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研究成果の概要（和文）：精子形成の調節因子として、内分泌因子や精巣内局所因子がよく知られている。さら
に、造精細胞とセルトリ細胞間の細胞接着分子による相互作用が必要である。その一つである造精細胞に発現す
る細胞接着分子Cell adhesion molecule-1(CADM1)の欠損は、伸長精子細胞の分化異常を示す。CADM1と相互作用
する分子であるアダプター蛋白質のB-box and SPRY-domain containing protein (BSPRY)は、step11以降の精子
細胞に発現し、CADM1欠損マウスでその発現は30％まで減少した。BSPRY欠損マウスのオスは、精子形成障害を示
した。

研究成果の概要（英文）：The cell adhesion molecule-1 (CADM1) is expressed in only spermatogenic 
cells but not Sertoli or Leydig cells. CADM1 expressed in spermatogenic cells interacts with 
Poliovirus receptor on Sertoli cells. CADM1-deficient mice represent male infertility due to 
defective spermatogenesis, in which spermatids are detached and the remaining spermatids show 
abnormal morphology. We could identify B-box and SPRY-domain containing protein (BSPRY) as an 
adaptor protein of CADM1 by yeast-two hybrid method. To clarify the expression and cellular 
localization of BSPRY in testis of wild type and CADM1-deficient mice. Immunohistochemistry 
demonstrated that BSPRY is localized in the step 11 to 16 spermatids. The levels of BSPRY in 
CADM1-deficient mice decreased by 70% compared with wild type ones by western blot analysis. These 
results suggested that the deficiency of CADM1 caused that the expression of its adaptor protein 
BSPRY decreased in elongating spermatids.

研究分野：組織学　組織化学　生殖生物学
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１．研究開始当初の背景 

精子形成（Spermatogenesis）は精祖細胞

の増殖と分化、精母細胞の減数分裂、半数体

の精子細胞の形態変化（精子完成：

Spermiogenesis）からなる。精子完成では、

先体と鞭毛の形成、核の濃縮、細胞全体の伸

長により円形精子細胞が伸長精子細胞にな

り、遺残小体として細胞質が脱落して精子が

形成される。 

精子形成は、内分泌因子や精巣内局所因子

のほか細胞接着分子により調節される。細胞

接着分子による調節の特徴は、細胞同士の直

接作用を介することである。造精細胞に発現

する Cell adhesion molecule-1 (CADM1)、

Junctional adhesion molecule-C (Jam-C)、

Nectin-3 は、それぞれセルトリ細胞に発現す

る Poliovirus receptor (Pvr) 、 Jam-B 、

Nectin-2 と相互作用をする。この中で、CADM1、

Jam-C、Nectin-2、Nectin-3 のノックアウト

(KO)マウスは精子形成障害により雄性不妊

を示す。これらの細胞接着分子は、伸長精子

細胞とセルトリ細胞間の相互作用、すなわち、

精子完成に関与する。この相互作用は、部位

と関与する細胞接着分子の違いにより2種類

に分類できる。1 つは、伸長精子細胞の頭部

とセルトリ細胞間にある特殊な接着装置で

ある apical ectoplasmic specialization を

構成するもので、Nectin-2と Nectin-3、Jam-B

と Jam-C が相互作用する。もう 1つは、伸長

精子細胞の尾側とセルトリ細胞間で、CADM1

と Pvr が相互作用する。CADM1 の KO マウスで

見られる精子形成障害は、他の KO マウスよ

り精細管内腔に脱落する精子細胞が目立ち、

脱落せずにセルトリ細胞上に残った伸長精

子細胞は鞭毛周囲に配置されるミトコンド

リアの減少を含めて尾側の細胞質の形態異

常が著しい。したがって、CADM1 が単なる細

胞間の接着として働くだけでなく、造精細胞

の分化調節因子としても機能することが示

唆された。   

CADM1 の細胞内領域には Protein 4.1 結合モ

チーフと PDZ 結合モチーフがある。Protein 

4.1 結合モチーフに結合する分子として

Erythrocyte protein band 4.1-like 1 

(Epb4.1l1)と Epb4.1l3 が同定されたが、ど

ちらのKOマウスも精子形成障害を示さない。

申請者らは Yeast Two-hybrid(Y2H)法を用い

て、精巣において CADM1 の細胞内領域と結合

す る ア ダ プ タ ー 蛋 白 質 B-box and 

SPRY-domain containing protein (BSPRY)を

同定した。興味深いことに、BSPRY は、主に

精巣で発現する遺伝子と報告されていたが、

精巣における発現細胞の同定を含めて、その

役割は全く不明であった。アミノ酸配列の一

次構造をもとに推定すると、BSPRY は N 末側

の B-box ドメインと C 末側の SPRY ドメイン

からなる。BSPRY は、神経系の培養細胞にお

いて 14-3-3 蛋白質ファミリーを介してシグ

ナル伝達分子の PKC、PI3K 等と相互作用する

ことが報告されている。これらの結果から、

CADM1 は BSPRY を介して細胞内シグナル伝達

機構を活性化することが示唆される。 

 

