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研究成果の概要：

本研究によって私共は、細胞極性因子 Par-3 は上皮細胞のアドヘレスジャンクション(AJ)とタ

イトジャンクション(TJ)の形成に必須の役割を果たすが、接着分子ネクチンによって形成され

る初期の細胞接着には必須でないことを見出した。Par-3 はネクチンとその裏打ち分子アファ

ディンとの結合を促進するが、一方、アファディンは Par-3 とネクチンの結合には関わらない。

アファディンとネクチンとの結合だけでは AJ と TJ の形成には十分ではなく、Par-3 とアファ

ディンが協調的に働いて、AJ と TJ の形成を制御している。
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１．研究開始当初の背景

細胞間接着と細胞極性は、多細胞生物の発生や分化の

過程における組織構築や正常組織の維持など様々な生

命現象に重要な細胞機能であり、細胞接着は極性の形

成や調節に重要な役割を果たしている。上皮細胞は細

胞間接着と細胞極性の形成が極めて発達した細胞の一

つであり、細胞間接着が形成される際、細胞に極性が

生じ、細胞の頭頂側と側基底側が区別できるようにな

る。主な細胞間接着機構として、タイトジャンクショ

ン(TJ)とアドヘレスジャンクション(AJ)が知られてお

り、これらの細胞間接着装置は頭頂側から基底側にか

けて規則正しく並んでいる。しかしながら、細胞極性

が生じる過程において、TJ が AJ の頭頂側に位置する

作用機序については現在全く不明である。

TJ においてはクローディン、オクルーディン、
junctional adhesion molecule (JAM)が主要な接着分
子であり、細胞内領域で Z0-1、-2、-3 を介してアクチ
ン細胞骨格に連結している。AJ においてはカドヘリン
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が主要な接着分子であり、その細胞内領域でβ―カテ
ニン、α－カテニンを介してアクチン細胞骨格に連結
している。TJ は水溶性分子を自由に通過させないバリ
ア機能と頭頂側と基底側にある細胞膜上のタンパク質
や脂質の混在を防ぐフェンス機能を有し、AJ は細胞間
の機械的な接着に担い、主にカドヘリンがこの接着の
中心的な役割を果たしているとされてきたが、カドヘ
リンだけでは説明のできない現象も少なくない。私が
所属する研究室では、AJ に存在する新規の接着分子ネ
クチンとネクチンをアクチン細胞骨格に連結する裏打
ちタンパク質アファディンからなる新規の細胞間接着
機構ネクチンーアファディン系を見出している。これ
までに私の指導の下、大学院生がネクチンどうしの結
合により AJ と TJ の形成を促進する分子機構を世界に
先駆けて明らかにしてきている。すなわち、ネクチン
どうしが結合すると、低分子量 Gタンパク質 Rap1、
Cdc42、Rac が活性化する。活性化した Cdc42 と Rap1
は、アクチン細胞骨格の再編成を引き起こし、ネクチ
ンによる細胞間接着部位にカテニンを介してカドヘリ
ンをリクルートする（Sato et al., J. Biol. Chem.,
2006）このときリクルートされたカドヘリンはトラン
ス結合していないカドヘリンでその接着活性は弱いが、
ネクチンによって活性化された Rap1 がアファディン
に結合し、この複合体 p120ctnに作用すると、p120ctnと
カドヘリンの細胞内領域との結合が促進され、その結
果カドヘリンの接着活性が高まり、AJ形成が促進する。
さらに、ネクチン-アファディン系が AJ の形成だけで
なく TJ の形成にも必須であることを示し、この TJ 形
成はネクチン-アファディン系による細胞間接着形成
に依存的であり、必ずしもカドヘリンによる AJ の形成
に必要としない（Yamada et al., Oncogene, 2006）。
これは細胞間接着と極性形成の分子機構に関する全く
新しい概念を提唱するものである。一方、TJ形成には、
細胞極性因子 Par-3 が関与している。私共は、これま
でにネクチンがアファディン以外にも Par-3 と直接結
合することを明らかにしており、細胞間接着部位のネ
クチンとアファディンの結合には、Par-3 が必要であ
ることを明らかにしつつある（Ooshino et al., J. Cell
Sci., in revision）。このことは、細胞極性因子がネ
クチン-アファディン系を制御し、その結果 AJ と TJ の
形成および極性の形成を制御している可能性も示唆し
ており、細胞間接着分子と細胞極性因子による細胞間
接着および極性形成における新たな分子機構の発見に
つながるものと期待される。

