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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞競合に関わる細胞間接着分子の同定とその作用機構の解明を目指し
た。細胞レベルの解析では、細胞間接着分子ネクチンの裏打ちタンパク質であるアファディン遺伝子欠損上皮細
胞を樹立し解析した。その結果、細胞競合におけるアファディンの機能と作用機構の一端を明らかにした。個体
レベルの解析では、がん細胞の休眠－覚醒の競合を制御する分子として膜受容体CXCR4の関与を見出した。ま
た、乳腺の発達におけるネクチン-１と-４の機能を解析し、ネクチン-４によるプロラクチン受容体の活性制御
機構を解明した。これらの研究を通して、細胞間接着分子が細胞競合に果たす機能の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research, we attempted to identify cell adhesion molecules involved 
in epithelial cell competition and to elucidate their roles and modes of action. In an in vitro 
analysis, we established and analyzed the cultured epithelial cells in which afadin, a binding 
protein of cell adhesion molecule nectin, was genetically ablated. By using this cell line, we 
partly elucidated the function of afadin in epithelial cell competition. In in vivo analyses, we 
found the involvement of the membrane receptor CXCR4 as a molecule that regulates the 
dormancy-wakefulness competition in cancer cells. Furthermore, we analyzed the functions of nectin-1
 and nectin-4 in the mammary gland development and elucidated the regulatory mechanism of nectin-4 
for the activation of the prolactin receptor. Through those studies, we partly revealed roles and 
modes of action of cell adhesion molecules in epithelial cell competition.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞競合では、細胞間接着が重要な役割を果たしていることが示唆されていたが、細胞競合に関わる細胞間接着
分子の実態やその作用機構はほとんど解明されていなかった。本研究において、細胞レベルと個体レベルで細胞
間接着分子が細胞競合に果たす機能の一端を明らかにできたことは学術的意義が大きい。また、現在では様々な
生理的・病理的な現象に細胞競合が関与することが明らかにされているので、本研究で見出された分子機構がそ
れらの現象の解明につながれば、細胞競合が関与する疾患への新たな治療法の創出につながることが期待され、
社会的意義も大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞競合では、適応度のより高い細胞が競合の勝者となり、その周辺に存在する適応度のより低
い細胞が敗者となり排除される。この過程において、競合の勝者となる細胞は、隣接細胞の適応
度の相対的な低さをなんらかの機構により感知してこれを敗者細胞と識別し、自身あるいは敗
者細胞の細胞内シグナル伝達経路を制御して、敗者細胞の細胞死や細胞層からの離脱を誘導す
ると考えられる。細胞競合において、これらの一連の過程を担う分子実態とその作用機構につい
てはいまだほとんど明らかになっていないが、細胞間接着が関与していることはいくつかの知
見から強く示唆されている。哺乳類培養細胞において、変異細胞の細胞死や上皮細胞層からの逸
脱は、正常上皮細胞との境界面で生じる。さらに、低カルシウム条件下で培養して細胞間接着を
破壊すると、この細胞競合現象は観察されなくなる。また、細胞間接着に影響を及ぼしうる細胞
極性異常が細胞競合を誘起することが、ショウジョウバエと哺乳類の系で示されている。これら
のデータは、細胞競合には細胞間接着を介した勝者細胞と敗者細胞の相互作用が重要な役割を
果たしていることを示している。しかし、どのような細胞間接着分子が、異種細胞間の細胞間認
識機構や敗者細胞排除を誘導するシグナル伝達の制御に関わっているかについては、ほとんど
解明されていない。 
 研究代表者は、細胞間接着装置の一つであるアドヘレンスジャンクション（AJ）の細胞間接着
分子として、ネクチンとその結合タンパク質アファディンを同定した。ネクチンはイムノグロブ
リン様分子で、四つのメンバー（ネクチン-１、-２、-３、-４）からなるファミリーを構成する。
アファディンはアクチン結合タンパク質で、ネクチンをアクチン細胞骨格に連結する。ネクチン
は同じメンバー同士が結合する以外に異なるメンバー間でも結合し、しかもその結合力の方が
同じメンバー間の結合力よりも圧倒的に強いという特徴を有している。異なるメンバー間でも
結合するという特性は異種細胞間の接着で重要であり、生体内では精巣での精子細胞とセルト
リ細胞との間や、感覚器官での感覚細胞と支持細胞の間で認められる。そこではネクチンがそれ
ぞれの細胞で選択的に発現し、これらが結合して細胞分化の制御や組織の形態形成を制御する
ことを、研究代表者は明らかにしている。研究代表者はこの他にもネクチン様分子（Necl）につ
いても研究を進めており、これら細胞間接着分子が低分子量 Gタンパク質、PI3 キナーゼ、およ
び細胞競合への関与が哺乳類とショウジョウバエで示されている c-Src などの細胞内シグナル
伝達分子の活性化を制御することや、細胞間接着の形成・維持機構とその破綻がもたらす病態に
関する多くの成果を報告してきた。 
 細胞間接着分子には、上述した AJ、TJ に局在する分子の他にも様々なタイプのものが存在し
ている。さらに、まだその機能が明らかになっていない膜タンパク質の中に、細胞間接着分子と
して機能しているものが少なからず存在すると考えられている。細胞間接着分子は敗者の細胞
を認識し、排除するためのシグナル伝達を介しする重要な機能を担っている可能性が高い。そこ
で研究代表者は、細胞競合に関与する細胞間接着分子を同定し、その作用機序を明らかにするこ
とが細胞競合の分子基盤の解明に必須であると考えた。細胞間接着は細胞競合現象の主幹をな
す分子機構の一つであると考えられ、その機構の解明は細胞競合の本質の理解につながり、生物
学的にも医学的にも極めて重要である。 
 
