
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(C)

2014～2012

低温ショック蛋白質の精子形成における役割に関する研究

Roles of mammalian cold shock proteins in spermatogenesis

５０１７３４３０研究者番号：

藤田　潤（FUJITA, JUN）

京都大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２４５９２４４６

平成 年 月 日現在２７   ６   ２

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：低温ショック蛋白質Cirpの精子形成における機能とその作用機序を明らかにし、軽度低温の
生物学的意義を明らかにすることを目的とした。
1．CirpはDyrk1bを抑制して未分化精原細胞の増殖を促進した。2．Cirpは体内時計遺伝子の制御により概日リズムの安
定化に関与した。3．Cirpは細胞外から作用して炎症を増悪させた。マウスに実験的に肝がんや大腸がんを誘発すると
、Cirp欠損マウスでは、炎症や発がんが抑制された。
低温ショック蛋白質が、細胞の保護、増殖促進といった有益な作用だけではなく、炎症や発がんの促進という不都合な
作用も示すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To clarify the functions of the cold shock protein Cirp in vivo, we produced 
cirp-knockout mice. We found that Cirp facilitates proliferation of undifferentiated. spermatogonia by 
inhibiting Dyrk1b. Cirp confers robustness to circadian oscillators through regulation of Clock 
expression. CIRP functions extracellularly as well and is a damage-associated molecular pattern molecule 
that promotes inflammatory responses in shock and sepsis. Cirp promotes the development of inflammation 
and carcinogenesis in liver and colon through regulating apoptosis and production of cytokines in 
inflammatory cells.
Thus, Cirp has both beneficial and detrimental effects in vivo.

研究分野：分子医学
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の精巣は通常の体温よりも低い温度
環境下にあり、実験的・臨床的に 37 度環境
下に置かれると、精子形成細胞は増殖・分化
が阻害され多くが死滅する。高温に対するス
トレス応答については熱ショック蛋白質
Hsp の解析をはじめいろいろな研究がなさ
れているが、哺乳類での低温に対する細胞応
答の研究は遅れており、確立した低温ショッ
ク 蛋 白 質 と し て は 我 々 の 報 告 し た
Cold-inducible RNA-binding protein (Cirp)
及び Rbm3のみである。ともに 37度から 32
度に培養温度を下げるとほとんどの細胞株
で発現が亢進し、停留精巣になると発現が低
下する。また、いろいろなストレスに対する
細胞の抵抗性を上昇させ、抗アポトーシス作
用をもつことからオンコジンとも言われて
いる。 
我々が Cirp 遺伝子ノックアウトマウスを作
成したところ、雄性不妊ではなかったが、未
分化 spermatogonia の数が減少していた。
Rbm3遺伝子ノックアウトマウスも雄性不妊
ではないと報告されたが、詳細な解析はなさ
れていない。 
 
２．研究の目的 
低温ショック蛋白質 Cirpと Rbm3の生体に
おける機能を、それぞれの遺伝子ノックアウ
トマウスを利用して明らかにする。細胞株を
利用して、低温ショック蛋白質に影響を受け
る RNA や、相互作用する蛋白質を明らかに
し、その分子をもとに低温ショック蛋白質の
新たな機能を細胞、個体レベルで見いだす。
これらにより、哺乳類精巣が軽い低温環境下
にあることの生物学的な意味を考える。また、
ヒト男性不妊症および精巣腫瘍の時に低温
ショック蛋白質発現に変化が起きていない
かどうかを解析し、臨床的な応用の可能性を
検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
ヒト胎児腎臓 293 細胞、HeLa 子宮癌細胞、骨
肉腫細胞株 U-2 OS、マウス NIH/3T3 細胞、
マウス胎児由来線維芽細胞(MEF)は 10％胎仔
あるいは仔牛血清添加DMEM培地を用いて5％
C02 環境下で培養した。培養温度は 37 度か
32 度。一部、温度が 34 度から 38 度へ 24 時
間周期で日内変動する培養器を用いた。 
 細胞遊走能は、35 mm 培養皿にコンフルエ
ントに細胞を増殖させ、青色ピペットチップ
でかき傷をつけ、23 時間後に写真撮影により
細胞の移動を測定した（スクラッチ試験）。 
細胞死の誘導には TNF- (50 ng/ml)と
cycloheximide (10 g/ml) を培養液に添加
し、トリパン青染色で生存細胞数をカウント
した。サイトカインの影響解析するために、
Tumor Necrosis Factor (TNF-, 10 ng/ml)、 
Tumor Growth Factor (TGF, 2 ng/ml) 、
Interleukin (IL)-1(10 ng/ml)を培養液に

