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【背景】 
細胞の運動と増殖の接触阻害は、運動・増殖過程の細胞同士間で認められる現象である。

この接触阻害は器官形成や組織リモデリングに重要であり、がん細胞では接触阻害が破綻

していることが知られている。接触阻害の分子機構を解明するため、これまで細胞の接着、

運動および増殖の分子機構を解明する研究が行われてきた。カドヘリン、増殖因子受容体

およびインテグリンによる細胞内シグナル制御が接触阻害に関与することが知られている

が、接触阻害の分子機構はいまだ完全には解明されていない。 
細胞接着分子ネクチンは細胞の接着、運動および増殖を制御することが報告されている。

上皮細胞において、運動する細胞同士が接触するとネクチン同士のトランス結合により細

胞接着が起こり、カドヘリンをネクチン結合部位へリクルートすることでアドヘレンスジ

ャンクション(AJ)が形成される。ネクチン様分子(Necl)-5 は、NIH3T3 細胞において、血小

板由来増殖因子受容体(PDGFR)とインテグリンαvβ3 と複合体を形成し、運動先導端に局

在する。細胞同士が接触してネクチンと Necl-5 がトランスに結合すると、Necl-5 は細胞内

へ取り込まれる。続いてネクチン同士がトランスに結合すると、カドヘリンがネクチン結

合部位にリクルートされて AJ が形成される。Necl-5 が細胞内へ取り込まれることで、

Necl-5−PDGFR−インテグリンαvβ3 複合体が崩壊し、複合体により制御されていた細胞内

シグナルが抑制される。このように Necl-5 は細胞の運動と増殖の接触阻害に機能すること

が報告されているが、他の Necls の接触阻害における機能は不明である。 
Necl-4 は TSLL2、IGSF4C、SynCAM4、CADM4 とも呼ばれている。Necl-4 は脱リン

酸化酵素でがん抑制因子である PTPN13 を介して ErbB2/ErbB3 シグナル伝達の活性化を

抑制し、がん抑制因子として機能することが報告されている。また、様々なヒトがん細胞

では Necl-4 の発現が消失あるいは低下している。 
これらの知見より、我々は Necl-4 が細胞の運動と増殖における接触阻害としての機能を

有するのではないかと考え、血管内皮増殖因子(VEGF)に対する感受性の高いヒト臍帯静脈

内皮細胞(HUVECs)を用いて、Necl-4 の機能を検討した。 
【目的】 
 本研究の目的は、細胞の運動と増殖の接触阻害における Necl-4 の役割を明らかにするこ

とである。 
【方法・結果】 

ウェスタンブロッティング法にて培養マウス内皮細胞および培養ヒト内皮細胞に Necl-4
が発現していることを確認し、免疫組織染色実験にてマウス大動脈、冠動静脈および下肢

毛細血管の血管内皮に Necl-4 が発現していることを確認した。次に HUVECs を用い、

Necl-4 の局在を評価した。sparse な培養条件下では Necl-4 は VEGF 刺激下に運動先導端

に局在し、confluent な培養条件下では細胞間接着部位に局在した。さらに Necl-4 は sparse
な培養条件下に比べ、confluent な培養条件下で発現が増加した。Rap-1 およびアファディ

