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研究成果の概要： 
上皮細胞にはアドへレンスジャンクション（AJ）とタイトジャンクション（TJ）という二つの
主要な細胞間接着装置が存在し、必ず TJは AJの頭頂側に位置する。これを上皮細胞の極性と
いうが、その形成機構は明らかではない。本研究では、上皮細胞の極性形成機構の解明を目指

し、細胞間接着分子を中心に解析を行った。その結果、TJ構成因子が TJの形成されるべき場
所に集積するには、AJの接着分子ネクチンが重要であることを明らかにした。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００７年度 2,000,000 0 2,000,000 

２００８年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,300,000 390,000 3,690,000 

 
 
研究分野：生化学、細胞生物学 
科研費の分科・細目：基礎医学・医化学一般 
キーワード：アドへレンスジャンクション、タイトジャンクション、ネクチン、カドヘリン、

JAM、クローディン、細胞極性 
 
１．研究開始当初の背景 
 多細胞生物にとって細胞間接着は必須の
細胞機能である。特に上皮細胞の細胞間接着
を理解することは、がんなどの様々な疾患や
発生過程における組織構築に深く関わるこ
とから医学的・生物学的に極めて重要である。
上皮細胞には様々な種類があるが、その中で
も円柱上皮細胞はお互いに接着することで
非常に丈の高い構造を維持している。円柱上
皮細胞（以下、上皮細胞）の細胞間接着部位
では、頭頂側から基底側に向かって接着装置

タイトジャンクション（密着結合、TJ）、接
着装置アドヘレンスジャンクション（接着結
合、AJ）、および接着装置の存在しないラテ
ラル領域が順番に規則正しく並んでおり、丈
の高さとともにこの秩序のことを上皮細胞
の極性という。しかし、この上皮細胞の極性
形成の制御機構は非常に重要な研究課題で
あるにもかかわらず未だに解明されていな
い。TJ は、接着分子のクローディンと JAM、
裏打ちタンパクの ZO-1、-2、-3 によって構
成されている。JAM には極性因子複合体
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（PAR3・PAR6・aPKC）の一つ PAR3 も結合す
る。AJ は、接着分子のカドヘリン、裏打ちタ
ンパク質のα-、β-カテニンによって構成さ
れている。さらに AJ には、私の所属する研
究室で見出された接着分子ネクチンとその
裏打ちタンパク質アファディンも局在して
いる。私どもはネクチンがカドヘリンを細胞
間接着部位にリクルートし、その接着活性を
制御することで AJ を完成させることを見出
している。また、ネクチンは TJ の構成分子
を AJ 付近にリクルートすることで TJ 形成に
関与することも明らかとなっている。しかし、
どのようにして AJ の上に TJ 構成因子がリク
ルートされるのか、その分子機構は不明であ
る。TJ と AJ 以外のラテラル領域にはカドヘ
リンが弱く分布しているが、私はネクチン様
分子 Necl ファミリーの一つである Necl-2 が
この領域に特異的な接着分子として機能し
ていることを見出している。一方、上皮細胞
は細胞外基質によって構成される基底膜の
上に接着分子インテグリンを介して接着し
ている。このように、上皮細胞における細胞
間や細胞-基質間の接着を担う構成分子は数
多く明らかとなっているが、上皮細胞の極性
形成機構は未だに明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
 上皮細胞における細胞間や細胞-基質間の
接着を担う構成分子は数多く明らかとなっ
ているが、「どのようにして TJは AJの頭頂
側にできるのか？」、「どのようにして上皮細
胞は丈が高くなるのか？」、そして「どのよ
うにして細胞間接着部位では頭頂側から TJ、
AJ、および TJ と AJ以外のラテラル領域と
順番に並んでいるのか？」という問題は明ら
かになっていない。そこで本研究では、これ
らの問題を解明するために、細胞間接着分子
に着目して解析を行い、上皮細胞の極性形成
機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞間接着分子が形成する集合体の局
在解析 
 細胞間接着活性のない線維芽細胞株L細胞
に、TJ の接着分子クローディンと JAM、AJ の
接着分子ネクチンとカドヘリンなどを同時
に複数発現させ、各接着分子が形成する集合
体が同一細胞間接着面でどのような局在を
示すか蛍光免疫染色法とコンフォーカルレ
ーザー顕微鏡によって解析した。 
 
(2) 細胞間接着分子集合体の局在化におけ
る裏打ちタンパク質の役割 
 各々の接着分子には特異的な裏打ちタン
パク質が結合している。各々の裏打ちタンパ
ク質は、接着分子をアクチン細胞骨格などに
連結させることで、細胞間接着を強固なもの

にする機能がある。また、細胞間接着による
細胞内シグナル伝達も制御している。TJ のク
ローディンや JAM には ZO-1 が結合する。ま
た、JAM には極性因子の一つ、Par-6 が結合
する。AJ のネクチンにはアファディンが、カ
ドヘリンにはカテニンが結合する。そこで、
裏打ちタンパク質と結合できない各接着分
子の変異体を用いることで、裏打ちタンパク
質の役割を解析した。また、特定の裏打ちタ
ンパク質を、RNA 干渉法でノックダウンさせ
た場合についても解析を行った。 
 
