
はじめに

子どもは授かりもので受精は神秘な現象というのが一

般的な考え方であるが，その神秘のベールをはがすため

に遺伝子改変マウスを使った研究がたくさん行われるよ

うになった．ヒトとマウスでは受精の細かいメカニズム

に差があるかもしれないが，哺乳類の精子は一般的に射

精された状態では受精能を有しておらず，雌性生殖路内

に入ってから生理化学的な変化である capacitationと呼

ばれる変化を起こすことは共通の仕組みである．また受

精直前には acrosome reaction（先体反応）と呼ばれる

先体部分の膜構造に大きな変化を起こす必要があること

などは，ウニなど哺乳類以外の精子にも共通する現象で

ある．この総説では，遺伝子改変マウスを用いてはじめ

て見えてきた受精の分子生物学的メカニズムについて述

べる．

精子と卵丘細胞の相互作用

卵巣から放出される成熟卵は，卵丘細胞の層に包まれ

ており，精子は卵子に出会う前に卵丘細胞層を通過する

必要がある．卵丘細胞層がないほうが精子は卵子に近づ

きやすくなるが，体外受精の系に入れると卵丘細胞に包

まれた卵子のほうが受精しやすくなっている．これは，

卵丘細胞から放出される因子などが精子の機能を活性化

している可能性を示している．最近，卵丘細胞には自然

免疫に重要な Toll Like Receptor : TLRが発現しており，

精子が卵丘細胞層の細胞外マトリクス（ECM）に存在

するヒアルロン酸を分解すると，TLRに認識されて卵

丘細胞から Il６，Ccl４，Ccl５などのケモカインが放出さ

れ，これを受けた精子は自身の蛋白質のリン酸化を起こ

し受精能を獲得する［３］と報告されている．また卵丘

細胞には prostaglandinE２（PGE２）のレセプター（Ptger２）

も発現しており，このレセプターを欠損させると雌に不

妊傾向が現れることがわかっている．卵丘細胞からは先

述のケモカイン以外にも CCL２，CCL７，や CCL９などの

サイトカインが分泌されているが，Ptger２は PGE２を

介してサイトカインの分泌を調整しているようである．

卵丘細胞に包まれた卵子（cumulus oocyte complex:

COC）には精子を誘引する働きがあるが，この走化性

は CCL７だけでも再現することが示されている．PGE２

は卵丘細胞からのケモカイン量を抑制するように働いて

いるために，Ptger２を欠損させるとノックアウトマウ

スの卵丘細胞から大量のケモカインがでるようになり，

それがインテグリンを介しながら卵丘細胞の ECMを固

くして精子の侵入が阻害される結果，メスの妊孕性が低

下することがわかった［４］．この他に卵丘細胞から分

泌される因子としてはプロゲステロンが知られており，

精子は核移行型のものとは異なるプロゲステロンレセプ

ターを介して先体反応（acrosome reaction）を誘発す

ることなどが報告されている［５］．

透明帯の糖鎖と精子結合

精子は卵丘細胞層を通過したのちに，卵子の透明帯に

到達する．精子と透明帯との結合には種特異性があるが，

精子は透明帯の糖鎖を認識して結合するといわれてい

る．たとえばαガラクトース，GlcNAc，フコース，マ

ンノースあるいは Lewis―X型フコース残基などの糖を

加えると，精子の透明帯への結合は阻害を受けることが

報告されている．ところがαガラクトシル残基の存在

部位を免疫電顕で見てみると，αガラクトシル残基は透

明帯の内側部にしか存在しないことが示された．すなわ

ち精子は透明帯に結合するとき，αガラクトシル残基を

認識することができないことが示された．さらにαガ

ラクトシルトランスフェラーゼを欠損させ透明帯にα

ガラクトシル基をもたないはずの卵子にも精子は結合し

受精することから，αガラクトースを介した相互認識は

ないことがわかった．また Lewis―X型フコース残基は

透明帯上にみつからなかったので，添加による阻害は認

められるものの実際の相互作用に働いていないと考えら
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れた［６］．精子と卵子の相互作用を検討するときに，in

