
Kobe University Repository : Kernel

PDF issue: 2025-12-05

Requirement of the F-actin-binding activity of
l-afadin for enhancing the formation of
adherens and tight junctions

(Degree)
博士（医学）

(Date of Degree)
2018-03-25

(Resource Type)
doctoral thesis

(Report Number)
甲第7158号

(URL)
https://hdl.handle.net/20.500.14094/D1007158

※ 当コンテンツは神戸大学の学術成果です。無断複製・不正使用等を禁じます。著作権法で認められている範囲内で、適切にご利用ください。

Sakakibara, Shotaro



（課程博士関係）

学位論文の内容要旨

Requirement of the F-actin-binding activity ofl-afadin 

for enhancing the formation of adherens and tight junctions 

接着結合と密着結合の形成促進における 1ーアファディンの

アクチン結合活性の必要性について
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〔はじめに〕

極性を形成した上皮細胞は、隣り合う細胞が互いに接着して接着装置を形成し、シート状

につながることで上皮シートを構築する。この細胞間接着装置としては主として密着結合

と接着結合およびデスモソームの三つが知られている。このうち密着結合は、上皮シート

における水溶性分子の拡散を制御するバリアとしての機能と、頭頂部と基底側面部におけ

る細胞形質膜領域の極性を形成するフェンスとしての機能を有している。接着結合は、隣

り合う細胞を機械的に結合することにより、上皮シートの強度を維持すると共に上皮シー

トの変形を制御する機能を有している。さらに、接着結合は密着結合とデスモソームの形

成と維持を制御する機能も有している。これらの細胞間接着装置は多くのアクチン結合タ

ンパク質を介してアクチン細胞骨格によって襄打ちされており、このアクチン細胞骨格は

細胞間接着装置の形成と維持および機能の制御に関与している。アファディンはこのアク

チン結合タンパク質の一つである。アファディンには大きく分けて 1ーアファディンと sーア

ファディンの 2つのバリアントが存在する。 1一アファディンは、その N末端より二つの RA

ドメイン、一つの FHAドメイン、一つの DILドメイン、一つの PDZドメイン、三つのプロ

リンリッチ領域、一つのアクチン結合ドメインを有している。 sーアファディンは 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を欠失している。 1ーアファディ

