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研究成果の概要（和文）： 
 
これまで生体内の独立したシステムであると考えられてきた神経系と免疫系の間には密

接な相互作用が存在し、両者の接着を介した相互作用が生体機能を巧妙に調節していると
考えられ始めている。本研究では、神経細胞と免疫細胞の効率的な相互作用を担う接着構
造に着目し、それに関わる接着分子の機能解析を行った。その結果、接着分子 CADM1 が
神経細胞とマスト細胞（アレルギーに関わる免疫細胞）の接着および相互作用に重要な役
割を果たしていることを見い出した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
     There has been an exponential increase in data illustrating that the nervous and immune 
systems are not disparate entities. The nerve-mast cell relationship has served as a prototypic 
association and has provided substantial evidence for bidirectional communication between nerves 
and immune cells. Mast cells are closely apposed to nerves in a variety of tissues including skin, 
intestine, and dura mater. Some mast cells actually form membrane-membrane contact with nerve 
cells. However, the molecules that sustain this association have not been identified. We here found 
that an adhesion molecule named cell adhesion molecule 1 (CADM1) on mast cells predominantly 
mediated the attachment to neurites and promoted their functional communication. In addition, 
among splicing variants of CADM1, the shortest isoform CADM1d showed a unique feature for the 
contact strength and communication efficiency in nerves and mast cells. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００８年度 1,300,000 390,000 1,690,000 
２００９年度 1,200,000 360,000 1,560,000 
２０１０年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度  
  年度  

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 
 
 
研究分野：生物物理学 
科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学 
キーワード：神経細胞、マスト細胞、接着分子、情報伝達、アレルギー、画像解析 
 



 

１．研究開始当初の背景 
神経系と免疫系は生体内の独立したシス

テムであると考えられてきた。しかし、神経
科学と免疫学の急速な進展により、神経系と
免疫系の間には密接な相互作用が存在し、両
者の相互作用が生体機能を巧妙に調節して
いることが明らかになってきた。神経支配は
胸腺や脾臓などのリンパ組織や気道や小腸
などの粘膜組織に及び、そのような組織では
神経線維と免疫細胞が接着している様子が
観察されていた。リンパ組織ではマクロファ
ージやリンパ球が、また、粘膜組織ではマス
ト細胞が神経終末と数十ナノメートルの間
隙を介してシナプス様の構造で接着してい
ることが明らかになっていた。これらのこと
から、両細胞は「神経―免疫シナプス」を介
して高度な生命秩序を維持しており、ストレ
スなどによる両者の相互作用の変調が炎症
性疾患や自己免疫疾患の原因になると考え
られてきた。例えば、消化器系組織における
両細胞の相互作用の変調が炎症性腸疾患の
原因になること、また、皮膚組織では皮膚炎
の悪性化、慢性化、難治化につながるだけで
なく痛みや痒みのような感覚受容にも悪影
響を及ぼすことなどが分かりつつあった。ま
た、中枢においても両細胞の相互作用の異常
が血液脳関門の透過性を上昇させ、多発性硬
化症などのさらに重篤な疾病を引き起こす
引き金になることが報告されていた。したが
って、両者の相互作用の分子細胞レベルでの
解明は、生命科学における重要で緊急性の高
い研究課題になっていた。しかし、神経細胞
と免疫細胞がどのように互いを認識して接
着するのか、また、両細胞がどのように情報
交換しているのかについては、分子細胞レベ
ルでほとんど明らかになっていなかった。 

 
２．研究の目的 

上述の点を踏まえて、本研究ではまず神経
－免疫シナプスを構成する接着分子及び受
容体を同定し、それらの細胞膜における動的
な局在変化を追究して、シナプス構築過程の
分子機作を明らかにすることを目的とした。
次に、神経－免疫シナプスを介した活性化シ
グナルが細胞内にどのような分子機構で伝
達されていくのかを明らかにするともに、シ
ナプスを介した両細胞の接着により、それぞ
れの細胞にどのような性質（特に細胞応答
性）の変化が引き起こされているのかを追究
し、その分子機構を明らかにすることを目指
した。 

