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研究成果の概要：β1 インテグリンは細胞接着、細胞遊走、細胞増殖、サイトカイン産生、細
胞の生存シグナル等の様々な生物学的機能を担っており、これらの過程において、接着シグナ

ルを細胞内シグナルに変換するレセプターとして働く。一方、関節リウマチ(RA)の炎症反応に
β1インテグリンを介する T細胞の活性化やその後のT細胞遊走能の亢進が関与するという証
拠が多数蓄積している。また、RA 患者における滑膜細胞、滑液細胞や血管内皮細胞ではβ1
インテグリンのリガンドであるフイブロネクチンや VCAM-1 等の発現が高まっている事が報
告されている。本研究は、それらの知見に基づき、我々が確立した Cas-L分子について、以下
の検討を行った。 
1)Cas-L/NEDD9結合蛋白Nckのインテグリン由来シグナル及び生物学的意義：我々は、Cas-L
のチロシンリン酸化依存的に結合する分子として、SH2 ドメインと SH3 ドメインのみからな
るアダプター蛋白質Nckと、SH2ドメインを持つチロシンフォスファターゼである SHP-2を
同定した。我々は、Nckが、Cas-Lのチロシンリン酸化された substrate domainに SH2ドメ
インを介して結合すること、T細胞において、Cas-Lが lipid raftに恒常的に一部存在し、TCR
及びβ１インテグリン刺激により Nckが raft内でチロシンリン酸化された Cas-Lにリクルー
トされること、Cas-L 欠損マウスの脾細胞を用いて Nck の raft への刺激依存性の移行の低下
を見出した。また、RA 滑膜患者検体において、Nck 高発現細胞の炎症局所への浸潤が認めら
れた。 
2) Cas family 遺伝子ノックアウトマウスと関節リウマチモデルマウス・骨粗鬆症モデルマウ
スとの交配による、関節リウマチ・骨粗鬆症における Cas family 遺伝子の病態生理学的意義
の検討：Cas-L欠損マウスを用いてコラーゲン関節炎モデルマウスを作成し、関節リウマチの
発症率・重症度を腫脹関節数とその程度によるスコアリングを行った。その結果、Cas-L欠損
マウスにおいては、関節炎の発症は野生型マウスよりもやや早いものの、その重症度は有意に

減少していた。さらに強いコラーゲン関節炎をおこす DBA/1 background に遺伝的
background を変換して、Cas-L 遺伝子の影響を解析するため、Cas-L 欠損マウス (C57/B6)
と、DBA/1野生型マウスとの交配を行っている。また、骨粗鬆症モデルマウス(OPG欠損マウ
ス)と、同一バックグラウンドの野生型マウスを用いて、骨密度の評価を行い、OPG 欠損マウ
スでは有意に骨密度の減少が確認できた。現在、OPG欠損マウスと、Cas-L欠損マウスの交配
を行っており、Cas-L遺伝子の欠失による、骨密度の減少に対する影響を検討する予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
β1インテグリンは細胞接着、細胞遊走、細
胞増殖、サイトカイン産生、細胞の生存シグ
ナル等の様々な生物学的機能を担っており、
これらの過程において、接着シグナルを細胞
内シグナルに変換するシグナル伝達レセプ
ターとして働く。我々はこの点に着目し、T
細胞においてβ1インテグリン刺激により強
くチロシンリン酸化される分子(pp105)の
cDNAクローニングを行い、この分子が
p130Cas (Crk-associated substrate)の
homologueである事を明らかにし、Cas-L (Cas 
lymphocyte type)と命名した。平井らがクロ
ーニングしたp130Casは、がん遺伝子v-Src, 
v-Crkにより繊維芽細胞において強くチロシ
ンリン酸化される130kDの蛋白として同定さ
れた。Cas familyは、p130Cas, Cas-L, Efs/Sin
の３つの遺伝子が知られており、分子量
90-130kDの大きな細胞内蛋白であり、インテ
グリンを初めとする細胞接着分子・細胞骨格
系分子が集積する接着班(focal adhesion)に
局在を示すとともに、Cas family蛋白とイン
テグリン及びインテグリン由来シグナル伝
達蛋白群との関連性が相次いで報告されて
いる。我々は、FAK (focal adhesion kinase)
とSrc familyチロシンキナーゼ (Src, Fyn, 
Lck)による2段階のCas-Lリン酸化モデルを
提示した。さらに、Cas-Lが TCR (T cell 
receptor)/β1インテグリン共刺激下での T
細胞による IL-2産生及び細胞遊走能の亢進
に必須の分子であることを報告した。 
一 方 、 関 節 リ ウ マ チ  (rheumatoid 
arthritis: RA)の炎症反応にβ1インテグリ
ンを介するT細胞の活性化やその後のT細胞
遊走能の亢進が関与するという証拠が多数
蓄積している。また、RA患者における滑膜細
胞、滑液細胞や血管 内皮細胞ではβ1インテ

