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研究成果の概要（和文）：CEACAMは細胞間接着分子で、我々はその一つである Ceacam2-L が精巣性上皮に高発現する
ことを発見した。CEACAM2-Lは伸長精子細胞の細胞質を囲む形質膜に特異的に存在し、セルトリ細胞に発現するPoliovi
rus receptor (PVR)と近接していた。免疫沈降法により、これらが分子間相互作用することが判明した。さらにCOS7培
養細胞を用いた実験によって、Ceacam2-L とPVRがヘテロ4量体の複合体を形成することが判明した。これらの結果は、
伸長精子細胞の余剰細胞質をセルトリ細胞が認識する過程に、Ceacam2-L とPVRの分子間相互作用が関わっていること
を示唆する。

研究成果の概要（英文）：CEA-related cell adhesion molecules (CEACAM) that belong to immunoglobulin 
superfamily play as a cell-to-cell adhesion molecules. We found that one CEACAM molecule, Ceacam2-L was 
highly expressed in the seminiferous epithelium in mouse testis. Immunohistochemical data showed that 
CEACAM2-L was present only at the plasma membrane of elongating spermatids with which extended 
cytoplasmic processes of Sertoli cells contact. Immunohistochemical analysis showed that CEACAM2-L 
expressed on elongated spermatids was in close contact with Poliovirus receptor (PVR)-positive cell 
processes of Sertoli cells. Immunoprecipitation experiments both in vivo and in vitro demonstrated direct 
heterophilic interaction between CEACAM2-L and PVR. In addition, we found that CEACAM2-L formed 
heterophilic trans-tetramers with PVR in transfected COS7 cells. From these data, we proposed that 
Sertoli cells recognize the excess cytoplasm of elongated spermatids through the PVR-CEACAM2-L 
interaction in mouse testis.

研究分野：動物学　動物発生学
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１．研究開始当初の背景 
  精子は雄の遺伝情報を卵まで運搬する

とともに受精卵を活性化する重要な役割を

担っている。精子は精祖細胞から２回の減数

分裂をへて半数体の円形精子細胞となり、細

胞質の消失、核の濃縮、鞭毛・先体形成を経

て運動性を持った細長い細胞へと著しくそ

の形態を変化させる。この複雑な精子形成と

いう細胞分化の制御は、（１）生殖細胞にお

いて、どの時期にどの遺伝子を発現させるか

という内因性の遺伝子発現制御機構、（２）

ステロイドホルモン等の外因性因子による

遺伝子発現調節機構、（３）生殖細胞と支持

細胞であるセルトリ細胞との細胞間相互作

用、などにより行なわれる。これらの調節機

構に異常が生じた場合、正常な精子形成が行

われなくなる。 

哺乳類精巣の精細管上皮（精上皮）には、

セルトリ細胞間およびセルトリ細胞-生殖細

胞間に Ectoplasmic Specialization (ES)と

呼ばれる特殊な細胞間接着装置が形成され

ている。セルトリ細胞間の ES (basal ES) は

Blood Testis Barrier (BTB, 精巣－血液関

門) を形成し、精上皮を apical 側と basal

側のコンパートメントに 2分する。セルトリ

－生殖細胞間の ES (apical ES) は精子細胞

が伸長精子細胞へと形態変化する時期に出

現し、成熟した精子になるまで精子細胞をセ

ルトリ細胞にアンカリングする機能を担っ

ている。Apical ES を構成する分子として、

Junctional Adhesion Molecule (JAM)、

Nectins、Nectin-like molecules (Necl)、

Coxsakie and Adenovirus Receptor (CAR)