 
３．研究の方法 
(1)細胞 
 上頸神経節細胞（superior cervical ganglia; 
SCG）および後根神経節細胞（dorsal root 
ganglia; DRG）は、生後 4 日以内の Balb/c 新

生児マウスから単離して、マトリゲルコート
したガラスボトムディッシュに幡種し、50 
ng/ml 神経成長因子（nerve growth factor; NGF）
を含んだ F-12 培地で培養した。骨髄由来マス
ト 細 胞 （ bone marrow-derived mast cell; 
BMMC）は 8～10 週齢の Balb/c マウスから単
離した骨髄細胞を 10 ng/ml インターロイキン
-3（IL-3）および 2 ng/ml 幹細胞因子（stem cell 
factor; SCF）を含んだ DMEM 培地で 3 週間以
上培養して、マスト細胞に分化させることに
よって得た。神経芽細胞腫 Neuro2a と細胞膵
臓α細胞株 αTC6 細胞は DMEM 培地で、マス
ト細胞株 IC-2細胞は αMEM培地で培養した。 
(2)接着率の測定 
 あらかじめ神経細胞を培養してあるディ
ッシュに 1×104個のマスト細胞を加えて 3 時
間培養した後、接着しなかった細胞を取り除
いた。そして、顕微鏡を用いて神経細胞とマ
スト細胞の細胞数を数え、神経細胞１個あた
りに接着しているマスト細胞の数を接着率
として算出した。 
(3)免疫染色 
 共存培養した細胞をパラホルムアルデヒ
ドで固定し、Triton X-100 で可溶化した。抗
体を加えて PBS で洗った後、蛍光標識二次抗
体を加えて同様に PBS で洗った。試料は共焦
点レーザー顕微鏡（LSM-510META）を用い
て観察した。 
(4)カルシウムイメージング 
 共存培養した細胞をカルシウムイオン特
異的蛍光試薬 Fluo 3-AM または Fluo 8 NW で
標識し、HEPES 緩衝液で洗った。測定は
HEPES 緩衝液中で、共焦点レーザー顕微鏡を
用いて行った。 
(5)接着効率の測定 
 共存培養ディッシュの中の神経細胞とマ
スト細胞が接着している部分の近傍にフェ
ムト秒レーザーを照射した。マスト再オブが
神経突起からはがれない場合には、徐々に照
射位置を近づけていき、最終的にはがれた時
のレーザー照射位置までの距離をヒストグ
ラムとしてまとめた。 
 
４．研究成果 
(1)神経細胞とマスト細胞の相互作用におけ

る CADM1 の役割 
 我々は、SCG と BMMC には接着分子
CADM1 が発現しており、両細胞を共存培養
すると、CADM1 のホモフィリックな結合に
よって両細胞が接着することを明らかにし、
その結果を原論文として公表していた。その
研究の過程で、感覚神経節細胞である DRG
は SCG に比べて、CADM1 の発現量が顕著に
少ないことを見い出していた。しかし、興味
深いことに、DRG と BMMC を共存培養する
と、DRG の神経突起に BMMC が接着する様
子が観察され、両者の接着部位には BMMC



が発現している CADM1 が集積していること
が分かった。そこで、CADM1 を発現してい
ないマスト細胞株 IC-2 細胞を用いて DRG へ
の接着効率を測定した。その結果、IC-2 細胞
の接着率（0.11±0.02/DRG）は BMMC の接着
率（0.34±0.03/DRG）に比べて有意に低かった
が、IC-2 細胞に CADM1 を発現させると接着
率（0.36±0.04/DRG）が BMMC と同じレベル
まで増加することが分かった。さらに、神経
刺激に伴うマスト細胞のカルシウム応答率
を測定したところ、IC-2 細胞の応答率は低か
ったが（17.5±2.0%）、この細胞に CADM1 を
発現させると、応答率はやはり BMMC と同
じ レ ベ ル ま で 回 復 し た （ 42.0±4.0% と
33.5±2.0%）。このことから、マスト細胞に発
現している CADM1 は DRG に発現している
他の接着分子とヘテロフィリックに結合し
ていると考えられた。 

