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ニ ワ トリ卵 巣での卵成熟 に伴 う

卵黄膜 内層 タンパ ク質の変化

橋本 康代,木 戸 詔子

Changes in Proteins Forming the Vitelline Membrane Inner Layer 

       during the Ovum Maturation in the Hen Ovary

Yasuyo Hashimoto and Shoko Kido

  To clarify the formation of the vitelline membrane, we investigated changes in the proteins 

constituting the inner layer of the vitelline membrane during the ovum maturation in the hen ovary. 

The vitelline membranes were isolated from yellow yolk follicles at the different growth stages, 

identified as F1 to  F8, and their protein compositions were examined by SDS-PAGE in both the 

presence and the absence of reducing agent. One of the major glycoproteins found in the matured 

ovum, GP- I , appears to exist as monomer from the early stage of the yolk deposition (F1). The 

other glycoprotein, GP- II , appears as protomer of its precursor with higher molecular weight at 

slightly later stage (F3) and appears to be converted into the homodimeric form at later stages (F7 
----F8). Staining the gel for the carbohydrate moiety supports this notion. The GP- I fraction pre-

pared from the vitelline membrane of the completed eggs was separated into two components, GP-

Ia and GP- Ib, based on the pH dependence in their solubility. They have similar molecular 

weights but different elution volumes in cation-exchange chromatography. A similar but different 

heterogeneity in the GP- I fraction prepared from the follicle vitelline membrane was identified. 

These results indicate that proteins constituting the vitelline membrane, at least GP- I and GP- II , 

are processed to a great extent during the ovum maturation as well as after the ovulation.

 ニワ トリ卵の卵黄 を包む半透 明な卵黄膜(vitel-

line membrane)は,卵 黄 と卵 白を仕切る膜 として

の物理的な役割1-4)を 果たすだけでな く,胚 の発生

に重要 な栄養の運搬や受精の際の精子の認識5-8),

多受精防止9・10)など,生 理的に重要な役割を担 って

いる。 しか し,こ れ らの作用機構については不明な

部分が多 く,卵 黄膜タンパク質の詳細な合成過程に

ついてもわかっていない。

 放卵後の卵黄膜 は,形 態および成分の異なる二層

か らなる。卵黄に接す る卵黄膜 内層(内 層:inner

membrane)は 排卵前の卵巣で形成 され,卵 白に接

する卵黄膜外層(外 層:outer membrane)は 排卵

後に卵管最上部の漏斗部で形成され,両 者の間には

極めて薄い連続層(continuous membrane)が 存在
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している4・ll)。内層は太い繊維が三次元的網 目構造

を形成 しているのに対 し,外 層は微細な繊維が二次

元的格子構造を形成 し,そ れがさらに重層 した構造

を とり,厚 さは ともに約4μmで ある4,12)0

 内層は,4種 類 の糖 タンパ ク質(glycoproteins,

GP;GP-1,GP-11, GP¶, GP-N)か ら構成され

てお り,そ の約80%をGP-1(分 子量32 kDa)と

GP-]1(分 子量183 kDa)が 占め る。 この2種 類 の

タンパ ク質によ り内層構造の基本骨格が形成され,

イオン結合や疎水結合によ り内層繊維が構築 されて

いることが示唆 されてい る4・13-15)。内層主成分であ

るGP-1は,排 卵後の卵管 漏斗部 で特異的に プロ

セシングを受けて低分子化 されることが明らかにさ

れてい る16)0ま た,同 時に一 部の糖鎖 も欠落す るこ

とが示唆されてお り16),内層 の受精機能との関わ り

か らも興味深い。 ニワトリの受精は,卵 黄膜外層が
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形成される前の排卵直後の僅かな時間に起こると考

