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研究成果の概要（和文）：  本研究は、上皮細胞が敷石状形態を維持するための、“頂点 (=tricellular junction; T
CJ)”の機能と分子機構の解明を目的として行われた。上皮細胞の“頂点”に局在する分子であるトリセルリンが、Tub
a-Cdc42を介してアクチン細胞骨格を制御することを見出した。
  本研究により、上皮細胞研究においてこれまでほとんど明らかにされてこなかった「多角形の細胞の頂点」の役割が
明らかになり、免疫系やがん、発生など上皮細胞のダイナミクスが密接に関与する様々な生命現象の理解につながると
考えられる。

研究成果の概要（英文）：When the surface view of each epithelial cell is compared with a polygon, its side
s correspond to cell&#8211;cell junctions, while its vertices correspond to tricellular contacts, whose ro
les in epithelial cell morphogenesis have not been well studied. We have shown that tricellulin, which is 
localized at tricellular contacts, regulates F-actin organization via Cdc42 and Tuba; a Cdc42 GEF. These f
indings indicate that tricellular contacts play crucial roles in regulating the actomyosin-mediated apical
 junctional complex tension through the tricellulin-Tuba-Cdc42 system.
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１．研究開始当初の背景 
 多細胞生命体を構成する多くの器官は、上
皮細胞のシートからなる大小の袋や管を基
本構造として形作られる。この上皮細胞シー
トの役割は、体の外と内、また体内の様々な
区画を仕切ることで多くの異なる環境をつ
くり、これによりそれぞれの区画の機能を維
持することにある。 
 上皮細胞シートにおける個々の細胞は六
角形を基本とした多角形状の形態をとり、細
胞同士が接着する細胞間接着面は直線的で
ある。このような形態は“敷石状形態”もしく
は“蜂の巣状形態”と形容される。六角形で敷
き詰められた平面は各辺のたわみが最も少
なく、そのため外界からの変形圧力に対して
最も強く抵抗性を示すと考えられる。このよ
うな細胞形態の維持には、細胞間接着とその
裏打ち細胞骨格が重要であることが示され
ている (Hayashi and Carthew Nature. 2004, 
Classen et al Dev. Cell. 2005)。しかしながら、
どのような分子メカニズムによって細胞裏
打ち骨格と細胞間接着がリンクして細胞形
態を制御し、“敷石状形態”を維持しているの
かは不明であった。 
 上皮細胞シートおける六角形の“頂点”に相
当する場所は、トリセルラージャンクション
(TCJ)と呼ばれる細胞接着装置によって３つ
の細胞が接着している。TCJは、1970年代に
電子顕微鏡を用いた観察によりその特殊な
構造が報告されて以来、その機能や役割は長
らく不明であった (Wade & Karnovsky,  J . 
Cell. Biol. 1974)。しかしながら近年、発生過
程における上皮組織の再編成や組織再生過
程、さらには免疫系細胞やがん細胞の組織浸
潤にTCJが重要な役割を果たすことが示唆さ
れつつある。このような状況の中、2005年に
池ノ内らによってTCJに局在する分子として
初めてトリセルリンが報告された (Ikenouchi 
et al, J . Cell. Biol. 2005)。本研究開始直前、我々
は細胞内局在を指標にした発現スクリーニ
ングにより、TCJに特異的に局在し、かつト
リセルリンの TCJ への局在を制御する分子
Angulin/LSR の同定に成功した(Masuda, and 
Oda et al., J . Cell. Sci., 124, 548-55 (2011))。本
研究開始時において、TCJの分子構築に関し
てはこれらトリセルリンと Angulin/LSRの２
分子のみが報告されていた。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景の中、上皮細胞シート形
成におけるTCJの機能及びTCJの裏打ち細胞
骨格に関する研究は、その重要性が強く示唆
されているにもかかわらず、ほとんどなされ
ていなかった。そこで本研究では、上皮細胞
の“頂点”にあたる TCJ の機能に焦点を当て、
TCJの上皮細胞形態形成における役割とその

分子機構を明らかにし、実験データに基づい
て数理モデルによる細胞形態形成のロジッ
クやその組織構築における役割の理解に迫
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究の開始時に、我々は TCJに局在
するトリセルリンが上皮の細胞形態形成に
関わることを見出した (図 1, 2)。そこで、① 
TCJ構成タンパク質トリセルリンの下流でア
クチン制御に関わる因子を探索した。② 敷
石状形態
形成にお
けるそれ
ら因子の
機能およ
びメカニ
ズムにつ
いて、生
化学的・
細胞生物
学的な解
析を行っ
た。 
（２）次に、TCJ裏打ち細胞骨格の配向と形
態に関して時空間的解像度で解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）本研究開始時に、我々は、トリセル
リンノックダウン上皮細胞シートでは多角
形の各辺がたわむことを見出した（図２）。
すなわち、トリセルリンがアクチン骨格の
制御を介して細胞膜の張力発生による細胞
形態形成に関与することが示唆された。そ
こで本研究では、トリセルリンがアクチン
細胞骨格を制御する分子メカニズムの解明
に迫った。 

