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研究成果の概要（和文）：真骨魚類の卵を覆う構造物である卵膜は、zona pellucida (ZP)タンパク質で構成さ
れている。真骨魚類の進化過程で卵膜形成器官は卵細胞自身から母体の肝臓へと大きく変化したことが知られて
いる。このようなダイナミックな変化を遂げるためには「ZP遺伝子の発現場所の変化」「肝臓から卵巣へのZPタ
ンパク質の輸送の仕組み」「卵細胞外から運ばれてきたZPでの卵膜形成の仕組み」など多くの変化を伴う必要が
あることが予想されるが、本研究において、「ZP遺伝子の発現場所の変化」のみで成し遂げられる可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The egg envelope, the structure that surround the egg of teleost, is 
composed of the zona pellucida (ZP) protein. It is known that the organ forming the egg envelope has
 undergone a change from the oocytes themselves to the maternal liver during the evolution of 
teleost. Such a dynamic change is expected to be accompanied by many changes, such as "a change in 
the ZP gene expression site," "the mechanism of ZP protein transport from the liver to the ovary," 
and "the mechanism of egg membrane formation with ZP transported from outside the egg cell. However,
 the present study suggests the possibility that this can be accomplished only by "a change in the 
ZP gene expression site.

研究分野： 分子生物学 分子進化学 形態学

キーワード： 卵膜形成の仕組み　ZPタンパク質　コリオン　組換えタンパク質作製

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真骨魚類の卵膜だけでなく、哺乳類を含む四肢動物の透明帯、鳥類の卵黄膜、両生類の卵膜もzona pellucida 
(ZP)タンパク質で構成されている。このように、ZPタンパク質は広く保存されているタンパク質であることか
ら、その詳細な卵膜形成の仕組みを理解することは、重要である。さらに、真骨魚類の進化において卵膜を形成
する器官が卵細胞から母体の肝臓へと大きな変化を遂げている。本研究において、非常に複雑な変化に見えるこ
のような現象が、実は遺伝子の発現場所の転換のみで達成できた可能性を示した。これは生物の進化過程で起き
た様々な転換を理解するひとつの例となると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