えられているが，詳しいことはわかっていない。受

精機構については高等動物のマウスでの研究が進ん

でいる17，18L マウスにはニワトリの内層に相当する

透明帯 (zonapellucida， ZP)が存在しニワトリの

外層に相当するものは存在しない。透明帯は， ZP-

1， ZP-2および ZP-3と称する 3種類の糖タンパク

質から構成されている。 ZP-3は精子レセプターで

あり， ZP-2は先体反応を起こした精子を透明帯に

保持し他の精子の結合を阻止する機能をもっとい

われている17，18L ニワトリの内層タンパク質の受精

に関わる機構は殆ど解明されていないが，マウスの

透明帯と同様に内層タンパク質のいずれかが受精に

関わる重要な役割をもっと考えられている16.19)。内

層と精子をインキュベーションすると内層に精子が

付着し，直径 9μmの孔が聞き精子が通過して受精

が起こる凡さらに興味深いことに，酸可溶性の内

層成分とインキュベーションした精子は内層には結

合しないとし、う報告からも7)，内層の酸可溶性タン

パク質は精子認識機能を有すると推察される。放卵

後の卵黄膜を Britton-Robinson' s緩衝溶液(以下，

BRBと略する)， pH 2に浸漬すると内層主成分の

GP-IIとGP-Iの一部が溶出し，残りの GP-1 は

BRB， pH 8で溶出する20)。この GP-1の不均一性

は，排卵前の卵成熟過程で生じるのか，排卵後に生

じるのか明らかでない。

産卵鶏の卵巣表皮には卵母細胞を包み込んでいる

卵胞 (follic1e)が存在し卵胞組織内に匪発生時の

栄養源となる卵黄成分を蓄積してし、く。産卵鶏の卵

巣では，休止段階にある多数の白色小卵胞のうち，

l個がある時期から急速に卵黄を蓄積し始める。直

径 5'"'"'6mm以下のものでは白色卵黄を蓄積し，直

径 10mm以上に成長すると黄色卵黄を蓄積し， 7 

'"'"' 12日間で直径 30'"'"'35mm，重量 17'"'"'23g程度の

最大卵胞に成熟すると排卵され卵管へ落下する。内

層タンパク質は卵胞の成長とともに卵胞頼粒細胞で

合成され，分泌されたタンパク質分子が会合して卵

黄周囲に付着すると考えられているが，白色卵胞に

は卵黄膜は存在しないといわれている214%

排卵前の成熟卵は，放卵後と同じ構造の内層で包

まれており，内層の外側は頼粒細胞，基底膜，さら

に厚い数層の卵胞膜からなる卵胞壁で包まれ，そし

て卵胞壁の外側は網状の結合組織の表皮で覆われて

いる。排卵は，卵胞組織のスチグマ (stigma，排卵

溝)の部分で開裂が起こり，卵は頼粒細胞との間で

分離され，卵黄膜内層に包まれた状態で、排卵され
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る24.25)。排卵後の卵は，卵管最上部の漏斗部に受け

取られ，この部分を通過する僅か15'"'"'20分間に卵黄

膜外層が形成される26~28)。その後，卵は卵管膨大

部へ移行して卵白が形成され，狭部では卵殻膜，子

宮(卵殻腺部)では卵殻が形成され，睦を通過した

後，総排世腔から放卵される。

上述のように卵黄膜内層は，排卵前の卵巣組織の

卵胞が成長して黄色卵胞になると形成され始める。

しかし排卵までの卵成熟過程において卵黄膜内層

タンパク質がどのように合成され，膜が構築されて

し、くのか，また GP-1の不均一性は卵成熟過程で

生じるのか，排卵後に生じるのか明らかにされてい

ない。そこで本研究では，排卵前の卵成熟過程の卵

胞から分離した卵黄膜(以下，卵胞卵黄膜)と卵管

に滞留中の卵から分離した卵黄膜(以下，卵管卵黄

膜)および放卵後の卵から分離した卵黄膜(以下，

放卵卵黄膜)を調製しそれらの内層構成タンパク

質を詳しく分析することにした。

実験方法

1.卵黄膜の分離

京都市内の養鶏場から産卵当日の新鮮卵を入手

し既報4.28)に従い， 0.8%食塩溶液 (40C)を用い

て卵黄膜を分離し，これを放卵卵黄膜とした。また，

排卵後の卵管膨大部上部に滞留している卵白のみに

包まれた卵黄を，放血直後の産卵鶏の卵管から摘出

し28)，上述と同様の方法で卵管卵黄膜を分離した。

一方，放血直後の産卵鶏の卵巣から摘出した卵胞

を大きさ別に区分し，以下に示す手順に従い，卵胞

卵黄膜を分離した。卵巣と卵胞を連結している卵胞

茎から卵胞を切断し，血管が分布している網状の結

合組織の卵胞表皮を取り除いた後， 10%食塩溶液 (4

。C)を入れたシャーレに移し，数回洗浄した。卵

胞壁の頂点部にピンセットの先を差し入れ， 1/2周

破膜して卵黄を押し出した後，付着している卵黄を

10%食塩溶液中でリンスして卵胞組織を得た。次に，

この組織に付着している食塩溶液をキムワイプを用

いて除去した後，蒸留水 (40C)中に 3分程度浸漬

した。卵黄膜の外側に付着している頼粒細胞が低張

溶液に浸漬することにより破裂し卵胞組織から剥

離してきた半透明の薄い卵黄膜内層を得た。これを

蒸留水でリンスし，卵胞から分離した卵黄膜内層と

した。

2.卵黄膜内層タンパク質の溶解性

卵胞卵黄膜および放卵卵黄膜を 0.2MBRB， pH 

2 "こ浸漬し，室温下でローテーターを用いて約15時
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間緩やかに振蓋した後，高速遠心 (40C，10，000 

rpm， 15分)を行ない，この上清を酸可溶画分とし

て分離した。さらに沈澱画分の膜を 0.2MBRB， 

pH2でリンスした後，O. 2 M BRB， pH 8を添加し，

室温下で約15時間緩やかに振還したものを高速遠心

にかけ，得られた上清を pH8可溶画分とした。た

だしこの画分を保存する場合には， pH2に調製

して冷蔵 (40C)保存した。

また， BRBの他に，難溶解性の生体膜タンパク

質を溶解するフェノール，ギ酸， リン酸， ピリジン

などの酸性溶液を同様に用いて，卵黄膜内層タンパ

ク質の溶解性を調べた。各溶液に対するタンパク質

の溶解度は，可溶画分と不溶画分を SDS 電気泳

動にかけて分析した。

3. SDSーポリアクリルアミド電気泳動

Laemm1iらの方法に従い29)，5 ~20%および 5

または30%グラジェントポリアクリルアミドゲ、ルを

用いて SDS-電気泳動を行ない，クマシーブリリ

アントブルー R-250(CBB)染色によりタンパク質

の検出を，また過ヨウ素酸ーシッフ (PAS)染色に

より糖の検出を行なった。酸化的条件下で泳動を行

なう場合は，試料調製用緩衝液にメルカプトエタ

ノールを添加せずに，他は Laemmliらの方法に従

った。電気泳動の試料は，タンパク質 5μgまたは

20μg相当量を目的に応じて用いた。タンパク質濃

度はLowry法30)により求めた。

4.イオン交換ク口マトゲラフィー

卵胞卵黄膜および放卵卵黄膜を 0.2MBRBにそ

れぞれ浸潰し，溶出した画分を試料として CMート

ヨパール 650Mのイオン交換体を用いてカラムク

ロマトグラフィ一(1.6 x 16. 0 cm)を行なった。

0.07MBRB， pH2で平衡化を行ない，タンパク質

濃度を 80μg/ml"こ調製した試料を吸着させた後，

BRBのイオン強度を 0.116M， 0.125 M， 0.25 M 

および 0.4Mに段階的に変化させ，流速 80ml/hr， 

分画容量4mlで溶出した。検出には 280nmのuv
モニターを用いた。

実験結果および考察

卵黄膜内層は，排卵前に形成され，放卵後の卵黄

膜内層と同じ構造をもっといわれている。しかし

排卵までの卵成熟過程で内層タンパク質がどのよう

に合成され，内層がどのように形成されていくのか，

また放卵後にみられる内層タンパク質 GP-1の不

均一性がどの過程で起こるのか不明である。そこ

で，排卵前の卵成熟中の卵胞卵黄膜，排卵後の卵管
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膨大部に滞留中の卵管卵黄膜および放卵後の放卵卵

