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研究成果の概要：申請者が同定した p65/L-plastin は，白血球に特異的に発現され,アクチン細

胞骨格の再構築(p65–actin–scaffold) に関与している。p65–actin–scaffold は菌体刺激によ

って随時形成され，これを中心に形成される高次タンパク質集合体が，感染防御的細胞応答の

基盤として機能すると想定している。p65/L-plastin とともに細胞骨格のダイナミクスに関与

するタンパク質,および p65–actin–scaffold と高次タンパク質集合するタンパク質として

NADPH オキシダーゼ p47phoxなどについて，特異抗体を用いて p65–actin–scaffold との共存関

係を調べた。また，マクロファージ内でのそれらの局在変化と貪食・細胞接着や殺菌活性の増

強との関連を評価した。ルミノール結合ビーズを用いて，貪食依存性の活性酸素酸性定量法を

確立し，細胞骨格の再構成が活性酸素産生において重要であることを明らかにした。

p65/L-plastin, WASP, VAV に関して，それぞれの欠損は貪食・細胞接着依存性の活性酸素産生

の障害をきたすことを考え合わせ，p65–actin–scaffold を中心とする細胞骨格系のダイナミク

スが，白血球の感染防御活性の発現において重要な役割を担うと考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 細菌リポ多糖 (LPS)刺激や貪食反応に
よって，マクロファージ中でリン酸化される
タンパク質として，申請者が同定した 

p65/L-plastin は，calcium(Ca)，calmodulin，
β-actin 結合部位を有する多機能タンパク質
で，白血球に特異的に発現され，リン酸化と
細胞内 Ca によって，アクチン細胞骨格の再
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構築(p65–actin–scaffold)に関与している。
最近，p65/L-plastin の遺伝子欠損マウスで
は，細胞接着依存的な活性酸素の産生がおこ
らず，細菌に対し易感染性であることが明ら
かにされ，本タンパクの感染防御における重
要性を示している。 
 
(2) 防御系細胞である白血球の特徴は，フリ
ーセルとして移動し要時活性化される点で
ある。この重要性は，LAD(leukocyte adhesion 
deficiency; 白血球接着異常症) という病
気の存在からも明らかで，その白血球の細胞
接着・活性能は障害され，反復感染し致死的
である。白血球の移動・細胞接着・貪食等に
は，アクチン細胞骨格のダイナミックな再構
築が必須であり，固形組織の細胞種とは異な
る制御系が想定される。 
 
(3) これらのことから，p65–actin–scaffold
は菌体刺激によって随時形成され，これを中
心に形成される高次タンパク質集合体が，細
胞接着・活性化や殺菌活性の増強などの感染
防御的細胞応答の基盤として機能するので
はないかと考えるに至った。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 本申請では，これまでの成果を基礎とし，
研究を発展させる。 p65–actin–scaffold の
ダイナミクスに関与する候補タンパク質と
して，既に保有しているものに加えて，アク
チン骨格の再構築に関与すると考えられる 
WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein)
や VAV などのタンパク質を作製する。愛媛大
学に独自な無細胞タンパク質合成システム
を用いる。WASP は，易感染性を示す免疫不全
症候群 (WAS)の原因タンパク質であり，白血
球特異的に発現される。WAS 由来のマクロフ
ァージは運動性・貪食能に障害がある。我々
は，最近，WASP が in vitro で p65-actin 複
合体と結合し，p65–actin–scaffold の形成を
促進することを見出している。 
 
(2) 形成された p65–actin–scaffold と細胞
接着部位やファゴゾームなどの膜系を連結
すると想定される moesin や，殺菌に関与し
p65-actin-scaffold との結合が想定される 
NADPH オキシダーゼ構成タンパク質 (p47phox

など)を作製し，細胞接着，貪食，殺菌との
関連を明らかにする。この際，TLR, MyD88 ノ
ックアウトマウスも用いる。 
 
(3) これらによって，菌体認識—細胞骨格系
ダイナミクス—細胞エフェクター機能を軸と
する感染防御機構の解明を目指す。 
 
 

３．研究の方法 
(1) 白血球細胞骨格のダイナミクスに関与
する候補タンパク質の調製：リコンビナント
p65/L-plastin, T-plastin, grancalcin およ
びこれらに対する特異抗体（モノクロを含
む）は既に調整されている。β-actin もマク
ロファージ細胞株より精製されている。今回，
細胞骨格のダイナミクスに関与する候補タ
ンパク質として，WASP などのタンパク質を作
製する。形成された p65–actin–scaffold と
高次タンパク質集合する候補として，moesin, 
p47phox, p67phox タンパク質を作製する。マク
ロファージ cDNA library から PCR 法で，全
長の cDNA を調製し，各タンパク質を合成・
精製する。これらを抗原として特異抗体を得
る。 
 