そこで、CADM1 と結合することが報告さ
れている接着分子 nectin-3、Necl-1、Necl-5、
CRTAM の DRG における発現を RT-PCR にて
調べたところ、これらの中では nectin-3 のみ
を発現していることが分かった。実際に、
nectin-3 の細胞外ドメインを認識する中和抗
体の存在下では、BMMC および CADM1 を発
現させた IC-2 細胞の DRG への接着効率が有
意に抑制された（0.16±0.02/DRG）。また、神
経刺激に伴うこれらマスト細胞のカルシウ
ム応答率も顕著に抑制された（25.5±1.5%）。
これらの抑制は、非特異的抗体存在下では全
く起こらなかった。さらに、CADM1 と
nectin-3 が両細胞の接着部位に共局在してい
ることも明らかになった（図１）。これらの
結果から、DRG とマスト細胞の接着にはマス
ト細胞に発現している CADM1 と DRG に発
現している nectin-3 のヘテロフィリックな結
合が大きな役割を果たしていると考えられ
た。 

 
(2)細胞間相互作用における CADM1 の寄与 
 これまでの結果から、神経細胞とマスト細

胞の接着および相互作用には CADM1 が深く
関与していることが明らかになった。ところ
で、CADM1 は神経やマスト細胞だけでなく
他の細胞に発現していることも知られてい
る。例えば、膵臓α細胞にも CADM1 の発現
が見られる。そこで、膵臓α細胞株 αTC6 細
胞を SCG と共存培養することにより、両細胞
の相互作用を追究した。αTC6 細胞はコロニ
ーを作って増殖し、CADM1 はその接着部位
に局在していた。一方、SCG と αTC6 細胞を
共存培養すると、SCG の神経突起に αTC6 細
胞が接着する様子が観察され、両細胞の接着
部位には CADM1 が集積していることが分か
った。両細胞の接着は CADM1 の細胞外領域
を認識する中和抗体によって抑制された。こ
のことから、SCG と αTC6 細胞の接着に
CADM1 が関与していることが明らかになっ
た。 
 次に、SCG 刺激に伴う αTC6 細胞のカルシ
ウム動態を観察した。神経突起と接着してい
る αTC6 細胞では、神経突起のカルシウムイ
オン濃度の上昇後に、パルス的なカルシウム
イオン濃度上昇が観察された。一方、突起と
接着していない αTC6 細胞ではカルシウムイ
オン濃度上昇が起こらなかった。また、αTC6
細胞がコロニーを形成している場合には、神
経突起と接着している細胞から波状にカル
シウムシグナルが伝播していく様子も観察
された（図２）。SCG 刺激に伴う αTC6 細胞
のカルシウム応答率は RNA 干渉によって
CADM1 の発現を減少させると有意に抑制さ
れた（34.7±6.4%から 6.9±2.0%）。このことか
ら、神経細胞と膵臓α細胞の細胞間相互作用
に CADM1 が重要な役割を果たしていると考
えられた。 
 実際に、膵島細胞がんにおいて、膵島に
CADM1 の発現が見られない患者は、CADM1
の発現が見られる患者に比べて、膵臓機能が
低下している割合が有意に高いことが明ら
かになっている（12/14 (CADM1－ )と 1/7 
(CADM1+)）。 



