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研究成果の概要（和文）：メタボ症候群発症のカギとなっている脂肪組織へのマクロファージ(Ｍφ)の遊走にはCAPタ
ンパク質が関与している。本研究ではまずＭφの細胞遊走アッセイ系を構築した。次にＭφ細胞株のCAPの発現を抑制
した細胞株とCAP遺伝子を再発現した細胞株を作成した。CAP発現抑制Ｍφでは細胞遊走は亢進し、CAPの再発現により
細胞遊走が回復した。CAP発現抑制ＭφとCAP再発現細胞の細胞遊走能を比較することによって、CAPに依存したＭφの
細胞遊走の測定が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Macrophage invasion into adipose tissues plays a critical role for metabolic syndr
ome. An adaptor protein, CAP, is involved in the invasion of macrophages. Here we established the assay sy
stem for CAP-dependent macrophage migration. First we determined the optimum condition for examining macro
phage migration. Then, expression of CAP was depleted in macrophage-like cells by shRNA for CAP. We found 
that CAP depletion promoted the macrophage migration estimated by xCELLigence. Re-expression of CAP isolat
ed from macrophages rescued the migration. This system can be used for investigation of CAP-dependent macr
ophage migration.
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１．研究開始当初の背景 
 

近年の食習慣の変化に伴い、インスリン抵
抗性、2 型糖尿病などを含むメタボ症候群は
急速に増加しつつあり、現在では中高年の男
性のうち二人に一人はメタボ症候群または
予備軍と推測されている。最近、肥満に伴い
脂肪組織へマクロファージが浸潤(脂肪組織
の最大 40%がマクロファージとなる)し、そ
こで持続性の炎症を起こすこと(慢性炎症)が
メタボ症候群の重要な引き金であることが
わかってきた。脂肪組織の慢性炎症は、筋肉
などの代謝組織の機能変化も引き起こし、全
身でのインスリン感受性の低下、2 型糖尿病
発症へとつながる。実際マクロファージの脂
肪組織への浸潤を組織特異的遺伝子破壊に
より抑制すると、耐糖能/インスリン感受性が
改善したと報告されている。 

 
Sorbs タンパク質ファミリー（CAP、ビ

ネキシン、ArgBP2）は、細胞増殖シグナル
と細胞接着に関与する。特に CAP はインス
リンシグナルに関与すること、ArgBP2 は膵
臓がんのがん抑制遺伝子として働くこと、ま
たビネキシンは創傷治癒に関わることが明
らかとなっており、Sorbs タンパク質ファミ
リーに注目が集まっている。最近 CAP(c-Cbl 
associating protein)の遺伝子破壊マウスお
よび骨髄特異的遺伝子破壊マウスでは、高脂
肪食時のマクロファージの脂肪細胞への浸
潤が低下し、慢性炎症の低下と耐糖能の改善、
インスリン感受性の向上がみられることが
報告された。一方で、脂肪組織などでは CAP 
の発現が高いにもかかわらず、異常は見られ
なかった。これは、他の組織ではビネキシン
などの別のSorbs ファミリー分子がCAP 機
能を相補しているためだと考えられている。 
 
以上のような状況から、マクロファージに

おける CAP の機能を阻害すれば、マクロフ
ァージの脂肪細胞への浸潤が抑制され、メタ
ボ症候群の予防、改善が期待される。他組織
で CAP の機能が阻害されてもビネキシンな
どのファミリー分子により相補され副作用
は最小限にとどめられると期待できる。しか
し、マクロファージの浸潤(細胞遊走などのス
テップを含む)における CAP の役割は解明
されておらず、他のファミリー分子の関与も
よくわかっていない 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、マクロファージの脂肪細胞へ
の浸潤を特異的に抑えることを最終目標と
して、CAP のケモタキシス、細胞遊走など
における役割を明らかにする。CAP の標的
タンパク質(CAP はアダプタータンパク質な
ので、標的は結合タンパク質と予想している)
と CAP(およびビネキシン、ArgBP2)との結
合能を比較する。また、CAP に依存した細胞

遊走能を定量化するアッセイ系を構築し、マ
クロファージの浸潤を抑制する因子の探索
系を構築する。 
 
３．研究の方法 
 
(1)マクロファージの細胞遊走に対する CAP 
の効果を明らかにするために、まず Raw264.7
細胞において内在的に発現している CAP の
発現を shRNA ベクターを用いて抑制した。ま
た、CAP 発現抑制細胞に shRNA 耐性の CAP を
再発現させた。これらの細胞構築には、１０
０%の効率で導入でき安定抑制細胞、安定発
現細胞が簡便に作成できるレンチウイルス
ベクターを用いた。細胞の遊走は、in vitro
創傷治癒アッセイ(スクラッチ法)および
xCELLigence リアルタイム細胞解析装置を用
いた。 
 
(2)ArgBP2, CAP、ビネキシンの 3種類のタン
パク質にについて大腸菌で GST(グルタチオ
ン S トランスフェラーゼ)融合タンパク質と
して発現させ、精製した。これら融合タンパ
ク質と標的タンパク質の結合はグルタチオ
ンビーズを用いたプルダウンアッセイ法を
用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1)細胞株の構築 
まず、マクロファージ細胞株で発現してい