黄膜を分離し，内層構成タンパク質を分析するとと

もに，内層の形成過程および放卵までの過程で起こ

る内層タンパク質の性状変化について調べた。

1.卵胞卵黄膜の分離

排卵前の卵を得るために 9羽の産卵鶏の卵巣から

卵胞を摘出した。図 1のAに示すように，卵は排

卵直前に急激に成長して成熟する。図 lのAの矢

印は，最大成熟卵胞を示す。卵胞には白色卵胞と黄

色卵胞の2種類が存在するが，卵黄膜内層が形成さ

れ始める黄色卵胞のみを分離した。大小種々の黄色

卵胞を卵胞茎から l個ずつ切断し卵胞の成長曲線

を参考にして図 lのBに示すように大きさ別に区

分した。図 1 の B に示すように排卵 7~8 日前の

黄色卵胞の最小卵胞を F]，排卵当日の最大卵胞を

Fsとして 8段階に区分した。さらに，区分した卵

胞の重量および直径(長径と短径)を測定しそれ

ぞれの平均値を表 1 に示した。また，排卵 7~8 日

前よりもさらに小さい白色卵胞を F。として示した

(図l， Bの Fo)。排卵前の約 1週間で，卵胞中に

卵黄が急激に蓄積されている。卵胞の卵黄は卵黄膜

内層に包み込まれており，その外側は，頼粒細胞，

基底膜および厚い数層の卵胞膜からなる卵胞壁で包

まれ，さらに卵胞壁は卵胞茎から発達した血管や神

経が伸張している表皮組織により覆われている。そ

こで， Kurokiらの方法31)を用いて卵胞卵黄膜を分

離した。図 1のCのlに示す卵胞表皮を除去し，

10%食塩溶液中で付着の血液などを洗浄した後，卵

胞壁を裂き，卵胞内に蓄積されている卵黄を押し出

した。これを10%食塩溶液中で卵胞壁に付着してい

る卵黄を完全にリンスし，付着の食塩溶液を除去し

た後，蒸留水 (40C)に3分間程度浸漬した。低張

溶液に浸漬することにより内層と基底膜の間にある

頼粒細胞が破裂し，卵胞壁(図1， Cの2)から自

然に剥離してきた卵胞卵黄膜を分離することができ

た(図1， Cの3)。卵胞壁は黄褐色をした弾力性

のある不透明な厚い膜であるのに対し，卵黄膜内層

は半透明の非常に薄い膜であり，外層が形成されて

いない卵黄膜は非常に弱く，膜洗浄中に切断されや

すいため，注意深く取り扱う必要があった。小さい

卵胞から分離した卵黄膜ほど弱く，破片化した状態

でしか採取できなかった。

2.卵成熟に伴う卵黄膜内層の構成タンパク質の分

析

卵胞 F]~Fs から分離した各卵黄膜および卵管卵

黄膜 (0]) と放卵卵黄膜 (02) を，タンパク質濃度
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図1 産卵鶏の卵巣とその卵胞試料の区分および卵胞卵黄膜内層の分離
A. 産卵鶏の卵巣。矢印は排卵前の最大卵胞を示す。
B. 産卵鶏の卵巣から摘出した卵胞の試料区分。卵胞 Foは白色卵胞， Fl~Fs は表 1 に示した排卵か
ら約 1週間前の成熟過程にある黄色卵胞を示す。
c. 最大卵胞 Fsからの卵胞卵黄膜の分離。写真 1は卵胞茎から発達した卵胞上皮組織を示す。この
組織は卵胞全体を覆っている弾力性のある網状の結合組織で，血管や神経が発達している。写真
2と3は，卵胞表皮組織(写真 1)を除去した後，卵胞の卵胞壁を破り，冷10%食塩溶液中で付
着の卵黄をリンスし，冷蒸留水に浸漬して頼粒細胞が破裂することにより分離した卵胞壁(写真

2 )と卵胞卵黄膜(写真3)を示す。卵胞壁は，黄褐色をした弾力性のある不透明の厚い膜であ
り，卵胞卵黄膜は半透明の非常に薄い膜である。

写真A，BおよびCの下部に示した線の長さはそれぞれ 2cmを表す。
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産卵鶏の卵巣から分離した卵胞試料*表 1

排卵までの
日数**

平均直径 (cm)
平均重量
(g) 

採取個数試料区分
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* 9羽の産卵鶏の卵巣から摘出した卵胞を用いた。
料卵胞の成長曲線から排卵までの日数を推定した。