グリンのリガンドであるフイブロネクチン
や VCAM-1等の発現が高まっている事が報告
されている。我々は Cas-Lがβ1インテグリ
ン分子を介する細胞遊走能に必須の分子で
ある点に着目し、RAモデルマウスである
HTLV-I Taxトランスジェニックマウスの脾細
胞・リンパ節リンパ球におけるCas-Lの発現
上昇とリン酸化状態の亢進を明らかにする
とともに、骨のリモデリング及び RAの骨破
壊に重要な役割を持つ破骨細胞様の細胞に
おいてもCasの染色性が亢進しているという
知見を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究は、上述の知見に基づき、以下の諸
点を明らかにすることを目的とした。 
1)Cas-L結合蛋白 Nckのインテグリン由来シ
グナル及び生物学的意義 
2) Cas-L結合蛋白SHP-2のインテグリン由来
シグナル及び生物学的意義 
3) Cas family 遺伝子ノックアウトマウスと
関節リウマチモデルマウス・骨粗鬆症モデル
マウスとの交配による、関節リウマチ・骨粗
鬆症における Cas family遺伝子の病態生理
学的意義の検討 
 
３．研究の方法 
1)Cas-L結合蛋白 Nckのインテグリン由来シ
グナル及び生物学的意義 
我々は、Cas-Lのチロシンリン酸化依存的に
結合する分子として、SH2ドメインと SH3ド
メインのみからなるアダプター蛋白質Nckと、
SH2ドメインを持つチロシンフォスファター
ゼであるSHP-2を同定した。Cas-LとNckと
の結合部位、結合様式を解析する目的で、ま
ず、293T細胞を用いた過剰発現系を採用した。
Cas-Lのチロシンリン酸化を起こさせる、キ



ナーゼとして、Fyn, Lck, FAKの野生型及び
恒常的活性化型遺伝子の cDNAを組み込んだ
発現プラスミドを co-transfectionした
(FuGENE6を使用)。遺伝子導入後、1% Triton 
lysis bufferで可溶化し、Cas-L, Nckそれ
ぞれのtagに対する抗体で免疫沈降し、イム
ノブロッティングにより解析した。その後、
H9 T細胞株を用いた内在性のCas-L/Nckの結
合について、インテグリンリガンドであるフ
ァイブロネクチン(FN)刺激、或いは抗CD3抗
体刺激下で同様の検討を行った。さらに、
Cas-LとNckの局在については、293T及びH9
を用いて免疫染色を行い、コンフォーカル顕
微鏡により解析した。Cas-Lのlipid raftへ
の局在については、ショ糖密度勾配による超
遠心法により分画し、イムノブロッティング
及び免疫沈降法で解析した。さらに、Cas-L
の生物学的機能の解析のため、Cas-L shRNA
を用いて Cas-L発現を減少させた H9細胞を
用いて Transwellによる細胞遊走能の評価、
CD3/CD28, CD3/FN共刺激による IL-2産生誘
導を ELISAにより定量した。さらに、Cas-L
ノックアウトマウスの脾臓Ｔ細胞を用いて、
ケモカイン SDF-1刺激による Nckの raft移
行を比較検討した。 
 
2) Cas-L結合蛋白SHP-2のインテグリン由来
シグナル及び生物学的意義 
SHP-2はチロシンフォスファターゼである。
Cas-Lと SHP-2との結合については、Nckの
場合と同様の実験手法を用いて検討した。ま
た、SHP-2の基質捕捉性・活性部位変異体(CS)
は、Cas-Lとの結合が増強していることから、
Cas-Lがその基質である可能性が考えられた。
そこで、チロシンリン酸化させたCas-L蛋白
を免疫沈降し、SHP-2の各ドメインと GSTと
の融合タンパクを大腸菌で作成して精製し、
in vitro phosphatase assayを行い検証した。 
 
3) Cas family 遺伝子ノックアウトマウスと
関節リウマチモデルマウス・骨粗鬆症モデル
マウスとの交配による、関節リウマチ・骨粗
鬆症における Cas family遺伝子の病態生理
学的意義の検討 
i)破骨細胞の分化と機能を制御するRANKLの
デコイ受容体である OPG (osteoprotegenin)
の遺伝子欠損マウスは、破骨細胞の形成が促
進し骨吸収が亢進することにより、骨粗鬆症
の症状を呈することが知られている。破骨細
胞の骨吸収機能発現においては、podosomeに
よる刷子縁形成が重要で骨基質に緊密に接
着することが必要となる。我々は、この破骨
細胞における細胞接着能・podosome形成に対
するCas蛋白質の役割を解析する目的で、骨
粗鬆症モデルマウス(OPG遺伝子欠損マウス)
とCas-L欠損マウスならびにp130Cas欠損マ
ウスとの交配を行い、その表現型(骨量・骨

