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研究成果の概要（和文）：アクチン結合蛋白質アファディンは、イムノグロブリン様細胞接着分

子 nectin の細胞質ドメインに作用し、細胞骨格リモデリングを調節すると考えられている。本

研究ではアファディンの発がんおよび転移機構への関与を生体内で検証した。アファディンを

欠損した腸上皮では傍細胞透過性が亢進し、化学発がん実験モデルでは有意に発がん率が上昇

していた。アファディンは腸上皮細胞のホメオスタシスを調節し、炎症による大腸発がん促進

作用に抑制的に機能することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： Afadin interacts with the cytoplasmic region of nectins, 

immunoglobulin-like cell adhesion molecules at adherens junctions, links them to the actin 

cytoskeleton, and regulates cytoskeletal remodeling. However, it remains unknown 

whether afadin plays roles in tumorigenesis and tumor progression.  Previously we 

reported that in afadin intestine-specific deficient mice, the paracellular permeability in 

the intestinal mucosa increased and susceptibility to the tissue destruction induced by 

dextran sulfate sodium enhanced. Here we treated the mice with azoxymethan and dextran 

sulfate sodium, and analyzed the incidence of colitis-associated colon cancer.  Mice 

conditionally lacking afadin in the intestines showed significantly increased the incidence 

of colon cancer.  These results indicate the suppressive role of afadin in developing 

colitis-associated colon cancer in mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 がん組織において、がん細胞間接着の減弱
が観察され、がん転移との関連が報告されて
きた。しかしがん細胞間だけでなく、がん細
胞と微小環境間との接着シグナルもがん細
胞の運命決定に重要な役割を果たしている。
こ の 異 種 細 胞 間 接 着 に 携 わ る の が
nectin/Necl ファミリー蛋白質である。 
 Nectin はイムノグロブリン様膜貫通型蛋

白質であり、E-cadherin と共に細胞間ジャン
クション形成の中心的な役割を果たす接着
分子である。Nectin は極性構造を保つ上皮細
胞では細胞間接着部位アドヘレンスジャン
クションに位置するが、隣り合う上皮細胞が
接着し極性構造を作り上げる過程では、最も
アピカル面に位置するタイトジャンクショ
ン構成蛋白質を細胞接着部位に集める役割
を果たしている。Nectin の細胞内ドメインに
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はアクチン結合蛋白質である afadin が結合
し、nectin からの細胞接着シグナルとアクチ
ン細胞骨格系を連結する。Afadin は上皮細胞
の極性形成を促進するだけでなく、細胞移動
時には先導端に局在し、低分子量 G 蛋白質
Rap1 の活性を調節することで細胞運動を促
進する。また embryonic stem(ES)細胞を分化
誘導して得られた embryoid body 解析からは
PI3K の活性を介した抗アポトーシスシグナ
ルを正に制御する。これまでに nectin/Necl
ファミリーのがん組織における発現解析は
多く報告されてきた。Nectin-2、-4 および
Necl-5 はがん組織で高発現しがん悪性化に
促進的に、nectin-1、Necl-1、-2 および-4
はがん抑制的に作用する可能性が示唆され
ている。しかし、afadin のがん形質と進行に
おける役割は明らかではない。 
 Afadin は他の重要ながん関連蛋白質と同
様にマウス個体発生に必須であり、その欠損
マウスは胎生初期に胚性外胚葉の上皮構造
異常、中胚葉の上皮構造の再構築障害を示し、
全て死亡する。そこで Cre-loxP システムを
用いた afadin 組織特異的欠損マウスを作製
し、afadin の生体内における機能解析を行っ
てきた。これまでに海馬神経細胞ではシナプ
スのリモデリングに、血管内皮細胞では
vascular endothelial growth factor(VEGF)
および sphingosine 1-phosphate(S1P)誘導性
の血管新生に果たす afadin の役割が明らか
となっている。本研究課題では villin 遺伝
子のプロモーター下に Cre を発現するトラ
ンスジェニックマウスとの交配で得られた
腸上皮細胞特異的 afadin 欠損マウスを用
いて個体レベルの研究を進めた。腸上皮細
胞特異的 afadin 欠損マウスは正常に発生、
成長し、一見コントロールマウスと何ら変わ
りがない。しかし腸上皮細胞の傍細胞透過性
の上昇を示し、腸上皮細胞に傷害を与える
dextran sulfate sodium（DSS）処理に対す
る感受性の亢進が観察された。また、腸上皮
細胞で優位に発現する nectin-2 の局在がア
ドヘレンスジャンクションから細胞膜側面
へ分散し、nectin-3 もアドヘレンスジャンク
ションから消失していた。従って、nectin の
唯一のアダプター分子である afadin が細胞
膜上での nectin の局在を決定していると考
えられた。本研究では nectin/ afadin シグ
ナルに着目し、その遺伝子改変マウスを用い
て、個体レベルで発がん、浸潤転移過程にお
ける afadin の役割を明らかにすることを試
みた。 
 