２．研究の目的 
細胞間接着は（１）隣接する細胞との質の違いを認識するためのセンサー、（２）質の違いを認
識した際に細胞内シグナル伝達を発生させるプラットホーム、（３）形態変化の駆動力を生み出
す装置として、細胞競合の一連の過程に関与している可能性が高い。本研究では、研究代表者ら
がこれまでに研究してきたネクチン－アファディン系とその下流のシグナル伝達分子を軸に、
細胞競合に関わる細胞間接着分子の同定とその作用機構を解明することを目的として、以下の
３つのアプローチで研究に取り組んだ。 
 
（１）細胞競合を制御する未知の細胞間接着分子の同定 
哺乳類上皮培養細胞を用いた細胞競合のモデルでは、変異細胞が細胞死を伴い上皮細胞層から
排除される機構と、変異細胞が細胞死を伴わずに上皮細胞層から排除される機構があることが
知られている。しかし、この両者の機構に共通して関与する細胞間接着分子が存在するのか、ど
ちらかの機構に特異的に関与する細胞間接着分子が存在するのかは不明である。そこで、細胞競
合を誘起することが報告されている哺乳類培養細胞系を用いて、細胞競合を制御する未知の細
胞間接着分子を生化学的スクリーニングによって同定する。 
 
（２）細胞競合を制御する既知の細胞間接着分子の機能解析 
ネクチンや Neclは異種細胞間接着のみならず細胞内シグナル伝達へ寄与することから、細胞競
合時に変化するシグナル伝達を制御する細胞間接着分子である可能性がある。そこで、ネクチン
やその他の既知の細胞間接着分子の細胞競合への関与を解析する。 
 
（３）In vivoの細胞競合現象に関与する細胞間接着分子の解明 
細胞競合に関与する細胞間接着分子のノックアウトマウスや、細胞競合モデルマウスを用い、そ
れらの細胞間接着分子の in vivoでの細胞競合における作用機構を解析する。 
 



 
３．研究の方法 
（１）細胞競合を制御する未知の細胞間接着分子の同定 
本領域内で新たに樹立された哺乳類正常上皮細胞–変異細胞混合培養系を用い、領域代表の藤田
らとの共同研究で、混合培養条件下で単離した形質膜画分（細胞間接着分子が濃縮した画分）を
抗原としてファージ抗体ライブラリを用いたスクリーニングを行った。得られた候補抗体を用
いて網羅的に免疫染色解析を行い、細胞競合の際に正常細胞と変異細胞の細胞間接着部位に濃
縮して局在する抗体を絞り込んだ。その抗体で免疫沈降を行い、エピトープとなっているタンパ
ク質を質量分析により同定した。 
 