らの方法29)に従い， 5 "-'20%グラジェントゲルを

用いて還元剤非存在下と存在下で SDS-電気泳動

を行なった(図 2，A とB)oCBB染色の結果，

GP-1 はF1から F2(排卵 5~8 日前)にかけて合

が約 lμg/μ!となるように， 1 % SDS溶液を添加
して室温下で約15時間激しく撹枠溶解し，高速遠心

して得られた上清を電気泳動の試料とした。各試料

のタンパク質 5μg相当量をアプライし， Laemmli 

PAS 
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減 ........1'> 
全半二3

B 
X1_"，  

F1 F2 F3 F4 Fs F6 F7 F8 01 

卵成熟過程に伴う卵胞卵黄膜の SDS-電気泳動パターン
卵胞 Fj'-"Fsから分離した卵黄膜を 1% SDS溶液を用いて溶解した試料を，還元剤非存在下 (A)お
よび存在下 (B)でSDS-電気泳動を行ない，タンパク質を CBB，糖を PASで染色した。 PAS染色
の F1"-'F3は染色され難かったため，ここでは省いた。 01とO2は，卵管卵黄膜と放卵卵黄膜の泳動
パターンである。 CBBとPAS染色のために，各タンパク質を 5μgと20μg相当量に調製し， 5 ~20 
%グラジェントポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行なった。 GP-llは還元剤存在下ではサ
ブ、ユニットに分離し分子量が 1/2の均一な単量体GP-II'になる13.15)0 CBB 染色のバンド 1~3 は

卵黄膜外層タンパク質の VMO・1，リゾチームおよびVMO・Eを示す。 X1とX2は GP-IIの前駆体と
思われる糖タンパク質を示す。

02 01 F8 F7 F6 Fs F4 02 

図2
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成され始め，内層成分として存在しており， F3 (排

卵 4~5 目前)から Fs (排卵当日)の成熟してい

く過程では，ほぼ同じ構成割合の GP-1が存在し

ていることを確認した。一方， GP-IIは F3(排卵 4

~5 日前)頃から明確に現われ， F3から Fs(排卵

当日)にかけて徐々に合成され，排卵直前までその

構成割合が増加していくことが明らかとなった。つ

まり，卵黄膜内層中の GP-1 は，卵成熟開始の初

期の排卵5"-'6日前から排卵4"-'5日前の聞に急激

に合成され，卵黄膜の構成タンパク質として存在す

るが， GP-IIは， GP-1が形成された後，排卵直前

まで徐々に合成され，内層が形成されていくことが

判明した。放卵後の卵黄膜内層は太い繊維構造をと

るが4)，卵巣で内層が形成される初期には GP-1し

か存在せず，前述のように膜構造は極めて不安定で

あるが， GP-IIが膜の構成成分として増加するに従

GP-II一一

GP-I-

VMO-I........_ 
VMO-II-
Lysozyme' 

VM S 1 

NaCI 
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ってその構造が安定することから，卵胞卵黄膜内層

の GP-IIは繊維の架橋的な役割を果たすものと推

察した。

次に，卵成熟過程の卵胞卵黄膜の構成タンパク質

と卵管卵黄膜(01)および放卵卵黄膜 (02)のタン

パク質を比較した。 GP-1 は，排卵後の卵管漏斗部

に滞留中にオピダクチン様のタンパク質分解酵素の

作用を受け， N末端から26残基目のアミノ酸から

なるペプチドが切断されることが報告されてい

る16L 図2のBに示すように GP-1の分子量は排

卵前の分子量よりも約10，000低分子化される(図

2， CBB， BのFsと01)0GP-1のN末端から26

残基日までのペプチドの分子量は約4，000に相当す

るので， GP-1のC末端側でも切断されている可能

性が推察されている16L

GP-1および GP-IIは約10%の糖を含む14，15)。そ

S 1 S 1 

pH 2 (BRB) pH 8 (BRB) 
図3 放卵卵黄膜から可溶化したタンパク質の SDS-電気泳動パターン
VMは，放卵卵黄膜を SDSで可溶化し， CBB染色を行ない検出したもので卵黄膜全タンパグ
質のパターンを示す。 NaClは，放卵後の精製卵黄膜を10%食塩溶液に 1時間浸漬することで
可溶化した外層タンパク質 (S)と不溶膜画分(I)を示す。 pH2 (BRB)は， O. 2 M BRB， pH 2 
に15時間浸漬することで可溶化した内層タンパク質 (S)と不溶膜画分(I)を示す。 pH8 (BRB) 
は， 0.2 M BRB， pH 2に浸漬した膜(1)をさらに 0.2M BRB， pH 8に浸漬することで可溶化
した内層タンパク質 (S)と不溶膜画分(1)を示す。いずれも 5"-'30%グラジェントポリアグリ
ルアミドゲルを用い，還元剤非存在下で行なった。
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こで，卵成熟に伴う卵黄膜内層の GP-1とGP-II

の糖鎖の変化を調べた。 CBB染色と同様に試料を

調製し，タンパク質 20μg相当量を用いて SDS-

電気泳動にかけ， PAS染色を行なった。卵胞卵黄

膜内層の FIから F3については GP-1とGP-IIの

含有量が少なく，糖の検出が困難であったため，こ

こでは F4，，-，F8について示した(図 2，PAS)o F4 

(排卵 3"-'4日前)から F8(排卵当日)の卵成熟過

程では CBB染色と同様の傾向を示し， GP-1の糖

染色強度には変化がみられず， GP-IIもCBB染色

と同様， F4から F8にかけてタンパク質の合成に伴

って，徐々に強く染色された。

さらに排卵前後の卵黄膜の PAS染色による糖の

比較を行なった。その結果， GP-IIでは殆ど変化が

みられなかったが， GP-1では排卵されると PAS

染色の反応が弱くなったことから，排卵後にはGP-

Iから糖鎖の一部が欠落していくことが推定される

(図 2，PASのF8と01)。排卵に伴い GP-1の精

子レセプターの認識部位である糖鎖が欠落するので

あれば，排卵後に起こるプロセシングは鳥類の多受

精防止の機能に関与していることになり，興味深い

結果である。

また，図2のCBBおよび PAS染色に示すよう

に， GP-1とGP-IIとは明らかに移動度の異なる未

知の糖タンパク質が検出されたので，これをX1と
X2として示した。 X1とX2は，卵胞 FIから F6に

かけて存在し，卵の成熟に伴い GP-IIの合成が進
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行するに従って消失した。 X1および X2の内層構

