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研究成果の概要（和文）：受精における糖鎖の重要性は多数の報告があるが、遺伝子改変動物の解析結果から受精の成
立には必ずしも必須ではない場合があることが例証されるなど、現在、糖鎖が関わる受精の分子機構の再評価が課題で
ある。その課題解決のために、我々は糖鎖が集積してタンパク質や脂質とともに形成する分子複合体「細胞膜マイクロ
ドメイン」に着目して研究を行った。本研究では、精子マイクロドメインに局在し糖鎖に富むGPI-アンカー分子が、こ
れまで見出されていたウニと哺乳類以外にも、鳥類、両生類にも存在することを明らかにした。また、これらの分子が
糖鎖を介して細胞内Caイオン調節に関わることを証明した。

研究成果の概要（英文）：Many studies using glycan-related probes have reported the importance of glycan 
chains in fertilization. However, glycan-related gene-modified studies have told that glycans are not 
always essential for a successful fertilization. It is thus a currently important subject to re-evaluate 
molecular mechanisms for glycan-involved events at fertilization. To solve the subject, we focused on the 
"membrane microdomain" that is molecular complex of proteins and lipids with highly concentrated glycans 
on plasma membrane. In this study, we demonstrated the followings: (1) Glycan-enriched GPI-anchor peptide 
on the sperm membrane microdomains ubiquitously occurs not only in sea urchin and pig, but also avians 
and amphibians that have never been shown to contain such GPI-anchored molecules before; (2) These 
glycans are involved in sperm motility through regulating the intracellular calcium ion concentration in 
sperm.

研究分野： 糖鎖生物学

キーワード： 糖鎖　受精　精子　生理活性　蛋白質　カルシウム調節　受精能獲得　GPIアンカー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 受精は、配偶子の形成・成熟、結合・融合
を経て発生開始までの多段階過程である。あ
らゆる細胞の表面は、糖タンパク質や糖脂質
に結合する糖鎖によって構成されるグリコ
カリックスと呼ばれる層で覆われている。と
りわけ配偶子細胞表面の糖鎖は、受精におけ
る精子と卵の相互作用を媒介するなど、その
機能的重要性が報告されている。その多くの
研究は、細胞表面の糖鎖あるいは糖鎖認識分
子に特異的な抗体を用いて、その受精に及ぼ
す効果を調べることで証明されてきた。しか
し近年、これらの分子のノックアウトマウス
を解析することによって、これらが受精の成
立には必須ではないことを証明した。また、
主として遺伝子改変動物の解析から、受精機
構に関する新しい知見を報告し、受精のタン
パク質による分子機構の理解を大きく進展
させた。しかし一方で、遺伝子改変と表現型
の間に存在するブラックボックスに関わる
次のような疑問を残すことになった。つまり、
そもそも遺伝子改変の結果から必須ではな
いと結論された分子の特異抗体がどうして
受精阻害を起こしたのか？また、受精の成立
に関わる分子装置は複数あり、そのなかの一
つの分子装置の機能的欠陥だけでは致命傷
にならなかった可能性はないのか？また、種
の存続に関わる分子装置は生息環境、地球環
境の変化に対応するべくあらゆる準備を行
っていると考えられ、通常の条件下では作動
しなくても、異常 pH や浸透圧下では作動す
る可能性はないのか？である。これらの疑問
に解答を与えるためには、我々は、一遺伝子
産物の改変の効果を研究することに加えて、
その遺伝子産物と相互作用して形成される
分子集合体に着目してその理解を深める必
要があり、特に糖鎖を含む分子集合体の機能
解明には、糖鎖が顕著に集積してタンパク質
や脂質と複合体を形成している分子集合体
である生体膜マイクロドメインに着目し、そ
れが分子装置としてどのように作動するの
かを解明することが重要であると考えるに
至った。 
 近年、生体膜から細胞内へのシグナル伝達
が生体膜マイクロドメイン（脂質ラフトなど
とも呼称；以下、マイクロドメインと呼ぶ）
を介して起こることが解明されてきた｡その
分子基盤は、シグナル伝達分子の存在にある
が、一方、マイクロドメインは糖鎖が集積す
る膜ドメインでもある。マイクロドメインへ
の糖脂質や GPI-アンカー糖タンパク質の集
積はよく知られており、マイクロドメインは、
糖脂質や糖タンパク質由来の糖鎖を介して
細胞接着やレクチンとの相互作用が起こる
部位でもある。我々は、この糖鎖集積ドメイ
ンとしてのマイクロドメインにいち早く着
目し、ウニの精子マイクロドメインが糖鎖を
介して卵膜と相互作用することを世界で初
めて報告した（Kitajima, Gordon Research 
Conference on Fertilization and the Activation of 

