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研究成果の概要（和文）：１）白血球の細胞接着分子 JAML (Junctional adhesion molecule-like)

と血管内皮細胞の接着分子 ESAM (Endothelial cell-selective adhesion molecule) が相互作

用することを見い出した。２）システイン・プロテアーゼあるカルパインの阻害剤はフォルミ

ル・ペプチド受容体（hFPRあるいは hFPRL1）を介して細胞内カルシウム濃度を上昇させて、細

胞機能を活性化することを明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：１）We found the molecular interaction between JAML (Junctional 
adhesion molecule-like) and ESAM (Endothelial cell-selective adhesion molecule).２）
Potent calpain inhibitors stimulate cell functions via activation of human formyl peptide 
receptor and human formyl peptide receptor-like 1. 
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１．研究開始当初の背景 

 自然免疫は体内に侵入した病原体を最

初に認識して、応答する生体防御反応であ

る。自然免疫の中心的役割を担っているの

は白血球であり、なかでも好中球や単球は

生体の防御機構としては最も早い段階で機

能する細胞である。炎症は細菌の感染など

生体組織が有害な刺激を受けたときに, そ

の局所に惹起される一連の組織反応であり、

侵襲に対する応答の表現の一つで生体が損

傷を受けた部分を隔絶し, さらに修復・治

癒をはかるための防衛機構である。白血球

の血管外への移動は、炎症部位での病原体

の貪食・食胞内への顆粒放出・活性酸素生

成といった感染防御において非常に重要で

ある。一方、炎症反応は感染防御に必須で

あるが、過剰な反応はホストの生命の危機

をもたらす敗血症などの病態を惹起する危

険性をもっている。また近年では、動脈硬

化への関与も考えられており、この反応は
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厳密な制御を受ける必要がある。したがっ

て、白血球の血管外への移動の分子基盤の

全容を明らかにし理解することは、炎症が

関与する病態の制御に大きく貢献すると考

えられた。白血球の血管外移動は、大きく

は１）ローリング、２）強固な接着、３）

血管外遊走、そして４）炎症組織への移動

という４つの過程からなる。これまでに、

前述の４つの過程の中で１）および２）に

関与している細胞表面の接着分子 L-, E-, 

P-selectin やそのリガンドである糖鎖分

子 s-Lex、また白血球のインテグリンである

LFA-1, Mac-1, や VLA-4/5 とそれらのリガ

ン ド で あ る 血 管 内 皮 細 胞 表 面 上 の

ICAM-1/2 や VCAM-1 が関与する接着機構に

ついては研究が進んでいる。一方、３）あ

るいは４）に関与する接着分子や細胞内シ

グナル伝達機構に関しては、国内外におい

てあまり研究が進んでおらず、未知の部分

が多く残されていた。白血球が単層の血管

内皮細胞シートをすり抜けて血管外へ遊走

するという過程は、非常にダイナミックな

現象であり、細胞内の情報伝達経路では鍵

となるタンパク質が局所的に、そして一過

性に活性化されることで生じる多様なシグ

ナル・ネットワークの形成が重要であると

考えられる。したがって、全細胞抽出液の

調製などにより対象となるサンプル全体を

平均化して解析する事を基本としてきた従

来の分子生物学的・生化学的手法に加えて、

時間的・空間的な分子の挙動と情報伝達分

子の活性化の検討が重要である。リアルタ

イムでの分子機能イメージングと形態イメ

ージングを融合させた細胞生物学的手法を

用いることで、生きた細胞でタンパク質の

活性化状態を観察すれば、それらの空間的、

経時的な活性化状態をリアルタイムに把握

でき細胞内のダイナミックな情報の流れを

捉えることで、血管外遊走というダイナミ

ックな生物学的現象をより深く多面的に理

解可能であると考えた。 

 

２．研究の目的 

白血球と血管内皮細胞が相互作用した結

果、白血球では、その運動性を亢進するシグ

ナルが持続的に伝達され、血管内皮細胞側で

は、その細胞間接着が弱くなるシグナルが一

過性に伝達されることで血管壁のインテグ

リティーが保たれ血管透過性が過剰に増加

することなく血管外遊走が起こると考えら

れる。本研究では、白血球が単層の血管内皮

細胞シートに潜り込んで血管外へ遊走する

際に、白血球と血管内皮細胞との相互作用に

より生じる双方向へのシグナル伝達を分子

レベルで明らかにすることで前述の仮説を

証明することが目的である。 

 

