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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の卵細胞は、卵膜や透明帯と呼ばれる膜に覆われている。卵膜は ZP 糖タンパク質
と呼ばれる 3~5 種類のタンパク質から構成されているが、卵膜は精子が卵と出会い結合するための足場となり、卵と
の融合に向けて精子を活性化するなど、受精において重要な役割を果たしている。私達はニワトリの卵膜を研究対象と
しており、ZP 糖タンパク質の中でも精子との反応に大きく関わる ZP3 分子の立体構造の解明に貢献するとともに、ZP
3 分子上の精子結合領域を解明した。また、ニワトリ卵膜には性質の少しづつ異なる ZP3 が複数存在するが、その違
いが ZP3 分子に結合した糖の違いによるものであることを解明した。

研究成果の概要（英文）：Vertetbrate egg cell is covered with a proteinous membrane called egg coat or zona
 pellucida.  The egg coat being composed of 3-5 classes of ZP glycoproteins play important roles in fertil
ization to accept and activate sperm followed by the successful fusion with egg.  We are studying on chick
en egg coat and contributed to solve 3D structure of one of the ZP glycoproteins, ZP3, which is involved i
n the egg-sperm recognition.  Furthermore,  we revealed the sperm binding site on the ZP3 molecule using r
ecombinant proteins based on the structural information of ZP3.  In addition, we revealed that the isoform
s of chicken ZP3 possess different types of sugar chains each other.
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１．研究開始当初の背景 
 
 卵細胞表面を覆う非コラーゲン性の細胞
外マトリックスである卵膜 (egg coat, egg 
envelope, zona pellucida) は、脊椎動物の受
精において重要な生理機能を担っている 
[Dean, Bioessays 26, 29-38 (2004), Jovine et 
al., Annu. Rev. Biochem. 74, 83-114 (2005)]。
まず、精子が卵と結合する際に、卵膜は精
子頭部表面に存在が示唆されている未同定
の受容体分子群と種特異的に相互作用して
精子を活性化する。活性化された精子は先
体胞 (acrosome) から acrosin などの加水
分解酵素群を分泌して  (精子先体反応 , 
acrosome reaction) 卵膜を分解しながら、卵
細胞の細胞膜に達して卵細胞と融合する。
卵膜はまた、1 個の卵細胞に 2 個以上の精
子が侵入すること (多精子受精) を防ぐ機
能も担っており、その他にも正常な初期発
生において重要な役割をもつと考えられて
いる。以上のように脊椎動物の初期発生に
おいて最初に通過しなければならない重要
な関門である卵・精子相互作用は、卵膜を
構成する ZP 糖タンパク質によって仲介
されることが示唆されている。研究開始当
初には、2008 年に卵膜構成糖タンパク質の 
3 次元構造の一部が解明された [Monné et 
al., Nature 456, 653-657 (2008)] ことにより、
卵膜と精子表面受容体の相互作用を分子レ
ベルで研究する基盤がととのいつつあった。 
 
２．研究の目的 
 
 脊椎動物の卵・精子相互作用の分子メカ
ニズムを解明し、そこから得られる知識を
応用して、家畜や家禽の受精率や生産性の
向上、有用品種の作出技術の開発、希少動
物の系統維持や害鳥獣の駆除に貢献するこ
とを目指す。また本研究は、未知の部分が
多い脊椎動物の卵・精子相互作用の研究か
ら得られる知識を、将来の医療やバイオ産
業に応用することも視野に入れている。 
 以上の構想を実現するために、本研究で
は、授精の第一段階である卵・精子相互作
用 (結合と活性化) に直接関与していると
考えられる卵膜構成糖タンパク質の構造と
機能の解析、および卵膜形成機構の解明を
目標とした。具体的には、鳥類 (ニワトリ) 
の卵・精子相互作用に関して、卵膜構成糖
タンパク質分子 (ZP1, ZP3, ZPD) に存在す
る精子活性化に必要な因子・構造の特定、
卵母細胞表面で重合して卵膜を形成する 
ZP 糖タンパク質群について、分子間相互
作用と重合に関与するドメイン・部位の同
定、および卵膜形成時のプロセッシングと
分子間ジスルフィド結合による ZP1 2 量
体の形成機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 

(1) ZP3 の O-結合型糖鎖が精子との相互
作用に重要であるかどうかを確認するため、
哺乳類細胞発現系を用いて作製された O-
結合型糖鎖をもつ組換え ZP3 またはもた
ない 組換え ZP3 をニワトリ精子とインキ
ュベートし、共焦点レーザー顕微鏡下で免
疫蛍光顕微鏡観察して比較した。 
 