Development, 1999 年 7 月講演；受精の生物学
研究者が集まる国際会議において、精子マイ
クロドメインの調製とその性質に関する世
界初の報告をした; Ohta et al, 1999; Ohta et al, 
2000; Maehashi et al, 2003）。その過程で、我々
は精子マイクロドメインには、糖鎖が分子の
90%以上を占め、糖鎖の大きさによって多分
散性を示す GPI-アンカー糖タンパク質の存
在を見出し、フラジェラシアリンと命名した
（ Miyata et al, 2004; Miyata et al, 2006; 
Kanazawa et al, unpublished results）。さらに、
我々はフラジェラシアリンに特異的なモノ
クローナル抗体を調製してその効果を調べ
た結果、精子内のCaイオン濃度を上昇させ、
精子の運動を制止させることから、この分子
が精子内 Ca イオン濃度の制御分子であるこ
とを明らかにした（Miyata et al, 2004; Miyata 
et al, 2006）。精子の細胞内 Ca イオン濃度の生
理学的重要性を鑑み、我々は、フラジェラシ
アリンの存在をブタ精子中にも検索した。そ
の結果、フラジェラシアリンとは構造上の相
同性はないものの、マイクロドメインに局在
し、糖鎖に富む GPI-アンカータンパク質で、
精子内 Ca イオン濃度の制御に関わる分子と
して WGA-gp を見いだすことに成功した
（Kasekarn et al, 2012）。そしてごく最近、我々
は WGA-gp の cDNA 塩基配列を決定し、この
分子が CD52 であることをつきとめた。ブタ
CD52 の報告は初めてであり、成熟タンパク
質は 10 アミノ酸残基、N-型糖鎖が 1 本と O-
型糖鎖が 2 本からなり、糖鎖が分子のほぼ全
体を占める構造をもち（投稿準備中）、糖鎖
を細胞表面に提示するために発現している
分子であった。 
 我々のこれまでに得た研究成果の新規性
と重要性は、第 1 に、哺乳類以外にも CD52
と相同な分子が存在することを示唆した点
である。したがって、哺乳類以外の生物にお
いても相同機能をもつ GPI-アンカー糖タン
パク質の存在が推定される。第 2 に、CD52
が精子における Ca イオン調節機能をもつと
いう全く新しい発見をした点である。この特
徴が CD52 の本来の生物学的機能の解明につ
ながると考えられる。一方、糖鎖を提示する
GPI-アンカー糖ペプチドである CD52 がどの
ように Ca イオン調節するのかの分子機構は
謎に包まれている。 
 
２．研究の目的 

本研究は、精子マイクロドメインに局在し高
度に糖鎖修飾された GPI-アンカータンパク
質の普遍的存在と、そのカルシウムイオン調
節機構を解明することを目的とする。具体的
には、以下の研究内容を遂行する。 

(1) 精子マイクロドメイン GPI-アンカータン
パク質が哺乳類とウニ以外の生物種に普遍
的に存在して、細胞内カルシウム濃度制御に
関わることを証明することである。その上で、
CD52 や フ ラ ジ ェ ラ シ ア リ ン を 含 み
Gapglycan と総称することを提唱する。



Gapglycan には GPI- アンカーペプチド
（GPI-anchored peptide）で糖鎖（glycan）に
富む特徴をもつ分子という意味である。 

(2) Gapglycan によるカルシウムイオン調節機
構の解明であり、特にマイクロドメイン分子
集合体の役割に着目する。また、CD52 がリ
ンパ球にも存在する事実も考慮して、適宜、
血球系の CD52 にも着目する。 

 
３．研究の方法 

(1) Gapglycan の哺乳類とウニ以外の生物種に
おける普遍的存在の証明: 