ンに対する低分子干渉 RNA(siRNA)を導入することで Rap1 およびアファディンをノック



ダウンして細胞間接着を阻害すると、コンフルエントな培養条件下で Necl-4 の発現はコン

トロールと比べて抑制された。この結果より Necl-4 は Rap1 およびアファディンを介し、

細胞接着依存性に発現が増加することが明らかとなった。 
次に、血管内皮細胞における Necl-4 の機能を明らかにするために、細胞の運動と増殖を

制御する VEGF 受容体(VEGFR)と Necl-4 との結合を共免疫沈降実験にて検討した。ヒト

胎児腎細胞(HEK293)に FLAG で標識した Necl-4(FLAG-Necl-4)と VEGFR を共発現させ、

FLAG モノクローナル抗体を用いた免疫沈降を行った。FLAG-Necl-4 は VEGFR1 および

VEGFR2 と共免疫沈降された。細胞内領域を欠失した VEGFR2 変異体とは共免疫沈降さ

れたが、細胞外領域を欠失した VEGFR2 変異体とは共免疫沈降されなかったことから、

Necl-4 は細胞外領域を介して VEGFR2 と結合することが明らかになった。HUVECs にお

いても、内在性 Necl-4 は VEGFR2 と共免疫沈降された。 
Necl-4 は細胞密度依存性に局在と発現量が変化することより、細胞培養条件をスパース

とコンフルエントに分けて、各培養条件下での VEGFR2 活性に対する Necl-4 の影響を検

討した。Necl-4 のノックダウンあるいは FLAG-Necl-4 をエレクトロポレーション法で過剰

発現させることで Necl-4 の機能を解析した。 
まず、コンフルエントな培養条件下での VEGFR2 シグナル伝達における Necl-4 の役割

を検討した。コンフルエントな培養条件下では、Necl-4 ノックダウンにより VEGF による

VEGFR2 のリン酸化は亢進し、Necl-4 過剰発現により VEGF による VEGFR2 のリン酸化

は抑制された。Necl-4 過剰発現により VEGFR2 の下流シグナルである Rac1 の活性化と

ERK のリン酸化は抑制された。VEGFR2 のリン酸化を抑制するメカニズムを検討するため、

Necl-4 ノックダウンした細胞に PTPN13 を追加ノックダウンし VEGFR2 のリン酸化を評

価した。PTPN13 ノックダウン、あるいは Necl-4 と PTPN13 のダブルノックダウンによ

っても VEGFR2 のリン酸化は同程度に亢進した。これらの結果よりコンフルエントな培養

条件下において、Necl-4 は PTPN13 を介して VEGF による VEGFR2 のリン酸化を抑制す

ることが明らかとなった。 
次に、スパースな培養条件下での VEGFR2 シグナル伝達における Necl-4 の役割を検討

した。スパースな培養条件下では Necl-4 ノックダウンにより VEGF による VEGFR2 のリ

ン酸化は影響を受けず、Rac1 の活性化および ERK のリン酸化は抑制された。Necl-4 ノッ

クダウンにより、ミオシンホスファターゼ調節サブユニット 1 (MYPT1)のリン酸化が亢進

し、ROCKの活性化が示された。Necl-4ノックダウンによるRac1の活性化の抑制は、ROCK
阻害剤である Y-27632 と fasudil により回復したが、ERK のリン酸化の抑制は回復を認め

なかった。Necl-4 のノックダウンによる ROCK の活性化は、PTPN13 を追加ノックダウン

することで回復した。Necl-4 ノックダウンした HUVECs では、管腔形成、細胞の運動と増

殖は抑制され、管腔形成と細胞運動の抑制は ROCK 阻害剤により回復したが、増殖の抑制

は回復しなかった。Necl-4 ノックダウンによる管腔形成、細胞運動の抑制は、PTPN13 を

追加ノックダウンすることで回復した。これらの結果よりスパースな培養条件下において、



Necl-4はPTPN13−ROCK経路を介してVEGFR2の下流シグナルを活性化させることが明

らかとなった。 
【考察】 

本研究により、Necl-4 はスパースな培養条件下では VEGF 刺激下に運動先導端に、コン

フルエントな培養条件下では細胞間接着部位に局在し、細胞密度依存性に発現が増加する

ことが示された。この特性は他の接触阻害に関わる細胞接着分子の性質と異なり、Necl-4
が他の細胞接着分子と異なる性質を持つ可能性が示唆された。我々は、コンフルエントな

培養条件下で、Necl-4がPTPN13を介しVEGFR2の活性化を抑制していることを示した。

これまでの知見および本研究結果より、細胞接着の分子機構において、まず Necl-4 による

PTPN13 を介した VEGFR2 の活性化の抑制による接触阻害が起こり、その後に VE カドヘ

リンによる DEP-1 を介した VEGFR2 の活性化の抑制により、最終的に接触阻害が完結さ

れるものと推測された。また、スパースな培養条件下では、Necl-4 が PTPN13−ROCK 経

路を介して VEGF による細胞運動を促進することを示し、Necl-5 が VEGFR2−PI3K 経路

を介して細胞運動を促進するのとは異なることを明らかにした。しかし、Necl-4 が ROCK
の活性化を制御するメカニズムとして、PTPN13 を介するものの、どのような分子機構で

作用するかは今後の検討課題である。また、Necl-4 は VEGF による ERK のリン酸化を促

進するが、PTPN13−ROCK 経路は関与していておらず、その分子機構として、Necl-4 が

VEGFR2 の細胞内取り込みを制御することで ERK のリン酸化を制御している可能性が推

測される。 
今回の研究で、我々は細胞の運動と増殖の接触阻害における Necl-4 の新たな制御メカニ

ズムを示した。スパースな培養条件下では Necl-4 は PTPN13−ROCK 経路を介して細胞運

動を促進させ、コンフルエントな培養条件下では Necl-4 は PTPN13 を介して VEGFR2 の

リン酸化を抑制することで細胞の運動と増殖の接触阻害をもたらすことが明らかとなった。 
【結語】 
本研究により、異なる密度での培養条件下において Necl-4 は異なる機能を持つことが明

らかとなった。特にコンフルエントな培養条件下では、Necl-4 は PTPN13 を介して

VEGFR2 の活性化を制御し、細胞の運動と増殖の接触阻害を調節していることが明らかと

なった。 


