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研究成果の概要：新規の免疫グロブリン様接着分子ネクチンは細胞間接着の形成に重要である

が、その際、細胞－基質間接着分子インテグリンαvβ3の活性化が必要であった。細胞間接着形
成後、ネクチンの作用によりインテグリンαvβ3は不活性化された。このことは細胞間接着の維
持に重要であった。また、細胞間接着形成後も細胞が生存するために、ネクチンは血小板由来

増殖因子受容体とも相互作用し、ネクチンの裏打ちタンパク質であるアファディンと共に、ホ

スファチジルイノシトール3-キナーゼ－Akt系による生存シグナルを亢進した。 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の運動・増殖には細胞-基質間接着分子
であるインテグリンや血小板由来増殖因子
(PDGF)受容体を含む増殖因子受容体が大き
な役割を担っている。また、細胞間接着の構
造として上皮細胞では、アドヘレンスジャン
クション(AJ)とタイトジャンクション(TJ)が
あり、私共の研究室で見出されたAJに局在す
る新規の免疫グロブリン様接着分子ネクチ
ンが、AJに局在する別の接着分子カドヘリン
やTJに局在する接着分子クローディンと共
に細胞間接着の形成において重要な役割を

果たしている。 
 運動・増殖している細胞細胞がお互いに接
触して、細胞間接着を形成すると、細胞は運
動と増殖を停止する。この現象は約半世紀前
から細胞の運動と増殖の接触阻害として知
られているが、その分子機構についてはほと
んど明らかにされていない。一方、細胞間接
着を形成し、運動と増殖を停止した後も細胞
は生存し続ける必要がある。しかし、この細
胞生存に細胞間接着がどのように関わるの
かその分子機構についても不明な点が多い。
これらの分子機構が解明に至っていない原
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因の一つとして、これまで細胞の運動、増殖、
接着、生存の各シグナル系についてはそれぞ
れ別々に研究されてきたことが挙げられる。
そこで、本研究では細胞表面に存在する分子
ネクチン、インテグリンおよびPDGF受容体
に着目して、これらの分子の相互作用が細胞
の運動、増殖、接着、生存といった細胞機能
をどのように制御しているのか、統合的に検
討する。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 運動している細胞どうしが接着して細胞
間接着を形成していく過程で、インテグリン
αvβ3は活性化した状態でネクチンと相互作
用し、ネクチンによる細胞内シグナル伝達や
そのシグナルを介した細胞間接着の形成を
促進する。しかし、細胞間接着の形成後、イ
ンテグリンαvβ3は速やかに不活性化される
がその分子機構は不明であり、この点につい
て解析を行う。 
 
(2) 細胞間接着形成後の細胞生存には、
PDGF受容体を介したシグナル伝達系とネク
チンおよびその裏打ちタンパク質であるア
ファディンがどのように相互作用して制御
しているのかその分子機構について検討を
行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞間接着形成後のインテグリンαvβ3
不活性化におけるネクチンの作用機構 
 MDCK上皮細胞を用いて、インテグリンの
活性化に関わるI型ホスファチジルイノシト
ール5-キナーゼγ (PIPKIγ)を導入することに
より、細胞がコンフルエントな状態下で不活
性化されているインテグリンαvβ3が再活性
化されるかどうか、インテグリンの細胞内領
域と結合することによりインテグリンの立
体構造を変化させるテーリンの細胞内局在
の変化と共に観察した。PIPKIγの活性化には
自身のリン酸化が重要であるが、ネクチンに
よる細胞間接着の形成により、PIPKIγのリン
酸化（活性化）・脱リン酸化（不活性化）が
どのように制御されているか、特に、脱リン
酸化酵素の作用に着目して解析を行った。さ
らに、PIPKIγの活性化・不活性化に影響を及
ぼす脱リン酸化酵素について、ネクチンがそ
の活性制御にどのように関わっているか脱
リン酸化活性を測定することにより解析し
た。 
 
(2) PDGFによる生存シグナル活性化におけ
るネクチンの制御機構 
PDGFによるPDGF受容体を介した生存シグ
ナルとして、ホスファチジルイノシトール

(PI)3-キナーゼ－Akt系に着目した。PDGF受
容体がネクチンやアファディンとどのよう
に相互作用しているか、免疫沈降法や共焦点
レーザー顕微鏡を用いて生化学的、細胞生物
学的に詳細に観察した。さらに、ネクチンや
アファディンがPI3-キナーゼ－Akt系のシグ
ナル伝達や細胞生存そのものにどのような
影響を及ぼしているのか、NIH3T3細胞にお
いてネクチンやアファディンをノックダウ
ンすることにより解析した。さらに、アファ
ディンをノックアウトした胚性幹細胞を用
いて胚様体を作製することにより、in vivoモ
デルにおけるアファディンの細胞生存にお
ける役割についても解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 細胞間接着形成後のインテグリンαvβ3
不活性化におけるネクチンの作用機構 
① コンフルエントなMDCK細胞ではテーリ
ンは細胞質に分布し、細胞膜に存在するイン
テグリンαvβ3とは共局在せず、すなわち、テ
ーリンがインテグリンαvβ3と結合していな
いことから、インテグリンαvβ3は不活性型の
状態にあった。しかし、PIPKIγを過剰発現さ
せた細胞では、テーリンは細胞膜へと移行し、
インテグリンαvβ3と結合してインテグリン
αvβ3が再活性化された。その結果、一部の細
胞間接着部位からE-カドヘリンのシグナル
が消失し、アドヘレンスジャンクションが破
壊された。このことから、PIPKIγがテーリン
を介して細胞間接着部位のインテグリン
αvβ3の活性化制御に重要な役割を果たして
いること、また、細胞間接着形成後の細胞間
接着の維持にはインテグリンαvβ3の不活性
化が必要であることが明らかになった。この
ことは、細胞間接着形成による細胞の運動と
増殖の接触阻害における分子機構の一つと
考えられ、接触阻害機構の全容を解明する上
で重要な知見である。 
 