vitroの系に何かを加えて影響をみるという手法は，必

ずしも真のファクターを探索する方法としては適してい

ないことを示している．

精子上の透明帯結合因子

精子は未受精卵の透明帯に結合するが，受精すると卵

子の表面顆粒から酵素が放出されて透明帯成分の ZP２

が分解されるために透明帯に結合できなくなる［７］．

この事実は，透明帯に対する精子の結合能力が受精に大

切であることを暗示するものである．

精子上に存在する透明帯結合因子としては，アクロシ

ンや PH―２０などたくさんの蛋白質が報告されている［８―

１９］が，ここではごく一部のみを紹介する．

β１，４―GalTaseは，そのなかでもよく研究されてきた

因子である．β１，４―GalTaseは精子の頭部に存在してい

るが局在部位は精子が成熟するにつれて変化し，精巣内

で赤道部にまで広がっていたものが精巣上体では先体部

分に限局するようになる．β１，４―GalTaseは膜貫通ドメ

インをもたないが膜蛋白質のように膜表面に存在すると

考えられている［２０］．β１，４―GalTaseの活性部位は精

巣上体から分泌される糖蛋白質により覆い隠されている

が，精子が受精能を獲得（capacitation）する間にこの

分子が精子から遊離してβ１，４―GalTaseが活性型となり

卵子と結合可能な状態になる［２１］．β１，４―GalTaseは

透明帯の成分である ZP３上にある O―link型の糖鎖に結

合して galactoseを転移させるというデータも報告され

ている［２２］．この他にもβ１，４―GalTaseは，ZP３に結

合すると凝集して pertussis toxin感受性のヘテロ３量

体の G蛋白［２３］やボルテージ非依存性のカチオンチャ

ンネル［２４］にシグナルを伝え細胞内 Caや pHの上昇

を引き起こしそれが先体反応の引き金を引くものと報告

されていた．

遺伝子改変動物の導入

β１，４―GalTaseが真の透明帯結合因子であれば ES細

胞を用いて相同遺伝子組換えを用い，β１，４―GalTase遺

伝子を欠損させたマウスを作製すると，その精子は透明

帯に結合できなくなるはずである．しかしながら，１９９７

年に２つの研究室からβ１，４―GalTaseを欠損したマウス

が報告されたが，いずれの精子も受精可能であった［２５，

２６］．これは，それまでに生化学的な研究で積み上げら

図１ 精子の挙動に影響するさまざまな因子．精子は卵子に出会うまでに多くの関門を通過する必要があ
る．マウスの場合は輸卵管に入るときに選別が起こっている可能性がある［１］．そして膨大部に移
行して卵丘細胞層や透明帯とさまざまな因子を介しながら相互認識をし（本文参照）卵子と出会い，
融合が起こる［２］．本総説では主に透明帯との結合部分に焦点をあててこれまでの流れを紹介する．
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れてきた GalTaseの働きに関する知見が生体内の実際の

