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研究成果の概要（和文）：上皮−間葉転換では、細胞間接着の破綻と細胞運動の亢進、逆に、間

葉−上皮転換では、細胞間接着の形成と接着面での細胞極性が重要であるが、本研究では、接着

分子ネクチンと構造上類似するネクチン様分子、ネクチンの細胞内領域に結合する分子アファ

ディンおよびその関連分子が増殖因子刺激に対する細胞運動を促進すること、さらに、その分

子機構を明らかにした。また、上皮細胞の細胞極性を制御する分子機構に、アファディンが別

のアダプター分子と結合して重要な役割を果たしていることも明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：The disruption of cell-cell junctions and the increase in cell 
movement play important roles in the epithelial-mesenchymal transition. On the other hand, 
the cell-cell junction formation and cell polarization at the interface between 
neighboring cells are crucial for the mesenchymal-epithelial transition. In this study, 
nectin-like molecules, which resemble cell adhesion molecules nectins in their molecular 
structure, afadin, which binds to the cytoplasmic region of nectins, and their related 
molecules were shown to promote the growth factor-induced cell movement. The underlying 
mechanisms were also elucidated. The interaction of afadin with another adaptor protein 
was essential for the cell polarization of epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 上皮組織では隣り合う上皮細胞が細胞間
接着装置によって強固に連結し、整列するこ
とにより、上皮組織の形態維持と機能発現に
重要な役割を果たしている。上皮細胞の細胞

間接着機構についてはこれまでに詳しく解
析されており、細胞間接着は細胞同士の物理
的な接着のみならず、細胞の極性形成、増殖、
運動、生存など様々な細胞機能にとって必須
である。上皮細胞の主な細胞間接着装置とし



てタイトジャンクション（TJ）とアドへレン
スジャンクション（AJ）がある。TJ には細
胞間隙を水溶性物質が通過しないようにす
るバリア機能と、細胞膜上にあるタンパク質
や脂質が頭頂側と側基底側の間で混在する
のを防ぐフェンス機能がある。また、AJ は
アクチン線維に富み、主に細胞間の機械的な
接着を担っている。 
 AJ においてはこれまでカドヘリンが主要
な 接 着 分 子 と し て 考 え ら れ て き た が
（Takeichi M. Science. 1991）、カドヘリンの
作用だけでは説明のつかない現象も存在す
る。私が現在研究を行っている研究室で、AJ
に局在する新規の接着分子としてネクチン
が見出され、様々な研究の結果、ネクチンお
よびネクチンと細胞内で結合する分子ア
ファディンが、カドヘリンによる AJ の形成
や、AJ 形成後の TJ 形成において極めて重要
な役割を果たしていることが明らかになっ
ている。私どもはその分子機構の究明に精力
的に取り組み、世界に先駆けてその全容をほ
ぼ解明してきた（Ogita H and Takai Y. 
IUBMB Life. 2006; Ogita H and Takai Y. 
Int Rev Cytol. 2008; Takai Y, et al. Nat Rev 
Mol Cell Biol. 2008）。すなわち、細胞間接着
が形成される際、まず最初に、ネクチン同士
の結合により初期の細胞間接着が生じる。次
に、このネクチン同士の結合により、細胞内
シグナル伝達経路が活性化される。特に、低
分子量 G タンパク質 Rap1、Cdc42、Rac の
活性化が重要であり、これらの分子の活性化
によりアクチン細胞骨格が再編成され、カド
ヘリンがネクチンによる初期の細胞間接着
部位にリクルートされて AJ が形成される。
この過程で、アファディンはカドヘリンの細
胞膜上での安定化や接着活性の上昇に関与
する。また、ネクチンによる細胞内シグナル
伝達の活性化には、細胞−基質間の接着を担
うインテグリンαvβ3の活性化も必要である。
AJ 形成後、AJ の頭頂側に接着分子クロー
ディンがリクルートされて TJ が形成される
ことにより、一連の細胞間接着形成が完成す
る。ネクチン−アファディン系はカドヘリン
による AJ 形成だけでなく、クローディンに
よる TJ 形成においても重要である。 
 このようにして形成された細胞間接着は
いったん完成すると不変なものではなく、増
殖因子や物理的刺激によって活発にリモデ
リングを繰り返している。特に、上皮細胞が
がん化すると細胞間接着は破綻し、上皮細胞
は間葉系細胞様に形態を変化させ、細胞の運
動と増殖が亢進する。この現象は上皮−間葉
転換（Epithelial-mesenchymal transition: 
EMT）と呼ばれている。この結果、がん細胞
は浸潤・転移能を獲得し悪性化する。ネクチ
ン−アファディン系が EMT に関わる機構と
して、肝細胞増殖因子（HGF）などの刺激に