がこれまでに報告されている。これらはその

タンパク質１次構造の解析から、イムノグロ

ブリンスーパーファミリーに属することが

判明している。KO マウス実験によって、

JAM, Nectins, Necl分子の欠損により精子

形成不全や形成異常が起きることから、これ

ら分子が精子の形態形成に必須であること

が判明している。 
 
２．研究の目的 
  申請者はディファレンシャルディス

プレイ法を用いて、 Carcinoembryonic 

antigen-related cell adhesion molecule 6 

(Ceacam6) を単離するとともに、イントロ

ンリテンション機構 (intron の保持)により

生じる Ceacam6 新規アイソフォーム 

(Ceacam6-L と命名) をクローニングした。

Ceacam6 とCeacam6-L はともにイムノグ

ロブリンスーパーファミリーに属する分子

である。Ceacam6 はセルトリ細胞内の中間

系フィラメント（ビメンチン）との結合能を

有し、細胞内におけるビメンチン構築制御を

行う役割を担うと思われる（Biol Reprod, 85, 

924–933, 2011）。他方、Ceacam6-Lは上記

で述べた apical ES を構成する新規細胞接

着分子で、伸長精子細胞とセルトリ細胞の接

着部位に限局的に存在する分子であること

を見い出した（Biol Reprod, 79:1062-1073, 

2008）。 

さらに、哺乳類精巣には Ceacam ファミ

リー分子群として、Ceacam１および

Ceacam２が発現していることが報告され

ているが、その分子局在は不明で、接着分

子としての役割を担っているかどうか明

らかにされていない。本研究の目的は、

Ceacam１および Ceacam２について、

（１）発現している分子の構造決定と（２）

その局在の解明、（３）接着分子複合体の

同定、（４）相互作用する分子の探索、を

行うことによって、精上皮における

Ceacam ファミリー分子群の発現と局在

を俯瞰し、精子形成制御機構の研究に新た

な展開をもたらすことである。 

 

具体的な目的 

（１） 発現している分子の構造解析 

Ceacam遺伝子は、スプライシングによ

って多彩なアイソフォームを作りだし、



それらが組織特異的に発現する傾向が

ある。精巣に発現している Ceacam1,2

の構造を決定する。 

（２） 分子局在の解明 

Ceacam１およびCeacam２のmRNAの

発現細胞を in situ hybridization法によ

って明らかにするとともに、抗体を作成

し、精巣におけるタンパク質の分子局在

を免疫組織化学的手法により解明する。 

（３） 接着分子複合体の同定  

Ceacam1,2 が接着分子として機能する

ことが判明した場合、その分子複合体

（ホモダイマー、ヘテロ２量体など）を

明らかにする。          

（４）相互作用する分子の探索、 

酵 母 Two-Hybrid 法 に よ っ て 、

Ceacam1,2 と相互作用する候補分子を

ライブラリーから単離・同定する。 

 
 
３．研究の方法 
（１） 発現している分子の構造解析 

 Ceacam遺伝子群はスプライシングによ

って多彩なアイソフォームを作りだし、そ

れらが組織特異的に発現する傾向がある。

よって、Ceacam１、２遺伝子の構成エク

ソンに対して、細かな PCR プライマーを

設定し、発現する分子構造を DNAシーク

エンスにより決定する必要がある。

Ceacam１はユビキタスに発現するが、

Ceacam２は精巣特異的に発現することを

すでに RT-PCR によって確認している。

Ceacam２遺伝子は９個のエクソンからな

り、その第２、第３エクソンがスキップす

るアイソフォームが精巣に発現している

ことをすでに確認しており、そのタンパク

質１次構造（340アミノ酸）は典型的なイ

ムノグロブリンスーパーファミリー様構

造をとると推定され，N末のシグナル配列

および膜貫通部位(TM)を持つ事から、細胞

膜に局在する可能性が高い。Ceacam１に

ついては現在解析中である。 

（２） 分子局在の解明 

  Ceacam１および Ceacam２の mRNA の

発現細胞を in situ hybridization 法によっ

て明らかにする。また、構造を決定した

Ceacam１、２に対して抗ペプチド抗体を作

成し、抗体特異性を確認後、ウェスタンブロ

ットおよび免疫組織化学的方法により、精巣

における発現細胞と発現部位を調べる。

Ceacam２抗体はすでに作成した。Ceacam

１抗体は現在作成中である。高解像度が必要

な場合には、精巣構成細胞を分離した後、免

疫染色する。ラット精細管サンプルの超薄凍

結切片とイムノゴールドを用いた免疫電子

顕微鏡解析を行い、発現細胞と発現部位をさ

らに詳細に同定する。 

（３）接着分子複合体の同定  

 精細管に発現するイムノグロブリンス

ーパーファミリーに属する接着分子は、シ

スーホモダイマーを形成するとともに、ト

ランス的にホモあるいはヘテロ分子間結

合することによって、細胞間接着分子とし

ての機能を果たす可能性が高い。この分子

複合体の構成を決定することは重要であ

る。そのために、候補分子に Tagを付加し、

トランスフェクションにより培養細胞に

発現させ、クロスリンカーを用いて複合体

を固定した後、免疫沈降／ウェスタンブロ

ットにより、分子複合体を解析する。前述

した Ceacam6-L の場合には、培養細胞に

発現させると細胞辺縁部に分子が局在し、

４分子がクロスリンクしている（４量体）

ことが判明している。同様な方法で解析を

行うことによって、Ceacam1,2の分子複合

体を決定する。また、上記の解析がうまく

行かない場合には、精細管の膜分画に対し

てクロスリンカー処理を施し、免疫沈降／

ウェスタンブロットによって分子複合体

を解析する。 

 



