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研究成果の概要： 

SgIGSF（spermatogenic immunoglobulin superfamily）／TSLC1（tumor suppressor in lung 

cancer-1）は、免疫グロブリン・スーパーファミリーに属する細胞膜１回貫通型の接着分子で、

様々な細胞に発現しており、精子形成やシナプス形成など種々の機能を有するが、本分子の機

能制御の仕組みについてはよくわかっていない。本研究課題では、SgIGSF/TSLC1 の発現制御機

構として転写調節（splicing による分泌型分子の産生）と転写後調節（shedding による細胞外

ドメイン断片の産生）が存在することを明らかにした。加えて、分泌型分子は細胞外に放出さ

れた後、神経突起上に発現する膜貫通型分子と trans-ホモフィリックに結合することにより、

神経突起の伸長方向の制御に関わることがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 

SgIGSF （ spermatogenic immunoglobulin 
superfamily）／TSLC1（tumor suppressor in 
lung cancer-1）は、免疫グロブリン・スー
パーファミリーに属する細胞膜１回貫通型
の接着分子である。５年ほど前に別々の研究
者が異なる分野において単離し、種々の機能
を報告した。構造上はネクチンと類似し
（Necl2）、精子形成に必須で（SgIGSF）、神

経シナプス形成誘導能（SynCAM）や肺癌抑制
機能（TSLC1）がある。本研究代表者はマス
ト細胞の接着分子として単離し、線維芽細胞
や神経との接着を媒介することでマスト細
胞の生存や活性化に寄与することを見出し
た。このように SgIGSF/TSLC1 は多機能性接
着分子であるが、その分子機序は全く不明で
あった。 
 一方 SgIGSF/TSLC1 は、分子構造上、細胞
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外ドメインに 3個の免疫グロブリン様ループ
を有する分子量約 100 kDa の接着分子で、ス
プライシングバリアントとして分子量 55 kDa
の分泌型アイソフォームが存在する。NIH3T3
細胞は内在性に SgIGSF/TSLC1 を発現してい
ないが、SgIGSF/TSLC1 の全長 cDNA を遺伝子
導入し SgIGSF/TSLC1 の C 末抗体でウエスタ
ンブロットすると、100 kDa の他に 35 kDaと
15 kDaにバンドが検出される（上図参照）が、
このバンドの由来は不明であった。 
 

２．研究の目的 

 

本研究においては、まず（１）SgIGSF/TSLC1
全長 cDNA 遺伝子導入・発現実験によって 35 
kDa 分子が成熟型 SgIGSF/TSLC1 mRNA に由来
する蛋白であることを明らかにし、次いで
（２）質量分析により 35 kDa 分子が成熟型
分子の切断産物であることの同定を試みる。
更に（３）成熟型切断によって放出される細
胞外断片とスプライシング・アイソフォーム
分泌型分子を培養上清中に検出し、両分子が
成熟型分子によって媒介される細胞接着に
どのような作用を有するのかを決定する。 
 

３．研究の方法 

(1) 35 kDa 分子の由来及び発現分布 ①細胞
レベル：内在性に SgIGSF/TSLC1 を発現しな
い細胞（例えば NIH/3T3 線維芽細胞、或いは
転写因子 MITF 変異マウス由来培養マスト細
胞）に SgIGSF/TSLC1 や MITF の全長 cDNA を
遺 伝 子 導 入 す る 。 ② 個 体 レ ベ ル ：
SgIGSF/TSLC1 全長 cDNA を用いて作成したト
ランスジェニックマウスから各種臓器を摘
出し、又骨髄より培養マスト細胞を樹立する。
③ 細 胞 ・ 組 織 か ら 蛋 白 を 抽 出 し 、 抗
SgIGSF/TSLC1 細胞内領域認識抗体及び細胞
外領域認識抗体にてウエスタン法を行う。 
(2) 35 kDa 分子産生機構として成熟型
shedding の 可 能 性  ① 35 kDa 分 子 が
SgIGSF/TSLC1 膜貫通型分子（約 100 kDa）の
shedding によって細胞膜側に残った分子で
あるならば、細胞外領域の断片は培養上清中
に放出されるはずであり、その大きさは約 65 
kDa と予想される。②セミコンフルエントな