よって活性化したメタロプロテアーゼによ
りネクチンの細胞外領域が切断され、細胞間
でネクチン同士の結合が減少し、このことが
エンドサイトーシス機構の亢進などを惹起
して、カドヘリンなどの細胞間接着分子を細
胞表面から減少させ、EMT の原因の一つで
ある全面的な細胞間接着の破綻に進展する
ことが挙げられる。また私どもは、AJ の形
成に必要なインテグリン αvβ3 の活性化が、
AJ 形成後、速やかに不活性化される過程に
おいて、ネクチンが脱リン酸化酵素 PTPμを
活性化し、インテグリンの活性化を促進する
I 型ホスファチジルイノシトール 4-リン酸 5-
キナーゼの作用を抑制するといった新しい
分子機構を明らかにしている（Sakamoto Y, 
et al. J Biol Chem. 2008）。このキナーゼに
よるインテグリンαvβ3の持続的な活性化は、
細胞間接着の破綻を引き起こし、細胞の運動
能を亢進させることから、AJ 形成後のイン
テグリン αvβ3 の不活性化は細胞間接着を安
定化させ、EMT を抑制する方向に作用する
ものと考えられる。細胞間接着が破綻すると
細胞は遊走を始めるが、運動している細胞の
先導端にはネクチンと結合しないアファ
ディンが集積し、このアファディンは増殖因
子によって活性化される細胞運動に必要な
細胞内シグナル伝達を制御することも見出
している（Nakata S, et al. J Biol Chem. 
2007）。 
 このように、ネクチンやアファディンは細
胞間接着の形成だけでなく、細胞間接着の破
綻、細胞運動といった EMT の過程にも深く
関わっている。しかし、EMT の分子機構に
ついてはまだ不明な点が多く残されている。
逆に、EMT のシグナル伝達機構を抑制する
ことや、間葉系細胞における特異的な細胞現
象を制御することなどにより、間葉−上皮転
換 （ Mesenchymal-epithelial transition: 
MET）を誘導しうると考えられる。実際、肝
幹細胞をある条件下で培養すると機能を
持った肝上皮細胞へ変化し、MET が生じる
ことが報告されているが、この MET の分子
機構についてもこれまでほとんど明らかに
されていない。EMT はがん細胞の浸潤・転
移能獲得と深く関連し、がんの悪性化を強く
促進する。そこで逆に、がん細胞に MET を
誘導させることによりがん細胞の運動・増殖
を抑制し、さらには正常上皮細胞へと戻すこ
とが可能になれば、この研究成果は将来、が
ん治療などにおける一大ブレークスルーと
なり得る。このように、EMT と MET の分子
機構の解明は生物学的のみならず、医学的に
も大きな意義があり、世界的にも極めて重要
な課題である。 
 
 



