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研究成果の概要（和文）：上皮細胞の細胞間接着は頂端部接着複合体と接着側面部により構成されているが、接
着側面部の制御機構についてはこれまで明らかでなかった。
我々は、forminファミリーのアクチン重合制御分子DAAM1が接着側面部に分布し、DAAM1ノックダウンにより接着
側面部の運動性亢進、細胞層の異常形成、および3次元培養体からの細胞の逸脱が起こることを見出した。また
この接着側面部の運動性亢進には、Rac-WAVE2複合体-Arp2/3複合体が関与することも見出した。
従って、接着側面部には元来WAVE2複合体に依存した運動性があるが、DAAM1がこれに競合的に作用することによ
り、接着構造が安定化されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Epithelial junctions comprise two subdomains, the apical junctional complex 
(AJC) and the adjacent lateral membrane contacts (LCs), that span the majority of the junction. The 
AJC is lined with circumferential actin cables, whereas the LCs are associated with less-organized 
actin filaments whose roles are elusive. We found that DAAM1, a formin family actin regulator, 
accumulated at the LCs, and its depletion caused dispersion of actin filaments at these sites. DAAM1
 loss enhanced the motility of LC-forming membranes, leading to their invasion of neighboring cell 
layers, as well as disruption of polarized epithelial layers. We found that components of the WAVE 
complex and its downstream targets were required for the elevation of LC motility caused by DAAM1 
loss. These findings suggest that the LC membranes are motile by nature because of the WAVE complex,
 but DAAM1-mediated actin regulation normally restrains this motility, thereby stabilizing 
epithelial architecture.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
上皮細胞は、互いに接着して組織を形成す

るとともに、運動または変形して組織の形を
適切に変化させる。上皮細胞層の頂端側にあ
る細胞間接着部位は、接着分子カドヘリン等
から成る Adherens Junction (AJ)と、それを
裏打ちする F-アクチンベルトから成る。AJ
の F-アクチンは接着構造の形成・維持に関与
すると共に、細胞が運動・変形する際には構
造変化や収縮を起こす。しかしながら、その
制御機構はまだ完全には明らかでない。 
私たちは、脳・脊髄の前駆体である神経管

の形成時に、神経上皮細胞層 AJ の F-アクチ
ンが収縮し、細胞層の陥入を惹起する機構に
ついて研究してきた。そして、神経上皮細胞
層 AJ の F-アクチンが背腹軸方向に収縮する
ことが神経管形成に重要であり、またその分
子機構として、平面内極性(PCP)の制御分子
Celsr1 が極性分布し、PCP シグナル系を介し
て ROCK を背腹軸方向に活性化することを発
見した。その過程で、PCP 制御分子の１つで
ある DAAM1 が、上皮細胞層の AJ に分布して
いることを見出した。DAAM1 はアクチン重合
を制御する formin family に属するため、AJ
に局在する F-アクチン形成を直接制御して
いる可能性が高いと考えられる。しかしなが
ら、AJ における DAAM1 の分子機能については
これまで明らかでなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、PCP シグナル系制御分子でかつ

formin familiyのアクチン重合制御分子でも
ある DAAM1 が、AJ における F-アクチン制御
を介して、上皮細胞層の維持および変形にど
のような役割を果たしているかを明らかに
することを目的にする。 
DAAM1 は、神経上皮細胞層を含め種々の上

皮細胞層で AJ に局在が認められる。また予
備実験により、DAAM1 が AJ 構成分子と相互作
用すること、また DAAM1 を培養上皮細胞でノ
ックダウンすると、AJ の F-アクチンベルト
が減弱することを見出していた。 
 そこで、培養上皮細胞を用いて、まず DAAM1
の AJ への局在メカニズムを明らかにする。
次に、DAAM1 が F-アクチンベルトや様々な AJ
制御分子に与える影響について調べ、細胞接
着の形成・維持への関与について明らかにす
る。さらにライブイメージングを行い、F-ア
クチンベルトやAJ分子の挙動におけるDAAM1
の影響を詳細に観察する。そして最終的には
in vivo の系を用いて、PCP シグナル系にお
けるDAAM1依存的なF-アクチン制御機構の関
与を調べる。 
 