（２）細胞競合を制御する既知の細胞間接着分子の機能解析 
細胞競合に関与する既知の細胞間接着分子を同定するため、領域代表の藤田らとの共同研究で、
哺乳類正常上皮細胞–変異細胞混合培養系を用いて、ネクチンや Necl を含む既知の細胞接着分
子群の網羅的な免疫染色を行った。また、細胞間接着を介した細胞競合現象を解明することを目
的として、ネクチンの裏打ちタンパク質であるアファディンのノックアウト細胞を、CRISPR-Cas9
法によりマウス乳腺上皮細胞株の EpH4細胞から樹立し、この細胞を細胞間接着装置に関する異
常細胞のモデルとして解析を行った。 
 
（３）In vivoの細胞競合現象に関与する細胞間接着分子の解明 
細胞競合では正常細胞と異常細胞間の異種細胞間接着が形成されているが、異種細胞間接着に
おける細胞間接着分子の機能と作用機構は不明な点が多い。そこで、正常細胞とがん細胞間で形
成される病的な異種細胞間接着が関与する現象として、①がん細胞の休眠－覚醒の競合の制御
機構と、生体内で認められる生理的な異種細胞間接着として、②乳腺における異種細胞間接着の
機構と機能の２点の解析を行った。①がん細胞の休眠－覚醒の競合の制御機構の解明では、研究
代表者が確立したヒト乳がん検体を異種移植したマウスモデルを用い、原発巣と転移巣におけ
るがん細胞の休眠と覚醒状態を、免疫組織化学染色やセルソーターによる細胞分取によって発
現状態の異なる分子を同定した。②乳腺における異種細胞間接着の機構と機能では、ネクチンと
その関連分子の免疫組織化学染色を行った。さらに、管腔上皮細胞と筋上皮細胞のそれぞれに発
現しているネクチンを同定するため、セルソーターでそれぞれの細胞を単離し、RT-PCR でその
遺伝子発現を解析した。また、同定されたネクチンの欠損マウスを用いた免疫組織化学染色によ
って検討した。これらの分子の作用機構とその下流シグナル伝達機構を解明するため、培養細胞
を用いた細胞生物学実験と生化学実験を行った。 
 
４．研究成果 
（１）細胞競合を制御する未知の細胞間接着分子の同定 
ファージ抗体ライブラリを用いたスクリーニングを行い、COL17A1を認識する抗体が、細胞競合
境界面に濃縮することを見出した。COL17A1 は膜貫通性コラーゲンで、細胞-基質間接着を担う
分子である。本研究で得られた、細胞-基質間接着を担う分子が細胞競合に関与するという知見
は、これまで想定されてきた正常細胞と異常細胞間での相互作用のみならず、細胞-基質間接着
の変化を含めた分子機構の存在を示唆するもので、細胞競合現象の分子機構の一端が明らかと
なった。 
 
（２）細胞競合を制御する既知の細胞間接着分子の機能解析 
極性を形成した上皮細胞は隣り合う細胞が互いに接着構造を形成し、シート状につながること
で上皮シートを構築する。この細胞間接着構造は、上述した AJ の他に、タイトジャンクション
（TJ）とデスモソームから構成される。これらの細胞間接着構造にはアクチン細胞骨格が裏打ち
構造を構築しており、その形成や維持を制御している。多くのアクチン結合タンパク質がこれら
の細胞間接着構造に局在し、アクチン細胞骨格の再構成を介して、その形成や維持を制御してい
る。アファディンはラット胎児脳よりアクチン結合タンパク質として精製された、複数のドメイ
ンからなる足場タンパク質であり、AJ においてはネクチン結合タンパク質として機能し、ネク
チンとアクチン細胞骨格を連結している。アファディンには大きく分けて l-アファディンと s-
アファディンの２つのバリアントが存在することが知られている。l-アファディンにはその N 末
端より２つの RA ドメイン、FHA ドメイン、DILドメイン、PDZドメイン、３つのプロリンリッチ
領域、アクチン結合ドメインが存在する。s-アファディンは l-アファディンに比べ、C 末端領域
の３番目のプロリンリッチ領域とアクチン結合ドメインが欠失している。l-アファディンは全
ての組織で発現するのに対し、s-アファディンは脳のみに発現している。しかし、 AJ と TJ の
形成における l-アファディンのアクチン結合活性の必要性については不明であった。 
 研究代表者は CRISPR-Cas9 法を用い、マウス乳腺上皮細胞株の EpH4細胞において l-アファデ
ィンをコードする遺伝子の破壊を行い、アファディン欠損 EpH4細胞を樹立した。このアファデ
ィン欠損 EpH4細胞では、野生型 EpH4細胞と同様に、隣り合う細胞間において接着構造が形成さ
れ一層の上皮シートを構築しており、AJ 構成タンパク質であるネクチン–１、E-カドヘリン、aE-
カテニンや、TJ 構成タンパク質であるクローディン３、ZO-1のシグナルが細胞間に認められた。
これらの結果から、EpH4細胞においては、l-アファディンは AJ と TJ の形成に必須でないこと



