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研究成果の概要（和文）：アファディンは、細胞接着の形成･維持以外にも、細胞運動や細胞の極性形成の制御など多
面的な細胞機能を有することが見出されていたが、そのメカニズムについてはほとんど不明であった。本研究において
、アファディンのDILドメインおよびこのドメインに結合する分子ADIPが、細胞運動とその際の細胞極性形成に必須で
あり、これらの現象には低分子量Gタンパク質Racの活性化が重要であることを明らかにした。また、心筋細胞または内
皮細胞特異的なアファディン欠失マウスを作製し、アファディンは心肥大の進展や、リンパ管内皮の形態形成に深く関
わっていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Afadin has pleiotropic cellular functions including cell adhesion, cell migration 
and cell polarization. However, its molecular mechanisms in these phenomena, especially cell migration and
 polarization, remain elusive. In this research project, the DIL domain of afadin was found to play pivota
l roles in the formation of cell polarity during cell migration. The DIL domain binding molecule ADIP cruc
ially mediated the activation of small G protein Rac. Afadin conditional knockout mice specifically in car
diomyocytes or endothelial cells were generated successfully. From the experiments using these mice, afadi
n was involved in the progression of cardiac hypertrophy and in the regulation of lymphatic vessel morphol
ogy.
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１．研究開始当初の背景 
	
 アファディンは細胞接着分子ネクチンの

細胞内領域に結合し、ネクチンの足場分子と

して細胞間接着の形成に重要な役割を果た

している（Ogita et al. Int Rev Cytol. 2008）。
その分子機構として、細胞間接着が形成され

る過程の初期には、接着部位の近傍でチロシ

ンキナーゼ c-Src や低分子量 G タンパク質
Rap1、Rac、Cdc42が活性化され、アクチン
細胞骨格が再編成される。これらのシグナル

分子の活性化制御にアファディンが関与し

ており、細胞接着の形成･維持においてア

ファディンは不可欠な分子の一つである。 
	
 一方、アファディンは細胞接着以外にも細

胞の運動、生存、極性といった様々な基本的

細胞機能を制御する多面的な作用を持つこ

とも見出されている。しかし、その分子機構

についてはほとんど明らかになっていない。

ところで最近、細胞運動に関して、細胞接着

との間に密接なクロストークがあると考え

られるようになってきており、そのクロス

トークの分子機構については、現在、世界的

にも注目されている重要な研究領域である。

アファディンは細胞運動と細胞間接着両方

の制御に関わっており、同様に、低分子量 G
タンパク質などの分子についても両細胞現

象に必要であることが見出されている。一方、

多くの異なる分子が細胞運動、細胞間接着そ

れぞれに個別に関わっていることも事実で

あり、また、両細胞現象に関わる同一分子に

ついてもその時空間的な活性化や挙動につ

いてはそれぞれ異なっていることがある。こ

のように、細胞間接着と細胞運動については

相同性と相違性があるがそれらの作用機序

についてはほとんど分かっておらず、この作

用機序の解明についは重要な課題と言える。 
	
 また、アファディンノックアウトマウスは

胎生初期（胎生 8.5日）に致死となることか
ら（Ikeda et al. J Cell Biol. 1999）、アファ
ディンは個体形成において重要な分子であ

るものの、胎生初期致死であるため、逆に、

各臓器におけるアファディンの作用機構に

ついては十分に解析できていない。アファ

ディンが持つ多面的細胞機能を in vivo レベ
ルで解明するためには、コンディショナル

ノックアウトマウスを用いた検討が必要で

ある。 
 
 
２．研究の目的 
	
 アファディンが持つ多面的細胞機能の制

御機構を明らかにするため、以下の 2項目を

中心に解析を行った。 
 
（1）細胞の運動、生存、極性などの基本的な
細胞機能の中でも、細胞運動とその際の極性

形成における機序について、アファディンが

果たす役割とその分子機構を明らかにする

こと。 
 
（2）臓器特異的なアファディン欠失マウス
（コンディショナルノックアウトマウス）を

作製し、それらのマウスを用いて生体内での

アファディンの多面的な細胞機能を明らか

にすること。 
 
 
３．研究の方法 
（1）細胞運動とその際の極性形成におけるア
ファディンの役割とその分子機構 
①NIH3T3細胞を使用し、細胞運動刺激とし
て 30 ng/ml血小板由来増殖因子（PDGF）を
投与した。一定の方向から刺激できるよう