① まず、トリセルリン分子内のアクチン制
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トリセルリンノックダウン細胞では細胞間接

着部位が蛇行する 



御ドメインを探索し、N 末内にそのドメイ
ンが存在することを見出した。さらにその
ドメインに結合しアクチンを制御する候補
因子の探索を行い、Cdc42 GEF Tubaの同定
に成功した。 
② 次に、この Cdc42GEF Tubaがトリセルリ
ンの下流で機能し、TCJ におけるアクチン
骨格編成を担うか検討を行った。初めに、
トリセルリンとの結合を免疫沈降法にて確
認した。結合に関しては、上皮細胞におけ
る内在性タンパク質同士の結合を検出し、
また in vitroで合成したタンパク質同士の直
接結合を検出した。さらに、結合領域を絞
り込み、トリセルリンに関しては N末に存
在する進化的に保存された Proline rich 
regionが、Tubaに関しては C末の 6番目の
SH3 ドメインがそれぞれの結合に必要十分
であることを示した。またこれらの結合の
細胞形態制御における重要性を検討するた
め、Tuba に結合できないトリセルリン点変
異体を作製し形態観察を行った。この変異
体ではアクチン配向が見られず、トリセル
リンノックダウン細胞の細胞形態の異常を
回復させることができないことを見出し、
トリセルリン-Tuba の結合が細胞形態制御
に必要であることを示した。 
③ 次に、トリセルリン、Tubaのそれぞれの
特異的抗体を作製し、上皮細胞内局在を詳
細に調べた。細胞間接着形成時における局
在を経時的に調べると、トリセルリンはTCJ
付近からトリセルラータイトジャンクショ
ンに濃縮していくことを見出した。Tuba に
関しては、細胞間接着形成途中において頂
点付近に濃縮し、この時期にトリセルリン
と共局在することを見出した（図３）。さら
に、このトリセルリンと Tubaが共局在する
TCJ付近の領域が、F-アクチン繊維の特徴的
な配向の起点となることを見出した（図 4）。 

④ ③と並行して、Tubaノックダウン細胞や
トリセルリンノックダウン細胞の詳細な形
態観察、機能解析を行った。これらのノッ
クダウン細胞では③で述べたような特徴的
なアクチン配向が認められず、また Cdc42
の活性化が抑制されていた（図４）。このた
め、細胞間接着形成時に一過的に見られる
TCJ からのアクチン配向が、胞形態を制御
すると考えられた。細胞間接着面の直線性、
真円度、rosette（1頂点に 5辺以上集まる形
態）について定量的解析を行い、有意差が
あることを示した。また、これらのノック
ダウン細胞ではリン酸化ミオシン、張力感
受性αカテニンの発現が弱くなっているこ
とを見出し、トリセルリンノックダウン細
胞では細胞間接着部位の張力が減弱してい
ると考えられた。 

⑤ さらに、TCJにおけるアクチン細胞骨格
制御のシグナル経路の解明に取り組んだ。
トリセルリンによる Cdc42 の活性化につい
て、生化学的に検討したところ、トリセル
リンはTubaを介してCdc42を活性化するこ
とを見出した。また、Tuba はいわゆる
auto-inhibition 効果により自身の活性を抑制
しており、トリセルリンがそれを解除し
Cdc42を活性化することを示した。 
⑥ 最後に、トリセルリンのTCJへの局在が、
アクチン制御に必要かどうかを検討した。
TCJに局在できないトリセルリン変異体すな
わち C末欠損トリセルリンを作製し、トリセ
ルリンノックダウン細胞に発現させると、細
胞形態の異常を回復させることができなか
った。よって、トリセルリンの TCJへの局在
が敷石状細胞形態の維持に重要であると考
えられた。以上の結果をまとめ、現在論文リ
バイズ中である。 
 
（２）（１）③で述べたように、細胞間接着
形成過程において、アクチン細胞骨格が均一
に細胞の周囲を取り囲むのではなく、図 3の
ように各細胞の頂点付近を起点とした方向
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細胞間接着形成時における TCJ を起点とした

F-actinの配向 

 
図３ 細胞間接着形成時におけるトリセルリン

および Tubaの局在 



性を持ったパターンが認められた。これらが
上皮細胞に保存されているものか、いくつか
の培養上皮細胞について調べた。マウス乳腺
上皮細胞であるMTD-1A細胞や EpH4細胞に
おいては、細胞間接着形成中に TCJ付近を起
点とする F-アクチンの配向が良く観察され
た。この F-アクチン繊維に実際 G-アクチンが
取り込まれているかに関して、生細胞におけ
る時空間的な解析を行った。蛍光タンパク質
で標識した細胞を作製し、FRAP 解析を行っ
たところ、G-アクチンが F-アクチン繊維に取
り込まれる様子を捉えることに成功した。 
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