
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２５年 ５月１６日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：造精細胞に発現する細胞接着分子 Cadm1は、セルトリ細胞に発現する

ポリオウィルス受容体と相互作用することにより、精子形成に関与する。Cadm1の KOマウスで

は、造精細胞の形態異常やアポトーシスによる精子形成障害により不妊を生じる。本研究では、

造精細胞の細胞内で Cadm1と相互作用する２つのアダプター蛋白質 Bspryと Mpp6を同定した。

Bspryと Mpp6は伸長精子細胞に局在することが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Cell adhesion molecule-1(Cadm1) is expressed in only spermatogenic 
cells. It is involved in spermatogenesis by the interaction with poliovirus receptor 
expressed in Sertoli cells. Cadm1-deficient mice have male infertility due to defective 
spermatogenesis, in which abnormal spermatids and apoptotic cells are prominent. In the 
present study, we identified two adaptor molecules, Bspry and Mpp6, which interact with 
Cadm1. Both molecules localized in elongating spermatids of the testis. 
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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、精子細
胞の形態変化の 3つの過程からなる。造精細

胞に発現する細胞接着分子 Cell adhesion 
molecule-1(Cadm1)は、セルトリ細胞に発現
するポリオウィルス受容体(PVR)と相互作用
する。Cadm1のノックアウト(KO)マウスでは、
造精細胞がセルトリ細胞から脱落するだけ
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でなく、造精細胞の分化異常も示すため雄性
不妊を生じる。我々は、 Spermatogenic 
immunoglobulin superfamilyという名称でマ
ウスの Cadm1を初めて報告し、その精巣にお
ける発現や精子形成における役割について、
世界に先駆けて明らかにした。Cadm1 は、精
祖細胞から早期の精母細胞と伸長精子細胞
の 2つの時期の造精細胞に発現するが、中期
以降の精母細胞から円形精子細胞には発現
しない。野生型やヘテロマウスと比べて、KO
マウスでは、精祖細胞や精母細胞にアポトー
シスが増加するが、精母細胞は減数分裂を完
了して精子細胞を形成する。KOマウスの精母
細胞では細胞接着分子 Mpzl2の発現が代償的
に増加するが、伸長精子細胞には Mpzl2が発
現しなかった。さらに、KOマウスでは、造精
細胞がセルトリ細胞から脱落するだけでな
く、特に、伸長精子細胞の細胞内小器官の分
布異常を含む分化異常が認められた。以上の
結果から、精祖細胞から精母細胞と伸長精子
細胞では、Cadm1 の役割が異なることが推測
された。また、伸長精子細胞の分化異常は、
細胞内において Cadm1と相互作用するアダプ
ター蛋白質が精子形成に関係していること
を示唆する。Cadm1 の細胞内領域には、C 末
端の PDZ結合モチーフ(Φ-X-Φ、Φは疎水性
アミノ酸)と細胞膜直下の Protein 4.1 結合
モチーフ(R-X-K-X0-4-G-X-Y-X3-E)が同定され
ている。精巣において、Protein 4.1 結合モ
チーフには、Protein 4.1B や Protein 4.1G
が結合するが、どちらの KO マウスも精子形
成障害を起こさないことが報告されている。
一方、精巣において Cadm1の PDZ結合モチー
フ、あるいは、他の部位と相互作用する分子
は同定されていない。したがって、伸長精子
細胞における Cadm1の機能の分子基盤を明ら
かにするためには、Cadm1 と相互作用する分
子を同定するという着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
 これまでの研究背景から、細胞接着分子

