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研究成果の概要（和文）：精子の核は頭部にあり、尾部にはミトコンドリアと鞭毛が配置される。細胞接着分子
CADM1は、尾側の細胞膜に発現し、その遺伝子欠損マウスは、ミトコンドリアの配置と鞭毛形成に異常を生じ、
受精できない。本研究では、CADM1とBSPRY、MPP6、Iba-1、SEPTEX-1との相互作用を検討した。その結果、CADM1
と相互作用するのはMrapとTex22だけだった。しかし、MrapとTex22のノックアウトマウスは不妊を示さない。こ
れらの結果から、細胞接着分子CADM1が存在することが重要で、ミトコンドリアの再配置や鞭毛形成が進行する
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The nucleus and organelles are arranged in designated position. In sperm, 
the nucleus localizes at the head, centrosome does at the neck and mitochondria and flagella do at 
the tail. Cell adhesion molecules 1 (CADM1) is localized in the posterior portion of elongating 
spermatids. Knockout (KO) mice for CADM1 develop male infertility due to defective spermatogenesis 
showing disordered mitochondrial position and abnormal formation of flagella. It is unknown to 
regulate the mitochondrial localization and flagellar formation by CADM1. We examined which 
molecules interact with CADM1, its adaptor molecule BSPRY, Iba-1 MPP6 and sperm flagellar protein 
SEPTEX-1. Only Mrap and Tex22 could interact with CADM1, BSPRY, MPP6, Iba-1, SEPTEX-1. However, 
knockout mice for Mrap and Tex22 showed no infertility. These findings suggest that CADM1 is 
indispensable for normal positioning of mitochondria and flagellar formation.

研究分野：解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
精子形成では、造精幹細胞を含む精祖細胞が増殖・分化をして次世代に遺伝情報を伝える精子が形成される。精
子は、頭部に先体や核があり、ミトコンドリアを有する鞭毛を尾部にもつ高度に分化した細胞である。細胞接着
分子CADM1のノックアウトマウスでは、ミトコンドリアの配置異常を伴う鞭毛形成異常を生じた。このミトコン
ドリア配置と鞭毛形成を制御するCADM1が相互作用する分子が明らかになり、本研究の成果は、男性不妊症の原
因解明に寄与する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 すべての細胞には、核と細胞小器官が存在し、核の周囲に細胞小器官は配置される。これは極
性をもった上皮細胞や神経細胞でも同じで、核の周囲に細胞小器官は散在している。しかし、精
子は、遺伝子を次世代に伝えることに特化した細胞で、いわば高度に極性化した細胞とも言える。
すなわち、核と先体は頭部にあり、中心子は頸部に、尾部にはミトコンドリアと鞭毛が配置され
ている。この核と細胞小器官の細胞内極性化が精子機能に重要であり、極性化が起こらないと受
精ができない。研究代表者は、細胞接着分子に着目して、この極性化の分子機構について研究を
行ってきた。そして, CAR, JAM-C, N-Cadherin, Nectin-3 など様々な細胞接着分子が頭部の細
胞膜に存在するのに対し、細胞接着分子 Cell adhesion molecule-1(CADM1)だけが尾側の細胞膜
に存在する細胞接着分子であることを発見した。そこで CADM1 遺伝子欠損欠損マウスを解析し
たところ、ミトコンドリアの尾部への非局在化、鞭毛形成不全などの尾部の形成異常が認められ
た。しかし、細胞接着分子 CADM1 がどのように尾部のミトコンドリアの配置及び鞭毛形成を制御
するのかについて、その分子機構は全く不明である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞接着分子 CADM1 が尾部のミトコンドリアの配置と鞭毛形成を制御する
分子機構を明らかにすることである。研究代表者は、Yeast-Two-Hybrid システムにより、CADM1
と直接結合する 2つのアダプター蛋白質 BSPRY と MPP6 を同定した。しかし、BSPRY 遺伝子欠損 
マウスの精巣は小さいが CADM1 に見られる精子形成障害はなく、MPP6 では精子形成に異常は見
られない。そこで、BSPRY 抗体で免疫沈降をして質量分析で解析をしたところ、細胞内蛋白質 Iba-
1 が沈降産物に含まれていた。また、CADM1 遺伝子欠損マウスの精巣で、Iba-1 と精子鞭毛蛋白
質 SEPTEX-1 の発現が著しく減少していることを発見した。これらの結果から、CADM1 がアダプ
ター蛋白質 BSPRY を介して Iba-1 や SEPTEX-1 を含んだ複合体を形成して、ミトコンドリアの再
配置や鞭毛形成を制御するとの仮説を立てた。iPS 細胞や器官培養系において精子を作製できる
ことは報告されているが、ミトコンドリアの配置と鞭毛形成が細胞集団全体で観察できないと
解析には利用できない。そのため、遺伝子欠損マウスを作製し、その表現型を観察しなければな
らない。しかし、多くの分子の中から CADM1 と相互作用する分子群を見つけ出すことは難しい。
そこで、抗体を用いた免疫沈降法により得られた沈降産物を質量分析して相互作用する候補分
子を繰り返し同定する。同定した分子の機能解析を通じて、細胞接着分子 CADM1 と相互作用する
分子群を明らかにするとともに、細胞接着分子 CADM1 による精子の尾部のミトコンドリアの配
置と鞭毛形成の制御機構について明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、細胞接着分子 CADM1 の遺伝子欠損マウスで観察されたミトコンドリア配置と鞭
毛形成の異常を引き起こす分子機構の解明を目指す。CADM1 遺伝子欠損マウスによる解析の結果、
野生型マウスと比較して、発現に異常が認められ、かつ、CADM1 との相互作用する分子と相互作
用する分子を網羅的に同定する。すなわち、その発現が抗体を用いた免疫沈降を行い、その沈降
産物を質量分析により分子を同定する解析を繰り返し行った。抗体は、細胞接着分子 CADM1、そ
のアダプター蛋白質 BSPRY、MPP6、細胞内蛋白質 Ib-1、精子鞭毛蛋白質 SEPTEX-1 を用いた。 
得られたすべての分子に対して遺伝子欠損マウスを作製するにはコストがかかり過ぎるので、2
つの分子間の直接の相互作用を解析できる in vitro アッセイ実験系である VIP
（Visible immunoprecipitation assay）アッセイを行った。VIP アッセイとは、蛍光タン
パク質と GFP-Nanobody を用いた共免疫沈降法に蛍光顕微鏡を組み合わせたタンパク
質間相互作用を蛍光観察により解析法である。VIP アッセイでは、ウェスタンブロッ
ティングで共免疫沈降産物を解析するのではなく、免疫沈降産物をビーズに結合して
いる蛍光蛋白質の蛍光シグナルとして直接検出する。そのため、多くの分子を簡単に、
早く、その間相互作用を解析することができる。したがって、抗体を用いた免疫沈降
産物の質量分析により同定した分子を、VIP アッセイにより直接の相互作用をする分
子を同定する。 
 
