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研究成果の概要（和文）：本研究は、上皮細胞接着装置であるタイトジャンクションを起点としたがん化メカニ
ズムの解明を目的として研究を行った。その結果、がんの悪性化に関与していると考えられているAMPKがTJタン
パク質であるcingulinが結合する細胞骨格を制御し、TJの性質を制御していることを明らかにし、また、がんの
浸潤に関与していると言われる接着班と細胞間接着に局在するタンパク質であるvinculinがTJの安定化に寄与し
ていることを明らかにした。これらの結果から、TJとがん化のメカニズムが密接に関与していることが考えら
れ、今後その詳細を明らかにすることで癌研究に新たな知見を加えられることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：Multicellular organism is surrounded by the epithelial cell sheets. 
Epithelial cells are adhered each other by using cell-cell adhesion complexes such as adherence 
junctions and tight junctions (TJ). Carcinogenesis mostly arises from epithelial cells, however, it 
is remained unclear how TJ involved in epithelial carcinogenesis. Here we showed that AMPK, which 
participates in the malignancy of tumor, regulates the barrier function of TJ by which AMPK 
phosphorylates cingulin and changes the cingulin’s binding cytoskeleton. Moreover, we showed that 
vinculin, localized at the focal adhesion which participates in the invasion of carcinoma and at the
 cell-cell contact regulates TJ robustness to create appropriate homeostasis for epithelial cells. 
These results suggest that TJ involved in epithelial carcinogenesis.

研究分野：上皮細胞生物学　
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今日まで上皮細胞接着とがん化のメカニズムの知見の多くはアドへレンスジャンクションの研究が多くを占めて
おり、タイトジャンクションとがん化のメカニズムについての知見はほとんどなかった。本研究においてタイト
ジャンクションとがん化のメカニズムが密接に関与していることが示唆されたことは、今後のがん研究に新たな
知見を加えることが期待できるだけでなく、細胞間接着の研究分野の発展にも貢献できるものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

