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博士の専攻分野の名称  博 士（医 学） 

学 位 記 番 号  第  ２０９０８  号 

学 位 授 与 年 月 日  平成 19 年３月 23 日 

学 位 授 与 の 要 件  学位規則第４条第１項該当 

            医学系研究科生体制御医学専攻 

学 位 論 文 名  Recruitment of E-cadherin associated with α- and β-catenins and 

            p120ctn to the nectin-based cell-cell adhesion sites by the action 
            of 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate in MDCK cells. 
            （MDCK 細胞における 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate による E 
            カドヘリン-カテニン複合体のネクチン接着部位への集積） 

論 文 審 査 委 員  （主査） 
            教 授 高井 義美 

            （副査） 
            教 授 宮坂 昌之  教 授 中村 敏一 

論 文 内 容 の 要 旨 

〔 目的 〕 

 上皮細胞の主な細胞間接着装置としてアドヘレンスジャンクション（AJ）とタイトジャンクション（TJ）が存在

する。TJ の形成は E-カドヘリンが形成する AJ に依存しており、AJ が破壊されると TJ も破壊されることが知られ

ている。AJ には主要な接着分子として E-カドヘリンとネクチンが、TJ には主要な接着分子としてクローディンが局

在している。低カルシウム濃度で培養した上皮細胞を通常カルシウム濃度で培養すると、E-カドヘリンがネクチン細

胞間接着部位に濃縮した後に TJ が形成される。一方、低カルシウム濃度でホルボールエステル（TPA）存在下で培

養すると、E-カドヘリンの細胞間接着部位への濃縮は認められず、TJ が形成される。そこで本研究では、イヌ腎上

皮由来 MDCK 細胞を用いて、低カルシウム濃度 TPA 培養下におけるネクチン接着部位での E-カドヘリン非依存的

な TJ 形成機構を検討した。 

〔 方法ならびに成績 〕 

Ⅰ. E-カドヘリンの局在の解析 

 これまでの報告のとおり、ネクチン-1 を発現させた MDCK 細胞（ネクチン-1-MDCK 細胞）を 2μM の低カルシ

ウム濃度で培養した後、2 mM の通常カルシウム濃度で培養すると、AJ・TJ 構成分子は細胞間接着部位に濃縮する。

一方、低カルシウム濃度 TPA 存在下で培養すると、E-カドヘリンは細胞間接着部位に濃縮が認められず、TJ が形成

される。しかしこの時、E-カドヘリンの裏打ちタンパク質であるカテニンは細胞間接着部位へ濃縮していた。そこで、

E-カドヘリンの局在を調べるため GFP を融合した GFP-E-カドヘリンを発現させると、GFP のシグナルは細胞間接

着部位に濃縮した。また、細胞膜表面上の E-カドヘリン量を測定したところ、低カルシウム濃度 TPA 培養下では、

通常カルシウム濃度培養下と同程度存在していた。以上の結果より低カルシウム濃度 TPA 培養下において、E-カド

ヘリンは細胞膜上に存在するが、免疫蛍光染色では抗体で認識されない E-カドヘリンが細胞間接着部位へ集積してい

ることが明らかになった。 
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Ⅱ. E-カドヘリンの接着力の解析 

