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研究成果の概要（和文）：細胞接着分子 Cell adhesion molecule-1(Cadm1)のノックアウト(KO)

マウスは精子形成障害を生じる。DNA マイクロアレイと定量的 RT-PCR 法によって、KO マウスに

おいて発現が増加する細胞接着分子 Myelin protein zero like-2(Mpzl2)を検出した。KO マウ

スでは、Mpzl2 が代償性に機能することが示唆された。また、Cadm1 と相互作用する Poliovirus 

receptor の KO マウスでは精子形成障害は見られなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： Mice targeted disruption of cell adhesion molecule-1 (Cadm1) genes 
indicated abnormal spermatogenesis. DNA microarray and quantitative real time RT-PCR 
revealed overexpression of cell adhesion molecule, Myelin protein zero like-2(Mpzl2) in 
cadm1 disrupted mice. Mpzl2 compensated partially the function of cadm1 in cadm1 disrupted 
mice. Also, mice targeted disruption of poliovirus receptor interacting with cadm1 showed 
no spermatogenic disorder. 
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１．研究開始当初の背景 

精子形成は、精祖細胞の増殖と分化、精母細

胞の減数分裂、精子細胞の形態変化の３つの

過程からなり、内分泌因子や局所因子(液性

因子)による調節を受けるが、造精細胞とセ

ルトリ細胞間で機能する細胞接着分子も必

要であることが分かってきた。これらの細胞

接 着 分 子 は 、 Junctional adhesion 

molecule-B(JAM-B) 、 JAM-C 、 Nectin-2 、

Nectin-3、Cell adhesion molecule-1(Cadm1)、
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Poliovirus receptor (PVR) であり、すべて

免疫グロブリンスーパーファミリー(IGSF)

に属する。造精細胞に発現する JAM-C、

Nectin-3、Cadm1 とセルトリ細胞に発現する

Nectin-2 のノックアウト(KO)マウスは、伸長

精子細胞の頭部と鞭毛の形成障害と精細管

上皮からの脱落のために雄性不妊を示す。研

究代表者らが発見した Cadm1 は、伸長精子細

胞だけでなく精祖細胞から精母細胞にも発

現するが、Cadm1 の KO マウスでは、主に伸長

精子細胞の精細管上皮からの脱落と伸長精

子細胞の形態異常を示す。また、研究代表者

らは、Cadm1 と相互作用するセルトリ細胞に

発現する細胞接着分子が、PVR であることを

発見した。Nectin-3 と結合するセルトリ細胞

に発現する Nectin-2 の KO マウスにおいても

精子形成障害が起こることから、PVR の KO マ

ウスにおいても精子形成障害が生じること

が推測された。したがって、精子形成におけ

る Cadm1 の機能を明らかにするためには、

Cadm1と PVRの KOマウスに生じる障害のメカ

ニズムを解明すれば良いとの着想に至った。 

 

 

２．研究の目的 

精子形成障害を示す KO マウスマイクロア

レイを用いた論文では、10週齢以上のマウス

を用いて Cadm1 の KO と正常マウスとの比較

が行なわれているため、個別に遺伝子発現を

検討すると実際の遺伝子変化に一致しなか

った。この原因は、DNA マイクロアレイの技

術的な問題というよりはむしろ、10 週齢以上

のマウスを用いたことにあった。10 週齢以上

のマウスでは精子形成がランダムに同期せ

ずに起こる上に、精祖細胞から精母細胞で生

じる障害と伸長精子細胞で生じる障害が混

在するため、遺伝子発現量の増減の相殺など

が生じるのが原因と考えられた。この問題点

を解決するため、マウス精巣の生後発達過程

の、いわゆる、“First wave”を利用した。

“First wave”とは、生後初めて起こる精子

形成のことで、精子形成がランダムに同期せ

ずに起こる成獣とは異なり、精巣内のすべて

の部位で同期して精子形成が起こる。したが

って、この“First wave”を利用して、マイ

クロアレイで網羅的に遺伝子発現の解析を

行えば、遺伝子発現の変化と精子形成の時期

を対応させることができる。 

DNAマイクロアレイと定量的RT-PCR法を用

いて、網羅的に遺伝子発現を解析する。精母

細胞までの造精細胞しか存在しない 2週齢の

Cadm1のKOと正常マウスの精巣における遺伝

子変化を解析することにより、精祖細胞から

精母細胞で起こる精子形成障害に対応した

遺伝子変化を検出する。次に、伸長精子細胞

が出現する 5 週齢の Cadm1 の KO と正常マウ

スを比較する。特に、細胞接着分子やシグナ

ル伝達分子（キナーゼ、ホスファターゼ、機

能ドメインをもつ分子）に着目した。得られ

た遺伝子に対する抗体を作製して遺伝子発

現だけでなく蛋白質レベルの発現を解析す

る。さらに、Cadm1 の KO マウスで解析を行っ

た遺伝子について、PVR の KO マウスで解析を

行い、精子形成における細胞接着分子を介す

るシグナル伝達機構を明らかにすることを

目指した。 

 

