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研究成果の概要（和文）：細胞間接着の形成における細胞間接着分子の裏打ちタンパク質間の相互作用の役割について
アファディンを中心に解析した。ネクチンの裏打ち分子アファディンとカドヘリンの裏打ち分子PLEKHA7の新規の相互
作用を見出し、この相互作用が上皮細胞のアドへレンスジャンクション形成において重要な役割を担っていることを解
明した。また、長らく不明であったアファディンのα-カテニン結合部位を同定した。また、主に神経系に発現するア
ファディンのアイソフォーム、s-アファディンがネクチンとより強く結合することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated the roles of the interactions among peripheral membrane proteins 
that bind to cell-cell adhesion molecules in the formation of cell-cell adhesion and obtained the 
results, as follows: A novel interaction between afadin and PLEKHA7, which associate with cell adhesion 
molecules nectin and cadherin, respectively, is critical for the proper formation of adherens junctions 
in epithelial cells. We identified an α-catenin-binding region of afadin. A short isoform of afadin, 
s-afadin, which is expressed mainly in the nervous system, binds more preferentially to nectins as 
compared to afadin.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 細胞間接着　アファディン
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１．研究開始当初の背景 

 細胞間接着は発生過程における組織や臓

器、器官の形成と維持および機能発現に必須

である。また、がん化の過程においては細胞

間接着が破壊されて接着能が低下し、運動能

が亢進してがん細胞が浸潤・転移することな

どから、細胞間接着の制御機構は医学的にも

重要である。特に上皮細胞ではタイトジャン

クション、アドへレンスジャンクションとい

う特徴的な接着装置が形成され、上皮シート

の形態と機能を保つことで組織・器官が維持

される。細胞間接着は主に細胞間接着分子と

その細胞質領域に結合する裏打ちタンパク

質によって構成される。タイトジャンクショ

ンは主に接着分子クローディンとそれに結

合する ZO タンパク質によって、アドへレン

スジャンクションは主に接着分子カドヘリ

ンとネクチン、およびそれらの裏打ちタンパ

ク質、カテニンとアファディンによって構成

される。細胞間接着の形成機構に関して、こ

れまでは細胞間接着分子を主体に研究が行

われてきたが、裏打ちタンパク質の機能と作

用機構についてはまだ不明な点が多い。 

 アファディンはネクチン以外の接着分子

の裏打ちタンパク質 ZO-1、-カテニンと相互

作用することが知られている。また、培養上

皮細胞でアファディンをノックダウンする

と細胞間接着の形成が顕著に阻害されるこ

とから、細胞間接着形成におけるアファディ

ンを中心とする裏打ちタンパク質間の相互

作用の役割が強く示唆されている。しかし、

その詳細な分子機構にはまだ不明な点が残

されていた。 

  

２．研究の目的 

 本研究では、アファディンを中心とした裏

打ちタンパク質間の相互作用に着目し、細胞

間接着の形成における裏打ちタンパク質間

相互作用の機能と作用機構を解明すること

を目的とした。本研究では特に、上皮細胞の

細胞間接着形成における (1) アファディン

とPLEKHA7の新規相互作用の機能の解明、(2) 

アファディンと -カテニンの相互作用の役

割の解明を目的とした 

 

３．研究の方法 

(1)上皮細胞間接着の形成におけるアファデ

ィンと PLEKHA7 の相互作用の機能： 

 アファディンと PLEKHA7 の結合を GSTプル

ダウン、免疫沈降法により解析した。また、

接着分子を発現しないL線維芽細胞にネクチ

ンを発現させ、人為的に形成させたネクチン

接着部位にPLEKHA7がリクルートされるか検

討した。EpH4 マウス乳腺上皮細胞においてア

ファディンおよびPLEKHA7をノックダウンし、

それぞれの局在の変化を免疫染色法により

検討した。さらに、アファディンに結合でき

ない PLEKHA7 を PLEKHA7 ノックダウン細胞に

発現させ、免疫染色により細胞間接着形成の

異常について検討した。 

 

