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研究成果の概要（和文）：Cell adhesion molecule 1 (CADM1)は神経細胞に高発現する接着分子で、神経軸索と
髄鞘との接着を司りシナプス形成に必須の分子である。本研究では担癌によって管腔が拡張した大腸癌手術検体
の腸管神経系では、腸管の拡張率(腸内圧)上昇によって神経節細胞数および神経線維密度が減少し、CADM1の細
胞膜上での酵素的切断が亢進していることを見出した。独自に開発した圧力負荷培養装置を用いて、圧力上昇に
よってCADM1の切断が亢進し、切断断片が神経線維上に蓄積凝集することによって神経変性を招くことを実験的
に証明した。また、切断断片の凝集には特定のアミノ酸配列が関わることも示した。

研究成果の概要（英文）：CADM1 is an adhesion molecule expressed abundantly in neurons and epithelial
 cells. We have revealed that ectodomain shedding of CADM1 is occurred in emphysema, interstitial 
pneumonia and diabetes and that CADM1 shedding leads to cell apoptosis. In this study, to elucidate 
pathogenic action of CADM1 shedding in neurodegeneration, we investigated the correlation between 
enteric nerve degeneration and CADM1 shedding in dilated colon with tumor-induced stenosis. CADM1 
shedding rate was increased proportionately with colon dilation in association with decrease of 
ganglion cells and neurites. Using two-chamber cell culture system enable to loading modest static 
pressure to the cultured cells, we showed that increasing pressure induced CADM1 shedding and the 
decreases of neurite density and thickness. Exogenous expression of CADM1 shedding product resulted 
in neurites loss, suggesting its involvement in neurodegeneration.

研究分野：実験病理学

キーワード： 神経変性　接着分子　腸管神経系　緑内障　病的内圧上昇

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
筆者らの研究グループはこれまでに肺気腫や間質性肺炎の肺、２型糖尿病の膵臓におけるCADM1 sheddingの亢進
と各CADM1発現細胞の変性/細胞死との関わりを研究してきた。本研究は神経変性疾患においても同様の現象が起
こっていることを示し、細胞接着分子のsheddingが慢性疾患の病態形成において普遍的な現象である可能性を示
唆した点において意義深い。また新規に開発した培養装置を用いて、病的内圧上昇と神経変性との直接的な関連
を証明し、緑内障など、より社会的要求性の高い疾患研究への応用可能性を示した。



様	
 式	
 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９‐１、Ｚ‐１９、ＣＫ‐１９（共通）	
 
１．研究開始当初の背景	
 
Cell	
 adhesion	
 molecule	
 1	
 (CADM1)は免疫グロブリンスーパーファミリーに属する細胞間接着
分子で(図 1)、肺胞上皮細胞では細胞の形態・極性維持を司る。一方、CADM1 は別名 Synaptic	
 
adhesion	
 molecule	
 1	
 (SynCAM	
 1)と呼ばれ神経系に高発現していることが知られており、末梢
神経系においては神経軸索と髄鞘シュワン細胞との接着を司る。CADM1 は細胞膜上で酵素的に
切断(shedding)されて、細胞内にα切断断片(αC-terminal	
 fragment,	
 αCTF)とβ切断断片(β
CTF)が生成され、これらの切断断片がさらに細胞膜内で切断されてγ切断断片(γCTF)を生じる
(図 1)。	
 
これまでに研究代表者らは気腫状肺では CADM1 の
shedding が亢進しており、肺胞上皮細胞において
CADM1 の shedding を亢進させると、αCTF がミトコン
ドリアに集積し、ミトコンドリア膜電位の低下を介し
てアポトーシスが誘導されることを明らかにした(図
１)。さらに、αCTF から産生されるγCTF もミトコン
ドリアに局在してアポトーシス誘導に関わることを示
した(図 1)。また、特発性間質性肺炎においても CADM1
の shedding が亢進しており、その結果全長型の発現低
下がもたらされて、肺胞上皮細胞のアポトーシスを誘
導することを明らかにした。肺気腫と間質性肺炎は喫
煙や炎症によりプロテアーゼ活性上昇が病態形成に関
わるとされてきたが、申請者の発見はプロテアーゼ活
性上昇と肺胞上皮細胞のアポトーシスとを結び付ける
新しい分子機序として注目された。また、先行研究に
おいて研究者らは２型糖尿病膵では CADM1 の shedding
亢進と全長型の発現低下が見られ、CADM1 の発現異常
と耐糖能異常とが相関することを明らかにした(科研
費若手 B 課題番号 26860267)。	
 