が明らかになった。次に、AJ と TJ の形成促進における l-アファディンの必要性を検討するた
め、これらの細胞を用いて、細胞間接着構造形成に関する評価系であるカルシウムスイッチアッ
セイを行った。EDTA を用いて培地中におけるカルシウムをキレートすると、培地中のカルシウ
ム濃度は低下し、両者の細胞において、細胞の AJ と TJ が消失した。これらの細胞を再び通常カ
ルシウム濃度（2 mM Ca2+）で培養すると、時間経過とともに隣り合う細胞間における AJ と TJ が
回復する様子が観察された。しかし、アファディン欠損 EpH4細胞では野生型 EpH4細胞に比べ、
AJ と TJ の回復速度の低下が認められた。以上の結果から、l-アファディンは EpH4細胞におい
て AJ と TJ の形成を促進していることを明らかにした。さらに、AJ と TJ の形成促進における l-
アファディンのアクチン結合活性の必要性を検討するため、アファディン欠損 EpH4細胞に、l-
アファディン、s-アファディン、あるいはアクチン結合ドメインを欠失した l-アファディンの
変異体の安定発現細胞株を作製して解析を行った。l-アファディンの安定発現株を用いて同様
のカルシウムスイッチアッセイを行ったところ、この細胞では野生型 EpH4細胞と同程度の速度
での AJ と TJ の回復が認められた。一方、s-アファディンあるいはアクチン結合ドメインを欠失
した l-アファディンの変異体の安定発現細胞株では、アファディン欠損 EpH4細胞と同様に、AJ
と TJ の回復速度は低下したままだった。以上の結果から、l-アファディンの AJ や TJ の形成の
促進にはアクチン結合活性が必要であることが明らかになった（Sakakibara et al., Genes 
Cells, 2018）。 
 上述したように、アファディン欠損 EpH4細胞では、AJ における E-カドヘリンやaE-カテニン
の局在は正常であったが、AJ の裏打ち構造のアクトミオシン束（AM束）の局在が異常であるこ
とを見出した。AJ では、カドヘリンとネクチンが接着分子であり、AM束は in vivoではそれぞ
れa-カテニン–b-カテニン複合体（a/b-カテニン複合体）とアファディンを介してこれらの接着
分子に連結している。しかし、AM束は、a/b-カテニン複合体には、in vitroでは結合できず、
どのような機構で in vivo で結合するかは未解明であった。研究代表者は、アファディンの
coiled-coil 領域（CC 領域）がaE-カテニンとの結合に必要十分であることを見出した（Maruo 
et al., Mol. Cell. Neurosci., 2018）。そこで、CC 領域を欠失した l-アファディンの変異体
の安定発現細胞株を作製して解析を行ったところ、アファディン欠損 EpH4細胞と同様に、AM束
の局在が異常であることを見出した。これらの細胞で AM束の局在が異常となる機構として、aE-
カテニンはアファディンの CC 領域と結合することによってアクチン結合活性が増強され、アフ
ァディンと結合できないaE-カテニンでは CC 領域存在下でもアクチン結合活性の増強が認めら
れないことを明らかにした（Sakakibara et al.,J. Cell Biol., 2020）。 
 一方、アファディン欠損 EpH4細胞株は特定の培養条件では細胞間接着が異常になることを見
出した。この培養条件下で野生型の EpH4細胞と混合培養すると、野生型 EpH4細胞に囲まれたア
ファディン欠損 EpH4細胞では野生型細胞と同様に細胞間接着が正常に保たれることを見出した。
このことは、異常細胞のアファディン欠損 EpH4細胞は、野生型の正常細胞に取り囲まれると少
なくとも細胞間接着レベルでは正常細胞のような挙動を示し、異常細胞が細胞競合によって排
除されるのを回避するための一つの機構である可能性が示唆された（論文作成中）。 
 これらの結果から、細胞競合におけるアファディンの機能と作用機構が明らかになった。 
 