上皮細胞は細胞接着装置により隣り合う細胞と接着する事で上皮細胞シートを形成している。

この上皮細胞シートが私たちの体を覆うように存在し、外界と体内を隔てる事により私たちの

体は恒常性を維持している。この外界と体内を隔てるという重要な機能を上皮細胞にもたらし

ているものこそ、細胞接着装置の一つであるタイトジャンクション（TJ）である。TJとアクチ

ンとの結合が上皮細胞のバリア機能を創出するのに必要であることは広く知られていたが、TJ

と他の細胞骨格の結合は報告されていなかった。そんな中、申請者は超解像顕微鏡に代表される

先端技術を用い、TJと微小管との結合を明らかにし、論文として報告した。この報告の後、上

皮細胞のアピカル面直下にアクチン繊維、微小管、中間径繊維それぞれのネットワークの存在が

明らかにされ、その構造体をアピカル３層構造と定義されている。さらに最近では、申請者は TJ

とアピカル３層構造は TJに局在する TJ-MAPsと呼ばれるタンパク質を介して相互作用してい

ることを突き止め、現在その詳細を明らかにしようと試みている。そのような状況の中、私たち

の予備実験では cingulin は TJ とアピカル３層構造を繋ぎ止めているだけでなくがん抑制遺伝

子 PTEN と結合することを見出した。また、cingulin は AMP 活性化プロテインキナーゼ 

(AMPK) によりリン酸化されることにより微小管に結合することを示していたが、AMPKはが

んの悪性度に関与していることが知られいる。さらに、がんの浸潤に関与することが知られてい

る細胞-細胞外接着班に局在する vinculin は細胞-細胞接着であるアドへレンスジャンクション

(AJ)にも局在し、細胞外からのストレスに応答している。このように TJとがん化制御は密接に

関係していると考えられ、今日までは細胞間接着とがん化制御との関係については主に AJにつ

いて数多く研究が進んできた中で、TJとがん化制御との関係について研究を進めることはがん

研究において新たな知見を加えることができる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

上皮細胞シートの細胞間バリア機能を担うタイトジャンクション (TJ) とアピカル膜直下に存

在する細胞骨格構造との連関を研究する中で、TJに局在するタンパク質 cingulinがアピカル微

小管ネットワーク構造と TJを繋げていることを示した。cingulinはがんの悪性化に関与してい

ることが知られているAMPKによりリン酸化されることにより微小管に結合することを示した

が、cingulinは他の細胞骨格であるアクチン繊維にも結合するため、cingulinは同時に微小管と

アクチン繊維に結合するのかなど、その詳細なメカニズムは不明のままである。さらに cingulin

について解析を進めると cingulinはがん抑制遺伝子 PTENと結合し、cingulinを欠損させた細

胞においては PTEN シグナルの下流である Akt のリン酸化が亢進している予備実験を得てい

る。これらの結果から cingulin とがん化抑制メカニズムに重要な役割を果たしていることが示

唆されるため、本研究において TJを起点とした上皮細胞のがん化抑制メカニズムの一端を明ら

かにすることを目的とした。また、AJ に局在する vinculin はがんの浸潤に関与している細胞-

細胞外基質接着班にも局在しており、細胞外ストレスに応答するタンパク質群の一つとして知

られている。細胞外ストレスとがん化のメカニズムは近年その関係性が明らかになってきてい

ることから vinculin を介して細胞外ストレスが TJ に及ぼす影響を明らかにすることを目指し

た。 

 

３．研究の方法 

(1)  Cingulinの細胞骨格結合に及ぼす AMPKの影響を調べるために、以下の方法を用いた。 

Cingulinは N末側の headドメインによってアクチン繊維や微小管に結合することが知ら



れている。また、この headドメインは AMPKによりリン酸化される 132番目のセリンと

150 番目のセリンを含んだドメインである。これまでの研究により cingulin 全長よりも

cingulin の head ドメインのみのミュータントの方が微小管により強く結合することが明

らかになっていることから、cingulin の分子内構造変化が示唆されていた。これらのこと

から、AMPKによる cingulinのリン酸化が及ぼす微小管やアクチン繊維への結合の影響を

検討するために免疫沈降法を用いて検討した。また、低角度回転蒸着法を用いて生成した

cingulin タンパク質分子を電子顕微鏡下で観察した。さらに、cingulin が結合する細胞骨

格により TJのバリア機能への影響を観察するために、AMPK阻害剤である Compound C

や AMPK活性促進剤である AICARを用いて実験を行った。 

 

(2)  Vinculinを介して細胞外ストレスが TJに及ぼす影響を調べるために以下の方法を用いた。

TJ を蛍光ラベルした vinculin ノックアウト (KO) 細胞を作成し、超解像顕微鏡を用いて

ライブイメージングし、ワイルドタイプ (WT) 細胞と TJ 形成メカニズムを比較した。細

胞外ストレスの一つである細胞外力学ストレスに応答するためにはアクトミオシンを収縮

させることで対応していることから、ミオシンの ATPase 活性を阻害する blebbistatin を

Vinculin KO細胞と WT細胞に添加することによりその応答をライブイメージングにて観

察する。さらに vinculin KO細胞とWT細胞の細胞間隙の透過性を様々な大きさの分子に

ついて検討し、blebbistatinを加えた際も同様に細胞間隙の透過性を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)  まず、はじめに cingulin と微小管の結合様式を観察するために全反射照明蛍光顕微鏡 