 
２．研究の目的 
 がん組織におけるがん細胞と間質細胞間
の接着は浸潤転移過程における重要な機構
であり、異種細胞間接着による情報交換はが

ん形質の悪性化を理解する上で欠くことは
できない。Cadherin が同種細胞間のホモフィ
リ ッ ク な 結 合 を 促 進 す る の に 対 し 、
nectin/Necl は異なる nectin/Necl 分子間の
ヘテロフィリックな結合に基づく異種細胞
間の結合を促進する。そのシグナル解析はが
ん転移予防の開発に不可欠であると考えら
れる。また、浸潤転移過程において細胞骨格
リモデリングを繰り返すがん細胞の分子機
構を理解することは、効果的ながん予防およ
び治療の開発につながると考えられる。培養
細胞レベルでは afadin が細胞骨格リモデリ
ングの鍵を握る分子としての役割が明らか
となっていることより、リモデリングを繰り
返すがん細胞の浸潤転移過程においても
afadin が重要な役割を担う可能性が十分に
考えられる。本研究では、組織特異的 afadin
欠損マウスを用いて個体レベルで発がん、浸
潤転移過程における役割を直接的に明らか
にし、nectin/afadin シグナルのがん治療標
的分子あるいは予後因子としての有用性を
示すことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)大腸がん形成および悪性化における
afadin の役割を解析するため、腸上皮細胞特
異的 afadin 欠損マウスを用いて、
azoxymethane(AOM)/DSS による化学発がん実
験および APC 遺伝子変異マウスとの交配によ
り、発がん率およびがん形質の検討を行う。 
 
(2) Afadinはnectin以外にZO-1、α-catenin、
JAM-A、Eph などの重要な接着関連分子との結
合が報告されている。Afadin ノックダウン培
養細胞を用い、nectin だけでなく nectin と
の結合に依存しない afadin の役割を解析す
る。 
 
(3)乳がん転移モデルマウスと乳腺特異的
afadin 欠損マウスを交配し、afadin 欠損乳
がんの形成率および肺転移効率の変化を確
認する。 
 
 
４．研究成果 
(1)腸上皮特異的 afadin 欠損マウスは、腸上
皮傍細胞透過性の上昇を示し、腸上皮細胞に
傷害を与える DSS処理に対する感受性の亢進
が観察され、さらに低分子量 G蛋白質 Rap の
活性低下も確認された。このマウスに
initiator として AOM、promotor として DSS
を用いた大腸化学発がんモデル実験を行い、
発がん率およびその形態変化を観察した。
Afadin欠損マウスはDSSに対する感受性が高
いことから、2.5%DSS を 1 週間飲用させると
全て死亡した。そこで AOM 処理後 0.5%DSS を



5 日間飲用させ 20 週間後解剖、大腸がん形成
を確認した。Afadin 欠損マウスは 18 匹中 11
匹(61%)に大腸がん形成が確認された。一方
コントロール群では 17 匹中 1 匹のみ(5.9%)
に大腸がんを観察した。がん形態および解剖
時の炎症、増殖レベルには両者間に差は認め
られないが、afadin が炎症性大腸がんの発が
ん過程において抑制的に機能することが示
唆された。 
 
