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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裏打ちされており、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 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。l−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−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。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。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び 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 ZO−１と ZO−２および

ZO−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−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、l−アファデ

ィンはネクチンの細胞質領域に、β−カテニンと p120 カテニンは E-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αE−カテニンがこのβ−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）l−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、αE−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−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、l−アファディンは、

ZO−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 l−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 l−アファディンの役割は、shRNA により l−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、l−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、l−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 l−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、l−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 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−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−１や E−カドヘリン、αE−カテニン、クローディン３、および ZO−１の発現

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

l-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、l-アファディンは野生

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

では全く集積していなかった。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 l−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 l−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（2	
 mM）

で培養すると、ネクチン−１や E−カドヘリン、αE−カテニン、クローディン-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（2	
 mM）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、l−アファディンが完全に消失した EpH4 細胞においても、l−ア

ファディンをノックダウンした MDCK 細胞を用いた以前の実験結果と同様に、l−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。	
 

	
 

Ⅲ.	
 接着結合と密着結合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	
 

次に、接着結合と密着結合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 l−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−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 l−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、l−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−カドヘリン、αE−カテニン、クローディン-３および ZO−１は隣り合う細胞間に同

程度に集積した。しかし、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 l−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、Rac 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。l−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−カド

ヘリンの細胞質領域にβ−カテニンを介して結合しているαE−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−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、l−アファディンは ZO−１と結合してクローディンやオクルーディンおよび 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 l−アファディンとαE−カ

テニンおよび ZO−１はすべてアクチン結合タンパク質である。本研究から、l−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 l−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、l−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、l−アファディンとαE

−カテニンおよび ZO−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、l−アファディンのアクチン結合活性が l−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。	
 

	
 