 
(3)神経細胞とマスト細胞の接着力と相互作

用の相関～CADM1 スプライシングバリ
アントの機能～ 

 最近、マウス神経細胞に発現する CADM1
には少なくとも４種類のスプライシングバ
リアント（isoform a, b, c, and d）が存在するこ
とが明らかになった。Isoform a, b, c の３種は
胎児期から発現が見られるが、最も短い
isoform d（CADM1d）は胎児期には発現が見
られず、生後 14 日以降に発現が見られる。
一方、マスト細胞に発現している CADM1 は
isoform c（CADM1c）であることが分かって
いる。そこで、これらスプライシングバリア
ントが神経細胞とマスト細胞の相互作用に
及ぼす影響を追究した。 
 神経系細胞としては Neuro2a 細胞を用いた。
Neuro2a細胞は内在性に CADM1cを発現して
いる。CADM1 のスプライシングバリアント
の機能解析をするため、Neuro2a 細胞に
CADM1b または CADM1d を発現させた細胞
株をそれぞれ樹立し、CADM1c を発現してい
るマスト細胞と共存培養した。 
 まず、Neuro2a 細胞とマスト細胞の接着力
を測定した。接着力の測定には、フェムト秒
レーザーパルスを用いた。フェムト秒レーザ
ーパルスを集光させると、多光子吸収による
衝撃波とキャビテーションバブルが生じ、熱
発生を極限まで抑えた「マイクロ津波」が発
生する。これを利用して、パルス照射によっ
て接着していた細胞がはがれた時に、集光点
と接着部位との距離から働いた細胞がはが
れるのに要した力を算出した。その結果、
CADM1dを発現させたNeuro2a細胞とマスト
細胞の接着力が最も大きいことが分かった
（図３）。 

 
次に、Neuro2a 細胞の活性化に伴うマスト

細胞のカルシウム応答率を測定した。その結
果、予想通り、CADM1d を発現させた Neuro2a
細胞が最も効率よくマスト細胞のカルシウ
ム応答を誘導することが分かった（66.4% 
(CADM1d) と 40.2% (wild type) 、 40.4% 
(CADM1b)）。また、マスト細胞の細胞内分泌
顆粒の動態をキナクリンを用いて観察する
ことにより、カルシウム応答した細胞では脱
顆粒が起こっていることも分かった。このこ
とから、CADM1 のスプライシングバリアン
トのうち、マウスで生後 14 日以降に発現が

見られる CADM1d が神経細胞とマスト細胞
の最も強い接着を生み出し、最も効率よくシ
グナルを伝達することができると考えられ
た。 
 このことをさらに明らかにするために、赤
色蛍光蛋白質（red fluorescent protein; RFP）を
融合したCADM1dをNeuro2a細胞に発現させ、
マスト細胞との接着部位に CADM1d の集積
が見られる場合と見られない場合（内在性の
CADM1c が接着に関わっている場合）とに分
けて、マスト細胞のカルシウム応答率を計測
した（図４）。その結果、やはり、接着部位
に RFP が見られるマスト細胞の方がカルシ
ウム応答率が有意に高かった（62.7% (RFP あ
り)と 38.3% (RFP なし)）。 

 
 これらの結果から、発生が進むと神経での
発現が見られるようになる CADM1d が、マ
スト細胞との効率の良い相互作用に深く関
わっていることが明らかになった。 
(4)神経－マスト細胞の相互作用に関わる他

の接着分子 
 これまで CADM1 に焦点を当てて、神経－
マスト細胞相互作用の研究を行ってきたが、
CADM1 が発現していない細胞においても接
着は見られた。そこで、両細胞の接着に関与
する他の分子を同定することを試みた。 
 N-カドヘリンは神経細胞のシナプス形成
と維持に重要な役割を果たしているが、我々
は以前にマスト細胞にも N-カドヘリンが発
現していることを見い出し、原論文として報
告している。そこで、DRG と BMMC の接着
における N-カドヘリンの寄与を調べた。その
結果、N-カドヘリンの細胞外領域を認識する
中和抗体の存在下では、両細胞の接着効率が
抗体の濃度依存的に減少することが分かっ
た。現在、神経－マスト細胞の相互作用にお
ける N-カドヘリンの機能を解析中である。 
(5)まとめ 
 本研究では、神経細胞とマスト細胞の in 



vitro 共存培養系を用いて、両細胞の細胞間シ
グナル伝達に関わる接着分子（特に CADM1）
の機能解析を中心に研究を展開してきた。得
られた研究成果は非常に新規性の高いもの
であり、その結果の一部は原論文や学会発表
を通じて公表し、当該分野に高いインパクト
を与えたと考えている。当初設定した目的と
しては、接着による細胞の性質変化の解析と
いう難しい課題へのアプローチが残されて
いる。これまで得られた結果を基盤に、in vivo
への展開も併せて視野に入れながら、この分
の研究の進展に寄与していきたい。 

者、研究分担者及び連携研究者に
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