３．研究の方法 

(1) ヒト臍帯由来血管内皮細胞 HUVECより調

製した RNAを鋳型にして RT-PCRおよび PCR

を行い、タイト・ジャンクションに局在する

膜タンパク質 Junctional Adhesion Molecule 

(JAM)ファミリー（JAM1/2/3）および

Occludin/Claudin5の cDNAをクローニングし

た。 

(2) 白血球が血管内皮細胞間をすり抜けて

遊走する際、低分子量 Gタンパク質が活性化

するかどうかを生化学的手法で解析するた

めには、白血球と血管内皮細胞における、そ

れぞれの低分子量 Gタンパク質の活性化状態

を区別する必要がある。そこで、Flag タグを

導入した Rhoファミリーおよび Rap1低分子

量 Gタンパク質の cDNAをレトロ・ウイルス、

レンチ・ウイルス（白血球導入用）、あるい

はアデノ・ウイルスベクター（血管内皮細胞

導入用）に組み込んだ。次に構築した発現ベ

クターを白血球あるいは血管内皮細胞に導

入して、白血球−血管内皮細胞の相互作用の

際に血管内皮細胞で活性化している低分子

量 Gタンパク質を大腸菌で発現し、精製した

GST融合タンパク質（Rho；GST-Rhotekin RBD, 

Rac1&2/Cdc42；GST-PAK CRIB, Rap1；

GST-RalGDS RA）を用いて Pull-down し、抗

Flag抗体を用いたウエスタン・ブロット法に

より検出した。 

(3) 白血球の細胞接着分子 JAML (Junctional 

adhesion molecule-like)と血管内皮細胞側

の接着分子 ESAM (Endothelial 

cell-selevtive adhesion molecule)や CAR 

(Coxsakievirus and adenovirus receptor) 

の cDNAをクローニングし、JAMLおよび ESAM



 

 

ならびに CARの細胞外ドメインをヒト免疫グ

ロブリンの Fc領域あるいは GSTとのキメ

ラ・タンパク質として発現するベクターを構

築した。上記で構築した GST-JAMLの発現ベ

クターをヒト胎児腎由来細胞 HEK293 にトラ

ンスフェクションし、細胞培養上清を回収し

て GST-JAML とのキメラ・タンパク質をグル

タチオン・セファロースに結合し調製した

GST-JAMLビーズを用いて JAML- Fc、ESAM- Fc、

あるいは CAR- Fcの発現ベクターを HEK293

にトランスフェクションして得た細胞培養

上清と混合し、Pull-down assay を行った。 

(４) システイン・プロテアーゼあるカルパ

インの阻害剤がヒト好中球や好中球様に分

化した HL-60で百日咳毒素感受性の細胞内カ

ルシウム濃度[Ca2+]iの上昇を引き起こすか

どうかを細胞内カルシウムの指示薬である

Fura2 を用いて検討した。さらにフォルミ

ル・ペプチド受容体（hFPRおよび hFPRL1）

を安定的に発現する HEK293 を樹立し種々な

潜在的カルパイン阻害剤（PD150606, 

PD151746, ALLN, ALLM, MG-132, および

calpeptin), あるいはγ-secretase 

inhibitor I が、fMLF と同様に刺激に依存し

た[Ca2+]iの上昇を引き起こすかどうか検討

した。 

 