添加し、4時間後に細胞を回収した。 
 
(2) 遺伝子ノックアウトマウス 
cirp 遺伝子を欠損させたマウスを作成し、野
生型マウスと掛け合わせて生殖能を解析し
た。精巣から未分化精粗細胞を c-kit、EpCAM、
α6-integrin の発現を指標として精製した。
精子形成の回復は、マウスに抗癌剤 Busulfan 
（30 mg/kg 体重) を投与し、経時的に精巣
の組織、精子形成細胞数を解析して判定した。 
ノックアウトマウスから線維芽細胞株を樹
立 し 、 Dual-specificity tyrosine-(Y)- 
phosphorylation Regulated Kinase 1B 
(Dyrk1b)や Cirp の発現を shRNA や cDNA のト
ランスフェクションにより変動させ、細胞周
期、細胞増殖、p27 及び cyclin D1 蛋白質の
量やリン酸化の変化を解析した。 
 rbm3 遺伝子欠損マウスは東京大学の谷口
から入手し、７回以上 C57BL/6 にバッククロ
スを掛けて実験に使用した。 
 
(3) 動物モデル  
皮膚創傷治癒過程の解析のため、麻酔下で生
検トレパン（径 6 mm）によりマウス背部皮膚
に全層欠損創を作成した。  
 劇症肝炎は、D-galactosamine (GalN, 1000 
mg/kg) と lipopolysaccharide (LPS, 0.1,  
35 g/kg) を腹腔内に投与し誘発した。そ
の後マウスを 25 度（低温群）または 35 度（対
照 群 ） で 飼 育 し た 。 血 清 alanine 
aminotransferase (ALT)値の測定により、肝
組織の損傷を判定した。 
 マウス発がん実験は、10 週齢雄マウスに
3% デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 を 投 与 し て
Colitis-associated cancer (CAC) を、ジエ
チルニトロサミン(DEN)を投与して肝がんを
発生させた。 
 出血性ショックのモデルは、麻酔下でマウ
スあるいはラットの大腿動静脈にカテーテ
ルを留置し、10 分以内に血圧が 25-30 mmHg
になるまで出血させ 90 分間観察。次いで蘇
生のため出血量の 2 倍の輸液を 60 分かけて
行い作成した。 
 
(4) 遺伝子発現、Cirp 結合 RNA の解析  
蛋白質の発現量はウェスタンブロット解析
で、コントロールとしてアクチンまたは p84
を用いて行った。RNA 発現量は cDNA に変換し
た後に定量的 PCR(RT-qPCR)法で解析した。 
 Cirp 蛋白質に結合する RNA の同定は、
Cross-Linking and Immuno- Precipitation
で結合ＲＮＡを精製して塩基配列決定を行
う CLIP-seq 法により、網羅的に行った。 
 
(5) 軽度低温応答エレメント(MCRE)の同定： 
Luciferase レポーター上流に cirp ゲノムの
5’領域を繋いだ発現ベクターを作成し、293
細胞に一過性にトランスフェクションした。
32 度でのレポーター発現量が 37 度よりも多
くなる cirp ゲノム領域を決定し、その配列



を欠損させていくことにより MCRE を決定し
た。 
 MCRE の塩基配列から結合する転写因子を
予測し、Chromatin Immuno-Precipitation 法
により、cirp ゲノムの 5’領域への結合を解
析した。また shRNA によりその転写因子の発
現を低下させ、32 度での Cirp 発現誘導に対
する影響を検討した。 
 