２．研究の目的 
 不明な点がまだ多く残されている EMT や
MET の分子機構の解明に向けた研究を行う
ことを主要目的とする。具体的には、ネクチ
ン、アファディンやネクチンと構造上類似す
るネクチン様分子（Necl）に着目し、これら
の分子間での相互作用やこれらの分子が制
御するシグナル伝達機構がどのように EMT
や MET に関わっているか詳細に検討し明ら
かにする。さらに、上皮細胞をがん化させた
際や、逆に、幹細胞を上皮細胞に変化させた
際、ネクチン、アファディン、Necl と相互作
用する分子としてどのようなものが存在す
るのか出来るだけ網羅的に解析し、この解析
によって新しく見出された分子がネクチン、
アファディンまたは Necl と共にどのような
機序で EMT や MET の誘導、進展に関わっ
ているか検討し明らかにする。このように、
本研究ではネクチン−アファディン系に焦点
を当て、この新しい接着分子システムを中心
に、これまでにない新しい観点から EMT と
MET の分子機構の解明を目指し、さらには、
本研究成果の医療応用への可能性を追求し
ていく。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞間接着部位に局在するネクチン−ア
ファディン系が上皮細胞の細胞極性を制御
する分子機構 
 これまでの私どもの研究により、ネクチン
−アファディン系が細胞極性の形成に必要で
あることは明らかになっているが、その分子
機構についてはまだまだ不明な点が多く残
されている。マウス胚性幹（ES）細胞を適切
な条件下で培養すると、胚様体が形成され、
その内部の細胞では細胞間で AJ、TJ が形成
される。一方、アファディンをノックアウト
した ES 細胞から胚様体を形成させても、胚
様体内の細胞間接着は非常に減弱し、AJ、TJ
の形成は不良になることを私どもは見出し
ている。この実験系を用いて、ES 細胞から
胚様体が形成される際に発現が変化する分
子や、野生型とアファディンをノックアウト
した胚様体で異なる発現がみられる分子を
調べ、ネクチン−アファディン系が MET に重
要な細胞極性を制御する分子機構を解析し
た。 
 
(2) 細胞運動におけるアファディンの作用機
構 
 上皮細胞は、EMT の過程において細胞間
接着が破綻すると遊走を開始する。アファ
ディンは細胞内でネクチンと結合すること
により、細胞間接着の形成において重要な役
割を果たしているが、一方で、アファディン
は運動する細胞の先導端にも集積して細胞

運動に関わるシグナル伝達を制御している
（Nakata S, et al. J Biol Chem. 2007）。とこ
ろで、ネクチンは運動先導端に集積しないこ
とから、運動先導端におけるアファディンは
ネクチンと結合していないと考えられる。こ
れまでの予備的実験により、アファディンが
細胞運動の方向性決定において重要である
ことを私どもは見出しているが、その分子機
構については明らかでない。そこで、アファ
ディンをノックダウンした細胞やアファ
ディンノックアウトマウスから分離した細
胞を用いることにより、その分子機構に関わ
るシグナル伝達系を解析した。また、アファ
ディンと結合することが分かっているアダ
プター分子ADIPや細胞の運動を制御する低
分子量 G タンパク質についても、GFP タグ
をつけたこれらの分子を発現させ、“生きた細
胞”において細胞運動時のそれぞれの分子の
局在・活性を時空間的に詳細に解析した。 
 
(3) 運動先導端における Necl-5、PDGF 受容
体、インテグリンαvβ3の三者複合体とアファ
ディンとの相互作用 
 運動している細胞の先導端には Necl ファ
ミリーメンバーの一つである Necl-5、PDGF
受容体およびインテグリン αvβ3 の三者が複
合体を形成して局在し、細胞の運動・増殖に
必須の役割を果たしている（Ikeda W, et al. J 
Biol Chem. 2004; Minami Y, et al. J Biol 
Chem. 2007; Amano H, et al. Genes Cells. 
2008）。しかし、この複合体とアファディン
がどのように相互作用して細胞の運動・増殖
に関わっているかその分子機構は明らかで
ない。アファディンと Necl-5 は直接結合し
ない。また、予備的実験からアファディンと
PDGF 受容体も直接結合しないことが分
かっている。以上より、アファディンは
Necl-5 や PDGF 受容体の下流で作用する分
子あるいはインテグリン αvβ3 と相互作用す
る可能性が考えられる。そこで、アファディ
ンの種々の領域欠損変異体を作成して、共免
疫沈降法やリコンビナントタンパク質を用
いた生化学的解析によりこの相互作用を検
討した。さらに、アファディンが Necl-5 を
含む三者複合体とどのように連携して細胞
の運動・増殖を制御しているのか解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 細胞間接着部位に局在するネクチン−ア
ファディン系が上皮細胞の細胞極性を制御
する分子機構 
 アファディンをノックアウトした ES 細胞
を用いて胚様体を形成させると、上述のよう
に、胚様体は内胚葉層と外胚葉層を形成する
ものの、これらの層を構成する細胞間接着構
造および細胞極性は著しく乱れていた。その