(3) 上皮細胞の丈の高さの制御機構 
上皮細胞には細胞間接着装置 TJ と AJ が頭頂
側付近に存在し、それ以外のラテラル面は細
胞同士が接着しているが、TJ や AJ のように
アクチン細胞骨格で裏打ちされている特徴
的な接着装置は存在しない。このラテラル領
域に局在する Necl-2 が、上皮細胞の丈の高
さを制御している可能性があることから、そ
の解析を行った。具体的には、線維芽細胞に
Necl-2 を発現させ、Necl-2 によってどのよ
うな接着面が形成されるのか、またその他の
接着装置の構成因子の局在がどのようにな
るのかを解析した。一方、上皮細胞で発現し
ている Necl-2 を RNA 干渉法でノックダウン
させた場合についても解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)細胞間接着分子が形成する集合体の局在
解析 
 線維芽細胞に TJ の接着分子クローディン
と JAM、AJ の接着分子ネクチンとカドヘリン
を様々な組み合わせで発現させ、各細胞間接
着分子の局在を網羅的に解析した。これまで
の報告通り、それぞれの接着分子を単独で発
現させた場合、各接着分子は細胞間接着部位
に濃縮し、細胞間接着を形成した。AJ のネク
チンとカドヘリンを同時に発現させた場合、
上皮細胞における AJ の様に、両者は同一の
細胞間接着部位の濃縮し共局在していた（図
１）。TJ の分子と AJ の分子を同時に発現させ
た場合（ネクチンとクローディン、ネクチン
と JAM、カドヘリンとクローディン、カドヘ
リンと JAM）、いずれの分子も細胞間接着部位
に濃縮したが、両者は共局在することはなく、
解離していた。TJ のクローディンと JAM を同
時に発現させた場合、意外なことに両者は共
局在せず、解離していた（図１）。しかし、
クローディンとJAM が発現している細胞にさ
らにネクチンを加えると、クローディンと
JAM は共局在するようになった（図２）。この
時、ネクチンはクローディンと JAM とは共局
在していなかった。このネクチンのような効
果は、カドヘリンには無かった（図２）。以
上のことから、ネクチンは TJ の構成因子を
AJ 近傍にリクルートするだけでなく、TJ 構



 

 

成因子を同一部位に集積させる機能がある
ことが明らかとなった。この機能が、ネクチ
ンによる TJ 形成の重要な役割の一つであっ
た。 
 今後、頭頂－基底軸方向での詳細な解析を
進めることで、TJ が AJ の頭頂側に形成され
る分子機構が明らかとなることが期待され
る。上皮細胞の基底面は、基質-細胞間接着
分子インテグリンによって規定されると考
えられることから、インテグリンの解析も視
野に入れて検討する必要がある。 
 

図１. ネクチンとカドヘリンを発現させた L
細胞と JAM とクローディンを発現させた L細
胞。矢印、共局在している部位；矢頭または
二重矢頭、共局在していない部位。 
 

図２. JAM、クローディン、ネクチンを発現
させた L細胞と JAM、クローディン、カドヘ
リンを発現させた L 細胞。矢印、共局在して
いる部位；矢頭または二重矢頭、共局在して
いない部位。 
 
 
(2) 細胞間接着分子集合体の局在化におけ
る裏打ちタンパク質の役割 
 (1)で述べたように、TJ 構成因子を同一部
位に集積させるにはネクチンが重要であっ
た。そこで、ネクチンの裏打ちタンパク質で
あるアファディンが、この機能に重要である
のかを検討した。前述のようにクローディン、
JAM、ネクチンの三者を同時に発現させた細
胞では、クローディンと JAM は共局在し、こ
れらとは解離してネクチンが局在する。この
細胞において、RNA 干渉法でアファディンを

ノックダウンするとクローディンとJAM は共
局在せずに解離するようになった。またクロ
ーディンと JAM に加え、アファディンと結合
できないネクチン変異体を発現させた場合
も同様の結果になった。以上のことから、ネ
クチンはアファディンを介して TJ 構成因子
の集積することが明らかとなった。 
 今後、(1)と同様に頭頂－基底軸方向での詳
細な解析を進めることで、TJ が AJ の頭頂側
に形成される分子機構が明らかとなること
が期待される。 
 
(3) 上皮細胞の丈の高さの制御機構 
 一般的な線維芽細胞に TJ は無いが、AJ は
存在する。しかし、AJ は上皮細胞では細胞を
取り囲むように連続したベルトのような局
在を示すが、線維芽細胞では連続することは
なく、点状に存在している。そこで、線維芽
細胞に Necl-2 を発現させることで、新たな
細胞間接着面が形成されるのか、また、点状
の AJ はどうなるのかを解析した。線維芽細
胞 NIH3T3 に Necl-2 を発現させると、明らか
に面の細胞間接着が形成され、まるで上皮細
胞のラテラル領域の様であった。また、内在
性に発現する AJ 構成因子が Necl-2 の局在領
域の頭頂側よりに局在することが明らかと
なった。しかしながら、Necl-2 によって細胞
間接着面は増加したが、それによって細胞の
丈の高さが高くなることはなかった。また、
上皮細胞 Caco-2 において Necl-2 を RNA 干渉
法でノックダウンすると、Necl-2 のタンパク
減少は認められるものの、顕著な丈の高さの
変化は認められなかった。おそらく、これら
の問題点は、上皮細胞と線維芽細胞において
発現している細胞骨格の違いに起因する可
能性が考えられる。そのため、今後、細胞骨
格の違いも視野に解析することで、上皮細胞
の丈の高さの制御機構が明らかになること
が期待される。 
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