 前述のように、E-カドヘリンの細胞内領域に結合するカテニンは、低カルシウム濃度 TPA 培養下で細胞間接着部

位に集積する。そこで免疫沈降を行った結果、低カルシウム濃度 TPA 培養下でも、通常カルシウム濃度培養下と同

様に E-カドヘリンとカテニンの結合量に差はなかった。E-カドヘリンの接着力を調べたところ、低カルシウム濃度

TPA 培養下では、通常カルシウム濃度培養下に比べて接着力が低下していた。以上の結果から、接着部位に集積して

いる E-カドヘリンは、その細胞内領域にカテニンを連結しているが、細胞外領域では E-カドヘリンどうしが互いに

トランスに結合していないことが示唆された。 

Ⅲ. ネクチン接着部位へのノントランス結合型 E-カドヘリンの集積 

 ネクチン-1 はネクチン-3 と細胞外ドメインでトランス結合する。まずネクチン-3 の細胞外ドメインをヒト IgG Fc

領域に融合させたキメラタンパク質（Nef-3）を作製し、抗ヒト Fc 抗体を用いて Nef-3 をラテックスビーズに固相化

したNef-3ビーズを作成した。ネクチン-1-MDCK細胞をNef-3ビーズとともに低カルシウム濃度TPAで培養すると、

細胞とビーズの接着部位にネクチンが集積した。さらにその接着部位に GFP-E-カドヘリンとカテニンが集積した。

以上の結果から、低カルシウム TPA 培養下において、ネクチン接着部位にトランス結合していない E-カドヘリンが

集積することが示唆された。 

Ⅳ. 細胞間接着形成初期におけるネクチン接着部位の重要性 

 低カルシウム濃度 TPA 培養下において、ネクチン接着部位にトランス結合していない E-カドヘリンやカテニン、

および TJ 構成分子が集積する。そこで、細胞間接着形成初期にネクチン接着部位が必要かどうかを検討した。ネク

チン阻害剤によってネクチンのトランス結合を阻害すると、細胞間接着部位に AJ・TJ 構成分子は濃縮しなかった。

このことから、低カルシウム TPA 培養下において、ネクチンのトランス結合が AJ・TJ 構成分子の集積に関与する

ことが明らかになった。 

〔 総括 〕 

 今回、低カルシウム濃度 TPA 培養下における E-カドヘリン非依存的な TJ 形成機構について、以下のことがわか

った。E-カドヘリンは細胞膜表面に存在しているが、トランスに結合していないことを見出した。E-カドヘリンのト

ランスな結合は必ずしも TJ 形成に必要ではないと考えられた。次に、この E-カドヘリンは細胞内領域にカテニンを

連結し、ネクチン接着部位に集積することを明らかにした。また、ネクチンのトランス結合は細胞間接着形成に必要

であることを明らかにした。TPA により Protein Kinase C（PKC）が活性化されることから、ネクチン接着部位で

の E-カドヘリン非依存的な TJ 形成機構は PKC の活性化の関与が示唆される。 

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 

 上皮細胞の細胞間接着にはタイトジャンクション（TJ）やアドヘレンスジャンクション（AJ）が存在する。接着

分子として TJ にはクローディンが、AJ にはカドヘリンとネクチンが主に局在している。TJ の形成は、E-カドヘリ

ンが形成する AJ に依存しており、AJ が破壊されると TJ も破壊されることが知られている。しかし、MDCK 上皮

細胞を低カルシウム濃度で培養すると AJ とともに TJ が消失するが、ホルボールエステル（TPA）を加えると、カ

ドヘリン非依存的な TJ が形成されることが知られている。 

 本申請者は、ネクチン接着部位での E-カドヘリン非依存的な TJ 形成におけるネクチンの役割を検討した。その結

果、低カルシウム濃度で TPA を作用させると、GFP-E-カドヘリンはネクチン細胞間接着部位に集積するが、トラン

スに結合していないことを見出した。このトランス結合していない GFP-E-カドヘリンは細胞内領域ではカテニンと

結合していた。さらに、ネクチン結合阻害剤を作用させると、GFP-E-カドヘリン-カテニン複合体の集積および TJ

形成が阻害されることを明らかにした。以上の結果から、低カルシウム濃度 TPA 作用条件下における TJ 形成には、

ネクチンのトランス結合が必要であるが、カドヘリンのトランス結合は必ずしも必要ではないことが明らかとなった。 

 本研究は、上皮細胞の細胞間接着形成の分子メカニズムを解明する上で重要であり、実験結果自体の意義だけでな

く、今後の研究への発展も期待できる。したがって、本研究はこの申請者の博士（医学）の学位授与に値する。 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