µ-Slide VI（Ibidi社製）チャンバースライド
を使用した。 
②運動方向における細胞の形態変化（極性形

成）を、細胞のアクチン線維を染色し、共焦

点レーザー顕微鏡（ニコン社製）で観察した。 
③細胞運動の程度は、ボイデンチャンバー

（ポアサイズ 8 µm）を用いて計測した。 
④アファディンをノックダウンした

NIH3T3細胞および、アファディンの各ドメ
イン（図 1）を欠失したものを発現した
NIH3T3細胞を作製した。 
 
 
 
 
 
 
 
（2）アファディンコンディショナルノックア
ウトマウスを用いた解析 
	
 Cre/loxP システムを用いてアファディン
コンディショナルノックアウトマウスを作

製した。具体的には、アファディン遺伝子の

第 2 エキソン両側に loxP を有する

Afadin-floxマウスと、心臓特異的または内皮
細胞特異的にCreを発現するMyh6-Creマウ
スまたは Tie2-Cre マウスとをそれぞれ掛け
合わせることで、心筋細胞特異的または内皮

細胞特異的にアファディンを欠失したマウ

スを作製した。 
 



 
４．研究成果	
 

（1）細胞運動とその際の極性形成におけるア
ファディンの役割とその分子機構 
	
 NIH3T3 細胞を PDGF で刺激すると、刺
激方向に向かって、特徴的な形態である運動

先導端を形成し、その方向への運動能が上昇

した。逆に、アファディンをノックダウンし

た NIH3T3細胞においては、運動先導端の形
成が著明に抑制され、ボイデンチャンバー

アッセイにおける細胞運動も有意に低下し

た。したがって、アファディンは細胞運動お

よびその際の細胞極性の形成を促進してい

ることが見出された。 
	
 アファディンノックダウン NIH3T3 細胞
に、アファディンのそれぞれのドメインを欠

失させたアファディン変異体を導入するこ

とで、PDGF刺激による運動先導端形成や細
胞運動がどのように回復するかを解析した。

アファディン変異体が導入された細胞が分

かるように、それぞれのアファディン変異体

には N末端側に GFPを付加した。この解析
の結果、F-アクチン結合領域、PDZドメイン、
PR ドメインをそれぞれ欠失させたアファ
ディンを導入した細胞では、野生型アファ

ディンを導入した細胞と比較して変化は見

られなかった。しかし、RA ドメインまたは
DIL ドメインを欠失させたアファディンを
導入した細胞では、野生型アファディンを導

入した細胞と比較して、運動先導端形成およ

び細胞運動は有意に低下した（図 2）。このこ
とより、アファディンの RA ドメイン、DIL
ドメインは、PDGFによる運動先導端形成お
よび細胞運動に重要な役割を果たしている

ことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 RAドメインは、一般に低分子量 Gタンパ
ク質 Rasまたは Rap1が結合する領域である。
アファディンのRAドメインにはRasはほと

んど結合しないが、活性化した Rap1はよく
結合する。そこで、アファディン RAドメイ
ンが PDGF刺激による細胞運動において、ど
のように作用しているか検討した。PDGF刺
激により、PDGF受容体が活性化するとアダ
プター分子 Crkが PDGF受容体に結合した。
Crk は Rap1 の活性化因子 C3G の活性化を
促進することで Rap1を活性化する。このよ
うにして活性化した Rap1 がアファディン
RA ドメインに結合して、アファディンを
PDGF 受容体が集積する運動先導端部位へ
とリクルートすることが分かった。 
	