２．研究の目的

本研究では、これまでの細胞間接着と細胞極性につい

ての研究の経験と成果をもとに、（１）細胞極性因子に

よる細胞間接着形成機構、（２）細胞極性因子および細

胞間接着分子による細胞極性の形成機構、（３）TJ と

AJの位置決定にかかわる分子機構の三点に焦点をあて

て各分子の相互作用を解明することを目的としている。

また、細胞間接着形成後、ネクチンとアファディンは

AJ にとどまるが、Par-3 複合体は TJ に局在することが

知られている。これらの分子機構についても明らかに

する。以上の研究を通じて、細胞間接着分子とその裏

打ちタンパク質および細胞極性因子の三者間による細

胞間接着形成および細胞極性形成機構の分子レベルで

の解明を目指すとともに、長年不明である細胞間接着

形成後の極性形成において、TJ と AJ が細胞間接着部

位の頭頂側からこの順序で整列して配置される機序の

全貌解明に取り組みたい。

３．研究の方法

（１）細胞培養とトランスフェクション

FLAG-ネクチン－１、GFP-E-カドへリンを発現している

MDCK 細胞を以前に報告されている通りに作製した。細

胞は１０％fetal calf serum を含む Dulbecco’s

modified Eagle medium で培養維持した。DNA のトラン

スフェクションは Lipofectamine 2000 reagent と

Amaxa Nucleofector kit を使用した。

（２）抗体と発現ベクター

アファディン抗体、ネクチン抗体は以前に報告されて

いる通りに作製した。E-カドへリン抗体と Par-6 抗体

はそれぞれ竹市博士（Center for Developmental

Biology, RIKEN, Kobe, Japan）と大野博士（Yokohama

City University, Yokohama, Japan）より供与してい

ただいた。他の抗体はコマーシャルソースより購買し

た。Par-3 cDNA は大野博士（Yokohama City University,

Yokohama, Japan）より供与していただいた。Par-3 cDNA、

アファディン cDNA、V12Rac(Rac の dominant active

mutant) cDNA を pEGFP、pCMV-FLAG にサブクローニン

グした。

（３）ノックダウン実験

Par-3、アファディンのノックダウンは H1 プロモータ

ーをもつｐBS-H1 を利用した short hairping RNA

(shRNA)法によって行った。犬 Par-3、マウス Par-3、

犬 aPKCλ、犬 Par-6β、犬アファディンのノックダウ

ンのためのインサートはそれぞれ、

5’-GACACAGAAGAAAGTTCAA-3’ 、

5’-GACAGACTGGTAGCAGTAT-3’ 、

5’-AGTTCTGTTGGTGCGAATA-3’ 、

5’-GACTTCAGACCTGTGTCTT-3’ 、

5’-GACAATCCTGCTGCTTACC-3’ を用いた。犬Par-3、

マウス Par-3、犬 aPKCλ、犬 Par-6、luciferase のス

クランブル配列はそれぞれ
5’-AAGAAGAAGAAGCTCTCA-3’ 、

5’-GGTGGTAACAACGGTAACT-3’ 、

5’-GCATCTATCGTTGTCATCG-3’ 、

5’-GTGTAGTGTCGTGTACTAA-3’ 、

5’-CGTACGCGGAATACTTCGA-3’ を用いた。

（４）カルシウムスイッチ実験

FLAG-ネクチン－１、GFP-E-カドへリン発現 MDCK 細胞、

野生型 MDCK 細胞のカルシウムスイッチ実験は以前に

報告されている通りに行った。すなわち、細胞（1 X

105）を 18 mm のカバーグラスに培養し、トランスフェ

クション後 72 時間後に細胞をリン酸緩衝液（PBS）で