受精時にはほとんど働いていないことを示している．

Shurらは，精子には透明帯と結合する別の蛋白質 SED

１があるために GalTaseをノックアウトした雄が不妊に

ならなかったと考え，さらに SED１のノックアウトマウ

スも作製されたが，再び不妊にはならなかった［１８］．

Shurらは別の遺伝子による代償作用が働いたためであ

ると推論しているが，GalTaseと SED１の両遺伝子を欠

損したマウスによる検証は行われていない．β１，４―Gal-

Tase以外にも透明帯への結合に関与していることが示

唆されている候補蛋白質（アクロシン［２７］，PKDREJ，

CD４６，Crisp１［２８］，PH―２０など）がノックアウトされ

たが，いずれも目立ったフェノタイプは現れておらず，

生化学的な手法により発見された透明帯結合因子候補は

総くずれになった．

透明帯の糖鎖は重要か？

透明帯は主に ZP１から ZP４の４種類の糖蛋白質で構

成されており（ZP４は微量でありその生理的意義につい

ては不明な点が残されている［２９，３０］），ZP２と ZP３

がヘテロダイマーを形成し，そのところどころで，ZP１

がこれらを架橋するような形で透明帯の基本的な構造は

形成されていると考えられている．しかし ZP１のノッ

クアウトマウスが作製されたものの ZP１がなくても透

明帯ができあがったので，ZP１による架橋だけで透明帯

が構成されているとは考えにくい．また，ZP１がなくて

も受精は起こることから，ZP１は受精に必須の因子では

ないことが証明された．これとは別に，透明帯を可溶化

したあと分画し，ZP１や ZP２可溶化成分を加えたとき

には精子と透明帯の結合は阻害されないが ZP３の可溶

化物は結合阻害活性があることが示されたので，精子が

透明帯へ結合するときはおもに ZP３を認識しているの

ではないかと報告された［３１］．その後 ZP３を pronase

で分解しても阻害活性が残ることから，精子と卵子の結

合に関与する本体は蛋白質ではなくて糖鎖であると推察

されてきた［３２］．一方，ZP３のノックアウトマウスも

作製されているが，この場合は透明帯そのものができな

くなるため ZP３が精子の結合に必要なものかどうかを

判定することはできなかった［３３］．そこで ZP３をもた

ないマウスに対して６７％ものアミノ酸配列が相同である

と判明しているヒトの ZP３を発現させたところ，マウ

ス ZP１と ZP２とヒトの ZP３からなるハイブリッド透明

帯が形成された．この卵子に対してヒトの精子を添加し

てもヒト精子はまったく結合できず，マウス精子だけが

結合・通過できることがわかった［３４］．またハムスター

の ZP３をトランスジーンとして発現させたマウスの卵

子からハムスターの ZP３を精製してマウス精子に加え

たところ，先体反応も引き起こす効果がある他，透明帯

への結合がブロックされた［３５］と報告されている．こ

れらの結果を考え合わせても，やはり透明帯への結合に

は糖鎖が重要な役割を果たしているものと考えられた．

糖鎖の重要性に関する分子生物学的解釈

先述のようにαガラクトース，GlcNAc，フコース，

マンノースあるいは Lewis―X型フコース残基など単純

な糖についてはその関与は否定されているが，骨格とし

ての糖鎖は必要な可能性は残る．透明帯に存在するどの

ような糖鎖が受精に必要なのであろうか．Stanleyらは

N―glycanに Galや GlcNacを付加して基本骨格を作りだ

すmannoside acetylglucosaminyltransferase （Mgat１）

を卵子特異的に欠損させても受精は正常に起こることか

ら N―glycanは精子との相互認識に必須ではないことを

示した［３６］．しかしこれまでの研究では O―グリカンが

大切であるといわれている．O―グリカンにはコア１か

ら４までのタイプがあるが，コア２を作るのに必要な N―

acetylglucosaminyltransferase L（C２GnT―L）という酵素

がある．そこでこの酵素を欠損させて，コア２の O―グ

リカンが結合していない透明帯をもつマウスが作製され

たが，このマウスでは普通に受精が起こることが確認さ

れた［３７］．コア３とコア４型のものは ZP１とか ZP３

の上にはみつかっていない．ということで最後に残され

た可能性は唯一，コア１グリカンということになる．と

ころがコア１グリカンを作るもとになる GalNacTaseは

遺伝子が重複しているため，ノックアウトの対象として

は不適であった．そこでコアグリカン１合成の次段階に

働く T―synという酵素を欠損させたマウスが作製され

た．その結果，コア１グリカンをもたない卵子でも十分

受精できることが示された［３６］．T―synをノックアウ

トしたときに別の酵素が代償的に働いて糖鎖ができたわ

けではないことは，この透明帯に対して，さまざまなレ

クチンが結合しなくなることから明らかであった．さら

に Nグリカンが Oグリカンの代わりに代償的に働いた

のではないことは，Nグリカン合成を阻害するMgat１

との交配によりダブル欠損マウスを作製することで確か

められている．これだけの証拠が積み上がったので，こ

れまでの多数の論文の示すところとは異なり，ZP３の糖

鎖は精子との結合に関与していないと考えるのが妥当

で，透明帯糖鎖認識説はほぼ崩壊したと考えられる．し
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かしながら最近になっても昆虫の細胞にバキュロウイル