以上のことから研究者は神経変性疾患においてもCADM1のshedding亢進が病態形成に関与する
のではと考え本研究課題の着想に至った。CADM1 とヒト神経変性疾患に関する研究分野では、
自閉症スペクトラム患者で CADM1 遺伝子変異が報告されたのみで、病態形成に至る分子機序は
ほとんど不明である。研究開始当初は糖尿病性ニューロパチーを対象としていたが、糖尿病患
者由来の神経組織の検体数は限られており基準を満たすことが困難なことが明らかになり、研
究対象は腸管拡張を伴う大腸癌手術検体にした。癌性の腸管拡張を伴う大腸組織では、担癌に
より管腔が狭窄して腸内圧が上昇し、その結果、腸管神経系に機械的高圧が負荷されて神経変
性状態に陥ると考えられた。本研究は研究者らのグループによる一連の CADM1	
 shedding が関わ
る分子病態学研究の最後のピースであるだけでなく、機械的高圧と神経変性疾患との関連を検
証するという観点からも興味深い。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
本研究は、担癌によって拡張した大腸癌手術検体の腸管神経における CADM1 発現と神経変性の
実態を明らかにし、CADM1 の shedding 亢進及び shedding 産物が神経変性を惹起するという仮
説を検証するとともに、shedding 現象が機械的高圧状態と直接的な因果関係を持つことを実験
的に証明することを目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 拡張大腸組織における腸管神経系の変性と CADM1 発現変化	
 
①	
 拡張大腸手術検体の収集	
 
2007 年から 2016 年の間に近畿大学医学部附属病院(承認番号 26-93)および泉大津市立病院(承
認番号 26-4)にて、横行(n=7)・下行(6)・S 状結腸癌(13)の手術検体 26 例の手術断端(口側およ
び肛門側)を収集した。大腸癌の肉眼分類は 0 型=1,	
 2 型=22,	
 3 型=3 で、組織分類は高分化型
=4,	
 中分化型=22 であった。各検体の肉眼写真から口側および肛門側断端の腸管の直径を計測
し、管腔の拡張率(口側／肛門側)を算出した。	
 
②	
 拡張大腸腸管神経系の組織学的解析	
 
上記検体のパラフィン切片に HE 染色またはシナプトフィジンの免疫染色を施し、組織学的解析
に用いた。アウエルバッハ神経叢の神経節細胞数および神経叢の面積を計測して、面積あたり
の神経節細胞数を算出した。画像解析ソフトウェアを用いて筋層内のシナプトフィジン陽性の
神経線維の面積を計測し、１視野あたりの神経線維密度を算出した。	
 
③	
 拡張大腸筋層内の神経における CADM1 発現解析	
 
大腸組織における主要な CADM1 高発現細胞は腸上皮細胞と腸管神経細胞で、筋層内に存在する
CADM1 蛋白質のほとんどは神経細胞に由来すると考えられる。そこで、大腸パラフィン切片か
ら肉眼的に筋層をダイセクションし、蛋白質を抽出して CADM1 のウエスタンブロットを行い、
全長型 CADM1、shedding 産物であるαCTF およびβCTF の発現量を検出して shedding 率(αCTF
またはβCTF／全長)を算出した。	
 

図１	
 CADM1 の shedding	
 



(2)	
 静的圧負荷培養装置(水柱下培養装置)の開発	
 
①	
 培養装置の構築	
 
従来の加圧装置は特殊な圧付加装置を必要とし、
且つ軽微な圧(30-50cm	
 H2O)を発生させることが
困難であった。そこで、軽微な圧負荷が可能で、
通常のインキュベータ内でも使用できる簡便な装
置を構築することにした(図 2)。培養インサート
上の培養細胞に水柱の高さと同じ圧力が負荷でき
るように、インサートを自作のアクリル板で挟み、
上部にアクリルの筒を装着できるようにした。装
置の下部では空気交換ができるように、培養イン
サートの底部が 10cm デッシュ上に浸るよう設計
した(図 2)。	
 