密度・骨吸収マーカー/NTX, DPD)を検討する
ための予備的検討を行った。 
ii)現在各種の関節リウマチモデルマウスが
知られているが、MHCハプロタイプにより発
症率が異なっており、より適切なバックグラ
ウンドを選択する必要がある。現状で当利用
可能なモデルマウスは、Collagen-induced 
arthritis (CIA)マ ウ ス  (DBA/1 及 び
C57BL/6)、Tax transgenic マウス (BALB/c)、
Proteoglycan-induced arthritis マ ウ ス 
(BALB/c)である。現在飼育中のCas-L欠損マ
ウス及び p130Cas欠損マウスは C57BL/6 
backgroundであり、CIAモデルマウス
(C57BL/6 background)の系を用いてまず関節
リウマチに対する Cas-L及び p130Casの in 
vivoでの作用を検討する。また、DBA/1 
backgroundマウス及びBALB/c backgroundマ
ウスとCas-L欠損マウス及びp130Cas欠損マ
ウスとの交配を行った。 
 
４．研究成果 
1)Cas-L/NEDD9結合蛋白 Nckのインテグリン
由来シグナル及び生物学的意義 
我々は、293FTを用いた過剰発現系、及び
H9を用いた内因性蛋白レベルでの検討によ
り、Nckと Cas-Lが、Cas-Lのチロシンリン
酸化依存性に結合すること、またNckとCas-L
の結合部位として、それぞれ、SH2ドメイン
とsubstrate domainを特定した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１：293FT細胞における、Cas-Lと Nck
の共沈 
 
 
 
興味深いことに、Cas-Lは、主として細胞
質に多く存在するが、シグナル伝達、接着、
物質の細胞内輸送等の細胞機能に重要な役
割を果たしている細胞膜糖脂質豊富ミクロ
ドメイン即ち、lipid raftにも存在すること
を明らかにした。さらに、Cas-Lノックアウ
トマウスの脾臓由来 T細胞において、Nckの
raftへの刺激依存性の移行の低下を見出し
た(図２) 
 
 



 
 
 

 
 
図２：Cas-Lノックアウトマウスにおける
ケモカイン依存性Nckのraft移行の低下 
 
また、NckとCas-Lは、293FT細胞及びH9
細胞において、Srcファミリーチロシンキナ
ーゼ依存性に、或いはインテグリンリガンド
刺激(FN)により、主として細胞質において共
局在することを見出した。我々は、これらリ
ンパ球の細胞遊走に関わる分子の RAにおけ
る役割を検討するため、RA患者滑膜検体を用
いて、免疫染色を行った。その結果、Nck高
発現細胞の炎症局所への浸潤が認められた
（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３：リウマチ滑膜における、Cas-LとNck
の共局在（FITC: Cas-L, TR: Nck, 右下： 
merge） 
 
2) Cas-L/NEDD9結合蛋白SHP-2のインテグリ
ン由来シグナル及び生物学的意義 
また、SHP-2及びそのDN（ドミナントネガ
ティブ型）及びCA（恒常的活性化型）変異体
を導入したA549細胞株を作成し、SHP-2導入
により、そのフォスファターゼ活性依存的に
インテグリン依存性細胞遊走能の低下を認
めた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図４：A549細胞における Cas-L依存性細胞
遊走増強効果のSHP-2による抑制 
 
また我々は、293T細胞に共発現させたCas-L
と SHP-2が細胞辺縁部の leading edgeに共
局在することを見出している（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図５：293FT細胞における、Cas-LとSHP-2
の共局在 
 
さらに、SHP-2 RNAiの導入によりERKの活
性化低下が確認された。サイトカイン産生
能・細胞遊走能が亢進しているCas-L導入 T
細胞株において、MAPK経路のうち、ERK, p38
の活性化は不変だが、JNKの恒常的活性化が
起きている事を見出した。 
 
3) Cas family 遺伝子ノックアウトマウスと
関節リウマチモデルマウス・骨粗鬆症モデル
マウスとの交配による、関節リウマチ・骨粗
鬆症における Cas family遺伝子の病態生理
学的意義の検討 
Cas-L欠損マウスを用いてコラーゲン関節炎
モデルマウスを作成し、関節リウマチの発症
率・重症度を腫脹関節数とその程度によるス
コアリングを行った。その結果、Cas-L欠損
マウスにおいては、関節炎の発症は野生型マ
ウスよりもやや早いものの、その重症度は有
意に減少していた。さらに強いコラーゲン関
節炎をおこす DBA/1 backgroundに遺伝的
backgroundを変換して、Cas-L遺伝子の影響
を解析するため、Cas-L欠損マウス (C57/B6)
と、DBA/1野生型マウスとの交配を行ってい
る。また、骨粗鬆症モデルマウス(OPG欠損マ
ウス)と、野生型マウスを用いて、骨密度の
評価を行い、OPG欠損マウスでは有意に骨密
度の減少が確認できた。現在、OPG欠損マウ
スと、Cas-L欠損マウスの交配を行っており、
Cas-L遺伝子の欠失による、骨密度の減少に
対する影響を検討する予定である。 
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