スベクターで蛋白質を発現させて作製した ZP３には先

体反応を誘発する活性があるが，糖鎖をつけることがで

きない大腸菌に作らせた ZP３にはこういう作用はなく，

さらにバキュロウイルスの系で作り，先体反応を引き起

こすことがわかっている試料から科学的に脱糖鎖させた

ものでは活性がなくなるということが報告されている

［３８］．これらは互いに相反する結果であるが，筆者らは

これまでの例から類推して透明帯における糖鎖の重要性

についての真相はすでに明白であると考えている．

何が結合を担うのか？

糖鎖の必須性には大きな疑問符が付けられた．それで

は ZP１～ZP３以外の因子が精子との結合に関与している

可能性は示されているのであろうか？ 残念ながら現在

のところ透明帯構成因子は主に ZP１～３とみなされてい

るだけで，新規の因子が存在する直接的な証拠は何も報

告されていない．

遺伝子改変動物を用いて精子・卵子の相互認識がうま

くいかなくなったために不妊になる例は，われわれの作

製したカルメジンノックアウトの系がはじめてである．

カルメジンは精巣内特異的シャペロンであり精子から受

精能力が失われるのは，カルメジンにより折りたたみを

受ける透明帯結合因子の機能が損なわれたためと考えら

れる．

その因子の候補として，ADAM１と ADAM２のヘテロ

ダイマーであるファーティリンが考えられた．Adam１

には aと bの２種類があり［３９］，精巣内でのみ存在す

る精巣型ファーティリン（ADAM１a/２）と精子型ファー

ティリン（ADAM１b/２）である［４０］．Adam２遺伝子を欠

損させると精巣型，精子型のいずれのファーティリンも

消失し精子が透明帯に結合できなくなる［４１］．Adam１b

をノックアウトすると精子型ファーティリンだけが欠損

するが，このときには不妊の表現型が現れない［４２］が

Adam１aをノックアウトして精巣型ファーティリンを欠

損させると，精子型ファーティリンが存在するにもかか

わらず，雄は不妊になる［１４］．すなわち，もともと精

子にみつかった精子型ファーティリンは受精に必須では

なく，精巣にしか存在しない，精巣型ファーティリンが

精子の透明帯結合能の付与に必要であることがわかった

が透明帯結合因子候補からファーティリンが脱落した．

Adam１aをノックアウトしたマウスの精子を調べたとこ

ろ，精子から ADAM３が消失していることがみつけられ

た［１４］．さらにアンギオテンシン変換酵素（ACE）を

欠損させたマウスも透明帯に結合できなくなる［１５］が，

この精子を調べると ADAM３が膜の一定の部分で大幅に

減少していることがわかった［４３］．もちろん，ADAM３

を欠損させたマウスでも同様に透明帯への結合は阻害さ

れて不妊になる．これらの因子の関係をまとめると，シャ

ペロンであるカルメジンを消失させると Adam１aの

フォールディングがおかしくなり［４４］，その結果精巣

型ファーティリンが消失し，それが精子から ADAM３を

消失させるという図式が得られた［４３］．

おわりに

calmegin，ACE，Adam１a，Adam２，Adam３などの遺伝

子はいずれもノックアウトすると精子が透明帯に結合で

きなくなるが，驚いたことにこれらはすべて精子が輸卵

管内に移行できないというフェノタイプも共有している

［４６］．すなわち透明帯への結合と輸卵管内への移行は，

常に車の両輪のような関係になっている．輸卵管内へ

精子が移行するときには，精子と子宮・輸卵管結合部

（uterotubal junction ; UTJ）の表層に対する結合性が必

図２ 透明帯との結合に関与する遺伝子群とそれらの関係．お互いの相
互作用が明らかになっており，ADAM３がもっとも透明帯との結
合に近い因子であると推定されている．しかし，本文では触れな
かったが最近 ADAM３を欠損させると ADAM４や ADAM６も精子
から消失することが報告された［４５］ため，透明帯との結合およ
び輸卵管内への移行に最終的に関わっている因子が何であるのか
はさらに検討を要することになった．
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要なのかもしれない．精子が認識する透明帯上の因子は

卵子に特異的なものではなく，UTJ部分にも存在するよ

り普遍性の高い因子である可能性が高い．受精の分子生

物学は遺伝子操作動物抜きには考えられず，今後もいろ

いろな遺伝子欠損マウスが作製され驚くようなフェノタ

イプが報告されると思われ，この分野はますます面白く

なってくるものと予想される．
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