３．研究の方法 
予備的検討で AJ における内在性 DAAM1 の

分布が明確に検出された乳腺上皮細胞株
EpH4 細胞を主に検討に用いた。 
AJ における DAAM1 の F-アクチン制御メカ

ニズムを解明するため、まず、培養上皮細胞

を用いて DAAM1 の AJ への局在機構について
検討した。次に、DAAM1 が F-アクチンおよび
AJ 構成・制御分子の分布に与える影響につい
て検討した。またライブイメージングにより、
F-アクチンプローブや E-カドヘリン分子の
挙動に対する DAAM1 の動的役割を調べた。 
① DAAM1 の AJ への局在機構について 
DAAM1 の種々の deletion mutants を作製し
て培養上皮細胞で発現して免疫染色を行い、
AJ への局在に必要なドメインを同定した。ま
た、培養細胞の過剰発現系での免疫沈降によ
り、DAAM1 と AJ 分子との相互作用を調べた。
さらに、E-カドヘリンをノックダウンした際
に、DAAM1 の AJ への局在が抑制されるかを調
べた。 
②DAAM1 が AJ の F-アクチンおよび AJ分子に
与える影響について 
 DAAM1 をノックダウンした際の、種々の細
胞間接着分子への影響を調べた。また、DAAM1
の F-アクチンおよび AJ 構成分子の動態への
影響をライブイメージングにより調べた。F-
アクチンは Lifeact-EGFP で、AJ 分子は E-カ
ドヘリン-EGFP でラベルを行い、DAAM1 のノ
ックダウンを行った際の影響を観察した。 
③DAAM1 の細胞層の形成・維持における生理
的役割について 
DAAM1 shRNA を恒常的に発現する細胞株を

作製した。この DAAM1 ノックダウン細胞を
transwell で 2 週間培養し、細胞層形成への
影響を調べた。また、マトリゲル中で 3次元
培養を行い、スフェロイド形成への影響を調
べた。さらに、正常細胞と DAAM1 ノックダウ
ン細胞を混合培養した際の影響も調べた。 
 
４．研究成果 
上皮細胞の細胞間接着に局在する F-アク

チンは、細胞層の運動や変形に重要であるが、
その制御機構は完全には明らかでない。我々
は、神経管形成時において、神経上皮細胞層
AJの F-アクチンが極性収縮する際に、formin
の一種であるDAAM1が関与することを見出し
た。DAAM1 は種々の培養上皮細胞で AJ に分布
が認められたものの、その役割については未
解明であった。そこで本研究では、DAAM1 に
よる上皮細胞 AJ の F-アクチン制御の可能性
について検討を行った。 
 乳腺上皮細胞株 EpH4 細胞の内在性 DAAM1
を染色したところ、細胞間接着に分布してい
た。その局在機構について deletion 解析を
行ったところ、N末端領域で分布することが
分かった。そこで、DAAM1 の N末端領域を発
現した細胞を用いて、免疫沈降物の MS 解析
を行ったところ、カドヘリンカテニン複合体
を含む種々の AJ 構成分子との相互作用が検
出された。また、E-カドヘリン細胞内領域お
よびα-およびβ-カテニンのGSTタンパクを
発現・精製し、DAAM1-N 末端領域を発現した
細胞の破砕物と反応させたところ、DAAM1 が
E-カドヘリンの細胞内領域と相互作用する
ことがわかった。さらに、細胞で E-カドヘリ



ンをノックダウンしたところ、Nectin1 によ
り細胞間接着が形成された部分においても、
DAAM1 の分布が抑制されることが分かった。 
次に、細胞間接着における DAAM1 の分布を

より詳細に調べたところ、細胞間接着の側面
部に特異的に分布していることが分かった。
DAAM1 をノックダウンすると、接着頂端部に
おける F-アクチン分布はほとんど変化しな
かったものの、側面部における F-アクチン分
布が特異的に減少した。また、DAAM1 ノック
ダウン細胞で E-カドヘリンの分布を調べた
ところ、接着側面部の E-カドヘリンが基底側
に著しく広がって分布していることが分か
った。 
そこで、F-アクチンプローブ Lifeact-EGFP

を発現した細胞でライブイメージングを行
ったところ、DAAM1 をノックダウンすると側
面部 F-アクチンが活発に動くようになるこ
とが分かった。また、E-カドヘリン-EGFP を
発現した細胞でライブ観察を行ったところ、
DAAM1ノックダウンにより側面部E-カドヘリ
ンも活発に動くことが分かった。 
これらの現象がDAAM1のアクチン重合活性

に依存しているかを確認するため、DAAM1 ノ
ックダウン細胞に、野生型 DAAM1 またはアク
チン重合活性を欠くDAAM1変異体を発現した
ところ、野生型 DAAM1 では F-アクチンおよび
E-カドヘリン分布がレスキューされたのに
対し、アクチン重合変異体ではレスキューさ
れなかった。従って、これらの現象は DAAM1
のアクチン重合活性に依存することがわか
った。 
DAAM1は低分子GタンパクRhoAの結合によ