②	
 水柱下培養装置を用いた細胞培養方法の確立	
 
肺胞上皮細胞株H441またはRLE-6TN細胞を通常の
6 ウェル培養インサートデッシュ上で 50-80%コン
フルエントになるまで培養した後、水柱下培養に供した。予め培地は CO2 インキュベータ内で
保温し、培養装置の２枚のアクリル板の間に培養インサートを設置して、任意の圧力負荷に相
当する高さになるまで培地をアクリル筒内に注入した。50cm	
 H2O の水柱下で３日間細胞を培養
したところ、培養インサートの半透膜のポアサイズが 1.0mm のものを用いれば培地中の酸素分
圧、二酸化炭素分圧、pH は通常培養と変わらないことが分かった。	
 
(3)	
 水柱圧付加による初代神経細胞の変性と CADM1 発現変化	
 
①	
 水柱下培養装置を用いた初代マウス後根神経節細胞培養	
 
新生仔マウスから後根神経節を採取し、トリプシン処理によって細胞分離した後、マトリゲル
を塗布したインサート上に播種し、NGF および AraC 含有グリア培地で２日間培養した。培養イ
ンサートを水柱下培養装置に設置し、N2 サプリメントおよび AraC 含有 DMEM 中で任意の圧力の
下培養した。	
 
②	
 水柱下培養初代マウス後根神経節細胞における CADM1 発現解析	
 
水柱下培養後、マウス後根神経節細胞をウエスタンブロットおよび蛍光多重免疫染色に供した。
培養細胞中のミトコンドリア局在解析には MitoTracker を用いた。マウス後根神経節細胞への
遺伝子導入には、pCX4 レトロウイルスベクターを用いてφ2 細胞によりウイルスを産生して神
経節細胞へ感染させた。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 拡張大腸組織における腸管神経系の変性と CADM1 発現変化	
 
①	
 拡張大腸におけるアウエルバッハ神経叢神経節細胞密度および筋層神経繊維密度の低下	
 
シナプトフィジンの免疫染色により神経節細胞および神経繊維密度を算出して、腸管の拡張率
との相関を解析したところ、拡張率の上昇によって神経節細胞および神経繊維密度は減少する
ことが分かった(図 3)。また神経節細胞と神経繊維密度は互いに相関していた。	
 

②	
 拡張大腸神経系における CADM1	
 shedding の亢進	
 
筋層からの蛋白質抽出液を用いたウエスタンブロットによって、拡張率の上昇に伴って、α
-shedding 率、β-shedding 率共に亢進していることが分かった(図 4)。また、神経特異的エノ

図２	
 水柱下培養装置の写真(左)と装置下部
の模式図(右)	
 水柱の高さに相当する静的圧
力が培養インサート上の細胞に負荷される。	
 

図３	
 写真：拡張率 0.8(上段)と 1.8(下段)のアウエルバッハ神経叢
(左)と筋層神経繊維のシナプトフィジン免疫染色	
 
グラフ：拡張率(X 軸)と神経節細胞密度(上段 Y 軸)または神経線維
密度(下段 Y 軸)との相関解析	
 



ラーゼ(NSE)の発現量を調べたところ、拡張率の上昇により NSE 発現量は減少しており、組織学
的解析結果と一致した。NSE の発現量を用いて神経細胞あたりのαCTF およびβCTF の蛋白質量
を算出したところ、拡張率が高くなるほど神経細胞あたりのαCTF およびβCTF 量は増加してい
ることが分かった(図 4)。	
 
組織学的解析結果と CADM1 蛋白質の発現量との相関解析を行ったところ、α-shedding 率また
は神経細胞あたりのαCTF 量が上昇するほど、神経節細胞数または神経線維密度は減少するこ
とが分かった。以上のことから腸管の拡張率（腸内圧）の上昇に伴って CADM1 の shedding が亢
進しており、腸管神経系の変性が進行していることが示唆された。	
 