ンは全ての組織で発現するのに対し、 sーアファディンは脳のみに発現している。密着結合

は細胞間接着分子であるクローディンとオクルーディンおよぴ JAM-1がそれぞれ隣り合う

細胞間で結合して形成される。また、アクチン結合タンパク質である Zか 1とZ0-2および

Z0-3がこれらの分子の細胞膜領域に結合している。接着結合は細胞間接着分子であるネク

チンと Eーカドヘリンがそれぞれ隣り合う細胞間で結合して形成される。また、 1ーアファデ

ィンはネクチンの細胞質領域に、 pーカテニンと p120カテニンはEーカドヘリンの細胞質領域

に結合し、アクチン結合タンパク質である aEーカテニンがこのpーカテニンに結合している。

これまでの解析から、上皮細胞が細胞間接着装置を形成する際、 (1)まず隣り合う細胞間

のネクチンが結合して細胞間を接着させる。 (2)1-アファディンはこのネクチンの細胞質

領域に結合すると共に、 aEーカテニンとも結合し、ネクチンによって形成された接着部位

にEーカドヘリンをリクルートして接着結合を形成する。 (3) さらに、 1-アファディンは、

Z炉 1と結合し、まずJAM-1を、引き続いてクローディンとオクルーディンを接着結合の頭

頂側にリクルートして密着結合を形成することが明らかになっている。しかし、この接着

結合と密着結合の形成過程における 1ーアファディンのアクチン結合活性の役割は不明であ

った。

［結果〕

I. アファディンノックアウト EpH4細胞の樹立

従来、接着結合と密着結合の形成における 1ーアファディンの役割は、 shRNAにより fーアフ

ァディンをノックダウンしたMDCK細胞を用いて解析され、 1ーアファディンをノックダウン



した MDCK細胞では野性型の MDCK細胞に比べ、接着結合と密着結合の形成速度の低下が認

められることから、 1ーアファディンは接着結合と密着結合の形成を促進する機能があるこ

とが示されていた。しかし、この 1ーアファディンをノックダウンしたMDCK細胞では野性型

のMDCK細胞に比べ、アファディンの発現量は著名に低下しているが完全に消失はしておら

ず、 1ーアファディンが接着結合と密着結合の形成に必須であるかは不明であった。そこで、

本研究では、まずゲノム編集技術の CRISPR/Cas9法を用い、マウス乳腺上皮細胞株の EpH4

細胞において 1ーアファディンをコードする遺伝子の破壊を行い、アファディンノックアウ

トEpH4細胞を作製した。アファディンの発現量をウェスタンブロット法で検討したところ、

lーアファディンは、野生型EpH4細胞では検出されたのに対して、アファディンノックアウ

トEpH4細胞では全く検出されなかった。一方、アファディンノックアウト EpH4細胞にお

ける、ネクチンー1やEーカドヘリン、 aEーカテニン、クローディン3、およびZ0-1の発現

最は、野生型EpH4細胞におけるそれぞれのタンパク質の発現批と同程度であった。さらに、

lーアファディンの発現と局在を蛍光免疫染色法で検討したところ、 1ーアファディンは野生

型 EpH4細胞では隣り合う紺胞間に集稼していたが、アファディンノックアウト EpH4細胞

では全く集租していなかった。これらの結果から、アファディンノックアウト EpH4細胞で

はアファディンが完全に消失していることが確認された。

II. 接着結合と密着結合の形成促進における 1ーアファディンの必要性

そこで、このアファディンノックアウト EpH4細胞と野性型 EpH4細胞を用いて、接着結合

と密着結合の形成における 1ーアファディンの役割を、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法で再検討した。EpH4細胞を通常カルシウム濃度(2mM) 

で培養すると、ネクチンー1や Eーカドヘリン、 aEーカテニン、クローディンー3および zo-
1は、アファディンノックアウト EpH4細胞と野生型 EpH4細胞の隣り合う細胞間で同程度

に集積していたが、エチレンジアミン四酢酸 (EDTA)を用いて培地中におけるカルシウム

をキレートして培養すると、両者の細胞は丸くなって、これらのタンパク質は隣り合う細

胞間に集積していなかった。アファディンノックアウト EpH4細胞と野生型 EpH4細胞を再

び通常カルシウム濃度 (2mM)で培養すると、これらすべてのタンパク質は時間経過と共

に隣り合う細胞間に再集積した。しかし、アファディンノックアウト EpH4細胞では、野生

型EpH4細胞に比べ、隣り合う細胞間におけるこれらのタンパク質の再集積の速度は低下し

ていた。これらの結果から、 1ーアファディンが完全に消失した EpH4 細胞においても、 1—ア

ファディンをノックダウンしたMOCK細胞を用いた以前の実験結果と同様に、 1ーアファディ

ンは接着結合と密着結合の形成を促進することが明らかになった。

皿接着結合と密着結合の形成促進における 1ーアファディンのアクチン結合活性の必要性

次に、接着結合と密着結合の形成促進における 1ーアファディンのアクチン結合活性の必要

性について検討した。そのために、まずアファディンノックアウト EpH4細胞に 1一アファデ

ィン、アクチン結合ドメインと 3番目のプロリンリッチ領域を欠失している Sーアファディ

ン、あるいはアクチン結合ドメインのみを欠失している 1ーアファディンの変異体を再発現

させた細胞株を作製し、これらの細胞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。その結果、 1-アファディンを再発現させた細胞株と野生型EpH4細胞では、ネクチン

