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【序論 】

細胞 接 着 分 子 は 単 に細 胞 間 の機 械 的 な 接 着 だ け で な く細 胞 分 化 や 、組 織 発 生 、

免 疫 、細 胞 間 情 報 伝 達 な ど、多 くの 現 象 に 関 与 して い る こ とが 知 られ て い る。

細 胞 接 着 分 子 に は多 様 な 種 類 が 存 在 し、 大 き く分 け てイ ンテ グ リン 、 カ ドヘ リ

ン、セ レクチ ン、CD44、 シ ア ロム チ ン、 そ して イ ム ノ グ ロブ リンス ー パ ー フ ァ

ミ リー(IgSF)に 分類 され る。 筆者 らは新 規 の マ ク ロ フ ァー ジ コ ロニ ー 刺 激 因

子 受 容 体(M・CSFR)を マ ウスESTデ ー タベ ー ス で検 索 す る過 程 で 新 規 の分 子

を発 見 した。 こ の分 子 は1ヶ 所 の 膜 貫 通 領 域 、細 胞 外 領 域 にV型 、C2型 の2ヶ

所 のイ ム ノグ ロブ リン様 ドメイ ン を保 持 して い る こ とか ら、IgSF属 す る新 た な

分 子 で あ る こ とが 明 らか に な った(図1)。 ノー ザ ン ドッ トプ ロ ッテ ィ ン グ の解

析 結 果 か ら、脳(特 に海 馬 お よび 脳 梁)と 精 巣 に特 異 的 に発 現 して い た た め こ

の分 子 をBTIgSF(Brain・andTestis・specificImmunogloblinSuperfamily)と

名 付 け 、マ ウス 、ラ ッ トお よび ヒ トか らク ロー ニ ン グ した。ヒ トBTIgSFは431

個 の 、マ ウス 、ラ ッ トB¶}IgSFIは428個 の ア ミノ酸 か ら構 成 され 、coxsackieand

adenovimsreceptorやendothrlialcell・selectiveadhesionmolecule、 お よび

corticalthymocytemarkerinXenopusと 相 同性 が認 め られ た(図2、3)。IgSFl

は細 胞 接 着 分 子 の 中 で構 造 にお い て も機 能 にお い て も最 も多 様 性 に 富 ん だ グル

ー プ で あ る
。 共 通 点 で あ るイ ム ノ グ ロブ リン様 ドメイ ン に して も、1ヶ 所 を持

つ もの か ら6ヶ 所 持 つ もの ま で 、そ して そ の ドメイ ン もV、C1、C2の3種 類 が

知 られ てい る。IgSFは 特 に神 経 系 で 多 くの 種類 が 発 現 して お り、神 経 発 生 や 神

経 突 起 の伸 長 、 お よび神 経 回路 網 の形 成 な どに 関 わ っ て い る。 そ の 他 、免 疫 系

へ の 関与 が 報 告 され て い る。精 巣 に お い て 、BTIgSF以 外 に もBasigin、SglGSF

の2種 類 のIgSFが 精 巣 に存 在 す る こ とが報 告 され て い るが そ の機 能 は 明 らか

で は な い。



一方
、哺乳類精 子 は精 巣内の 曲精細管 内壁 に並 ぶ精粗 細胞 が起源 で あ る。精

祖 細胞が対細胞 分裂 し、一次精母 細胞 とな り内腔 に向か って移動 す る。 一次精

母細胞 は染 色体が倍加 し二次精 母細胞 とな る。 この二次精母細胞 が減数 分裂 を

行い 、染色 体が半量 体の精子細 胞 に分裂 す る。 精子細胞 は始 め は球形 の 円形精

子細胞 であ るが 、分化 が進む につれ て尾 部 が形成 され 、最終 的 に鞭 毛 を持 った

精子 に変化す る。精巣 中の精子 はまだ受精す る能力 が無 い こ とが知 られ てい る。

