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1．はじめに

動物細胞がバイオリアクターによる大量培養に適さない理由に、細胞の接着依存性と細胞膜の脆弱性
が挙げられます。本研究では、鳥類の卵子の外側を被う細胞外マトリクス、卵黄膜の構成成分である
ZPタンパク群が卵子表面で繊維状に変化する分子機構を解明・応用し、動物細胞の表面を人為的に卵
黄膜タンパクでコーティングすることを目指しています。これによって細胞の接着依存性や細胞膜の脆
弱性の問題を解決し、動物細胞の大量培養を可能にする新規培養方法を開発に繋げようと考えています。
ニワトリやウズラのような家禽の卵子は、細胞としてはもちろんのこと、他の動物の卵子と比較しても
巨大な細胞ですが、その細胞膜は、厚さ約2nmと他の細胞の細胞膜と同等です。この巨大な細胞が排卵
時に破裂しないで維持される理由は、細胞膜の周囲を頑丈な卵黄膜と呼ばれる細胞外マトリクスが被っ
ているからです。また、卵黄膜は単に卵子の細胞膜に機械的な強度を与えるだけでなく、各種細胞接着
因子、細胞増殖因子等、細胞の生育および増殖に重要な因子を含んでいることも報告されており、鳥類
の卵黄膜は上述の問題を解決するための新しい動物細胞培養用担体として利用可能であると期待し、本
研究を着想するに至りました。

2．鳥類の卵黄膜の構成成分

これまでのニワトリ、ウズラ、七面鳥、ホロホロ鳥などの家禽の卵黄膜を対象にした研究により、卵
黄膜が糖タンパク質を主成分とする細胞外マトリクスであることが分かりました。これらの糖タンパク
質は、哺乳類の類似した構造である透明帯（英語ではZona Pellucida, ZP）にも相同なタンパク質が含ま
れるということから、ZP1, ZP2, ZP3, ZP4そしてZPDと名付けられています（図1）。私はこれらのタン
パク質をコードする遺伝子をクローニングし、卵子が成熟してくる過程で、これらの遺伝子の発現がど
のように変化するのかを調べました。その結果、これらのZPタンパクは、同じようなパターンで発現
してくるのではなく、卵子が成熟してくる過程で順序だって作られ、卵黄膜を構築することがわかりま
した。具体的には、ZP2およびZP4は未成熟な段階で、ZP1、ZP3およびZPDは比較的成熟した時点で作
られることが分かりました。また、遺伝子の発現とタンパク質の合成が同調していることを確認する為
に、これらのタンパク質に対するポリクローナル抗体を作製し、実験に使用しました。その結果、ZPタ
ンパクの卵黄膜への蓄積も遺伝子発現と同様に順序だって起こることが明らかになり、ZPタンパクの遺
伝子発現およびタンパク質の蓄積が卵子の発育とともに巧みに制御されていることが分かりました。
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3．ZPタンパク同士の相互作用

卵黄膜の構成成分の一つZP3を含む溶液と、もう一つの構成成分であるZP1を含む溶液とを混合し、
免疫沈降法という方法で、ZP1を沈澱させると、その沈澱にはZP1だけでなく、ZP3も含まれていること
がわかりました。ZP3を沈澱させた場合には同様にZP1が沈澱に検出されますし、片方の成分だけでは
このようなことは起きないことから、ZP3はZP1と結合することがわかりました。また、血液中から精
製したZP1を、ジゴキシゲニンという物質で化学標識し、これをウズラの静脈内に投与すると、ジゴキ
シゲニンで標識されたZP1が卵黄膜に検出されるようになります（図2）。しかし、卵黄膜から精製した
ZP1を同様に処理しても、同じZP1であるにも関わらず、卵黄膜には検出されませんでした。このこと
から、ZP1は血流を介して卵巣に運ばれ、卵黄膜に取り込まれますが、卵黄膜に取り込まれるとその性
質が変化するということです。つまり、ZP1とZP3はお互いに相互作用して結合して卵黄膜を形成しま
すが、その過程でZP1の性質が変化し、この変化が血液中で可溶性タンパクとして溶けていたZP1がな
ぜ不溶性の卵黄膜の成分となるのかの謎を解く鍵となるものと考えています。現在、卵黄膜に取り込ま
れる前後のZP1の構造を詳細に比較しているところです。
一方、未成熟な段階ですでに発現しているZP2遺伝子をチャイニーズハムスターの卵巣由来細胞株に

導入し、そのZP2導入細胞をZP3を添加した培養液で培養しました。その後、細胞を固定し、細胞に取
り込まれたZP3を蛍光染色しました。その結果、何も発現させていない対照の細胞には蛍光は観察され
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図1 日本ウズラの卵黄膜タンパク

図2 ジゴキシゲン標識ZP1の卵黄膜への取り込み
（左が血清由来、右が卵黄膜由来のZP1を投与した結果）
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ませんが、ZP2を発現させた細胞にはZP3が取り込まれ、細胞表面にZP3の蛍光が観察されるようになり
ました（図3）。このことは、ZP3はZP1だけでなく、ZP2とも相互作用できることを示しています。

3．今後の研究展開

これまでの研究で、卵黄膜の構成成分であるZPタンパク遺伝子群のクローニング、その遺伝子の発
現パターン、そしてZPタンパク同士の相互作用について解析を行ってきました。特に、構成成分であ
るZP1、ZP2およびZP3の相互作用と発現のパターンから考察すると、未成熟な卵子にはZP2が発現して
おり、そこにZP3が結合・ZP1と相互作用することによって卵黄膜の主要な骨格が形成されるのではな
いかということが見えてきました。ZP2が卵黄膜形成の初期段階で重要な役割を果たすことは想像に難
くないのですが、ではそのZP2の発現をその上流で支配している因子は何なのか？ZP4、ZPDといった
他の成分との関係は？など、まだまだ解決しなければならない問題が山積しています。
この研究は、まだ緒に付いたばかりで解決の糸口を探り当てたに過ぎません。今後も研究を継続し、

鋭意努力して行きたいと思っています。
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図3 ZP2遺伝子導入細胞へのZP3の取り込み
（左が何も導入していない細胞、右がZP2を導入した細胞の染色結果）
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