(TIRF) を用いて精製した GFP-cingulinタンパク質分子と ATTO647でラベルした微小管

を混合したものを観察した。その結果、cingulin は微小管が２本異常交差する点に存在し

ていることから、cingulin は微小管をクロスリンクさせるように結合することが明らかに

なった。次に、cingulinの分子内結合の検討と、AMPKリン酸化を模した cingulinリン酸

化ミュータントと非リン酸化ミュータントを作成し微小管への結合の影響を cingulin 全長

及び、cingulin の head ドメインのみのミュータントについて免疫沈降法を用いて検討し

た。その結果、cingulinは N末側の headドメインと C末側のドメインで結合することが

明らかになり、また、headドメインが AMPKによりリン酸化させることにより C末側の

ドメインに結合しなくなることを示した。また、AMPKによってリン酸化された cingulin

分子の全長は微小管への結合が強くなるのに対し、cingulinの headドメインだけのミュー

タントではAMPK によるリン酸化の影響が観察されなかった。これらのことから、AMPK

による cingulinのリン酸化が微小管への結合に及ぼす影響として、リン酸化した cingulin

は head ドメインが微小管に結合することができるように分子内の構造を変化させること

が示唆された。続いて、その示唆を検討するために低角度回転蒸着法を用いて生成した

cingulinタンパク質分子の電子顕微鏡下での観察を行った。その結果、AMPKによるリン

酸化を模した cingulin ミュータント分子の多くは直鎖状の分子形態を示していたのに対し、

AMPKによるリン酸化を受けない非リン酸化 cingulinミュータント分子の多くは球状の分

子形態を示していた。また、AMPKと cingulinを混合し、cingulinをリン酸化させたサン

プルにおいてもその分子形態が直鎖状の分子形態を示していた。これらの結果から、

cingulinはAMPKによりリン酸化されると分子形態が球状から直鎖状に変化させることが

明らかになった。次に cingulinがアクチン結合タンパク質と知られているため、AMPKに



よるリン酸化がアクチン繊維との結合に及ぼす影響を免疫沈降法により検討した。その結

果、cingulin の非リン酸化ミュータントが AMPK によるリン酸化を模した cingulin ミュ

ータントよりもアクチンに結合することが示された。さらに、cingulinの headドメインミ

ュータントを用いた実験では全長を用いた結果と同様に非リン酸化ミュータントが AMPK

によるリン酸化を模した cingulin ミュータントよりもアクチンに結合することが示された。

これらの結果から、cingulinのアクチンへの結合は AMPKによりリン酸化されることによ

って阻害されることが示された。Cingulin の微小管への結合は AMPK による分子形態に

より制御されていることが明らかになった一方で、cingulin のアクチン繊維への結合が

cingulin の head ドメインのリン酸化そのものが結合を制御していることが明らかになっ

た。最後に、AMPKが TJのバリア機能に及ぼす影響を調べるために、AMPK阻害剤であ

る Compound Cと AMPK活性促進剤である AICARを用いて実験を行った。その結果、阻

害剤 Compound Cを培養細胞に添加すると TJのバリア機能の上昇が見られ、活性促進剤

である AICARを用いると TJのバリア機能が低下し、細胞間隙を通過するナトリウムイオ

ンが増加していることが明らかになった。以上のことから、AMPKは cingulinを介して TJ

と細胞骨格の相互作用を変化させることで生体に必要なホメオスタシスの維持を行ってい

ることが示された。これらの結果をまとめて Scientific Reportsに報告した。また、AMPK

が及ぼす細胞間接着への影響をまとめた総説が International journal of Molecular 

Sciencesに採用された。 

 

(2)  Vinculin KO細胞を CRSPR/Cas9システムを用いて作成し、4kDaや 20kDaの蛍光ビーズ

の細胞間隙の透過性を測定すると、vinculin KO 細胞と WT 細胞では大きな差が見られな

かった。しかし、細胞間隙を通過するイオンは vinculin KO細胞ではWT細胞に比較して

非常に多くなっていることが明らかになった。この時免疫染色法を用いて TJ を観察する

と、vinculin KO細胞では TJや AJが断裂している箇所が散見された。Vinculin KO細胞

に TJマーカーである occludinに venusタグを融合したタンパク質を発現させ超解像顕微

鏡を用いてライブイメージングを行うと、vinculin KO細胞では多くの場所で TJが断裂し

たり、融合したりを繰り返している様子が観察された。免疫電子顕微鏡法により vinculin

を観察すると、vinculinは主に AJに局在するが、一部は TJに局在する様子が観察された。

また、免疫沈降法により ZO-1 と vinculin は相互作用していることが示され、vinculin の

D2-D4 ドメインで ZO-1 と相互作用していることが示された。次に、ライブイメージング

で得られた画像を用いてWT細胞と vinculin KO細胞のどちらがより動態が激しくなって

いるかを検討したところ、vinculin KO 細胞の方が WT 細胞に比べると細胞の動態が激し

くなっていることが示された。この時、細胞にかかる力学エネルギーが vinculin KO 細胞

において大きくなっていることが明らかになった。これらの結果より、vinculin KO細胞の

動態が激しくなることで、TJにかかる細胞外力学エネルギーが大きくなっていることが示

唆された。この示唆を検証するために細胞外力学エネルギーに応答するアクトミオシンの

阻害を試みた。ミオシンの ATPase 活性阻害剤である blebbistatin を用いてライブイメー

ジングを行った結果、blebbistatin を加えた vinculin KO 細胞では TJ の断裂が観察され

ず、WT細胞と同様の TJの形成が行われることが明らかになった。また、この時 TJのバ

リア機能を測定すると、vinculin KO細胞では blebbistatinを加えると TJのバリア機能が

回復し、blebbistatinを取り除くと TJのバリア機能が再び低下していくことが観察された。

最後に、vinculin のアクチン結合領域である D5 ドメインをアクチン結合ドメインを取り



除いた α-cateninのミュータントタンパク質に融合させることにより、vinculinのアクチン

結合領域だけを細胞間接着に発現させることにより、TJ の機能が回復したことから、

vinculin は vinculin 分子内のアクチン結合ドメインを介して TJ のバリア機能を制御して

いることが明らかになった。以上のことから細胞間接着である AJと TJは vinculinを介し

て AJ が TJ のバリア機能を制御していることが示された。これらの結果をまとめて Life 

Science Allianceに報告した。 
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