(2) 大腸菌発現系を用い、ニワトリ卵膜構
成糖タンパク質 ZP1, ZP3 および ZPD に
ついて、分子内の各機能ドメインあるいは
構造ドメインごとに組換えタンパク質を作
製した。各組換えタンパク質を精製後、そ
れらを抗原としてマウスを免疫し、各卵膜
構成糖タンパク質に対するドメイン特異抗
血清を作製した。本研究助成期間終了後の
平成 26 年度以降の研究では、これらの組
換えタンパク質や抗体をプローブとして用
い、 far-Western blot 解析  や  pull-down 
assay などの実験手法により卵膜構成糖タ
ンパク質各ドメイン間の相互作用解析を行
う予定である。 
 
(3) 本応募者がこれまでの研究で報告した
卵膜形成前の ZP1 (産卵鶏血清中に存在) 
と ZP3 の間の相互作用および ZP3 との
相互作用時における  ZP1 の  2 量体化 
[Okumura et al., Biol. Reprod. 76, 9-18, (2007), 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 364, 
682-688, (2007)] に関連して、血清中に存在
する ZP1 では 2 量体化が抑えられてい
る原因を解明するため、産卵鶏血清に含ま
れる ZP1 を液相等電点電気泳動によって
分画し、ZP1 の分画パターンおよび ZP1 
と共に分画されるタンパク質の有無を解析
した。本研究助成期間終了後の平成 26 年
度以降の研究では、分画された血清中の 
ZP1 に対して詳細な質量分析を行い、卵膜
に組込まれた後の ZP1 と解析結果を比較
する予定である。 
 
(4) ニワトリ ZP3 には等電点の異なる少
なくとも 9 種類の異性体が存在する。それ
らを二次元電気泳動によって分離し、lectin 
blot 解析を行うことによって、ZP3 の糖鎖
構造を推定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 本研究代表者は 2006 年から 2008 年
にかけて、博士研究員としてスウェーデン
のカロリンスカ研究所に在籍した (受入研
究者: Luca Jovine 博士)。本研究代表者はそ
こでニワトリ ZP3 の構造生物学的研究に
深く携わり、ZP 糖タンパク質分子の全長
にわたる立体構造の世界初となる解明に大
きく貢献した。研究代表者は現在の所属機
関  (名城大学農学部 ) に赴任した後も 
Jovine 博士および名古屋大学大学院生命
農学研究科の松田 幹 教授らと共同研究を



継続し、本研究助成期間の 1 年目である 
2010 年には、上述のようにニワトリ精子を 
Jovine 博士の研究室で作製された組換え
ZP3 とインキュベートした後で免疫蛍光
染色し、共焦点レーザースキャン顕微鏡下
で解析することによって、O-結合型糖鎖が 
ZP3 の精子との相互作用に深く関与して
いることを示した。研究成果は、2010 年 10 
月 29 日発行の Cell に掲載された。[Han*, 
Monné*, Okumura* et al. (*: equally 
contributed), Cell 143, 404-415 (2010)] 
 
(2) ニワトリ卵膜に対して等電点/非還元
SDS-PAGE の二次元電気泳動を行うと、
ZP3 は分子量がほぼ一定で等電点が 
5.5-6.5 にわたる複数のスポットとして観
察されることが報告されていた [Okumura 
et al., Biochem. J. 384, 191-199, (2004)]。本研
究代表者はニワトリ卵膜に対して改めて二
次元電気泳動を行い、より鮮明に ZP3 の
スポットを観察することに成功した。その
結果、ZP3 には等電点の異なる少なくとも 
9 個の異性体の存在することが確認された。
さらに、二次元電気泳動によって分離され
た ZP3 のスポットに対して、異なる構造
の糖鎖に特異的に結合する複数のレクチン
を用いた lectin-blot 解析を行ったところ、
9 個の ZP3 異性体は、用いたレクチンに
対してそれぞれ異なる反応性を示した。ニ
ワトリ は ZP3 遺伝子を 2 コピーしかも
たないことを考慮すると、二次元電気泳動
で分離された少なくとも 9 個の ZP3 異
性体は、それぞれ異なる構造の糖鎖を有し
ていることが示唆された。研究成果は、2012 
年  7 月  7 日発行の  Biochemical and 
Biophysical Research Communications に掲
載された。[Okumura et al., Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 424, 586-592 (2012)] 
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