造における関わりについては不明であるが，GP-II 

および GP-II'より僅かに高分子の糖タンパグ質で

あり，上述のように GP-IIの形成により消失して

いくことから， GP-IIの前駆体物質である可能性が

高いと思われる。

3.卵黄膜内層タンパク質 GP-Iの不均一性

放卵卵黄膜を各種溶媒に浸漬すると，外層構成タ

ンパク質のうち塩基性タンパク質である VMO・I

(vitel1ine membrane outer 1ayer protein-I)， VMO・II

(vitel1ine membrane outer 1ayer protein-II)および

リゾチームは，イオン強度や pHを変化させること

により容易に膜から離脱する4)。例えば，図3に示

すように， 10%食塩溶液に 1時間浸漬することで外

層の基本骨格を形成しているオボムシン繊維から 3

種類の塩基性タンパク質はほぼ完全に溶出する。し

かし内層タンパク質は既に報告したように，タン

パク質変性剤である SDS以外には溶出し難

¥， ，4.20.32)0 GP-1 は0.5%SDS溶液で溶解するが，

GP-IIは1% SDS溶液で溶解し尿素やグアニジ

ン一塩酸溶液では会合体の形でしか溶解しない13L
そこで放卵卵黄膜を用いて，表2に示すように難溶

性の生体膜を溶解する各種酸溶液に浸漬し，卵黄膜

内層タンパク質の溶解性を調べた。その結果，既に

報告したように4)，0.01 N塩酸溶液のように単に

pHを2に調製しでも，内層タンパク質は溶出しな

いが，表2に示すような各種酸溶液に浸漬すると，

表2 放卵卵黄膜内層タンパク質の各種酸溶液に対する溶解性(%)