精巣 を出た精子 は精 巣上体 の頭 部 、体部 、 お よび尾部 を通過す る間に精巣 上体

か らの作用 に よ り 「成熟 」 し、受精す る能力 を獲得す る。

本研究 では精子形成 、お よび精子成熟 にお けるBTIgSF分 子 の役割 を明 らか

にす る 目的 で 、Insituhybridizationお よび免 疫 組 織 化 学 的 手 法 を用 い て

BTIgSF発 現細胞 お よび精子 にお けるその局在 を調べ た。 さらに、BTIgSF分

子に対す る抗 体 を作成 し、精子 におけ る局在、受精 にお ける役 割 を調べ てた。

【方法 】

ラ ッ トお よびマ ウスのBT・IgSFの 相 同配列 を元 に、DIGラ ベル したcRNAプ

ローブ を作製 し、ラ ッ トお よびマ ウス精巣凍結 切片標本 のinsituhybridization

を行 い、発 現細胞 、お よび発 現時期 の同定 を行 った。 同時 に、や は り精巣 に発

現す るこ とが報告 され てい るや は りイ ム ノグ ロブ リンスーパ ー フ ァ ミリー に属

す る細胞接着分子 、Basiginのinsituhybridizationも 行 い、BTIgSF遺 伝子 と

の違 い を調べ た。発 現細胞 の同定 において は よ り詳細 な発現 時期 を明 らかにす

るためにPAS染 色 を併用 した。発現 時期の 同定 には3週 齢、4週 齢 、お よび5

週齢 の幼若 ラッ ト精 巣 を用い、insituhybridizationを 行 った。 また、BT・IgSF

の細胞外領域 、お よび細胞 外領域 に対す る抗 体 を作製 した。 そ の抗 体 を用 いて

精子の免疫組 織化 学、お よびECLを 利 用 した ウエ ス タンブ ロ ッテ ィングを行 い 、



BTIgSF遺 伝 子の発現の解析 を行 った。 また、受精 にお ける この分子 の関わ り

を調べ るため、ラ ッ トの体外 受精 にこの分子 が関わ るか否 か を調 べ た。

【結果 と考察 】

筆者 らは既 に ノーザ ン ドッ トプ ロ ッ ト解 析 に よ りBT・lgSFは 脳梁 、海 馬、精

巣 に強 く発現 してい るこ とを見 出 してい る(図3)。 またRTPCRの 結 果か ら、

神経 系 にお いて この分子 は神 経細胞 に もグ リア細 胞 に も両方発現 してい る こと

を 明 ら か に して い る。 ラ ッ ト精 巣 を 用 い てBTIgSF遺 伝 子 のznsitu

hybridizationを 行 った ところ、曲精 細管 内の円形 精子細胞 にその遺伝 子発現 が

認 め られた(図4)。 その発 現時期 を詳細 に同定す るた めに、PAS染 色 を用 いて精

子細胞 中の先 体部位 を染 め、その大 き さか ら精 子細胞 のステー ジを決 定 した。

その結果、BT・IgSF遺 伝 子 はステー ジ皿～VII(特 にステー ジIV～VI)の 円形精

子細胞 に強 く発現 していた(図5)。 この時期 は 円形精子細胞 の核 周囲部 に先 体が

伸長 しつ つ ある時期 で ある。 一方 、イ ム ノグロブ リンスーパ ー フ ァ ミリーに属

す る別 の細胞接着分子 、Basiginのinsituhybridizationを 行 った ところこの遺

伝子 はBTIgSFよ りもよ り広 い時期 、す なわ ちステ ージ皿 のパ キテ ン期 一次精

母細胞 か らステー ジV皿の精子細胞 にか けて発 現 していた(図4、5)。 す なわ ち、

Basiginは 精子形成細胞の染色体 が2量 体、半量 体の両方の またが る広 い時期 に

発現 してい るのに対 して 、BTIgSFは 染色 体が半量体 の時期 にのみ発 現 してい