るSorbsファミリータンパク質の発現量をウ
エスタンブロット法で調べた。その結果、
Raw264.7 細胞株では、CAP 発現しているが、
ビネキシンαと ArgBP2 発現していないこと
が確認できた。そこで、この細胞株を用い、
CAP の非発現マクロファージ細胞株の構築を
行った。5 種類の shRNA 発現レンチウイルス
用ベクターを作成し、Raw264.7 細胞に導入し
た。5 種類の shRNA ベクターのうち、2 種類
の shRNA ベクターで効率よく CAPの発現が抑
制された。以上より、CAP の発現抑制マクロ
ファージ細胞株の構築に成功した。 
次に、shRNA による遺伝子発現抑制は、し

ばしばオフターゲット効果と呼ばれる非特
異的効果を引き起こす。オフターゲット効果
と特異的効果を区別するために、CAP 発現抑
制細胞に shRNA 耐性 CAP 遺伝子を再導入した
細胞を作成した。ウエスタンブロッティング
の結果から、再発現 CAP は野生型細胞で見ら
れるCAPよりも高いレベルで発現しているこ
とが確認できた。 
 
(2)細胞遊走能の測定 

 (1)で作成した細胞の遊走能を創傷治癒ア
ッセイとxCELLigenceを用いて測定した。CAP
の発現抑制細胞は、創傷治癒アッセイでは遊
走能が低下していたのに対し、xCELLigence
を用いたアッセイでは遊走能が亢進してい
た。創傷治癒アッセイは 2次元の方向性のあ



る細胞遊走の能力を測定するものである。一
方、xCELLigence は８um のポアのある膜の上
面から下面に移動した細胞を測定するもの
であり、3 次元の細胞遊走能を評価できる。
したがって、CAP は 2 次元細胞遊走と 3 次元
細胞遊走で異なる役割を持つことが示唆さ
れた。 
 しかし、CAP 発現抑制細胞に CAP 遺伝子を
再導入した細胞の遊走能を測定したところ、
創傷治癒アッセイでもxCELLigenceを用いた
細胞遊走アッセイでも細胞遊走能の回復は
見られなかった。原因として、1)上記の CAP
発現抑制細胞で見られた細胞遊走能の変化
はオフターゲット効果によるもの、2)再導入
した CAP 遺伝子が機能していないため、再導
入細胞では遊走能の回復が見られない、の可
能性が考えられた。とくに今回再導入に用い
た CAP 遺伝子(マウス繊維芽細胞より単離し
たもの)から作られる CAP タンパク質とマク
ロファージで発現しているCAPタンパク質の
大きさが異なっていたことから、2)の可能性
が高いと考え、以下の実験を行った。 
 
(3)マクロファージ特異的 CAP 遺伝子の単離
と再発現細胞の作製、細胞遊走能の検証 
 Raw264.7 マクロファージ細胞株から mRNA
を抽出し、cDNA を合成後、PCR により CAP 遺
伝子を増幅、単離した。この CAP の塩基配列
を決定したところ、主要なものは、繊維芽細
胞で発現していた CAP 遺伝子と、2 か所(84
塩基の挿入と60塩基の欠失)異なっているこ
とが判明した。 
 マクロファージ特異的 CAPを CAP 発現抑制
細胞に再導入し、再発現細胞を作成した。こ
の細胞の細胞遊走能を創傷治癒アッセイ、
xCELLigence で測定したところ、いずれのア
ッセイにおいてもCAP発現抑制によってみら
れていた効果が回復傾向を示した。このこと
から、CAP は繊維芽細胞とマクロファージで
は異なるスプライシングバリアントが発現
しており、細胞遊走における役割も異なって
いることがわかった。 
 
(4)CAP, ArgBP2の精製と標的タンパク質との
相互作用の検討 
 これまでにSorbsファミリータンパク質の
うち、ビネキシンの大腸菌内発現、精製系は
確立されていた。一方、CAP, ArgBP2 につい
ては発現精製が行われていなかった。そこで、
今回 CAP と ArgBP2 の大腸菌での発現、精製
を行った。CAP と ArgBP2 の全長遺伝子を低温
誘導型ベクターpCold-GST ベクターに組み込
み 、 低温に よ り発現 誘 導を行 っ た 。
CAP,ArgBP2 いずれも若干の分解物を含んで
いたが、全長タンパク質の精製に成功した。
この精製タンパク質を用い、Sorbs ファミリ
ータンパク質の標的(結合)タンパク質と考
えられているビンキュリンとαアクチニン
への結合について、プルダウンアッセイによ
り検討した。その結果、ファミリー分子のう

ち、CAP が最も強くビンキュリンと結合し、
一方 ArgBP2 がαアクチニンと最も強く結合
した。このことから、Sorbs ファミリータン
パク質は共通の結合相手を持つものの、その
親和性は異なっていることが判明した。 
 
以上の結果より、CAP は他の Sorbs ファミリ
ータンパク質とは異なる親和性で標的タン
パク質と結合していること、および繊維芽細
胞とマクロファージで発現しているCAPタン
パク質は異なる機能を持っていることを明
らかにした。さらに、本研究により CAP の発
現を抑制した細胞と再発現した細胞の遊走
能を比較することで、CAP の発現に依存した
細胞遊走の評価することが可能となった。こ
の実験系を利用すれば、CAP に依存した細胞
遊走を抑制するような食品因子のスクリー
ニングが可能となると考えられる。 
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