溶 媒 GP-1 GP-II 

0.2 M BRB* (pH 2) 30 100 

• 0.05 M リン酸溶液 (pH2) n.d.** 90 

• 0.04 Mホウ酸溶液 n.d.** 。
• 0.04 Mホウ酸溶液一酢酸***(pH 2) n.d.** 60 

• 0.04 M リン酸溶液-酢酸***(pH 2) n.d.** 95 

70%フェノール溶液-20%酢酸溶液 (pH1) 30 100 

90%ギ酸溶液 50 35 

90%ギ酸溶液-0.01M食塩溶液 (pH5.4) 。 65 

80%酢酸溶液 25 65 

33%ピリジン溶液一酢酸***(pH 5.6) 30 35 

0.01 N塩酸溶液 (pH2) 。 。
ホルマリン***-0.01N塩酸溶液(1:1) 30 65 

* Britton-Robinson's Buffer (リン酸，酢酸およびホウ酸の混合溶液に
水酸化ナトリウム溶液を添加して調製)
**未測定

***市販の試薬を使用した。
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GP-Iと GP-lIの一部が溶出した。図 3に示す

SDS-電気泳動の結果より， BRB， pH2で GP-1 

の一部と全ての GP-lIが遊離の状態で溶出した。

しかし， BRB以外の溶媒では GP-1とGP-lIの状

態は不安定で会合する場合もあった。 BRB，pH 2 

のイオン強度を 0.2Mに上げることで GP-1と

GP-lIは最も溶解することがわかった。なお， BRB 

の成分のうちでは， リン酸溶液に対する溶解性が最

も優れていた。 O.2 M BRB， pH 2で保存した内層

タンパク質 GP司 IとGP-lIは，少なくとも数か月

は安定であった。

次に図4のAに示すように， 0.2M BRBのpH

を2から 8に変化させて内層タンパク質の溶解性を

調べた。その結果， pH 3. 5以上では GP-1および

GP圃Eは全く溶出しなかった。 O.2 M BRB， pH 2 

に浸潰すると，内層タンパク質の主成分である GP-

Eは全て溶出したが， GP-1 は，そのイオン強度を

上げたり，浸漬時間を延長しでも，全 GP-1の30

%程度しか溶出しなかった。そこで，次に残りの

GP-1が溶出する条件を調べた。 0.2M BRB， pH 2 

に15時間浸漬した膜を同 BRBでリンスし，新たに

O. 2 M BRB， pH 3から pH8に浸漬してみた(図

4， B)。その結果，残りの GP-1は pHが5以上

になると徐々に溶出し， pH8で全て溶出すること

がわかった(図 3，pH 8の S)。つまり，放卵卵黄

膜の GP-1には， pH2に溶出する分子種と pH8

に溶出する分子種が存在し， GP-1の不均一性が明

らかとなった。そこで， BRB， pH2に溶出する

GP-Iを酸性 (acidic)で溶解する意味で GP-Ia， 

pH8に溶出する GP-1を塩基性 (basic)で溶解す

るので GP-Ibと命名して区別することにした。

GP-Iaは GP-Ibよりも分子量が僅かに大きいよう

である(図3，pH2のSと1)。この GP-1の不均

一性は，後述のイオン交換クロマトグラフィーにお

いても明確な相違が認められた。なお，放卵卵黄膜

を pH2の BRBで浸潰することなしに， pH8の

BRBに直接浸潰しでも GP-Ibは溶出されなかっ

たことから， GP-IbとGP-lIあるいは GP-Iaとの

相互作用が示唆された。

続いて，排卵前の卵胞卵黄膜タンパク質の BRB

に対する溶解性を調べることにした。排卵当日の最

大卵胞 Fsから分離した卵黄膜を用い，0.2MBRB， 

pH2に浸漬し，その膜形態を観察後，浸漬溶液に

溶出してくるタンパク質の分析を行なった。卵胞卵

黄膜(図 5，Aの写真 1，右側)は，排卵後の卵管

卵黄膜(図 5，Aの写真1，左側)と比較して，よ

食物学会誌・第55号

り透明で薄く，膜強度が極端に弱かった。 0.2M

BRB， pH 2に卵胞卵黄膜を浸漬したところ，浸漬

直後から膜は溶け始め， 2分から10分にかけて膜は

徐々に溶解して透明になり， 30分後には膜の形状を

認識することは困難となり，薄くなった膜は水面に

浮上してきた。 40分後になると膜は断片化し， 60分

後には僅かに小片が残っていたものの， 2時間後に

は外観上ほぼ溶解した(図 5，Aの写真 2"'5)。

A 
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迫
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図4 放卵卵黄膜タンパク質の BRB，pH2から
pH8に対する溶解性
A. 放卵卵黄膜を 0.2M BRB， pH 2"'pH 8 
に15時間浸潰し，溶出した内層タンパグ
質 GP-1および GP-lIの割合を SDS-

電気泳動の結果より求め，プロットした。

この画分に溶出した GP-1を GP-Iaと
して示した。

B. 0.2MBRB， pH2に15時間浸漬した放

卵卵黄膜を，さらに O.2 M BRB， pH 3 
"'pH 8に浸漬し，新たに溶出した GP-

Iを GP-Ibとして示した。 GP-lIは，
BRB， pH 2浸漬により全て溶出してし

まうため，この画分には存在しない。

グラフ AとBでは，放卵卵黄膜内層に存在
する GP-Iおよび GP-lIの含有量をそれぞ
れ100とし， BRBで溶出した両タンパク質の

割合を相対的に表した。



平成12年12月 (2000年) 49 -

A 

1 

2 3 4 5 

B 

GP-1→ 

1 2 3 4 
図5 卵胞卵黄膜内層の BRB，pH 2浸漬による膜構造への影響および卵胞卵黄膜タンパク質の溶解性
A. BRB， pH2浸漬による卵胞卵黄膜の膜構造に与える影響。写真 1の左は，卵管卵黄膜 (0，)を示
す。この時点の膜には既に外層が形成されている。写真 lの右は，最大卵胞 (F8)から分離した
卵胞卵黄膜を示す。写真 2'"'-5は最大卵胞 (F8) の卵黄膜を O.2 M BRB， pH 2に浸漬した直後
と浸漬2分，浸漬10分および浸漬30分後の膜の状態を示す。

B. BRB， pH 2浸漬により可溶化した卵胞卵黄膜タンパグ質の SDS-電気泳動パターン。卵胞F8の
卵黄膜の SDS可溶画分(1 )，膜を BRB，pH 2に浸漬して10分後と15時間後の BRB可溶画分
( 2と3)および BRB不溶画分(4 )の SDS-電気泳動パターンを示す。還元剤非存在下で，
5 '"'-20%グラジェントポリアグリルアミドゲルを用い，タンパク質5μg相当量をアプライし，電
気泳動後に CBB染色を行なった。
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なお40分以降は膜の存在が認められなかったので，