① Gapglycan の相同性検索による探索 
 Gapglycan が広く動物種に存在することを
証明するために、動物種として脊椎動物（鳥
類ニワトリ、両生類アフリカツメガエル、魚
類メダカ、ゼブラフィッシュ）および無脊椎
動物（ナメクジウオ、ホヤ、ヒトデなど）に
つ い て 調 査 し た 。 ま ず 、 哺 乳 類
Gapglycan/CD52 の既知の cDNA 塩基配列と
タンパク質のアミノ酸配列をもとにデータ
ベース検索した。哺乳類 Gapglycan/CD52 の
成熟タンパク質部分の構造を比較すると、ブ
タCD52が10アミノ酸残基からなる塩基性ペ
プチド、ヒトとマウスでは 12 アミノ酸残基
からなるそれぞれ酸性および塩基性ペプチ
ドであり、構造的相同性は全く見出されない。
また抗体の交叉性も見られない。CD52 とし
て同定される根拠は、成熟タンパク質には存
在しないシグナルペプチド（25 アミノ酸残
基）および GPI-アンカーシグナル配列部分
（32 アミノ酸残基）の相同性が哺乳類間で高
いことにある。そこで、これら両シグナル配
列を手がかりに、脊椎動物からさかのぼって
検索を進めた。 

② Gapglycan の哺乳類 CD52 遺伝子のシンテ
ニーに基づく探索 

 哺乳類 CD52 遺伝子およびその近傍の遺伝
子群のゲノム上での並びは近縁の生物でも
保存されている（シンテニーが存在する）可
能性がある。哺乳類の CD52 遺伝子を含む領
域に基づいて、ニワトリとアフリカツメガエ
ルについてシンテニー解析を行った。 

③ Gapglycan の生化学的手法による探索 
 ウニ Gapglycan/フラジェラシアリンおよび
ブタ Gapglycan/CD52 に対する抗体は、すべ
て糖鎖部分を認識する抗体であった。マウス
やヒト CD52 に対する抗体もすべて糖鎖認識
抗体であることが報告されている。したがっ
て、抗体調製のためには、抗原として
Gapglycan を調製する必要がある。まず、種々
のレクチンおよび糖鎖に対する抗体を用い
て、動物精子から調製したマイクロドメイン
の免疫ブロッティングを行い、スメアな染色
性を示す分子を Gapglycan 候補とした。その
候補分子をブタ Gapglycan/CD52（Kasekarn, 
2012）の調整法に従って精製した。精製
Gapglycan でマウスを免疫し、最終的にモノ

クローナル抗体を調製した。ニワトリから調
製した GPI-アンカー分子は SpGP と命名した。
なお、ニワトリとウズラの試料は、名古屋大
学鳥類バイオサイエンス研究センターから
提供していただいた。アフリカツメガエルと
アカハライモリの精子の入手と生理学的研
究については、岩尾康宏先生（山口大学）か
ら助言いただいた。 

④ ニワトリ chCD52L の構造と性質 

 chCD52L の推定アミノ酸配列に基づいて、
ペプチド合成し、そのペプチドに対する抗体
を、ペプチドを KLH に結合させたものを免
疫源として目ウスを免疫した。調製した抗体
を抗-chCD52L と命名した。この抗体で精子
を処理した時のニワトリ精子および細胞内
Ca イオン濃度に対する効果を調べた。生物種
によって輸送や扱いに注意を要する場合に
は、生物種の専門家である研究協力者の研究
室に出向いて実験を行うなど助言を得て行
った。また、精子運動能を解析するために、
ブタ、ニワトリ精子を用いて、温度コントロ
ール下での顕微鏡観察の準備（備品購入）を
行って利用した。 

⑤ ニワトリ SpGP の構造と機能解析 

 ニワトリ精子から精製した SpGP の構造解
析を N-末端アミノ酸配列決定、の配列に基づ
く cDNAクローニングによって行った。また、
③で調製した抗体を用いて、精子の運動性と
カルシウム濃度変化に対する効果を調べた。 
 