分子機構の一つとして、インテグリン α6β4
の発現異常および Cdc42 と極性因子 Par-3
の活性低下が認められることを明らかにし
た。 
 次に、上皮細胞の MDCK 細胞を用いた実
験では、TJ が AJ の頭頂側に位置するために
は、細胞間接着形成過程において、アファ
ディンと TJ の構成分子である ZO-1 との一
時的な結合が必要であることを見出した。さ
らに、アファディンと ZO-1 の結合に必要な
ドメインを明らかにし、このドメインを欠失
したアファディンを導入した MDCK 細胞で
は TJ の形成が大幅に遅延し、TJ 機能が著し
く阻害されるという結果を得た。 
 
(2) 細胞運動におけるアファディンの作用機
構 
 アファディンが低分子量 G タンパク質
Rap1、Rac、RhoA の活性を制御して、方向
性を持った細胞の運動を促進していること
を明らかにした。すなわち、アファディンは
運動先導端において Rap1 と Rac を活性化し、
RhoA の活性を抑制した（図 1）。その機序と
して、アファディンは Rap1 の活性化因子
C3G、Rac の活性化因子 Vav2 を活性化し、
RhoAの抑制因子ARAPの作用を促進してい
た。また、Vav2 の活性化にはアファディン
に結合する別のアダプター分子 ADIP が
Vav2 と結合することが必要であった。以上
のような分子機構により、アファディンは、
PDGF 刺激による運動先導端の形成を効率
的に促進し、刺激方向に対する方向性を持っ
た細胞運動を促進していることが明らかに
なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 運動先導端における Necl-5、PDGF 受容
体、インテグリンαvβ3の三者複合体とアファ
ディンとの相互作用 
 運動している細胞の先導端には Necl ファ
ミリーメンバーの一つである Necl-5、PDGF
受容体およびインテグリン αvβ3 の三者が複
合体を形成して局在し、細胞の運動先導端形
成や細胞運動に必須の役割を果たしている
ことを以前に報告にした。また、アファディ

ンがネクチン非依存的に運動先導端に集積
し、運動先導端の形成に必要なこともこれま
でに明らかにしたが、本研究ではさらに詳細
な分子機構を解明した。 
 アファディンは PDGF 受容体とは直接相
互作用しないが、活性化した PDGF 受容体に
結合するアダプター分子 Crk、Crk の下流で
Rap1活性化因子として作用するC3Gおよび
活性化したRap1を介してPDGF受容体と間
接的に相互作用することを見出した。この相
互作用により、Necl-5、PDGF 受容体および
インテグリン αvβ3 からなる三者複合体の運
動先導端での局在が安定化した。また、活性
化した Rap1 はアファディン内の RA ドメイ
ンに結合するが、RA ドメインを欠失したア
ファディンを導入した細胞では運動先導端
の形成が抑制された。 
 ところで、Necl-5 の発現とがんの予後に関
する臨床研究も行い、肺がん患者の手術時切
除標本において、Necl-5 の発現が認められた
症例で、有意に術後生存率が低下するとの結
果が得られた（図 2）。上述のように、Necl-5
は運動する細胞の先導端に存在し、細胞運動
に重要なことから、Necl-5 を発現する肺がん
患者が予後不良となる原因として、がん細胞
の運動亢進によるがんの浸潤･転移の増加が
あると推測された。 
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