２．研究の目的 

 細胞接着分子CADM1と相互作用するアダプ

ター蛋白質BSPRYのマウス精巣における役割

を明らかにする。特に、BSPRY KO マウスの精

巣において、精子形成障害が生じるかどうか

を明らかにする。さらに、CADM1 と BSPRY と

相互作用する分子を探索し、細胞接着分子

CADM1 を中心とした精子形成の調節機構の解

明を目指す。 

 

３．研究の方法 

全体を２つの実験項目、すなわち、精子形

成におけるアダプター蛋白質BSPRYの機能解

析と精巣においてBSPRYと相互作用する分子

の探索に分けて実施する。BSPRY KO マウスを

用いて、BSPRY 欠損の精子形成への影響を明

らかにする。造精細胞において BSPRY と相互



作用する蛋白質分子を質量分析により同定

する。 

 

４．研究成果 

細胞接着分子CADM1と相互作用するアダプ

ター蛋白質 BSPRY は、野生型マウスにおいて

伸長精子細胞の尾側の細胞膜と細胞質に局

在した。また、CADM1 KO マウスでは、精細管

から脱落した精子細胞にはBSPRYの発現を認

めないが、精細管に残った伸長精子細胞の細

胞質には点状のBSPRYの発現を認めた。CADM1

の欠損がBSPRYの機能にも影響することが示

唆され、CADM1 の精子形成の調節因子として

の機能を解析するために、細胞内領域で相互

作用するBSPRYが鍵となる有力な分子と考え

られた。 

精子形成におけるアダプター蛋白質 BSPRY

の機能解析および、精巣において BSPRY と相

互作用する分子の探索を行った。個体レベル

の機能解析を行うため、BSPRY の遺伝子ノッ

クアウトマウスの解析を行った。BSPRY の遺

伝子ノックアウトマウスは、個体レベルの解

析はされていなかったが、既に作製されて凍

結胚として European Mouse Mutant Archive 

(EMMA)のデータベースに記載されていた。そ

こで、この凍結胚を導入し、熊本大学におい

て個体化を行った。BSPRY のノックアウトマ

ウスは、メンデルの法則に従って、ホモマウ

スが得られたが、精巣重量が野生型やヘテロ

マウスに比べて約 30％小さかった。このホモ

マウスのオスを野生型やヘテロマウスのメ

スと交配したところ、妊娠し産仔が得られた

が約 40％でヘテロマウスのオスの半分であ

った。そこで、精巣の組織像を顕微鏡で観察

したところ、精細管内で精子形成が認められ

たが、減数分裂後の精子細胞からなる多核の

細胞をもつ精細管が５倍多く見られた。また、

精巣上体内の成熟精子数が、野生型やヘテロ

マウスの約２/３であり、形態異常を示す精

子が 3倍多く見られた。 

 アダプター蛋白質BSPRYと相互作用する分

子の探索をするために、抗 BSPRY 抗体を用い

て行った免疫沈降の沈降産物を SDS-PAGE で

分離後、切り出したゲルを直接ペプチダーゼ

消化と MALDI TOF/TOF による MS/MS 解析（質

量分析）を行った。同定した分子に関して、

精巣を含めて、精巣上体、卵巣、子宮、脳、

肝臓、肺、腎臓、心臓における mRNA 発現量

を検討したところ、精巣特異的な分子は認め

られなかった。 

 細胞接着分子 CADM1 のアダプター蛋白質

BSPRY は、半数体である精子細胞の形態形成

過程に必要であることが分かった。BSPRY と

直接相互作用する分子を同定することがで

きなかったが、CADM1 と関係する分子が精子

細胞の形態形成過程に必須であるので、

CADM1 の KO マウスに加えて BSPRY の KO マウ

スは精子細胞の形態形成過程の有用なモデ

ルとなることが分かった。 
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