る。 これ までに解 析 され てい る染色 体 が半量体 の時期 の精子形成 細胞 に発現す

る遺 伝 子 の 多 くは核 内 タ ンパ ク質(Spergen・2,Rosbin)や 細 胞 質 タ ンパ ク質

(Spetex-1)、 ス トレスタ ンパ ク質(Hsp70)な どで あ り、膜 貫通領域 を持 つ膜 タ ン

パ ク質の細胞接着分子 は初 めての発 見で ある。精 巣の発達 に伴 うBT-lgSF遺 伝

子の発 現 を調べた ところ、3週 齢 ラッ ト精巣 にはBTIgSF遺 伝 子は ほ とん ど発



現 してお らず、4週 齢 にそ の発現 が認 め られた。一方 、Basigin遺 伝子 はB1}IgSF

遺伝子 よ りも早 く、3週 齢 の ラ ッ ト精 巣 に も発 現 が認 め られ た。 ラ ッ ト精巣 の

曲精細管 内に精子 が出現す るのは5週 齢以 降なので、BTIgSFIもBasiginも 精

子が形成 され る よ りも早 く曲精細管 に発現 してい る。

一方 、BTIgSFに 対す る抗体 の作製 にお いて、初 めに細胞 外領 域 に対す る抗

体 の作製 を試み たが始 めは力価 の高い抗体 は得 られ なか った。 そ こで まず細胞

内領域 に対す る抗 体 の作製 を行 った ところ、免疫組 織化 学 にも使 える細 胞外領

域 に対す る力価 の高い抗体 が得 られ た。 そ の抗 体 を用 い、まず ウエ ス タンブ ロ

ッテ ィングに よ り抗体 の特異性 と組織 間の発 現 を調べ た(図7)。 その結果 、精子

に非常 に多 くの48kDaに 現れ るBTIgSFIが 存 在 し、この分 子は脳 や 腎臓 に も発

現 が認 め られ た。一方、精巣 と脳 にはBTIgSFよ りも低分子 の28kDa付 近 に も

この抗 体 と交差す るタンパ ク質 が認 め られ た。 この低分子 の タ ンパ ク質 の解 析

は これか らの問題 で あ る。 続い て、 この抗 体 を用 いて精 巣か ら精 巣上体 に到 る

各成 熟段階 の精 子 の免疫組 織化学 を行 なった。精 巣 は細 か く細 断 した後 、培養

液 中で洗 いス ライ ドグ ラス に塗布 し固定 した。 精巣上体 精子 は精巣上 体 を切 断

し浸 出 して きた 精子 を培 養液 中で洗 いス ライ ドグラス に塗布 し固定 した。 抗

BTIgSF抗 体 と蛍光標識 した 二次抗 体 を用い た免疫組 織化学 を行 った結果 、精

巣か ら得 た未成 熟 な精子 で は①精 子 中片 と尾部② 精子尾 部が染 まる2種 類 の精

子が存在す るこ と、精巣 上体頭部 か ら得 た精子 では精子尾 部 が、精巣 上体尾部

か ら得た成熟精 子 では精子頭部 と尾部お よび 中片基部 が染 まる こ とが観 察 され

た(図8))。 この結果 はBTIgSFが 精子成熟 に伴 って精子 内局在 を変 えてい く可

能性 を示 してい る。 さ らに、 この細胞 内領 域 に対す る抗 体 と成 熟精子 を培養液

中でイ ンキ ュベー シ ョン した後 、精子 を固定 して観察 した ところ、精 子頭部 の

み にBTIgSF抗 体の結合が認 め られ た(図8)。 この結果 は成 熟精子頭部 におい



て見 られ るBT・lgSFが 他 の部位 とは異 なって存在 す る、或 いは、成 熟過程 で外

部 よ り結合す るな どの可能性 を示 して い るが 、それ らの解 析 は今 後 の課 題 であ

る。 興味深 い こ とに、同時 に行 ったマ ウス神 経 芽細胞 由来の培養 細胞 系 にお い

てBTIgSFの 免疫組織化学 を行 った ところ、伸長 しつつ ある神経突 起 にまだ ら

にそ の分子 の存在 が確認 され た(図4)。 この結果 は細胞 間 の接 触 の あ る場所 に