真骨魚類の卵細胞を覆う卵膜（コリオン）は、zona pellucida (ZP)遺伝子がコードす

る ZP タンパク質と呼ばれる糖タンパク質によって構成されている。ZP タンパク質に

は特徴的な ZP ドメインがあり、これが重合することで卵膜が形成される。ZP 遺伝子

は、真骨魚類の進化で初期に誕生したカライワシ類（ウナギなど）やアロワナ類では卵

細胞自身で発現しているが、その後の進化過程で、肝臓で発現する ZP遺伝子が獲得さ

れ、正真骨類（メダカ、サケなど）やニシン目では母体の肝臓で合成された ZPタンパ

ク質が血流を介して卵巣に運ばれて、卵膜を形成するという仕組みを獲得したことが知

られている (Fig. 1, 2)。肝臓で大量の ZP タンパク質を合成できるようになった結果、

正真骨類は産卵場所やその環境によって厚い卵膜を形成することが可能となったと考

えられている。 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

 卵細胞内で合成された ZPタンパク質は卵細胞外に分泌されて重合する。この

ような卵膜形成の仕組みから、母体の肝臓において ZPを合成し、それらを用い

て卵膜を形成するという新たな仕組みを獲得するためには、「ZP 遺伝子の発現

場所の変化」「肝臓から卵巣までの ZPタンパク質の輸送」「卵細胞外から輸送さ

れた ZPタンパク質の重合」など、多くの変化を要することが予想される。しか

し、我々は卵細胞で ZPタンパク質を合成する種にも、卵細胞外から輸送されて

Fig.2 卵膜形成の模式図 

Fig. 1 四肢動物および魚類の進化系統関係と ZP 遺伝子の発現場所 



きた ZPタンパク質で卵膜を形成する機構が潜在的に備わっており、このような

複数の複雑な変化を伴わずとも、遺伝子の発現場所の変化のみでこのダイナミ

ックな変化を遂げたのではないかという仮説を立てた。そこで、肝臓で ZPを合

成する正真骨類のメダカと、卵細胞で ZP を合成するゼブラフィッシュを用い

て、真骨魚類の進化の過程で卵膜タンパク質の合成場所が卵巣から肝臓に移る

ことができた理由やその経緯などを明らかにすることを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

 ゼブラフィッシュは ZP遺伝子を卵細胞で発現する種である。そこでまず、肝

臓で ZP遺伝子を発現するトランスジェニックゼブラフィッシュを作製した。肝

臓発現のエンハンサーとして、メダカの ZP遺伝子の 1つである choriogenin L 

(ChgL)遺伝子の上流配列を用いてその下流に GFP をつないだコンストラクト

を作製し、１～２細胞期のゼブラフィッシュの受精卵にマイクロインジェクシ

ョンした。孵化後１，２週間の幼魚をエストラジオール(E2)を含む飼育水で飼育

し、肝臓を観察した。次に、この ChgL 上流配列に続いてゼブラフィッシュの

ZP遺伝子を配置したコンストラクトを作製して、ゼブラフィッシュにマイクロ

インジェクションした。成長したメスの成魚の肝臓において ZP遺伝子が発現し

卵膜になるかどうかを解析した。コントロールとして、同様の実験をメダカでも

行った。 

 また、human embryonic kidney (HEK)293A細胞の発現系で、メダカとゼブ

ラフィッシュのリコンビナント ZP (rZP)タンパク質を作製した。作製した rZP

をメダカまたはゼブラフィッシュに投与し、卵膜として用いられるかを解析し

た。さらに、蛍光タンパク質融合 rZP を作製し、単離した培養卵巣の培地に添

加し、卵膜として用いられるかどうかを解析した。 

 

 

４．研究成果 

メダカの Chg の上流配列に続いて GFP を付加したコンストラクトをマイクロ

インジェクションしたゼブラフィッシュの幼魚を E2 を含む飼育水で飼育した

結果、肝臓で GFP の傾向が観察された。このことから、メダカの ZP を肝臓で

発現させるエンハンサーは遠縁のゼブラフィッシュでも働くことが明らかとな

った。そこで、この上流配列を用いて、肝臓で ZP遺伝子を発現するトランスジ

ェニック(Tg)ゼブラフィッシュおよび Tg メダカを作製した。導入した ZP 遺伝

子は内因性 ZP と区別するためにエピトープタグ(FLAG タグ)を付加した。

FLAG タグが卵膜形成を阻害する可能性を考慮し、まずコントロールとして、

ZP (Chg)を肝臓で発現するメダカにおいて、導入した ZP-FLAG が卵膜に取り

込まれるかを解析した。成熟した雌の成魚から卵巣を単離し、凍結切片を作製し



て免疫組織化学により FLAGタグの局在を解

析した。その結果、ZP-FLAGが卵膜から検出

された。このことから、FLAG タグは卵膜の

形成を阻害しないことが明らかとなった。次

に Tg ゼブラフィッシュの成熟した雌の肝臓

における ZP 遺伝子の発現をリアルタイム

PCRで解析した。その結果、野生型(WT)では

全く発現していない ZP遺伝子が Tgゼブラフ

ィッシュの肝臓で発現していた。また、この

TgゼブラフィッシュをE2を含む飼育水

で 2 日間飼育すると、肝臓での ZP 発現

量は 6倍に上昇した(Fig. 3)。しかし肝臓

の切片を作製し、免疫組織化学により ZP-FLAGタンパク質の検出を試みたが、

ZP-FLAGは検出できなかった。このことから、肝臓で ZPを発現するゼブラフ

ィッシュを作製できたものの、その発現量は十分ではなく、タンパク質としては

検出されないのではないかと考えた。 

次に rZPを作製した。ZPタンパク質は糖タンパク質であるため、哺乳類細胞

での発現系を用いる必要があるため、HEK293A細胞の発現系を用いた。メダカ

の卵膜を構成する主要 ZP である ChgH

および ChgL、ゼブラフィッシュの卵膜を

構成する主要 ZP である ZP2 および ZP3

について、生体内で合成された時と同様

の分子量の糖鎖が付加した rZP の作製に

成功した。ゼブラフィッシュのメスの腹

腔に作製した rZP2 を複数回投与後、卵巣

を解析した結果、投与した rZP が卵膜と

なっていることが明らかとなった。この

ことから、卵細胞で ZPタンパク質を合成

する種にも卵細胞から輸送された ZP タ

ンパク質で卵膜を形成する機能を潜在的

に備わっていると考えられた。さらに

rZP2 は卵膜の最内層で検出されたこ

とから、卵膜形成は内側へと肥厚して

ゆく可能性が示唆された(Fig. 4)。 

 また、蛍光タンパク質（mClover3, mRuby3）融合 rZPを HEK293A細胞で

作製した。単離したメダカやゼブラフィッシュの卵巣の培養液のなかにこの蛍

光 rZP を添加し、数時間後に顕微鏡で観察した結果、卵細胞の周りに蛍光タン

パク質が観察された。 

 以上の結果から、卵巣で ZP 遺伝子を発現し、ZP タンパク質を合成して卵膜

を形成する種にも、細胞外から輸送された ZPタンパク質で卵膜を形成する機構

が潜在的に備わっている可能性が示唆された。つまり、進化の過程で正真骨類な

どが獲得した、母体の肝臓で卵膜を作る機構は、ZP遺伝子の発現場所が変化し

Fig.3 Tg: ZP2-FLAG 肝臓の ZP2 発現量 

Fig.4 rZP2-FLAGを投与したゼブラフィッシュ

卵細胞の免疫組織化学 



たことのみで成し遂げられた可能性がある。さらに、卵巣の単離培養系でも rZP

が卵膜となった様子が観察されたことから、卵膜への ZPの取り込みは、非常に

単純な仕組みなのではないかと考えられる。この仕組みの解明は今後の研究課

題である。 
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