洗浄し、２mM カルシウム、無血清で 1 時間培養した。

次に細胞を２・M カルシウムで 3 時間培養し、その後

２mM カルシウムで 4時間培養した。

（５）免疫蛍光染色

細胞は-20℃のアセトン/メタノール(50/50)混合液で1
分、または 1% formaldehyde (PBS)で 15分間固定した。
その後、0.2% Triton X-100 を含む PBS で 15 分間処理
した。1% 牛血清アルブミン（BSA）と１ｍM カルシウ
ムを含む Tris-buffered saline (TBS)で 1 時間ブロッ
クした後、細胞を抗体で 1 時間インキュベーションし



た。サンプルを三回、１ｍM カルシウムを含む TBS で
洗浄した後、二次抗体と 30 分インキュベーションした。
サンプルを１ｍM カルシウムを含む TBS で洗浄したの
ち、confocal laser scanning microscope で観察した。

（６）他の方法

細胞 dissociation アッセイ、TJ のバリアー機能アッ

セイ、細胞 spread アッセイ、Rac-1 い pull down ア

ッセイは以前に報告されている通りに行った。タンパ

ク質の定量は Bradford 法を用いた。SDS 電気泳動は従

来の方法で行った。

４．研究成果

（１）AJ と TJ の形成における Par-3 の必要性 Par-3

ノックダウン MDCK 細胞に GFP を発現させ、野生型 MDCK

細胞は GFP を発現していない。カルシウムスイッチを

した後、野生型細胞では E-カドへリン、オクルーディ

ンはそれぞれ AJ と TJ に局在した。一方、Par-3 ノッ

クダウンMDCK細胞同士の接着部位では E-カドへリン、

オクルーディンのシグナルが著明に減少した。これら

のことより、Par-3 は AJ と TJ の形成に必須であるこ

とが明らかになった。

（２）ネクチンによる接着形成における Par-3 の不必

要

ネクチン-1 を発現している MDCK

細胞（GFP を発現していない細胞）ではネクチン-1 に

よる接着部位に E-カドへリン、オクルーディンが濃縮

していた。これらの細胞に Par-3 をノックダウンさせ

ると（GFP 発現）、E-カドへリン、オクルーディンが、

ネクチン-1 のシグナルは変化しなかった。これらのこ

とより、Par-3 はネクチンによる接着形成に必要でな

いことが明らかとなった。

（３）ネクチンとアファディンの共局在におけるPar-3

の必要性

野生型 MDCK 細胞（GFP を発現していない）にカルシウ

ムスイッチを行うと、アファディンと Par-3 は細胞間

接着部位に共局在した。しかし、GFP を発現させた

Par-3 ノックダウン KDCK 細胞では、アファディンのシ

グナルが接着部位より消失した（図Ａ）。同様にネクチ

ン－１MDCK 細胞で、アファディンと Par-3 はネクチン

－１と共局在した（図Ｂ）。Par-3 ノックダウンさせる

と（GFP を発現させると）、アファディンのシグナルが

接着部位より消失した。以上の結果から、Par-3 はネ

クチンとアファディンの共局在に必須であることが明

らかとなった。

（４）AJ と TJ 形成における Par-3 とアファディンの

協調作用

Par-3ノックダウンMDCK細胞にGFP-アファディンを強

制発現させてカルシウムスイッチを行った。GFP-アフ

ァディンは細胞間接着に濃縮されたが、E-カドへリン、

オクルーディン、ZO-1 は細胞間接着部位には濃縮しな

かった。こららの結果より、Par-3 はネクチンとアフ

ァディンの結合を制御し、アファディンと協調して AJ

と TJ の形成を制御していると考えられる。
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