(6) 実験動物を用いた実験及びDNA組換えは
それぞれ施設の専門委員会に申請、承認を得
た。 
 
４．研究成果 
(1) 低温ショック蛋白質欠損が生殖能に与
える影響 
cirp ノックアウトマウスは野生型マウスと
比べ、形態的な異常や妊孕性の変化は認めな
かったが、未分化精原細胞の数が減少してい
た。さらに、Busulfan 投与後の未分化精原細
胞数の回復が遅延した。  
 rbm3 ノックアウトマウスを野生型マウス
と、あるいは rbm3 ノックアウトマウス同士
で掛け合わせたが、妊娠、出産への影響は検
出できなかった。また、精巣の重さ、形態、
組織構築、精子の形態にも異常がなかった。
rbm3 と cirp のダブルノックアウトマウスも
メンデル遺伝に従って生まれ、形態学的にも
異常を認めなかった。精巣の重さ、形態、組
織構築も正常であった。 
 
(2) 炎症・発がんへ与える影響 
Cirp は細胞外にも存在し、炎症性サイトカイ
ンの分泌を促進して炎症を増悪させた。重傷
出血性ショックの患者血清、出血性ショック
や敗血症のモデルマウス、ラットの血清中に
Cirp タンパク質を検出した。細胞外の Cirp
が TLR4 を介してサイトカインの分泌を亢進
させ、全身性炎症反応症候群を起こすこと、
Cirp ノックアウトマウスでは全身性炎症反
応症候群を起こしにくいことを見いだした。 
 CAC モデルにおいて、Cirp 欠損マウスでは
野生型マウスに比べ大腸での TNFα , 
IL23/IL17, Bcl-2, Bcl-xL, Sox2 発現と
Dclk1(+) 細胞数が低下し、炎症が軽く、が
ん発生が少なかった。DEN による肝の炎症や
がん発生もCirp欠損マウスでは抑制された。 
 
(3) 細胞増殖に与える影響 
マウスspermatogonia細胞株及び線維芽細胞
株に Cirp を過剰発現、あるいは発現抑制し
た結果、Cirp の細胞増殖促進活性を見いだし
た。Cirp が結合する蛋白質を酵母 2ハイブリ
ッド法で同定し、Cirp の細胞増殖促進活性は
Cirp が Dyrk1b 蛋白質に結合してそのキナー
ゼ活性を抑制し、基質である p27 蛋白質の不
安定化及び cyclin D1 の安定化を起こして細
胞周期を進行させるためであることを示し
た。 
 Cirp は細胞増殖を促進する場合も抑制す

る場合もあり、マウス皮膚線維芽細胞では増
殖に影響せず、細胞運動能を亢進した。この
作用のシグナル伝達経路を明らかにし、ノッ
クアウトマウスで皮膚創傷の治癒が遅れる
ことを見いだした。 
 
(4) Cirp に結合する RNA の同定 
CLIP-seq 法により Cirp に結合する RNA とし
て、Per3、Rora1、Sirt1、Hspa4l 他多くの遺
伝子を同定した。特に主要な体内時計遺伝子
である Clock は、Cirp により制御を受け、概
日リズムが増強・安定化された。炎症性サイ
トカイン TNF や TGF は Cirp の発現を抑制す
ることにより、体内時計の遺伝子発現を抑制
していた。 
 
(5) Cirp の発現制御 
一過性トランスフェクション法を用いて、
cirp ゲノムの 5’領域に存在する 5’
-TCCCCGCC-3’配列がMCREであると同定した。
この配列に結合する転写因子は Sp1 であり、
軽度低温による Cirp の発現誘導には Sp1 が
必要であった。 
 
(6) 連携研究者の施設にてヒト精巣腫瘍症
例を免疫染色し、がん蛋白質ガンキリンが正
常精母細胞だけではなく一部の腫瘍で高発
現していることを見いだした。 
 
 低温ショック蛋白質が、細胞の保護、増殖
促進・抑制といった有益な作用だけではなく、
炎症や発がんの促進という不都合な作用も
示すことが明らかになった。軽度の低温環境
は、精巣だけではなく皮膚等の臓器にも関係
し、その生物学は臨床的にも重要であること
が示唆された 
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