-1や Eーカドヘリン、 aEーカテニン、クローディンー3および Z0-1は隣り合う細胞間に同

程度に集積した。しかし、 sー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 1ーア

ファディンを再発現させた細胞株では、アファディンノックアウト EpH4細胞と同様に、隣

り合う細胞間におけるこれらのタンパク質の再集積の速度は低下していた。これらの結果

から、接着結合や密着結合の形成の促進には 1ーアファディンのアクチン結合活性が必要で

あることが明らかになった。

〔考察〕

上皮細胞が細胞間接着装置を形成する際、隣り合う細胞間でのネクチン同士の結合は細胞

内シグナル伝達分子の Src、Rap1、Raeおよび Cdc42などを活性化し、アクチン細胞骨格

の再編成を引き起こす。一方、細胞間接着装置の形成はアクチン細胞骨格を破壊する分子

によって阻害される。 1ーアファディンはネクチンの細胞質領域に結合すると共に、 Eーカド

ヘリンの紐胞質領域にpーカテニンを介して結合している aEーカテニンとも結合し、ネクチ

ンによって形成された接着部位に Eーカドヘリンをリクルートして接着結合を形成する。さ

らに、1ーアファディンは Z0-1と結合してクローディンやオクルーディンおよぴJAM-1を接

着結合の頭頂側にリクルートして密着結合を形成する。これらの 1ーアファディンと aEーカ

テニンおよぴZ0-1はすべてアクチン結合タンパク質である。本研究から、 1ーアファディン

は接着結合と密着結合の形成を促進する機能があり、その機能には 1ーアファディンのアク

チン結合活性が必要であることが明らかになった。この本研究の結果とこれまでの知見か

ら、 1ーアファディンのアクチン結合活性の少なくとも一つの役割は、 1ーアファディンと aE

ーカテニンおよぴ Z0-1との結合を制御することによって接着結合と密着結合の形成を促進

することであると考えられる。しかし、 1ーアファディンのアクチン結合活性が 1ーアファデ

ィンとこれらのタンパク質との結合をどのように制御するかは今後さらに解析する必要が

ある。
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上皮細胞は、隣接細胞が接着して接着装置を形成しシート状に繋がる。細胞間接着装置と

して密着結合、接着結合、デスモソームがあり、密着結合は上皮シートにおけるバリア機

能と頭頂部と基底側面部における細胞膜領域の極性を形成するフェンス機能を、接着結合

は上皮シートの強度の維持やその変形を制御する機能を持つ。これら細胞間接着装置はア

クチン結合タンパク質を介してアクチン細胞骨格によって裏打ちされる。アクチン結合タ

ンパク質アファディンには 1ーアファディンと sーアファディンの2つのバリアントが存在

し、 s-アファディンでは 1ーアファディンに存在する 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。密着結合は細胞間接着分子クローディン、

オクルーディン及びJAM-1が隣接細胞間で結合して形成され、アクチン結合タンパク質zo
-1、Z0-2及び Z0-3がこれらの分子の細胞膜領域に結合している。接着結合は細胞間接

着分子ネクチンと Eーカドヘリンが隣接細胞間で結合し形成され、 1ーアファディンはネクチ

ンの細胞質領域に、 Pーカテニンと pl20カテニンは Eーカドヘリンの細胞質領域に結合し、
aEーカテニンがこのP—カテニンに結合している。上皮細胞が細胞間接着装置を形成する際、