４．研究成果 

(1) ヒト臍帯由来血管内皮細胞 HUVECより調

製した RNA を鋳型にして RT-PCR および PCR

を行い、タイト・ジャンクションに局在する

膜タンパク質 Junctional Adhesion Molecule 

(JAM) フ ァ ミ リ ー （ JAM1/2/3 ） お よ び

Occludin/Claudin5の cDNAをクローニングし、

得られた cDNA の塩基配列の確認を行った。

上記でクローニングした cDNA を緑色蛍光タ

ンパク質 GFPとの融合タンパク質として発現

可能なベクターに組み込み、293T 細胞に遺伝

子導入して、抗 GFP 抗体を用いて各々の全細

胞タンパク質抽出液をウエスタン・ブロット

法により解析した。その結果、GFP 融合

Junctional Adhesion Molecule (JAM)ファミ

リー（JAM1/2/3）および Occludin/Claudin5

は、cDNAから予想される分子量のポリペプチ

ド鎖として発現していることが確認された。 

 (2) 白血球が血管内皮細胞間をすり抜けて

遊走する際、低分子量 Gタンパク質が活性化

するかどうかを生化学的手法で解析するた

めには、白血球と血管内皮細胞における、そ

れぞれの低分子量 Gタンパク質の活性化状態

を区別する必要がある。そこで、Flag タグを

導入した Rho ファミリーおよび Rap1 低分子

量 Gタンパク質の cDNAをレトロ・ウイルス、

レンチ・ウイルス（白血球導入用）、あるい

はアデノ・ウイルスベクター（血管内皮細胞

導入用）に組み込んだ。上記で構築した発現

ベクターを白血球あるいは血管内皮細胞に

導入して、全細胞タンパク質抽出液を抗 Flag

抗体によるウエスタン・ブロット法で各低分

子量 G タンパク質の発現を確認したところ、

血管内皮細胞への遺伝子導入は高効率で達

成できたが、ヒト末梢血由来の好中球への遺

伝子導入は困難であった。低分子量 Gタンパ

ク質 Rho ファミリーおよび Rap1 のエフェク

ター分子での GTP結合型認識ドメインを融合

した GST タンパク質（Rho；GST-Rhotekin RBD, 

Rac1&2/Cdc42 ； GST-PAK CRIB, Rap1 ；

GST-RalGDS RA）を大腸菌で発現し、精製し

た。上記で構築したアデノ・ウイルス発現ベ

クターを血管内皮細胞に導入して、白血球−

血管内皮細胞の相互作用の際に血管内皮細

胞で活性化している低分子量 Gタンパク質を、

上記の精製した GST融合タンパク質を用いて

Pull-downし、抗 Flag抗体を用いたウエスタ

ン・ブロット法により検出した。その結果、

血管内皮細胞での低分子量 Gタンパク質の活

性化状態を検出することが可能であった。今

後、さらに詳細な実験条件下で Rho ファミリ

ーおよび Rap1 低分子量 G タンパク質の活性

化を検討し、白血球と血管内皮細胞が相互作

用する際の低分子量 Gタンパク質の役割を明

らかにしていく予定である。 

(3) 白血球が血管内皮細胞間をすり抜けて

遊走する際、白血球の細胞接着分子 JAML 

(Junctional adhesion molecule-like)と血

管内皮細胞側の接着分子 ESAM (Endothelial 

cell-selevtive adhesion molecule)や CAR 

(Coxsakievirus and adenovirus receptor) 

が最初に相互作用すると考えられる。そこで、

各々の接着分子が in vitro において相互作

用するかどうかを検討した。白血球側の細胞

接着分子 JAML および血管内皮細胞側の接着



 

 

分子 ESAM ならびに CAR の細胞外ドメインを

ヒト免疫グロブリンの Fc 領域あるいは GST

とのキメラ・タンパク質を発現するベクター

を構築した。上記で構築した GST-JAML の発

現ベクターを HEK293 にトランスフェクショ

ンし、細胞培養上清を回収して GST-JAML と

のキメラ・タンパク質をグルタチオン・セフ

ァロースに結合した。上記２）で調製した

GST-JAMLビーズを用いて JAML- Fc、ESAM- Fc、

あるいは CAR- Fcの発現ベクターをヒト胎児

腎由来細胞 HEK293 にトランスフェクション

して得た細胞培養上清と混合し、Pull-down 

assay を行った。その結果、JAML は ESAM あ

るいは CARと相互作用することが明らかとな

った。一方、JAMLどうしのホモフィリックな

相互作用は認められなかった。（図１） 

今後、今回見出した JAMLと ESAMあるいは CAR

との相互作用が細胞レベルでも実際に起こ

り白血球と血管内皮細胞が互いに接着した

際に、双方向にシグナルを伝達しているかど

うかを Rhoファミリーおよび Rap1低分子量 G

タンパク質の活性化や MAP-Kinase ファミリ

ーの活性化を検討することで、白血球と血管

内皮細胞が相互作用した際における両細胞

内のシグナル伝達機構を明らかにしていく

予定である。 

 (4) システイン・プロテアーゼあるカルパ

インの阻害剤はヒトの好中球や単球におい

て百日咳毒素感受性のケモタキシスを誘導

する。種々のカルパイン阻害剤（PD150606, 

PD151746, ALLN, ALLMおよびcalpeptin）が

ヒト好中球や好中球様に分化したHL-60で

百日咳毒素感受性の細胞内カルシウム濃度

[Ca2+]iの上昇を引き起こすことを見いだし

た。（図２） 

また、フォルミル・ペプチド受容体（hFPR

およびhFPRL1）を安定的に発現するHEK-293

で 種 々 な 潜 在 的 カ ル パ イ ン 阻 害 剤

（PD150606, PD151746, ALLN, ALLM, MG-132, 

およびcalpeptin), あるいはγ-secretase 

inhibitor Iが、fMLFと同様に刺激に依存し

た[Ca2+]iの上昇を引き起こすことを見いだ

した。（図３） 

親株である HEK293では calpeptinおよび

γ-secretase inhibitor Iにより、百日咳

毒素感受性の[Ca2+]iの上昇が認められ、一

方、 MG-132では百日咳毒素非感受性の

[Ca2+]iの上昇が認められた。検討したカル

パイン阻害剤のなかで、唯一、MDL-28170

はヒト好中球やフォルミル・ペプチド受容

体（hFPRおよびhFPRL1）安定的に発現する

HEK293において[Ca2+]iの上昇を引き起こさ

なかった。（図４） 

 



 

 

ALLNおよびALLMの立体構造はfMLFに類似し

ており、（図５）分子結合シミュレーショ

ンから、ALLN あるいは PD150606はhFPRあ

るいはhFPRL1の推定上のfMLF結合部位と相

互作用することが明らかになった。 

以上より、カルパイン阻害剤はフォルミ

ル・ペプチド受容体（hFPRあるいはhFPRL1）

を介して細胞機能を刺激することが示唆さ

れた。 
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