 DILドメインは、アファディンに結合する
ADIP 分子が付着する部位である。また、今
回の検討により、ADIPは低分子量 Gタンパ
ク質 Racの活性化因子 Vav2と結合すること
を見出した。活性化した Racはアクチン線維
の再編成を引き起こし、細胞辺縁部でラメリ

ポディアと呼ばれる細胞突起形成を促進す

ることが知られている。実際、アファディン

と結合できないADIP変異体を細胞に導入す
ると、PDGF刺激下での Racの活性化は抑制
され、運動先導端形成や細胞運動も抑制され

た（図 3）。以上の検討により、アファディン
は、細胞接着に関わる低分子量 Gタンパク質
と相互作用して、細胞運動およびその際の細

胞極性形成を制御するメカニズムが明らか

となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（2）アファディンコンディショナルノックア

ウトマウスを用いた解析	
 

①心筋細胞特異的アファディン欠失マウス

の解析	
 

	
 心筋特異的アファディン欠失マウスは、メ

ンデルの法則に従って産出され、生育過程お

よび外観において、コントロールマウスとの

差は認められなかった。また、心臓の外観、

心臓エコーによる心機能評価およびヘマト

キシリン-エオジン染色による心筋の顕微鏡
観察においても、心筋特異的アファディン欠

失マウスとコントロールマウスとの間で有

意な差は認められなかった。凍結切片を用い

た免疫染色では、コントロールマウスでア



ファディンは介在板部位に存在していたが、

心筋特異的アファディン欠失マウスでは介

在板でのアファディンの染色は全く見られ

なくなった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
 次に、アンジオテンシン IIを持続投与（400 
ng/min/kg）することで血圧を上昇させ、心
負荷をかける実験を行った。2 週間アンジオ
テンシン IIを持続投与すると、コントロール
マウス、心筋特異的アファディン欠失マウス

共に、同様に血圧が上昇した。心臓エコーに

よる心機能評価では、両マウス間で有意な差

は見られなかった。しかし、心筋細胞の肥大

の程度は、心筋特異的アファディン欠失マウ

スで有意に抑制された（図 5）。すなわち、ア
ファディンは心肥大の促進に関わっている

可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②内皮細胞特異的アファディン欠失マウス

の解析	
 

	
 心筋特異的アファディン欠失マウスと異

なり、内皮細胞特異的アファディン欠失マウ

スは、胎児期に著明な浮腫を来たし、ほとん

どが胎生致死となった（図 6）。胎生期 14.5
日目のアファディン欠失マウスにおける脈

管系の形態では、リンパ管の内皮細胞間接着

は破綻し、リンパ管形成に大きな異常が見ら

れた（図 7）。一方、血管形成はほぼ正常であっ

た。また、リンパ管内皮細胞において分化の

異常は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	
  
 
 
 
 
 
	
 アファディンの欠失が血管内皮細胞では

なく、リンパ管内皮細胞優位に影響を及ぼす

メカニズムを明らかにするため、ヒト新生児

微小血管内皮細胞（HMVEC-B）とヒト新生
児微小リンパ管内皮細胞（HMVEC-L）を用
いてさらに検討を行った。これらの細胞にお

いてノックダウンによりアファディンの発

現を抑制すると、HMVEC-Lのみに細胞の萎
縮と細胞間接着の破綻が見られ、細胞間接着

マーカーであるVE-カドヘリンの染色シグナ
ルも減弱していた。また、アファディンを

ノックダウンした HMVEC-Lでは、細胞の萎
縮に関わる細胞周囲のアクチン線維束が増

大しており、低分子量 Gタンパク質 RhoAの
活性は、アファディンをノックダウンした

HMVEC-Bと比較して、著明に増加していた。
逆に、アファディンをノックダウンした

HMVEC-LにドミナントネガティブRhoAを
導入して RhoA活性を阻害すると、細胞の形
態が正常化した。以上の結果より、アファ

ディンは、リンパ管内皮細胞の RhoAの活性
レベルを厳密に調節することにより、内皮細

胞間の細胞接着を維持させ、胎児期のリンパ

管形成を制御していると考えられた。 
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