(2) 細胞骨格ダイナミクスの細胞内免疫染
色による検出：マウスマクロファージや樹状
細胞を菌体で刺激し，細胞内 p65 の変化を
免疫組織学的に観察する。p65 が actin ファ
イ バ ー と 共 存 的 に ， 特 徴 あ る 構 造 体 
(p65–actin–scaffold) を形成することは既
に観察・報告した。この実験系で，上記の各
種タンパク質に対する抗体を用いて，
p65–actin–scaffold との共存関係を観察す
る。また，細胞接着や細菌殺菌活性の増強と
の関連を評価する。結核菌を用いた同様の実
験を，実績のある国際医療センター研究所
（P3 レベル実験室）で実施する。 
 
(3) 高次タンパク質集合のウエスタンブロ
ットによる検出：マクロファージや樹状細胞
を菌体で刺激後，マイルドに可溶化し，細胞
骨格系分子集合を抗 p65 抗体を用いて免疫
沈降させる。沈降物を可溶化し，SDS-PAGE 後，
上記の各種タンパク質に対する抗体を用い
て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 実 施 し ，
p65–actin–scaffold に含まれるタンパク種
を同定する。結核菌を用いて同様の実験を実
施する。 
 
(4) NADPH オキシダーゼ活性化と細胞骨格と
の関連について： NADPH オキシダーゼの構成
要素である p47phoxや p67phox は，食細胞活性化
時に細胞質から細胞膜に移行するが，その過
程に細胞骨格が関与することが示唆されて
いるが，詳細は不明である。p65/L-plastin 
遺伝子欠損マウスの白血球は，細胞接着依存
性の活性酸素生成が認められないことから，
NADPHオキシダーゼとp65-scaffoldとの関連
が強く示唆される。この点についてルミノー
ル結合ビーズを用いた in vitro 活性酸素定
量系で調べる。 
 
(5) TLR ノックアウトマウスでの実験：TLR4
に変異のある C3H/HeJ マクロファージでは



 

 

LPS刺激によってp65–actin–scaffoldの再構
築が起こらない。このマウスは易感染性とし
て知られている。そこで，実験をさらに他の
TLR に拡大するため，TLR4, TLR2, MyD88 ノ
ックマウスを使用し，上記の実験を実施する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 申請者が同定した p65/L-plastin は，白
血球に特異的に発現され,アクチン細胞骨格
の再構築(p65–actin–scaffold)に関与して
いる。p65–actin–scaffold は菌体刺激によっ
て随時形成され，これを中心に形成される高
次タンパク質集合体が，細胞接着・活性化や
殺菌活性の増強などの感染防御的細胞応答
の基盤として機能すると想定している。
p65/L-plastin とともに細胞骨格のダイナミ
クスに関与するタンパク質としてWASP, VAV，
および，形成された p65–actin–scaffold と
高次タンパク質集合するタンパク質として
NADPH oxidase p47phox について，マクロフ
ァージcDNA libraryからPCR法で全長のcDNA
を調製し，タンパク質合成・精製をすすめた。 
 
(2) 特異抗体を用いて，これらのタンパクと
p65–actin–scaffold の共存関係について蛍
光顕微鏡を用いて観察した。また，貪食・細
胞接着や細菌殺菌活性の増強との関連を評
価した。ルミノール結合ビーズを用いて，貪
食依存性の活性酸素酸性定量法を確立し，ア
クチン骨格系の阻害剤の効果を調べ，細胞骨
格の再構成が活性酸素産生において重要で
あることを明らかにした。 
 
(3) 上記の細胞内複合体（高次タンパク質
集合）をさらに生化学的手法で解析した。マ
クロファージや樹状細胞を菌体で刺激後，マ
イルドに可溶化し，細胞骨格系分子集合を抗 
p65 抗体を用いて免疫沈降させた。沈降物を 
SDS で可溶化し，SDS-PAGE 後，上記の各種タ
ンパク質に対する抗体を用いて，ウエスタン
ブロットを実施して，p65–actin–scaffold に
含まれるタンパク種を検出した。 
 
(4) p65/L-plastin, WASP, VAV に関して，そ
れぞれ欠損は貪食・細胞接着依存性の活性酸
素産生の障害をきたすことを考え合わせ，
p65–actin–scaffold を中心とする細胞骨格
系のダイナミクスが，白血球の感染防御活性
の発現において重要な役割を担うと考えら
れる。 
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