 
(2)APC 遺伝子変異マウスは、小腸に無数のポ
リープができ、生後およそ 180 日までに全て
死亡する。APC 変異存在下でできたポリープ
形態が、afadin の有無によりどのような影響
を受けるか組織観察と個体当たりの発がん
数の検討を行った。Afadin 欠損/APC min マ
ウスの小腸ポリープ数はコントロールと比
較して雄マウスで 38％、雌マウスで 25％の
減少を示したものの、その形態には特に変化
は認められなかった。 
 
 
(3)Afadin 欠損マウスの特徴として小腸パネ
ート細胞の局在変化を確認している。パネー
ト細胞は受容体型チロシンキナーゼ EphB3と
そのリガンド ephrinB によって、その局在が
決定されていると考えられている。さらに
Eph受容体とephrinの相互作用は大腸がんの
進行に関与していると考えられている。そこ
で現在 EphB3 の発現を含め、腸上皮での
afadin の新たな機能解析を進めている。 

 
図 1 コントロールマウス（左）と afadin 欠
損マウス（右）の小腸パネート細胞の局在 
 
 
(4)ヒト大腸がん細胞 DLD-1 を用いて afadin
のノックダウンを行い、大腸における afadin
機能解析を試みた。Afadin ノックダウン
DLD-1 細胞では、EphB シグナルの有無にかか
わらず、細胞骨格再構成を伴うシグナルに対
して細胞形態変化および細胞間接着面への
アクチン集積低下が観察された。同時に低分
子量 G蛋白質 Rap および Rac の活性低下と不
活性型 integrinβ1 の蓄積がみられ、wound 
healing assay による細胞運動能の低下も示
した。よって afadin は腸上皮細胞の細胞骨
格リモデリング過程においてアクチンを細
胞間接着部位に集積させ、低分子量 G蛋白質
の活性調節を通して integrin による細胞外

基質接着を担っていることが明らかとなっ
た。がん転移過程においてがん細胞はリモデ
リングの繰り返しとなる。よって afadin の
欠損が転移過程において影響を及ぼす可能
性を示している。 

 
図２ コントロールDLD-1細胞（上）とafadin
ノックダウン DLD-1 細胞の形態 
 
 
(5) 転移性乳がん発症モデル MMTV-PyVTマウ
スは、MMTV プロモーター下で polyomavirus 
middle T antigen を発現するトランスジェニ
ックマウスで、乳がんを自然発症し、さらに
高確率で肺への転移を起こす。発がんから遠
隔転移の全ての過程をマウス個体内で検討
できることから、転移の標的分子としての検
索に優れていると考える。Afadin が発がんお
よびがん転移過程に及ぼす影響を検討する
目的で、このマウスモデルに afadin 欠損を
導入し、afadin 欠損乳がんの形成時期とその
増殖、肺転移への有無を比較検討している。
本研究期間中に FVB への戻し交配を行い、さ
らに afadin 欠損 MMTV-PyVT マウスを作成、
現在解析を進めている。これまで afadin の
ノックダウン乳がん細胞株を用いたマウス
転移モデルの結果では、afadin の発現低下が
転移能亢進につながると報告がある一方、
afadin と JAM-A、活性型 Rap の複合体シグナ
ルにより integrinβ1が高発現することで転
移能を促進的に調節するという正反対の報
告もある。これらは全て培養細胞を用いた研
究であり、本研究課題で作成したマウスを用
いることで、個体レベルでの直接的な検証を
行うことが可能である。細胞骨格リモデリン
グの鍵を握る afadin が、がん細胞の浸潤転
移過程においても重要となる可能性が十分
に考えられる。その点からも afadin シグナ
ルの個体レベルでの検証は非常に重要であ
り、nectin/afadin シグナルががん治療の標
的分子あるいは予後因子として有用である
かどうか直接的に示すことができると考え
られる。 
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