② PIPKIγの活性化には自身のリン酸化が重
要であるが、逆に、PIPKIγが脱リン酸化され
て不活性化される際に、どのような脱リン酸
化酵素が関与しているか、様々な脱リン酸化
酵素について検討したところ、PTPµが最も
効率よくPIPKIγを脱リン酸化した。さらに、
PIPKIγとPTPµをMDCK細胞に共発現させ
ると、PIPKIγによるテーリンの細胞間接着部
位への移行が阻害され、細胞間接着部位でテ
ーリンがインテグリンαvβ3に結合すること
によるインテグリンαvβ3の再活性化が抑制
された。 
 
③ MDCK細胞において、PTPµはネクチンと
細胞間接着部位で共局在し、内在性のネクチ
ン-3とPTPµが共免疫沈降された。次に、ネ



 

 

クチン同士の結合によりPIPKIγの脱リン酸
化（不活性化）が促進されるかどうか検討し
た。コンフルエントに培養したHEK293細胞
にPTPµを導入すると、PIPKIγは脱リン酸化
された。 さらに、PTPµとネクチン-3の両者
をHEK293細胞に導入すると、PIPKIγの脱リ
ン酸化はより促進された。このことから、ネ
クチンどうしの結合により、PTPµを介して、
PIPKIγの脱リン酸化が促進されると考えら
れた。また、ネクチンどうしの結合により、
PTPµの酵素活性は上昇した。 
 
④ 以上の結果より、図1のようなモデルが考
えられる。すなわち、隣接する細胞間でネク
チンどうしが結合すると、ネクチンは脱リン
酸化酵素PTPµを活性化し、PIPKIγの脱リン
酸化を促進する。その結果、1) PIPKIγの酵
素活性は抑制され、細胞膜上でのホスファチ
ジルイノシトール(4,5)ビスリン酸の産生が
減少する、2) PIPKIγ自身のテーリンへの作
用も抑制される、などによりテーリンとイン
テグリンαvβ3との結合が阻害されて、インテ
グリンαvβ3が不活性化される。このような機
構により、細胞間接着形成後、ネクチンはイ
ンテグリンαvβ3不活性化して、細胞間接着の
維持に関与していると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) PDGFによる生存シグナル活性化におけ
るネクチンの制御機構 
① NIH3T3細胞の細胞間接着部位でPDGF
受容体とネクチン-3は共局在していた。また、
NIH3T3細胞において、内在性のPDGF受容
体とネクチン-3が共免疫沈降した。 
 
② PDGF刺激によりAktのリン酸化は、ネク
チン-3をノックダウンすることにより抑制さ
れた。一方、PDGF刺激によるPDGF受容体
の自己リン酸化については、ネクチン-3のノ
ックダウンによる影響はなかった。次に、ネ
クチン-３をノックダウンした細胞にネクチ
ン-3を再導入すると、ほぼコントロールの細
胞と同程度までAktのリン酸化は回復したが、
アファディンと結合できないネクチン変異
体を再導入してもAktのリン酸化は回復しな

かった。このことから、PDGFによるAktの
リン酸化にはネクチンとアファディンの複
合体形成が必要であると考えられる。 
 
③ 同様に、NIH3T3細胞でアファディンをノ
ックダウンしても、Aktのリン酸化は抑制さ
れた。一方、PDGF受容体のリン酸化につい
ては変化なかった。さらに、アファディンノ
ックダウン細胞にアファディンを再導入し
たところ、コントロールの細胞と同程度にま
でAktはリン酸化されたが、ネクチンと結合
できないアファディン変異体を再導入して
もAktのリン酸化は回復しなかった。このこ
とからも、PDGFによるAktのリン酸化には
ネクチンとアファディンの両者が必要であ
り、かつ、この両者が結合して複合体を形成
していることが重要であると考えられる。 
 
④ in vitroキナーゼアッセイにより、ネクチ
ンやアファディンをノックダウンした
NIH3T3細胞において、PI3-キナーゼの活性
はコントロール細胞と比較して有意に低下
していることが見出された。 
 
⑤ NIH3T3細胞で、Fasリガンドによりアポ
トーシスを誘導したところ、ネクチンやアフ
ァディンをノックダウンした細胞では、コン
トロール細胞と比較してTUNEL陽性のアポ
トーシス細胞が有意に増加した。また、アフ
ァディンを
ノックアウ
トした胚様
体でも、野
生型の胚様
体と比較し
て TUNEL
陽性のアポ
トーシス細
胞が有意に増加した（図2）。 
 
⑥ 以上の結果から、ネクチン−アファディン
系 は
PDGF 受
容体の下
流、 Akt
の上流、
すなわち、
PI3-キナ
ーゼ活性
化の段階
で PDGF
による細
胞内シグ
ナル伝達
を制御し、
Aktのリ
ン酸化を



 

 

増加させて細胞生存を促進していると考え
られる（図3）。 
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