(2) Gapglycan の細胞内 Ca イオン濃度調節機
構の解明 

①ブタ Gapglycan/CD52 と相互作用する Ca ポ
ンプ/チャンネルの探索 

 Gapglycan/CD52 の構造的特徴は、 (a) 
Gapglycan は GPI-アンカー分子であり細胞質
内との直接的連絡がないこと；(b) 成熟分子
のオリゴペプチドは、数個の糖鎖の担体とし
ての機能をもつと推定されること；(c) 成熟
分子上の糖鎖が機能を担うと考えられるが、
そ の 糖 鎖 構 造 は 生 物 種 特 異 的 か つ
Gapglycan/CD52 分子特異的であることであ
る。これらの事実から、マイクロドメインに
おいて、Gapglycan/CD52 の糖鎖が Ca ポンプ/
チャンネルと結合して機能調節する分子機
構、すなわち糖鎖-レクチン相互作用が想定さ
れる。 
 まず、ブタ Gapglycan/CD52 と相互作用す
る Ca ポンプ/チャンネルの同定を行った。ま
ず、精子に Fura-2 などの蛍光カルシウム指示
薬を取り込ませ、Gapglycan/CD52 特異的な抗
体を作用させて、細胞内 Ca イオン変動を確
認した。次に、そこに既知の Ca ポンプ/チャ
ンネル阻害剤の中から、その Ca イオン変動
をキャンセルする阻害剤を特定して、Ca ポン
プ/チャンネルの種類を特定した。 

②プロテオミクス解析による Gapglycan/ 
CD52 相互作用分子の同定 



 ブタ成熟精子からマイクロドメイン上に
あって CD52/Gapglycan と同居する分子をプ
ロテオミクス解析によって探索した。我々は、
アフィニティー精製法によって、ブタ
Gapglycan/CD52 が、MFGE8（透明帯 ZP 結合
分子）、ADAM2（ZP および子宮卵管接合部
への結合性をもち精子の卵管移動を制御）、
AQN-1（ブタ卵管結合能をもつレクチン活性
をもつ分子）と結合するという予備的結果を
得ている。この事実は、ブタ Gapglycan/CD52
が卵管および配偶子の相互作用の両者に関
わる可能性を示している。これらの分子の存
在の確認を行った。 
 
４．研究成果 

(1) Gapglycan の哺乳類とウニ以外の生物種に
おける普遍的存在の証明: 

① Gapglycan の相同性検索による探索 

 ウニ flagellasialin および哺乳類 CD52 の塩
基配列およびアミノ酸配列に基づくデータ
ーベース検索を行ったが、相同性ある分子は
見出せなかった。このデータベース検索にあ
たり、インフォーマティクスの専門家（連携
研究者：山口芳樹博士・理研チームリーダー）
の協力もお願いした。その協力に感謝する。 

② Gapglycan の哺乳類 CD52 遺伝子のシンテ
ニーに基づく探索 

 哺乳類と鳥類および両生類の近縁性に鑑
み、哺乳類 CD52 遺伝子およびその近傍のゲ
ノム領域がそのまま保存されている（シンテ
ニーが存在する）可能性が考えられたため、
ニワトリとアフリカツメガエルについて、シ
ンテニー解析を行った。その結果、いずれも
哺乳類の CD52 遺伝子の位置にひとつの未知
遺伝子が座乗していることが判明した。これ
らをそれぞれ chCD52L（ニワトリ CD52 様タ
ンパク質）および xCD52L（アフリカツメガ
エル CD52 様タンパク質）と命名した。名古
屋大学鳥類バイオサイエンス研究センター
の木下圭司博士および大森保成博士の助言
をいただいた。 

③ Gapglycan の生化学的探索 

 まず、Gapglycan の存在の可能性を、脊椎
動物（鳥類ニワトリ、両生類アフリカツメガ
エル、アカハライモリ）について生化学的方
法によって調査した。マイクロドメインを調
製して、それを種々のレクチンを用いたレク
チンブロット法によって解析して、マイクロ
ドメイン局在で糖鎖に富む構造をもつ分子
を Gapglycan 候補分子として見出すことがで
きた。 
 鳥類ニワトリについては、シアル酸特異的
レクチン MAM によって特徴的なスメア染色
が得られる分子として、chSpGPを見出した。
また、ウズラにおいても、⑤項で記述するよ
うに chSpGP の相当する分子の存在を示唆す
ることができた。 

