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研究成果の概要（和文）：精巣では生殖細胞同士をつなぐIntercellular bridge（ICB）が欠損すると不妊にな
るが、その機能は未だに不明である。そこで、男性不妊の原因解明を目指し、マウス精子形成におけるICBの意
義解明を目的に、その機能に関わる関連因子を網羅的に同定し、相関性プロファイリングを行った。抗体を作製
し、精巣における局在などから、新規Ectoplasmic specialization関連タンパク質KIAA1210を同定した。
KIAA1210のノックアウトマウス作製に成功し解析を行っており、ICBとその他の細胞間結合との相互作用の理解
が深まることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Deletion of intercellular bridge (ICB), which connects all germ cells, 
caused male infertility. But the function of ICB still remains unknown. To understand the 
significance of ICB in spermatogenesis, its associating factors were identified and the interactions
 among each identified protein were comprehensively profiled. Specific antibodies to selected target
 proteins were developed and used to analyze their localization in testis. As a result, a novel 
Ectoplasmic Specialization (EPS) associating protein, KIAA1210, was identified. The knockout mouse 
of KIAA1210 was successfully produced and is under analyses. The results from analyses of KIAA1210 
deficient mice will bring deep understandings of interactions between ICB and the other cell 
junction in spermatogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 不妊原因の半数は男性側にあるが、体外培

養系による配偶子形成が再現できない事もあ

り、精子形成に関連した病態解明は困難であ

る。 

 生殖細胞は細胞分裂後も分裂完了せず、

Intercellular bridge（ICB, 生殖細胞間架橋）

によって繋がれたまま分化する。岩森らは、欠

損すると不妊になる ICB の形成維持機構の同

定と機能探求を行って来た。ICB は１９５０年

代に電子顕微鏡下でその存在が発見され、

精子形成過程にある生殖細胞は ICB で結合

している事が認識されていた[1]。２００６年に

精巣特異的タンパク質 TEX14 が ICB に局在

する事が分かり、そのノックアウト（KO）マウス

では ICB が欠損し雄性不妊になった。ICB が

精子形成に必須であり、TEX14 が ICB に必要

不可欠だと判明したが詳細な分子機構は不

明であった[2]。娘細胞同士が完全切断される

体細胞分裂では、切断予定部位にMidbodyと

呼ばれるタンパク質集合体が形成される。

MKLP１が Midbody の骨格をなし、細胞質から

移行した CEP55が MKLP１に結合し、さらに移

行して来た ALIX と TSG101 が CEP55 に結合

することにより切断が起こる。岩森らは TEX14

が骨格をなす MKLP１と切断に働く CEP55 の

両 方 を ロ ッ ク す る よ う に 結 合 し 、 ALIX と

TSG101 の CEP55 への結合を阻害することに

よって ICB を形成維持する事を明らかにした

[3]。また、マウス精巣 ICB 濃縮画分のプロテ

オミクス解析から新規タンパク質 RBM44（RNA 

binding motif ４４）を同定した。RBM44 は一部

の ICB で TEX14 と結合し細胞質にも局在する。

KO マウス精巣上体の精子数は WT オスの約

二倍、一出産あたりの産子数が多いという傾

向が見られた[4]。 

 ICB の形状は環状であり、生殖細胞の成熟

に伴いその直径が拡張する[5]。ICB は生殖

細胞同士を順序良く保つだけでなく、RBM44

のように細胞質と ICB に局在するタンパク質が

ICB を介して物質を輸送することにより精子の

成熟サイクル調整に働くと考えられる。RBM44

の欠損が精子形成に異常な現象を招かなか

った事から、RBM44 を代替する他の RNA 結

合タンパク質の存在も予測された。岩森らの

研究によって、ICB の形成維持機構は解明さ

れたが、その機能に関しては未明のままであ

る。 

 

２．研究の目的 
 ICB 局在精巣特異的タンパク質 TEX14 の欠

損により、ICB が形成されず不妊になったこと

から、ICB が精子形成において、いかに重要

な存在であるかは明瞭である。ICB の形態は

環状であり、分化段階により大きさや形状の変

化が見られるが詳細は分かっていない。また、

低分子輸送などの細胞間コミュニケーションを担

っていると予想されるが、その機能は未だに不

明である。そこで、男性不妊の原因解明と精子

体外培養技術開発の一助を目指し、マウス精子

形成における ICB の意義、特にその機能に関わ

る因子の同定を目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）異なる精子形成過程の ICB 局在因子の