BTIgSFが 存在 してい る可能性 を示 してい る。加 えて、培養 細胞系 にBTIgSF

を強制発現 させ る と培養 細胞 間の接着 が低下す る現象 を観 察 してい る。 これ ら

の結果は、BTIgSFIが 細胞間の単 な る強固 な接着 とい うよ りも、例 えば一過性

の細胞 間接 触や一種 の一時 的な足 場 として働 いてい る可能性 を示 してい る。

以上の結果か らBTIgSFは 染 色体が半数体 の時期 に発現 し、精子成 熟 に伴 って

精子上 の局在 を変 えてい く特異 的な細胞接 着分子 で ある こ とが 明 らか にな った。

さ らに、細胞 外領域 に対す る抗 体が作 成 で きたた め、精子 の免 疫組織 化学 的

染色 を行 った ところ、精巣上体尾 部か ら得 られ た成熟精 子で は頭 部 が、精巣 上

体頭 部か ら得 られた未成熟精子 では頭 部 と中片部 にBTIgSFIの 分布 が認 め られ

た(図9、10)。 また、 これ らの精子 をカル シ ウムイ オ ノフォアで処理 し、先

体反応 を引 き起 こ した ところ、いずれ の精子 も、頭部 の免疫反応 が消失 した(図

9、10)。 この結果 はBTIgSFが 精子頭部 の先 体胞外側部 に存在す るこ とを示

してい る。 この抗体 を、 ラ ッ ト人工授精培 地 に添加 し、受精率 に与 え る影響 を

調べた。その結果 、抗BTIgSF抗 体は ラ ッ ト受精率 を低 下 させ た(図11)。 従

ってBTIgSFは ラッ トぬ受精 において何 らかの役 割 を担 ってい る と考 え られ る。

精巣 で合成 され た精子 は精巣上 体内部 を通過す る成熟過 程 に伴 って遊 泳能 、

お よび受精能 を獲得 し、最 終的に卵 と受精 可能 な成熟精子 とな る。BTIgSFが

精子成熟 に必 要な分子 で あるのか、 あ るい は卵 との コン タク トに必要 な分子 で

あるの かは さ らに研 究 を進 めな けれ ばな らない。 ジー ン ター ゲ ッテ ィングを含



む分 子生物学的手法や 、合成BTIgSF分 子存在 下で人工授精 を行 い受精率 を測

定す る生物 学的手法 な どを用 いて この分子 の役 割 を解 明 してい きたい。受精 に

関わ る分子 で ある こ とが 明 らかに できれ ば、将来 、不妊 治療 、 あるい は逆 に避

妊 な どへの 臨床応 用 が で き る と期 待 され る。 一 方 、応用 面 だ けで な く、 この

BTIgSFの 興 味深 い構造 は180残 基 に及ぶ比較的長 い細胞 内領 域で あ る。 多 く

の細胞接 着分子 が、単 に細胞 間の機械 的 な接 着 のための分子 で はな く、細 胞 内

情報伝達機構 に関わ ってい るこ とが知 られて い る。 現在 の ところ、BTIgSFIの

細胞 内領 域 に特有 の機 能 を持 つ配列 との相 同性 は得 られ ていな いが、細胞 内領

域 が単 にア ンカー として存在 す るので はな く、細胞 外領域 の接着 を細胞 内 に伝

える、 あるいは細 胞外領域 の接着 に影響す る、情 報伝達 系の役割 を担 ってい な

いか検討 中であ る。 細胞 内領域 を種 々の長 さで欠損 させ たBT・IgSF遺 伝子 を培

養 細胞系 で発 現 させ 、培養 細胞 同士 の接 着 に どの よ うに変化が 生 じるか を調 べ

てい る。 以上の よ うに、BTIgSF分 子 の研 究 は緒 につ いたば か りであ るが、今

後、研究 の成 果は発生 学、お よび細胞 生物学 に多 くの影 響 を与 える こ とが期待

され る。
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