を阻害し、さらに特異的抗体によ
り内因性ダイカルシンを中和不活化すると
受精効率が正常に比べて顕著に増加した。し
たがって、卵保護膜内ダイカルシンが恒常的
に受精成立を阻害している可能性が示唆さ
れた。 
 
(3)卵保護膜は数種の糖蛋白質が会合したフ
ィラメントから構成される。その中で gp41
と gp37 の蛋白質部分にツメガエルダイカル
シンが結合することが明らかになった。また、
ツメガエルダイカルシンが gp41 に結合する
ことにより、gp41 は RCAI(ヒマ豆レクチン)
との結合能が増強することが分かった。 
 



(4)未受精卵において、卵保護膜内糖鎖分布
を RCAI の染色性により解析したところ、ダ
イカルシンが存在すると、保護膜 RCAI 染色
性が増強した。また、卵保護膜が蛍光標識さ
れるレベルを解析したところ、ダイカルシン
が存在すると、保護膜の標識レベルが増加し
た。したがって、ダイカルシンは、gp41 に結
合することで保護膜フィラメントの高次構
造を変化させ、保護膜内糖鎖分布に影響を及
ぼすことが示唆された。 
 
(5)マウスダイカルシン抗体を用いた免疫染
色実験において、マウスダイカルシンホモロ
ーグが卵管内の卵・卵丘細胞複合体において、
卵丘細胞膜上に存在することが明らかとな
った。 
 
(6)マウス卵・卵丘細胞複合体を用いin vitro
受精実験を行ったところ、マウスダイカルシ
ンは用量依存的に in vitro 受精を阻害した。
したがって、マウスダイカルシンは、卵・卵
丘細胞複合体の卵丘細胞を介し受精阻害作
用を持つ可能性が示唆された。 
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