プロファイリング  

 週令の異なるマウス精巣から精子形成段階

の異なる ICB を精製する事ができる。１、２、３、

５、８週令のマウス精巣から ICB を濃縮精製し、

プロテオミクスおよび RNA シークエンスの手法

を用いて、局在するタンパク質、RNA 集団の

プロファイリングを行う。  

（２）特徴的なタンパク質の局在同定 

 １で同定された新規精巣特異的遺伝子や

RNA、タンパク質結合ドメインを有した遺伝子

に関して抗体を作製し、精巣内の局在を同定

する。ICB やその他の精巣特異的細胞間結

合に局在する遺伝子に着目する。 

（３）結合タンパク質の解析および RNA 結合タ

ンパク質と結合する RNA 配列の同定   

 ２で作製した抗体を用いた免疫沈降実験に



よって複合タンパク質もしくは結合 RNA を同

定する。 

（４）細胞培養実験で機能解析（その後の研究

につなげるために） 

 体細胞に TEX14 を発現させても観察された

大連結細胞は８細胞であったことから、体

細胞に TEX14 と同定したタンパク質や RNA を

共発現させ細胞の連結と増殖がどのように変

化するか観察する。 

（５）ノックアウトマウスの作製および機能解析 

	 １〜４までの実験を通して、ICB やその他

の精巣特異的細胞間結合に関連するタンパ

ク質に着目し、ノックアウトマウスを作製し、

機能解析を行う。	

	
４．研究成果	

（１）精巣から膜タンパク質を濃縮する方法を応

用した Intercellular bridge（ICB, 細胞間架橋）

濃縮精製方法[5]を用いて、精巣懸濁液から

ICB 濃縮精製を行った。ICB 濃縮精製物は ICB

の立体構造、タンパク質相互作用等を残してお

り、精子形成過程のステージにより、ICB に付加

されていると予想された異なるタンパク質を同定

できると考えた。一度目は、幼少期として８日令、

１４日令、２１日令、成獣として８週令の精巣 ICB

濃縮精製物のプロテオミクス解析を行った。２度

目は、８週令の代わりに精子の混入のない５週

令を用いて、再度４点の日令から行った。２回の

実験の結果を合わせて、ICB 構成因子のプロフ

ァイリングを行った。また、各令マウスの ICB 濃縮

精製物からRNAを回収し、網羅的な RNAシーク

エンス解析を行う事を予定していたが、タンパク

質と直接結合しているもの以外の、実験操作に

よって回収される DNA や非特異 RNA が検出さ

れたため、サンプルの再考を行う事とした。 

（２）プロテオミクスで同定されたタンパク質の中

で他のタンパク質や RNAへの結合配列を有した

タンパク質、精巣特異的新規タンパク質に的を

絞り、抗体を購入ないし作製し、精巣の蛍光免

疫組織化学染色により、その局在を観察した。

その結果、新規 Ectoplasmic specialization (EPS)

関連遺伝子 KIAA1210 を同定した（Iwamori et 

al., 2017、５の主な研究論文等に記載）。 

（３）既知 ICB タンパク質および KIAA1210 に対

する抗体を用いた免疫沈降実験により回収した

タンパク質複合体のプロテオミクス解析により複

合体を成すタンパク質群を同定した。また、各タ

ンパク質と結合している RNA を回収するべく、

RNA 免疫沈降実験を行った。 

(4)十数個の遺伝子にターゲットをしぼり、体細

胞で単独ないし、複数の遺伝子を同時導入する

事により変化を観察したが、変化が観察されな

かった事もあり、予定していた初代培養系を用

いたノックダウンアッセイは中止した。 

（５）ICB タンパク質と関連のある KIAA1210 のノ

ックアウトマウス作製を国立遺伝研の協力を得て

試みた。ノックアウトマウスは誕生し現在解析を

進めている。 

 全体として、目的に添った結果が得られた。 

各令マウス ICB 濃縮精製物の RNA シークエンス

解析と、細胞への遺伝子過剰発現実験および

初期培養細胞の遺伝子ノックダウン実験は結果

が不鮮明になる可能性、時間と研究費を考えて

中断したが、代替実験として免疫沈降実験によ

り得られた RNA の解析、さらに、直接ノックアウト

マウス作製へ踏み切ることで補う事ができた。 
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