培養細胞を無血清培地で一晩放置し、培養上
清を回収・濃縮する。SgIGSF/TSLC1 細胞外領
域認識抗体を用いたウエスタン法により細
胞外断片の検出を試みる。 
(3) 質量分析による 35 kDa 分子の同定 ①
35 kDa分子を高発現する細胞から蛋白を抽出
し、SgIGSF/TSLC1 細胞内領域認識抗体により
35 kDa 分子を免疫沈降する。SDS-PAGE に展
開し、バンドをゲルから切り出し、質量分析
に供する。②質量分析によりその shedding
の位置が決定する。③SgIGSF/TSLC1全長 cDNA
において shedding 部位或いはその近傍に点
変異を導入する。 
(4) スプライシング・アイソフォーム分泌型
分子の検出 ①SgIGSF/TSLC1 には ICAM 等他
の免疫グロブリンスーパーファミリー接着
分子と同様にスプライシング・アイソフォー
ムとして分泌型分子が存在する。②(2)-②と
同様の手順により SgIGSF/TSLC1 分泌型分子
の検出を試みる。 
(5) SgIGSF/TSLC1の神経突起伸長に対する影
響の解析 ①神経細胞の３次元培養：新生仔
マウスの上頸神経節（交感神経）及び後根神
経節（知覚神経）から神経細胞の single cell 
suspension を得て、神経成長因子を含むコラ
ーゲンゲル内に移植する。神経突起が移植部
を中心に放射状に伸長することを確認する。
②SgIGSF/TSLC1 分泌型分子濃度勾配の作
成：SgIGSF/TSLC1 分泌型分子を恒常的に発
現・分泌する細胞亜株を得て、コラーゲン内
に移植する。移植部位を中心に SgIGSF/TSLC1
分泌型分子の濃度勾配が出来ていることを
ゲルのパラフィン切片免疫染色で確認する。
③SgIGSF/TSLC1 分泌型分子濃度勾配と神経
突起伸長との関係：（a）の神経細胞、（b）の
亜株、及びその親株の３者を三角形の頂点の
位置にコラーゲン内に移植する。神経突起が
（b）の亜株の方向を目指すようにカーブし
て伸長すると期待される。ゲルのパラフィン
切片免疫染色により、SgIGSF/TSLC1 分泌型分
子が伸長する神経突起上の SgIGSF/TSLC1 膜
貫通型分子と結合していることを示す。 
 
４．研究成果 
(1) ①35 kDa と 15 kDa のバンドは N 末認識
抗体では検出されなかった。②SgIGSF/TSLC1
全長 cDNAを遺伝子導入した NIH3T3細胞の無
血清培養上清を N末認識抗体でウエスタンブ
ロットすると 75 kDaと 60 kDaにバンド検出
した。③この 75 kDa 分子は N 型及び O 型糖
鎖切断酵素処理によって、それぞれ 65、55 kDa
まで分子量が減尐した。④一方、60 kDa のバ
ンドは N 型糖鎖切断酵素処理で 50 kDa に移
動したが、O 型糖鎖切断酵素処理では移動し
なかった。この結果は分泌型アイソフォーム
の場合と同じであった。 
(2) SgIGSF/TSLC1は細胞外領域の傍膜貫通領

Necl -2の多機能性と発現の多様性
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域に１３個スレオニンが連続する部分があ
り、この部位で高度に O型糖鎖修飾を受けて
いると考えられている。今回の結果から、
SgIGSF/TSLC1 はスレオニン繰り返し配列の
すぐ N 末側と C 末側の２か所で shedding を
受けていると考えられた。Shedding の結果細
胞外に放出される N 末側断片は２種類あり、
両者は O型糖鎖修飾の有無の点で構造的に異
なり、小さい方の分子は分泌型アイソフォー
ムとほぼ相同の構造を有すると考えられた。 
(3) マウス上頸神経節細胞をＩ型コラーゲ
ン内で神経成長因子の存在下に培養すると、
神経突起は移植部位を中心に放射状に伸長
した。培養開始後２日目に SgIGSF/TSLC1 分
泌型分子を恒常的に分泌するトランスフェ
クタントとその元の細胞を神経の近傍で対
称的な位置に移植した所、６日目には神経突
起の伸長がトランスフェクタントの方向へ
曲がっているのが観察された。この３次元培
養系を免疫組織化学的に検討すると、
SgIGSF/TSLC1 分泌型分子はトランスフェク
タントの周囲に濃度勾配を成して分布し、そ
の 一 部 は 神 経 突 起 表 面 に 発 現 す る
SgIGSF/TSLC1 膜貫通型分子と結合していた。
以上の結果より、SgIGSF/TSLC1 分泌型分子は
神経突起細胞膜に発現する SgIGSF/TSLC1 膜
貫通型分子と結合することで神経突起伸長
に対するアトラクティブなガイダンス能を
持つものと考えられた。 
 なお、SgIGSF/TSLC1 は別名に SynCAM、
Necl-2、RA175、IGSF4 等があったが、混乱を
避 け る た め 最 近 CADM1 (Cell adhesion 
molecule-1)という名称に統一された。 
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