 
３．研究の方法 

１）DNA マイクロアレイを用いた網羅的な遺

伝子発現解析 

 精祖細胞と精母細胞のみが存在する 2週齢、

伸長精子細胞が出現する 5週齢、すべての造

精細胞が存在する 10 週令以上のマウス精巣

について、Cadm1 の KO と正常で比較する。そ

れぞれの精巣より total RNA を抽出し、アジ

レント社の DNA マイクロアレイを行い、網羅
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的に発現量に差が存在する遺伝子の検出を

試みた。 

２）定量的 RT-PCR 法を用いた遺伝子発現量

の検討 

 DNA マイクロアレイで網羅的に検出した遺

伝子の変化を、定量的 RT-PCR 法によって個

別に評価する。定量的 RT-PCR 法の長所は、

マイクロアレイとは逆に、一度に多数の試料

に対して同一の遺伝子発現の変化を検討で

きることである。また、PCR による DNA の増

幅により発現量の差を検出する定量的

RT-PCR 法は、ハイブリダイゼーションによる

マイクロアレイとは原理が異なるので、結果

のダブルチェックには最適な方法である。 

３）抗体作製と免疫組織化学による精細管レ

ベルでの蛋白質発現の解析 

得られた遺伝子の特異的なアミノ酸配列を

合成して抗原として用いて、雌ラットを免疫

して抗体を作製する。作製した抗体を利用し

て、免疫組織化学により蛋白質レベルの発現

量の変化と局在を解析した。 

４）PVR の KO マウスにおける精子形成異常の

探索と遺伝子発現の変化の解析 

 PVR はセルトリ細胞に発現し、造精細胞に

発現する Cadm1 と相互作用することから、精

子形成障害の有無を検討した。 

 
 
４．研究成果 

まず、細胞接着分子 Cadm1 の KO マウスを

用いて、精子形成における細胞接着分子の機

能解析を行った。精子形成がランダムに同期

せずに起こる 10 週令以上だけでなく、精子

形成が同期して起こる生後初めての精子形

成過程である“First wave”を利用したて DNA

マイクロアレイを行った。その結果、KOマウ

スの精母細胞において、細胞接着分子 Myelin 

protein zero like-2(Mpzl2)を検出した。さ

らに、定量的 RT-PCR により、Mpzl2 の mRNA

の発現は、KO マウスで正常マウスの約 20 倍

増加していた。  

 Mpzl2 の特異抗体を作製し、免疫組織化学

を行ったところ、細胞接着分子 Mpzl2 は精母

細胞から円形精子細胞に発現することが分

かった。細胞接着分子 Cadm1 は精祖細胞から

精母細胞と伸長精子細胞に発現している。

Cadm1 KO マウスにおいて Mpzl2 の発現が増加

することにより、Cadm1 の精母細胞での機能

を代償していることが示唆された。 

 造精細胞に発現する Cadm1 は、セルトリ細

胞に発現するPoliovirus receptor(PVR)と相

互作用する。共同研究により供与された PVR 

KO マウスの精巣における精子形成障害につ

いて解析をした。予想に反して PVR KO マウ

スは精子形成障害を生じなかったが、Cadm1

の KO マウスと同様のセルトリ細胞の異常が

認められた。精子形成障害を生じる造精細胞

に発現する Jam-C KO マウスに対して、セル

トリ細胞に発現し Jam-C と相互作用する

Jam-B が精子形成障害を示さないことと同様

である。本研究により、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にお

いて、造精細胞に発現する分子の機能異常に

よって精子形成障害が起こりやすいことが

明らかになった。また、PVR KO マウスのセル

トリ細胞にも異常が認められたことから、セ

ルトリ細胞における異常は、精子形成障害を

起こすには至らない障害であることが分か

った。 
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