図5のAには膜浸漬直後，浸漬2分， 10分および

30分後の写真のみ示した。

図5のBの2と3には，最大卵胞 Fsの卵黄膜を

BRB， pH2に浸潰して可溶化した内層タンパク質

の SDS-電気泳動パターンを示した。 10分間の膜

浸漬では GP陣 Iのみが溶出され， GP-1Iは溶出され

なかった(図 5，Bの2)0 15時間後には， GP-1 

とGP-1Iがともに溶出されていた(図5，Bの3)。

放卵卵黄膜の場合， GP-1Iは GP-Ia同様 BRBに

よって容易に溶出されるので，この卵胞卵黄膜 GP-

Eと放卵卵黄膜 GP-1Iの溶解性の違いは， GP-1Iも

GP-1と同様に，排卵後に何らかの修飾を受けて，

その溶解性が変化している可能性が考えられる。こ

の際の修飾は図2で示されているように分子量や糖

鎖構造の大きな変化を伴わなし、。今後 BRBによる

GP-1および GP-1Iの溶出速度の変化などを詳しく

調べなければならないが，図4に示す放卵卵黄膜

GP-1の BRBに対する溶解性の結果から考えると，

卵胞卵黄膜から最初に溶出した GP-1 は， GP-Ia 

に相当する可能性が大きし、。卵胞卵黄膜は，外観上

O. 2 M BRB， pH 2にほぼ溶解したが，微量の不溶

物質が存在する可能性があった。そこで， BRB， 

pH2浸漬後の膜溶液を高速遠心にかけたところ，

微量の半透明の沈澱物質が得られた。この沈澱画分

を BRB不溶画分として分取し， 1 % SDS溶液を
添加した後，室温下で15時間激しく撹枠溶解して，

SDS-電気泳動にかけた(図 5，Bの4)0BRB不

溶画分には，一部 BRB可溶性タンパク質が残って

いるものの， GP-1I vこ比べて GP-1の割合が非常に

高いことがわかった。このことから，卵胞卵黄膜に

も， BRB， pH2可溶性と不溶性の溶解性の異なる

2種類の GP-1が存在することが判明した。また，

電気泳動のパンドを詳しく比較したところ， BRB 

可溶画分の GP-1の移動度と不溶画分の GP-1の

移動度には若干の差異がみられ，不溶画分の方がや

や低分子であった(図 5，Bの3と4)。以上の結

果から，卵胞卵黄膜の BRB可溶画分は放卵後の

GP-Ia ~こ相当し，不溶画分の GP- 1 は，放卵後の

GP-Ibに相当する可能性が示唆され，上述の放卵

卵黄膜 GP-1の不均一性は，排卵前の卵胞卵黄膜

の時点から存在していることが判明した。

4.イオン交換ク口マトゲラフィーによる卵黄膜内

層タンパク質の分析

放卵卵黄膜には BRB，pH 2で溶解する GP-Ia 

とpH8で溶解する GP-Ibの2種類の存在が明ら

食物学会誌・第55号

かとなった。そこで，放卵卵黄膜を用いて，上述の

ように 0.2M BRB， pH 2に15時間浸潰して得られ

た pH2に可溶性の GP-Ia画分と， pH2に浸漬後

の膜を新たに pH8 Vこ浸潰して溶出した GP-Ib画

分をそれぞれ試料とし， CMートヨパール 650Mカ

ラムクロマトグラフィーにかけた。タンパグ質の溶

出は， BRBのイオン強度を 0.116M，0.125M， 

0.25Mおよび 0.4Mと段階的に上げ， 280 nmの

uvモニターで溶出ピークを得た(図6，AとB)。
図7の Aの左端に示すように放卵卵黄膜の BRB，

pH2溶出画分には GP-Iaと GP-1Iが含まれるが，

クロマトグラフィーにかけると，図6のAに示す

ように 0.125M， 0.25 M および O.4Mで溶出する

3つのピークが確認された。ピーク1， 2および3

を SDS-電気泳動にかけた結果， 0.125 M のピー

クlには GP-Iaが(図 7，Aの1)， 0.25 M のピー

ク2には GP-1とGP-1Iの聞に存在するタンパク

質が(図7，Aの2)，そして， O.4Mのピーク 3

には GP-1Iが溶出(図7，Aの3)していることが

わかった。一方， pH8の溶出画分にはほぼ純粋な

GP-Ibのみが含まれるが(図 7，Bの左端)，図6

の Bに示すようにグロマトグラフィーでは， GP-

Iaの溶出位置にはピークは検出されず， 0.25M 

にシャープなピークが得られ(図 6，Bのピーク

2) ，電気泳動の結果，このピークには GP-Ibが

溶出することがわかった(図 7，Bの2)。なお，

図6の Bの実験で O.4 M BRB， pH 2後に 0.2M

BRB， pH 8で、の溶出を試みたが，溶出するタンパ

ク質は存在しなかった。以上の結果から，放卵卵黄

膜の GP-Iaは， 0.125 M で溶出し， GP-Ibは，

0.25Mで溶出することから，両者の性質は明らか

に異なり， GP-Iaよりも GP-Ibの方がやや塩基性

であることがわかった。

放卵卵黄膜 GP-1は上述のようにイオン交換に

より GP-IaとGP-Ibに分離できることが判明し

たので，次に排卵前の卵胞 F4~Fs から分離した卵

胞卵黄膜を 0.2MBRB， pH 2に浸漬し，溶出した

画分のイオン交換グロマトグラフィーを放卵後と同

条件下で行なった(図6，C)。その結果，卵胞卵黄

膜の BRB，pH 2で可溶化されるタンパク質は

0.25 M と0.4Mで溶出した。各ピークに溶出して

いるタンパク質を電気泳動にかけた結果， 0.25M 

のピーク 2aでは GP-1Iの一部ならびに GP-1と

GP-1Iの聞に存在するタンパク質が溶出していた

(図 7，Cの2a)。ピーク 2bでは比較的多くの

GP-1Iが，また GP-1よりも分子量のやや大きい卵
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Iaや GP-Ibの溶出とは全く異なり，また GP-ll

の溶出よりもさらに遅れて，ピーク 3bに溶出す

ることがわかった(図 7，Cの3b)。卵胞卵黄膜

タンパク質の GP-1は，排卵後に起こるプロセシ

平成12年12月 (2000年)

胞卵黄膜に特有のタンパク質が溶出していた(図

7， Cの2b)o 0.4Mのピーク 3aでも GP-llが

溶出していた(図 7，Cの3a)。さらに興味深い

ことに，排卵前の GP-1 は，排卵後の 2種類の GP-
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ンパク質の溶出パターンの比較

産卵当日の新鮮卵20個から分離した放卵卵黄膜を BRB，pH 2に浸漬して得られた可溶画分のタンパ
グ質の溶出パターン (A)とpH2に浸漬後の膜をさらに BRB，pH 8に浸漬して得られた可溶画分の
タンパク質の溶出パターン (B) を示す。また，産卵鶏 3 羽分の卵胞 F4~れから分離した卵胞卵黄膜
内層を BRB，pH 2に浸潰して得られた可溶画分のタンパク質の溶出パターン (C)を示す。 0.07M

BRB， pH2で平衡化を行ない，試料を吸着後，破線に示すように BRB，pH 2のイオン強度を順次
0.116 M， 0.125 M， 0.25 M および 0.4Mに変更し 280nmのuvモニターを用いて溶出パターン
を得た。 0.125M で、得られたピークを 1，0.25Mで得られたピークを 2，0.4Mで得られたピーク

を3として示した。なお， Cについては， AとBの溶出パターンと比較すると不均一であったため，
ピークを a と b に分けて分析した。 A~C の溶出パターンは，各試料を 0.07M BRB， pH 2で透析後，
タンパク質濃度を 80μg/mlに調製してカラムにアプライし，流速 80ml/hr，分画容量 4mlの同条件
下で行ない，得られたものである。
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図6
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GP-II一品

GP-r_，. 