（３）In vivoの細胞競合現象に関与する細胞間接着分子の解明 
① がん細胞の休眠－覚醒の競合の制御機構の解明 
ヒトの乳がんや前立腺がんなどでは、がん細胞が転移先の組織・臓器で増殖を停止して休眠し、
その後再増殖して再発することが知られている。しかし、どの組織・臓器にどのようにしてがん
細胞が休眠し、さらにはどのようにして覚醒するかは全く不明である。研究代表者は、ヒト乳が
ん異種移植マウスでは、乳がん細胞が転移先の組織・臓器で長時間休眠していることを見出した。
肺に転移したがん細胞では、原発巣のがん細胞に比較して、7 回膜貫通型の Gタンパク質共役受
容体 CXCR4 の発現が低下していたが、肺転移巣からがん細胞を単離して通常の培地で培養する
と、CXCR4の発現が増加した。さらに、CXCR4の発現量が回復したがん細胞を、再びマウスに移
植すると肺に転移し、その転移巣における CXCR4の発現量は低下していた。肺の転移がん細胞周
囲では CXCR4のアゴニストの CXCL12は低下しておらず、原発巣のがんの増殖は CXCR4のアンタ
ゴニストの AMD3100によって阻害された。このように、CXCR4の発現量はがん細胞が置かれた環
境によって可逆的に変動し、このことによりがん細胞の休眠－覚醒の競合を制御していること
を明らかにした（Nobutani et al., PLoS One, 2015）。 
 
② 乳腺における異種細胞間接着の機構と機能の解明 

乳腺の管腔上皮細胞と筋上皮細胞間の異種細胞間接着に関わる分子を免疫組織化学染色によっ

て検討したところ、ネクチン–１とネクチン–４の共局在が観察された。セルソーターでそれぞれ

の細胞を単離し、RT-PCR でその遺伝子発現を解析した結果、ネクチン–１とネクチン–４が管腔

上皮細胞に、ネクチン–１が筋上皮細胞にそれぞれ選択的に発現して、異種細胞間接着装置を形

成していることを見出した。さらに、その異種細胞間接着装置は妊娠時乳腺の発達に重要なホル

モンであるプロラクチンのシグナル伝達の場を提供していることを明らかにした。ネクチン–１

欠損マウスでは、妊娠による乳腺葉の発達が障害され、乳管の管腔上皮細胞が薄くなり、乳管が

拡張していた。また、免疫組織化学染色では、ネクチン–１のシグナルが消失するとともに、ネ



クチン–４のシグナルも消失していた。妊娠による乳腺の発達にはプロラクチン受容体が関与し

ていることが知られていたので、管腔上皮細胞に発現しているネクチン–４とこの受容体との相

互作用を検討したところ、これらの分子が結合することによってプロラクチン受容体の下流の

JAK2-STAT5aを介したシグナル伝達を増強していることを明らかにした（Kitayama et al., J. 

Biol. Chem., 2016）。プロラクチン刺激時にプロラクチン受容体の下流では JAK2-STAT5a経路

が活性化されたのち、サイトカインシグナル抑制因子 1（SOCS1）による JAK2のフィードバック

阻害が行われることが知られていた。ネクチン-４によるプロラクチン受容体シグナル活性化の

機構として、ネクチン-４はその細胞外領域を介してプロラクチン受容体と同じ細胞膜上でシス

に結合し、細胞内領域で SOCS1に結合することで JAK2に対するフィードバック阻害を解除して

プロラクチン受容体のシグナル伝達を促進することを明らかにした（Maruoka et al., J. Biol. 

Chem., 2017）。 
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