
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 22 年 5 月 27 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

研究成果の概要（和文）：微小管結合蛋白質 Spag5 は細胞分裂中期の進行において必要である

と信じられているが、そのノックアウトマウスは正常であったと報告されている。Spag5 の生

体内での機能を明らかにするために、精巣のセルトリ細胞の増殖が障害され不妊となる Spag5

突然変異ラット（hgn/hgn）に、Spag5 cDNA-トランスジェニックラットを交配することで、

Spag5 cDNA を導入した。これにより生殖能は改善し、Spag5 が精巣の発達に必須であること

が示された。 

 

研究成果の概要（英文）：Microtubule-associated protein Spag5 is believed to be required for 

the progression of mitotic metaphase. However, it has been reported that Spag5-knockout 

mice had normal phenotype. To reveal in vivo-function of Spag5, we made 

Spag5-transgenic rats, and mated them to the rats from hypogonadic (hgn) strain. The 

hgn/hgn phenotype is associated with spontaneous mutation of Spag5. Male hgn/hgn is 

infertile, and abnormal mitosis is found in Sertoli cells of their testes. The hgn/hgn males 

with Spag5 transgene showed normal testis and fertility. Therefore, Spag5 is required for 

normal testicular development.  
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１．研究開始当初の背景 

 

 精巣形成不全症（hgn/hgn）ラットは精巣
形成不全による不妊と腎臓の低形成症によ

る進行性の腎不全を呈する自然発症の突然
変異体で、日本獣医生命科学大学獣医生理学
教室で発見および系統化された。 

 病態解析により、精巣の異常は胎生期から
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生後初期のセルトリ細胞の増殖異常により
精細管の伸長が重篤に障害され、セルトリ細
胞による支持を失った生殖細胞の多くが減
数分裂開始以前に死滅することが明らかと
なった。腎臓の異常に関しては、胎生期から
生後初期のネフロン形成が障害され、正常の
約 20％のネフロンしか形成されないために、
生後糸球体の高濾過や肥大を呈し、糸球体硬
化から進行性の慢性腎不全に至ることが明
らかとなった。また、雌においては卵母細胞
が尐ないために、早期に不妊となることが明
らかとなっている。 

 遺伝解析では、リンケージ解析により原因
遺伝子を第 10 染色体の領域に位置づけ、候
補遺伝子解析により、Spag5 遺伝子の第 6 エ
クソンにおいて 25 塩基の挿入変異を同定し
た。この変異は理論的には、フレームシフト
変異を引き起こし、終止コドンが挿入される
ため、Spag5 蛋白質の微小管に局在するため
に必要な部分を欠損することが判明した。 

 一方、人培養細胞で研究を進めていた研究
グループは astrin が体細胞分裂の中期にお
いて正常な染色体の分配に必須であること
を示しており、後に、astrin が Spag5 と相同
であることが判明した。Spag5 は最初ラット
の精巣で見出され、精子形成における Spag5

の機能を証明しようとしたグループによっ
て、Spag5 のノックアウトマウスが作製され
た。しかし、同グループの報告によれば、ノ
ックアウトマウスの生殖性は全く正常であ
り、その他の臓器の異常も見出されなかった
と言うことである。 

 これらの Spag5 に関する研究では、培養系
と in vivo のデータに矛盾を生じており、我々
のデータとノックアウトマウスのデータも
矛盾を生じている。最近になって、ノックア
ウトマウスの報告をした研究グループは、
Spag5 には多数のバリアントが存在し、彼ら
のノックアウトマウスでは Spag5 の全ての
機能を欠損できていない可能性があると推
論している。 

 

２．研究の目的 

 

 現状で Spag5/astrin 遺伝子に異常を有す
る動物は、我々の hgn/hgn ラット以外に報告
されていない。Spag5/astrin に関する現状の
矛盾を打破するには、hgn/hgn ラットを利用
することが有効である。まず、hgn/hgn の精
巣や腎臓の病理発生と Spag5 の時空間的な
発現分布を関連させることで、Spag5 の生理
機能を考察できる可能性がある。さらに、
hgn/hgn ラットに Spag5 cDNA を導入して
表現型が救済されることを確認すれば、
Spag5 遺伝子の in vivo の機能に関して、
hgn/hgnで異常の見られる臓器の発生におけ
る役割を立証できる可能性がある。 

 

３．研究の方法 

 

 胎生期の特に精巣の病理発生を調査し、さ
らに正常ラットで Spag5 蛋白質の組織分布
を調査する。さらに、野生型ラットの精巣か
ら Spag5 の cDNA を単離し、CAG ベクター
につないで、全身臓器で強制発現するように
コンストラクトを作製する。簡易的な試験で
導入遺伝子が細胞で発現することを確認し
た後に、正常のウィスターラットの受精卵に
遺伝子導入し、トランスジェニック（Tg）ラ
ットを作製する。導入遺伝子を有する個体を
選抜し、HGN 系統のラットと交配する。
hgn/hgn の雌は繁殖性を有するので、雄の
Tg ラットは同雌に、雌の Tg ラットは雄の
+/hgn と交配し、数世代を経て、hgn/hgn の
状態で導入の cDNA Spag5 を有するラット
を作製し、その表現型、特に生殖性の解析や
精巣と腎臓の組織学的検索を行う。 

 

４．研究成果 

 

 Spag5 に対する市販の抗体や新たに作製
した抗体により、イムノブロットや免疫染色
を行った。同分子には多数のバリアントが存
在することが判明し、免疫染色において、特
異的に Spag5 を局在化する抗体が見出せず、
臓器および細胞での分布を明らかにするこ
とができなかった。 

 一方、救済実験では、野生型 Spag5 cDNA

を導入した hgn/hgn-Tg ラットにおいて、そ
の表現型が救済された。腎臓の重量およびネ
フロン数はほぼ正常と同等にまで回復し、組
織学的検索でも異常を示さなかった。 

 精巣形成不全に関しては、hgn/hgn の精巣
の重量が正常の約 1％であるのに対して、
hgn/hgn-Tg では正常の約 30％の重量まで回
復した。生後初期の最初の精子形成が遅延し、
成熟では精細管断面積が正常より小さい傾
向があったが、正常な精子形成が見られ、精
巣上体にも形態学的に正常な精子が確認さ
れた。hgn/hgn-Tg では副生殖器の重量も回
復していた（次頁の図を参照）。雌との交配
では、正常な交尾行動を示し、交配後膣垢に
精子が見られた。交配のための同居回数に対
する交尾の成功率や妊娠率は正常と同等で
あった。交尾後雌は正常に分娩し、産子数も
正常であった。 

 以上のことから、hgn/hgn の主要な表現型
である腎臓の低形成と雄性不妊は Spag5 

cDNA の導入により救済された。精巣の重量
が正常より小さいことは、Spag5 にバリアン
トがあり、hgn/hgn で欠損している全ての蛋
白を救済できていない可能性があること、並
びにベクターの特性や導入された染色体領
域の影響で、発現細胞や発現時期が制御され



 

 

ていないことに起因するのかも知れない。現
在、この原因を明らかにするために、hgn/hgn

で導入の Spag5 cDNA 遺伝子を保有するラ
ットの系統化に着手している。 
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