(2)	
 水柱圧付加による初代神経細胞の変性と CADM1 発現変化	
 
①	
 水柱圧上昇による神経繊維の菲薄化と減少および CADM1 とミトコンドリアの局在変化	
 
マウス後根神経節細胞を 2,15,30,	
 45cm 水柱下で 3 日間培養したところ、2,	
 15cm 下では神経
線維網は密に構築され、CADM1 は神経繊維上に均一に存在していたが、30,	
 45cm 下では神経繊
維の密度は減少し、神経繊維自体も菲薄化していた(図 5)。さらに CADM1 は神経線維上で散在
し、部分的な凝集が見られた(図 5)。ミトコンドリアの局在も同様に変化しており、30,	
 45cm
下では神経線維上のミトコンドリア数は減少し、CADM1 の凝集が見られる箇所に凝集が多く見
られた(図 5)。これらの細胞を用いてウエスタンブロットを行ったところ、水柱下の上昇に伴
ってα-shedding の亢進が見られた。	
 
②αCTF 高発現による神経線維変性	
 
①で見られた高圧条件下におけるαCTF 蓄積の影響を調査するため、レトロウイルスベクター
を用いた遺伝子導入によってマウス後根神経節細胞にαCTF を高発現させた。αCTF 高発現神経
細胞では神経線維密度の低下、CADM1 の凝集と凝集箇所でのミトコンドリア蓄積が再現され、
αCTF の蓄積凝集が神経線維変性を惹起することが示唆された(図 7)。興味深いことに、αCTF
のアミノ酸配列 ADDAADADTAI を GGGGGGGGAGV に置き換えた変異体(αCTFmut)では神経繊維上で

図４	
 各拡張率(最上段グラフ)の腸管筋層の CADM1 および NSE のウエスタンブロット(写真)	
 
下段のグラフは拡張率(X 軸)とα-shedding 率,	
 β-shedding 率,	
 NSE 量,	
 神経細胞あたりのαCTF,	
 β
CTF,	
 全長型の発現量(各 Y 軸)との相関解析結果	
 



の凝集や神経変性は見られず、この現象にはαCTF の特定のアミノ酸配列が必須であることが
分かった。	
 
［総括］	
 
本研究は CADM1 の shedding という細胞変性/細胞死の一現象を介して、腸内圧の上昇が腸管神
経系変性を惹起するという仮説を検証した点において意義深い。加えて、高圧負荷モデルとし
て新たに安価で簡便な装置を開発した点も重要な成果である。本培養装置は不死化細胞株や初
代培養細胞だけでなく、組織培養にも応用可能であり、将来的に多様な研究分野での発展が見
込まれる。本研究成果は神経科学専門誌 Molecular	
 Neurobiology に発表した。また本研究を含
めた研究者らのグループによる一連の研究成果は科学系一般紙Science	
 Impactにおいて紹介さ
れている。	
 

(3)	
 緑内障発症誘導因子の探索	
 
以上の研究成果から、研究者らが考案した加圧培養装置は実験モデルとして有用であることが
証明された。そこで新たな研究展開として、内圧上昇と神経変性との関連がより明確であり、

図５ 	
 水柱 2,	
 15,	
 30,	
 45cm 培 養後のマウス後根神経節細胞の CADM1 免 疫染色 ( 緑 ) および
MitoTracker(赤)染色	
 



確立された動物モデルが多い緑内障を選択することにした。	
 
アレイ解析において1.5倍以上の発現変化が見られた遺伝子群を用いてGO解析を行ったところ、
損傷後 4 日までにアポトーシスや免疫応答、細胞周期、機械的刺激に関わる遺伝子群の発現が
上昇し、視覚やイオン輸送に関わる遺伝子群は低下していた。中でも Atf3,	
 Lcn2,	
 Tnfrsf12a
は網膜神経節細胞層を用いたリアルタイムPCR解析においても20倍以上発現量が増加している
ことが分かり、ウエスタンブロットおよび免疫染色によっても発現上昇が確認された。	
 
［総括］	
 
本研究の結果は既報論文と一致しており、新奇性は無いものの過去の研究の再現性を確認し、
今後の研究において有望な因子を明確に示した点において評価される。本件は近畿大学医学部
眼科学教室および鈴鹿医療科学大学薬学部中枢神経薬理学教室との共同研究で、眼科学専門誌
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