り活性化することが知られている。そこで
RhoA をノックダウンした結果、DAAM1 ノック
ダウン細胞と同様に接着側面部の F-アクチ
ンの低下と E-カドヘリンの基底部への分布、
並びに側面部 F-アクチンおよび E-カドヘリ
ンの活発な動きが認められた。これらのフェ
ノタイプは、DAAM1 の活性型変異体の発現に
よりレスキューされたことから、RhoA は
DAAM1 の上流で接着側面部の安定化を制御し
ていると考えられた。ただし、RhoA をノック
ダウンすると頂端部 F-アクチンの分布量も
低下したことから、RhoA は頂端部および側面
部の両方で F-アクチンを制御していると考
えられた。 
そこで次に、DAAM1 の生理的重要性を調べ

る目的で、DAAM1 shRNA をステーブルに発現
した DAAM1 ノックダウン細胞株を作製した。
まず、DAAM1 の細胞層形成への影響を調べる
ため、コントロール細胞および DAAM1 ノック
ダウン細胞をトランスウェルで2週間培養し
たところ、DAAM1 ノックダウン細胞では接着
側面部への F-アクチンおよび E-カドヘリン
の集積がみられず、核の位置がコントロール
細胞のように頂端面に寄っておらずバラバ
ラであり、かつ頂端部の面積が大小様々な、
異常な細胞層が形成された。従って DAAM1 は
細胞層の形成に重要であることがわかった。 

また、細胞をマトリゲル中で 3次元培養し
たところ、コントロール細胞では細胞同士が
緊密に接着した球状のスフェロイドが形成
されたのに対し、DAAM1 ノックダウン細胞で
は細胞間の接着がゆるく、かつ細胞がスフェ
ロイドの側底部からマトリゲル中に逸脱す
る様子が頻繁に観察された。従って、DAAM1
は細胞層の安定形成にも重要であることが
判明した。 
一方、コラーゲンゲル上で培養した細胞に

membrane-EGFP を発現し、コンフルエントま
で培養してからライブイメージングを行っ
たところ、DAAM1 ノックダウン細胞は接着側
面部から頻繁に突起を出す活性を出してい
ることがわかった。さらに、コントロール細
胞とDAAM1ノックダウン細胞の混合培養を行
ったところ、特に隣接細胞が正常細胞の場合
に、DAAM1 ノックダウン細胞からの突起形成
が促進されることも分かった。従って、DAAM1
ノックダウンにより、接着側面部からの突起
形成が促進されることが示唆された。 
そこで、DAAM1 ノックダウンにより側面部

からの突起形成が引き起こされるメカニズ
ムを追求した。まず、ラメリポディアの形成
に関与することが知られる Rac に着目し、
DAAM1 ノックダウン細胞に Rac 阻害剤を反応
させたところ、接着側面部の動きがほぼ停止
することが分かった。そこで、Rac により活
性化されラメリポディアの形成に関与する
ことが知られるWAVE2複合体の分布を調べた
ところ、構成分子がいずれも接着側面部に分
布することがわかった。そこでDAAM1とWAVE2
をダブルノックダウンしたところ、接着側面
部の基底部への広がりおよび活発な動きが
抑制されることが分かった。 
さらに、WAVE2 複合体と相互作用してラメ

リポディア形成および細胞移動に関与する
と報告されている lamellipodin の分布を調
べたところ、接着側面部に分布し、DAAM1 と
のダブルノックダウンにより接着側面部の
広がりが抑制されることがわかった。一方、
WAVE2 複合体の下流で枝分かれアクチンの重
合に関与する Arp2/3 複合体にも着目し、
Arp2/3複合体の阻害剤をDAAM1ノックダウン
細胞に反応させたところ、接着側面部の基底
部への広がりおよび活発な動きが抑制され
た。従って、DAAM1 ノックダウンに伴う接着
側面部の突起形成には、Rac-WAVE2 複合体
-Arp2/3複合体およびlamellipodinが関与す
ると考えられた。 
以上の結果から、DAAM1 は上皮細胞の接着

側面部に分布し、アクチン重合を促進するこ
とで、Rac-WAVE2 複合体-Arp2/3 および
lamellipodin を介した接着側面部の活発な
動きを抑制し、細胞間接着を安定化や、細胞
層の形成に関与することが推測された。 
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