（４）相互作用する分子の探索 

 精上皮における接着分子として同定さ

れた Nectin 2分子は、膜貫通ドメインの細

胞質側の部位で、affadin 分子を介して、

細胞骨格（アクチンフィラメント）と相互

作用することが判明している。イムノグロ

ブリンスーパーファミリー分子には、この

ような相互作用する分子が見いだされる

ことが多く、Ceacam1,2に関しても、その

可能性があると思われる。 

 Ceacam1,2 をエサ（bait）とした酵母

Two-Hybrid 法を行い、Ceacam1,2 と相

互作用する分子をライブラリーからスク

リーニングし、得られた分子についてそ

の発現・局在を調べる。既知の分子でそ

の局在及び機能が同定されている場合、

Ceacam1,2 の局在及び機能解明につなが

る。未解析分子であった場合、抗体を作

成してその分子の発現・局在解析を行う。

相互作用が認められた分子に関しては、

Ceacam1,2 とともに培養細胞に共発現さ

せ、免疫沈降法および蛍光抗体法によっ

て、分子間相互作用の再確認を行う。必

要な場合には、組換え蛋白質を大腸菌に

て作成し、プルダウンアッセイによって

分子間相互作用を確認する。 
 
４．研究成果 

  本研究は哺乳類の精上皮に発現するイム

ノグロブリンスーパーファミリー(IgS)に属

するCeacam2 について、発現する分子構造、

局在、分子複合体を明らかにすることを目的

とした。Ceacam２遺伝子はスプライシングに

よって２種の分子が形成され、蛋白質の長さ

によりCeacam２-S(短分子)と Ceacam２-L（長

分子）が存在する。Ceacam２-Lに対して特異

的ペプチド抗体を作成した。ウェスタンブロ

ットおよび免疫組織化学的方法により、

Ceacam２-Lはマウス精上皮の伸長精子細胞の

余剰細胞質を包む形質膜に限局して存在する

ことが判明した。この余剰細胞質は、精子形

成の最終段階でセルトリ細胞に取り込まれ処

理される部位であるため、Ceacam２-Lが精子

細胞とセルトリ細胞の相互作用に関わる重要

な分子である可能性が推測された。精細管に

発現するIgS に属する接着分子はホモあるい

はヘテロ分子間結合することによって、細胞

間接着分子としての機能を果たす可能性が高

い。Ceacam２-Lと分子複合体を形成する分子

を同定する事を目的として研究を進めた。そ

の結果、セルトリ細胞に発現するPoliovirus 

receptor (PVR) がCEACAM２-Lと複合体を形

成することを見いだした。抗CEACAM２-L抗体

を用いた免疫沈降により、マウス精上皮から

CEACAM２-L とともにPVRが共沈した。また、

COS７培養細胞に発現させたPVRもCeacam２-L

と共沈した。相互作用する分子間に化学的結

合を導入するクロスリンカーBS3処理をした

試料を用いた免疫沈降によって、CEACAM２-L

とPVR がヘテロ4量体の分子複合体を形成す

ることを見いだした。また、もう一つのヴァ

リアントであるCeacam2-Sを認識する抗体を

作成し、免疫組織化学的方法によって精巣に

おける分子局在解析を行った。Ceacam２-L と

異なり、Ceacam２-Sは主に精母細胞の形質膜

に発現していた。セルトリ細胞に発現するPVR

との分子複合体形成について調べるため、上

述したようなCOS７培養細胞を用いて研究し

た結果、Ceacam2-SもPVR とヘテロ4量体の分

子複合体を形成することが判明した。 

  Ceacam２ノックアウトマウスの解析を行

うため、Dr. Sonia M, Najjar (Center for 

Diabetes and Endocrine Research , 

University of Toledo College of Medicine)

から固定した精巣および精巣上体組織を供

与してもらい、精巣形態や精子形成におよぼ

す Ceacam２ノックアウトの影響を形態学的

に解析している。 
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