Cadm1は細胞内のアダプター蛋白質を介して

精子形成を調節し、そのため細胞内シグナ

ル伝達機構を活性化することが示唆されて

いる。したがって、精子形成において Cadm1

の細胞内領域と相互作用するアダプター蛋

白質群を探索し、Cadm1による精子形成の調

節機構の分子基盤を明らかにすることを研

究の目的とする。このために、まず、Yeast 

Two-Hybrid 法を用いて網羅的に探索を行う。

精巣から抽出した RNA を用いて作製した

cDNA ライブラリーに対して、Cadm1 の細胞

内領域と相互作用する分子をスクリーニン

グすることで、精巣において Cadm1 と相互

作用するアダプター蛋白質分子を網羅的に

探索することができる。次に、同定したア

ダプター蛋白質分子と Cadm1 との相互作用

部位を決定する。相互作用部位の決定は、

変異体の作製等により、その分子機構を明

らかにすることが可能になる。また、同定

した分子に対して作製した抗体を利用して、

同定した分子の精巣における発現と局在を

明らかにするため、野生型および Cadm1 の

KO マウスを用いて解析し、精巣における

Cadm1と相互作用する分子の挙動を解析する

ことを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
細胞接着分子 Cadm1の細胞内領域には、PDZ

結合モチーフと Protein 4.1結合モチーフが
ある。しかしながら、これら以外の細胞内領
域において相互作用するアダプター蛋白質
が存在する可能性もある。したがって、Cadm1
の細胞内領域すべてを含む Yeast Two-Hybrid
用の BDベクターを作製した。この BDベクタ
ーを用いて、精巣の cDNAライブラリーを挿
入した ADベクター（獨協大学医学部、安西
博士より供与）を網羅的にスクリーニングす
ることで、Cadm1の細胞内領域と相互作用す
るアダプター蛋白質を探索した。同定した分
子について、変異体を作製して、Cadm1との
相互作用を培養細胞において解析する。また、
同定した分子の GST融合組み換え蛋白質を合
成して、同定したアダプター蛋白質に対する
特異抗体をラットで作製する。さらに、野生
型および Cadm1の KOマウスを利用して、精
巣における同定した分子の発現と局在を解
析する。また、精巣のライゼートに対して作
製した抗体を用いて免疫沈降を行い、沈降産
物の質量分析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 

Yeast Two-Hybrid法によるスクリーニング
の結果、105個の陽性クローンを得た。これ
らの陽性クローンをシークエンスすること
により、クローンの分子種を同定した。23個
の陽性クローンは PDZ蛋白質の膜結合型グ
アニル酸キナーゼファミリー分子の
Membrane protein, palmitoylated 6 (Mpp6)
であり、7個の陽性クローンは、B-box and SPRY 
domain containing (Bspry)であった。Bspry
は、N末から B-boxドメインと Spryドメイン
からなり、Cadm1と B-boxドメインが相互作
用することが分かった。一方、Mpp6は、N末
から L27ドメイン、PDZドメイン、SH3ドメ
イン、Guanylate kinaseドメインからなり、



 

 

Cadm1と PDZドメインで相互作用する。 
次に、蛍光蛋白質EYFPをタグとして付加した

BspryとMpp6融合蛋白質を遺伝子導入して培

養細胞HEK293に強制発現させた。単独で遺伝

子導入したBspryとMpp6は、ともに細胞質にび

漫性に局在する（図1A）が、BspryではB-box

を欠損（△B-box; 図1B）した。また、Cadm1

を同時に遺伝子導入するとCadm1が局在する

細胞膜に共局在した。したがって、Cadm1のア

ダプター蛋白質としてBspryとMpp6が機能す

ることがin vitroレベルで明らかになった。 

また、BspryとMpp6のC末部位のGST融合蛋白

質を作製し、ラットを免疫することで、それ

ぞれ特異抗体を作製した。野生型マウスにお

いてBspryとMpp6はともに伸長精子細胞に発

現し、Cadm1と共局在した（図２）。Cadm1の

KOマウスにおいて、BspryとMpp6、伸長精子細

胞に発現するが、細胞質に顆粒状に局在する

異常所見を得た。また、Mpp6はウェスタンブ

ロットによる。野生型の約20％に発現量が減

少した。 
さらに、作製した抗体を用いて免疫沈降を

行い、沈降産物の解析による Cadm1と相互作
用する分子の探索を行った。得られた沈降産
物に対して質量分析を行ったところ、これら
の免疫沈降産物には 40 種類の分子が含まれ
ていることが分かった。    
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