(2)上皮細胞間接着の形成におけるアファデ

ィンと -カテニンの結合の役割： 

 アファディンと -カテニンの結合は、ネ

クチン系とカドヘリン系をつなぐ相互作用

として知られていたが、その相互作用の詳細

は不明であった。GST プルダウンによりアフ

ァディンの -カテニン結合部位を検討した。 

 

(3) s-アファディンとネクチンの結合の制御

機構： 

 当初、ネクチンとアファディンの結合によ

ってアファディンと他の裏打ちタンパク質

との相互作用が変化するという仮説に基づ

き研究を進めていた。ネクチンとアファディ

ンの結合はネクチン同士のトランス結合に

よって促進されることから、ネクチンのトラ

ンス結合をミミックしてアファディンとの

相互作用を誘導する系を構築していた。その

過程で、主に脳に発現するアファディンのア

イソフォーム、s-アファディンがトランス結

合していないネクチンにも強く結合するこ

とを見出したため、s-アファディンとネクチ

ンの結合について免疫沈降法で解析した。ま

た、s-アファディンが脳で神経細胞とグリア

細胞のどちらに発現しているかについて、初

代培養の神経細胞とアストロサイトを用い

て検討した。 

 

 



４．研究成果 

 本研究では、アファディンを中心とする細

胞間接着分子裏打ちタンパク質の相互作用

が細胞間接着の形成において果たす役割を

解明することを目的に研究を行い、以下の研

究成果を得た。 

 

(1)上皮細胞間接着の形成におけるアファデ

ィンと PLEKHA7 の相互作用の機能： 

 アファディンは PLEKHA7 の PH ドメインを

含む領域と結合し、PLEKHA7 はアファディン

の RA ドメインと PDZ ドメインを含む領域と

結合することを明らかにした。アファディン

結合部位を欠失させた PLEKHA7 変異体では、

アファディンとの結合が顕著に低下した。

EpH4 細胞でアファディンをノックダウンす

ると、PLEKHA7 の細胞間接着部位への集積が

消失した。また、L 細胞にネクチン接着を形

成させると、そこにアファディン依存的に

PLEKHA7 が集積することを明らかにした。一

方で、カドヘリン接着部位への PLEKHA7 の集

積にはアファディンは必要ないことも明ら

かになった。EpH4 細胞で PLEKHA7 をノックダ

ウンすると、E-カドヘリンの細胞間接着部位

への集積、すなわちアドへレンスジャンクシ

ョンの形成が阻害されたのに対して、ネクチ

ンとアファディンの集積は変化しなかった。

そこに野生型の PLEKHA7 を発現させると E-

カドヘリン集積が回復したが、アファディン

に結合できないPLEKHA7変異体を発現させる

と、この変異体は細胞間接着部位に集積せず、

E-カドヘリン集積も回復しなかった (図 1)。 

これらの結果から、アファディンと PLEKHA7

の相互作用は上皮細胞のアドへレンスジャ

ンクション形成において重要な役割をもつ

ことが明らかとなった。 

 

(2)上皮細胞間接着の形成におけるアファデ

ィンと -カテニンの結合の役割： 

 アファディンの C末端側、プロリンリッチ

領域の後ろの領域が -カテニンに結合する

ことを明らかにした。この領域を構造予測プ

ログラムで解析すると、コイルドコイルを形

成すると予測され、アファディンに存在する

新規のタンパク質結合ドメインを形成する

ものと考えられた。この部位を欠失させたア

ファディンは -カテニンと結合しないこと

も明らかにした。 

 

3) s-アファディンとネクチンの結合の制御

機構： 

 ネクチンには 1から 4までのメンバーがあ

るが、s-アファディンはネクチン-1、-2、-3

と強く結合し、ネクチン-4とはアファディン

と同程度しか結合しないことを明らかにし

た。また、その強い結合には s-アファディン

のPDZドメインが必須であることを明らかに

した。また、s-アファディンはアストロサイ

トでは検出されず、神経細胞で検出され、そ

の発現は神経細胞特異的であることを明ら

かにした。 
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