VM 2 3 2 2a 2b 3a 3b 

A B C 
図7 放卵卵黄膜および卵胞卵黄膜から分離したタンパク質の SDS-電気泳動パターン
図6のA，，-，Cのイオン交換クロマトグラフィーで溶出した内層タンパク質を還元剤非存在下でSDS-
電気泳動にかけ， CBB染色により得られたノミターンを示す。 A，Bおよび Cの各左端に示すパターン
は，図6のイオン交換クロマトグラフィーのために調製した試料中に含まれている全タンパク質を示
す。各泳動パターンの下部に示す数字は，図6のA，BおよびCに示した各溶出ピークの数字を示す。
5 "-'20%グラジェントポリアクリルアミドゲルを用い，タンパク質 5μg相当量をアプライした。

ングを受けてないので，放卵後の GP-1には存在

しない糖ペプチドが存在する16L 従って，欠落する

糖ペプチドの部分が存在するか，存在しなし、かによ

って， GP-1の性質が大きく変化することが判明し

た。

卵黄膜内層には精子が特異的に結合し，内層に孔

を開け，精子が通過して受精が起こること8)や酸可

溶性の内層成分と結合した精子を内層とインキュ

ベーションしでも内層にその精子は結合しないこと

が報告されている九本研究の結果，ニワトリの卵

黄膜内層には酸可溶性 GP-Iaが存在していること

が明らかとなった。また， GP-1 は，マウスの精子

レセプターである ZP-3とのアミノ酸配列の相同性

が高いことが報告されている16L 従って， GP-1の

中でも酸可溶性の GP-Iaが精子レセプターである

可能性が示唆された。卵胞卵黄膜の GP-1とGP-

Iaの詳細な関連はこれからの研究に待たなければ

ならないが，排卵後にプロセシングを受け，欠落す

る糖ペプチドの部分が精子レセプターの結合に関与

するのであれば， GP-1のプロセシングは，ニワト

リ，広義には鳥類の多受精防止機能の獲得を意味す

る。

現在，認識の異なるレクチンを用いて卵黄膜内層

タンパク質 GP-1の糖鎖の解析を行なっている。

さらに， GP-Iaや GP-Ibのそノクローナル抗体を

作製し，排卵前の GP-1の不均一性や GP-1の精

子レセプターとしての機能を解明しようと考えてい

る。

要約

鳥類の卵黄膜内層は，受精の際に重要な生理機能

を担っていることが示唆されているものの，その詳

細は殆どわかっていなし、。そこで本研究では，内層

の機能を解明する手掛かりを得るために，まず卵巣

での卵成熟過程で内層の主要タンパク質である糖タ

ンパク質の GP-1とGP-IIがどのように合成され，

卵黄膜内層を形成するのかを調べるとともに，排卵

後のプロセシングによる両タンパグ質の変化につい

て調べた。

産卵鶏の卵巣の成熟期にある卵胞を摘出し，排卵

7"-'8日前の黄色卵胞 (F1)から排卵当日の最大成

熟卵胞 (F8)までを 8段階に区分し，各卵胞から卵

黄膜内層を分離した後，卵成熟に伴う内層タンパグ

質 GP-1とGP-IIの構成割合を調べた。その結果，

黄色卵胞が急速に成長し始める初期(排卵 5"-'8日

前まで)に GP-1の合成が完成し， GP開 Eの合成は

遅れて始まり，徐々に増加して排卵直前に放卵後の

内層と同じ割合になることが判明した。さらに，

GP-IIの合成初期には GP-IIよりもさらに高分子の

糖タンパク質2種類が存在しており， GP-IIの合成
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が進むとこの糖タンパク質は消失していくことか

ら， GP-IIの前駆体であることが示唆された。

放卵後の卵黄膜を BRB，pH 2 ~こ浸漬すると，内

層の主成分 GP-IIは全て溶出したが， GP-1は約30

%しか溶出しなかった。しかし，この膜をさらに

pH8に浸漬すると残りの GP-1が全て溶出したの

で，前者を GP-Ia，後者を GP-Ibとして区別し

た。 GP-1の不均一性はイオン交換クロマトグラフ

ィーでも明確に表れ， GP-Iaは 0.125M BRBで

溶出し， GP-Ibは 0.25MBRBに溶出した。この

GP-IaとGP-Ibを SDS 電気泳動にかけると，

GP-Iaの方が僅かに移動度が小さいことがわかっ

Tこ。

排卵前の最大成熟卵胞 (Fs)から分離した卵黄膜

内層を放卵後の卵黄膜と同様に BRB，pH2に浸潰

したところ，浸漬直後に GP-1のみが最初に溶出

し，次いで GP-IIが溶出した。この BRB，pH 2不

溶画分を電気泳動により調べたところ， GP-1の存

在が認められたこと，さらに可溶画分の GP-1よ

りも僅かに移動度が大きかったことから， GP-1の

不均一性は排卵前から存在していることが示唆され

た。卵胞卵黄膜の BRB，pH 2に可溶した画分をイ

オン交換グロマトグラフィーにかけたところ，排卵

後にプロセシングを受けた GP-Iaや GP-Ibとは

全く異なる BRB濃度 (0.4M)で溶出した。また，

GP-1は排卵時に糖鎖がかなり欠落することが明ら

かとなった。

これまでにニワトリの卵黄膜内層に精子レセプ

ターが存在することが示唆されていたが，本研究の

結果から，内層主要タンパク質 GP-1のうち含有

量の少ない酸可溶性の GP-Iaがレセプターである

ことが示唆された。また，排卵後，卵管最上部の漏

斗部でプロセシングを受けると， GP-Iaの性質は

かなり変化することがわかった。このことから，

GP-Iaのプロセシングは精子レセプターとしての

機能性を変化させ，受精をコントロールしている可

能性があることが示唆された。
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