④ ニワトリ chCD52L の構造と性質 

 上記 chCD52L については、さらに解析を続
けた。chCD52L の cDNA は、雄性生殖管から
クローニングすることができ、その塩基配列
とアミノ酸配列は、哺乳類 CD52 とはまった
く似ていなかった。しかし、GPI タンパク質
として発現することが推定され、その成熟タ
ンパク質が 12 アミノ酸残基から成ること、
推定糖鎖結合部位が少なくとも N-型糖鎖を
含む 3〜4 箇所存在する特徴は、哺乳類の
CD52 の特徴と一致している。推定アミノ酸
配列をペプチド合成して、そのペプチドに対
する抗体（anti-chCD52L）によってマウスを
免役して調製した。この抗体を用いて、マイ
クロドメイン画分を免疫染色すると 15-20 
kDa にスメアな成分が検出された。chCD52L
は mRNA だけでなく翻訳されて糖鎖修飾を
受けていると考えられる。Anti-chCD52L を用
いた組織免疫染色から、この分子は主として
精巣上体から精管にいたる上皮細胞で生合
成､分泌されて精子上に取り込まれることが
示唆された。chCD52L の機能解析を待たなけ
ればならないが、この分子は Gapglycan の範
疇にある分子であることが推定される。 
 これまでの結果から、少なくとも、脊椎動
物では哺乳類の他には、鳥類ニワトリとウズ
ラ、両生類カエルとイモリに、無脊椎動物で
は、棘皮動物ウニに候補分子の存在があると
言える。とくに、鳥類における chCD52L の発
見は、CD52 分子の進化の系譜を初めて構造
的に明らかにすることになり、基礎科学とし
て大きな進展をもたらすものと評価できる。 

⑤ ニワトリ SpGP の構造と機能解析 

 ニワトリ SpGP については、陰イオンおよ
び陽イオン交換クロマトグラフィーを用い
て精製を行い、18-22 kDa の範囲に広がるも
のの均一な分子として得ることができた。そ
の分子を免疫源としてマウスで特異的なモ
ノクローナル抗体の調製を行い、mAb.3G11
を得た。mAb.3G11 は SpGP に特異的かつ糖
鎖部分も認識する抗体であることがわかっ
た。精製 SpGP は Neu5Acα2-3Gal 配列を末端
にもつO型糖鎖で修飾されたGPIアンカータ
ンパク質であった。また、アミノ酸配列から
候補遺伝子が同定され（名称は未公表）、そ
れが既知遺伝子からの新規スプライシング
変異体であることが示された。また、
mAb.3G11 を用いた局在解析から、この分子
が主として精巣で生合成される分子である
ことが示唆された。 
 また、mAb.3G11 抗体による処理実験を行
い、精子細胞内Caイオン濃度を変化させて、
運動速度を低下させることが判明し、Ca 調節
を介して精子運動性に関わる分子であるこ
と が 示 唆 さ れ る 。 さ ら に ウ ズ ラ に も
mAb.3G11 反応性と相同遺伝子の存在が認め
られることから SpGP 様の分子が存在するこ
とが判明した。さらに、マウスについても、
雄性生殖管に既報の CD52 とは異なる局在を
示す Gapglycan 様分子がしかも大量に存在す
ることを見出したが、この分子は SpGP と類



似の分子である可能性がある。 
 以上、ニワトリとウズラにも見出されるこ
の既知遺伝子は、アミノ酸配列が脊椎動物お
よび無脊椎動物の種を超えて高い保存性が
あり、種によるアミノ酸配列の多様性を特徴
とする Gapglycan とは異なる範疇に分類され
る分子である可能性がある。 

(2) Gapglycan による細胞内 Ca イオン調節機
構と役割の解明: 

①ブタ Gapglycan/CD52 と相互作用する Ca ポ
ンプ/チャンネルの探索 

 ブタ精子を用いて Gapglycan と相互作用す
る Ca ポンプ/チャンネルの探索を Ca イオン
輸送体阻害剤によって行い、特定のポンプと
チャンネル種が関与することをつきとめた。
また、Gapglycan は受精能獲得後ではなく、
それ以前の精子において Ca 調節に関与する
ことが判明した。さらに、カルシウムイメー
ジング手法を用いて、一細胞レベルのカルシ
ウム変化をモニターする技術の導入を行い、
その観察に成功した。 

②プロテオミクス解析による Gapglycan/ 
CD52 相互作用分子の同定 

 プロテオミクス解析では、該当するイオン
チャネルまたはポンプの存在は見出せず、方
法を再検討する必要がある。一方、Gapglycan
とマイクロドメイン上で相互作用する分子
として、卵膜と相互作用する分子群が新たに
見出されたり、GPI アンカーを修飾する酵素
が見出されるなど興味深い結果が得られた。
今後、これらの直接的にイオン調節に関与し
ない分子が細胞内カルシウム制御に関わる
可能性を探る必要がある。 
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