隣接細胞間のネクチンが結合し細胞間を接着させ、 1ーアファディンはネクチンの細胞質領

域と aEーカテニンに結合し、ネクチンによって形成された接着部位にEーカドヘリンを動員

して接着結合を形成する。さらに、 1ーアファディンは、 Z0-1と結合し、続いて JAM-1、

クローディン、オクルーディンを接着結合の頭頂側に動員して密着結合を形成するが、接

着結合と密着結合の形成過程における 1ーアファディンのアクチン結合活性の役割は不明で

あった。

lーアファディンをノックダウン(KD)したMDCK細胞では野生型細胞に比べ、接着結合と密

着結合の形成速度の低下が認められ、 1ーアファディンは接着結合と密着結合の形成を促進

することが示されていたが、 1ーアファディンを KDした MDCK細胞ではアファディンの発現

は完全には消失しておらず、 1ーアファディンが接着結合と密着結合の形成に必須であるか

は不明であった。本研究では、まずCRISPR/Cas9法により上皮細胞株EpH4細胞において 1

ーアファディン遺伝子を破壊し、アファディンノックアウト (KO)EpH4細胞を作製した。 1-

アファディンは野生型細胞では検出されたが、アファディンKO細胞では検出されなかった。

一方、アファディン KO細胞におけるネクチンー1、Eーカドヘリン、 aEーカテニン、クロー

ディン3及び Z0-1の発現は、野生型細胞における発現量と同程度であった。また、 1ーア

ファディンは野生型細胞では隣接細胞間に集積していたが、アファディン KO細胞では全

く集積しておらず、アファディンKO細胞ではアファディンが完全に消失していた。

また、アファディン KOEpH4細胞と野性型細胞を用いて、接着結合と密着結合の形成に

おける 1ーアファディンの役割を検討した。 EpH4細胞を通常カルシウム濃度で培養すると、

ネクチンー 1 や Eーカドヘリン、 aEーカテニン、クローディン— 3 及び Z0-1 は、アファディ

ンKO細胞と野生型細胞の隣接細胞間で同程度に集積していたが、 EDTAを用いてカルシウ



ムをキレートすると細胞は丸くなり、これらのタンパク質は細胞間に集積していなかった。

アファディンKO細胞と野生型細胞を再び通常カルシウム濃度で培養すると、これら全ての

タンパク質は時間経過と共に隣接細胞間に再集積したが、アファディンKO細胞では、野生

型細胞に比べ、隣接細胞間でのこれらのタンパク質の再集積速度が低下していた。次に、

アファディンKOEpH4細胞に 1ーアファディン、アクチン結合ドメインと 3番目のプロリン

リッチ領域を欠失する sーアファディン、またはアクチン結合ドメインのみを欠失する 1-

アファディンの変異体を再発現させた細胞株を作製し同様の解析を行ったところ、 1ーアフ

ァディンを再発現させた細胞株と野生型細胞では、ネクチン— 1 や Eーカドヘリン、 a:Eーカ

テニン、クローディンー3及びZ0-1は隣接細胞間に同程度に集積したが、 sーアファディン

またはアクチン結合ドメインを欠失した 1ーアファディンを再発現させた細胞株では、アフ

ァディンKO細胞と同様に、隣接細胞間におけるこれらのタンパク質の再集積速度は低下し

ており、接着結合や密着結合の形成の促進には 1ーアファディンのアクチン結合活性が必要

であることが明らかになった。

上皮細胞が細胞間接着装置を形成する際、隣接細胞間でのネクチン同士の結合は細胞内

シグナル伝達分子Src、Rap1、Rae、Cdc42などを活性化し、アクチン細胞骨格の再編成を

誘導する。一方、細胞間接着装置の形成はアクチン細胞骨格を破壊する分子により阻害さ

れる。 1ーアファディンはネクチンの細胞質領域に結合すると共に、 Eーカドヘリンの細胞質

領域にpーカテニンを介して結合している aEーカテニンとも結合し、ネクチンにより形成さ
れた接着部位にEーカドヘリンを動員して接着結合を形成する。 1ーアファディンはZ0-1と

も結合しクローディン、オクルーディン及びJAM-1を接着結合の頭頂側に動員して密着結

合を形成する。本研究は、 1ーアファディンには接着結合と密着結合の形成を促進する機能

があり、その機能には1ーアファディンのアクチン結合活性が必要であることを明らかにし

たもので、細胞間接着機構について重要な知見を得たものとして価値ある業績と認める。

よって、本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格があると認める。