 
４．研究成果 
細胞接着分子 CADM1 が尾部のミトコンドリアの配置と鞭毛形成を制御する分子機構を明らか
にするため、Yeast-Two-Hybrid システムにより、CADM1 と直接結合するアダプター蛋白質 BSPRY
と MPP6 を同定した。しかし、MPP6 の遺伝子欠損マウスは報告されているが、精子形成障害を示
さない。また、BSPRY 遺伝子欠損マウスを作製して解析したところ、BSPRY 遺伝子欠損マウスの
精巣は小さいが、CADM1 で観察された様な精子形成障害は見られなかった。次に、BSPRY 抗体と



MPP6 抗体で免疫沈降をして質量分析で解析をしたところ、細胞内蛋白質 Iba-1 や SEPTEX-1 等の
多数の分子が沈降産物に含まれていた。Iba-1 と SPETEX-1 の発現は、CADM1 遺伝子欠損マウスの
精巣で著しく減少していた。 CADM1 についても、再度、免疫沈降と沈降産物の質量分析を行っ
た。これらの実験の結果、相互作用する可能性のある 80 種類の分子を同定した。これらの分子
に対して、in vitro のアッセイ実験系である VIP アッセイにより CADM1 と直接作用がある分子
を同定したところ、13種類の分子を明らかにした。さらに、CADM1 の遺伝子欠損マウスで発現が
変化する分子として、APP、Atp5o、Cbr1、Ifnar2、Mrap、Pigp、Tex22 の 7個の分子を選別でき
た。さらに、これらについて、BSPRY との相互作用を検討した。その結果、Mrap と Tex22 のみが
相互作用が見られた。MPP6 と SEPTEX-1 とはどれも相互作用が見られなかった。しかし、Mrap と
Tex22 のノックアウトマウスは不妊を示さないことが既に報告されている。これらの結果から、
細胞接着分子 CADM1 が存在することにより、相互作用する分子群が適切な局在を示すことが可
能になり、ミトコンドリアの再配置や鞭毛形成が進行することが示唆された。また、代償機構が
存在しており、相互作用する分子が欠損しても他の分子が代償することが示唆された。 
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