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背景

m e m b r a n e - a s s o ci at e d g u a n yl a t e ki n a s e w it h i n v e rt e d d o m ai n s tr u ct u r e - I ( M A G I - 1) は ti g h t

j u n c ti o n に 局在 す る細胞 膜裏打ち蛋 白質で あ る
｡ 筆者 らは

､
M A G I1 1 の 結合 パ ー

ト ナ ー

と し て 免疫 グ ロ ブ リ ン ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー

に 属す る新規 蛋 白質 を同 定 した
L

,
一 連 の

j u n c ti o n al c ell a d h e si o n m o l e c ul e と の 間 に ア ミ ノ 酸 配列 の 相同性 が認 め られた こ と か ら ､

こ の 蛋 白質をj u n cti o n al c ell a d h e si o n m o l e c u l e 4 (J A M 4 ) と名 付けた
〔)

J A M 4 は
､

腎糸球体や小 腸
､ 乳腺 な ど の 上皮 細胞 に認 め られ

､
ti g h tj u n c tj o n に 局在す

る
｡

こ の 分 子が 示 す c a
2 †

非依存性 の 細胞接着活性 は M A G I - 1 に よ j て増強され る ｡ 圭

た
､
J A M 4 は 単層 の C hi n e s e h a m st e r o v a ry 細胞 の 細胞 間隙透過 性 を減弱 させ る働き を示

す ｡
さらに

､
J A M 4 は ホ モ フ ィ リ ッ ク な相互 作用 に よ っ て マ ウ ス の 線維 芽細胞 で ある L

細胞 の 細胞接着を媒介 し
､
その 接触 点で は Z O -1 や o c ct u di n な ど の tig h tj u n c ti o n 蛋白質

と 共 に M A G ト1 の 集積が み られ る ｡ ti g h tj u n cti o n の 構成 に は J A M 4 と M A G l-1 と の 相 互

作用が 重要 で ある こ と を これ ら の 観察結果 は 示 して い る
｡
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本稿で は ､ 前 回 の 研 究 を発 展 させ て
､ 種 々 の 組織 で J A M 4 の 細胞 内局在 を決 定す る

と同時 に ､ そ れ を M A G ト1 の 局在 と比 較 し た ｡ また
､
J A M 4 が ti g h tj u n cti o n に移 動す る

機 序
､
な らび に M A G ト1 の 動員 に お け る J A M 4 の 作用 を検討 した

｡
こ れ に 加 え て

､
J A M 4

の 各 1 g 様 ル
ー プが 細胞接 着に果 たす 役割の 解 明も試 み た

｡

結果

ラ ッ ト の 上 皮組織 でJ A M 4 の 局在 を調 べ た
｡

J A M 4 は
､ 十 二 指腸 で は Z O - 1 と 共 にti g ht

j u n cti o n に局在 して い た が
､ 空腸 と 回腸 で は 主 に頂側膜 に検出 され た

｡
顎~~F 腺お よ び エ

ッ ク リ ン 汗腺 のJ A M 4 は 上皮 細胞 の ti g h tj u n cti o n に 局在 し て い た
G 腎臓 に お い て は

､ 集

合管 で はti g h tj u n cti o n
､

近位尿細管 で は頂側膜 にJ A M 4 が 検出され た
｡

種 々 の F L A G 標識J A M 4 変異 体 を発 現す る M a di n e D a r b y c a n i n e k id n e y II ( M D C K )

細胞 の s t abl e t r a n sfb r m a n t を作成 して各 変異体 の 局在 を調 べ た
｡

蛋白質の 全 長 を含む

F L A G - J A M 4 - 1 お よ び 細胞膜 側 のI g 様 ル ー プ を欠損 す る F L A G -J A M 4 - 4 は ､
ti g h tj u n cti o n

に集積 し て Z O - 1 と 局在を共 に した
｡

しか し ､
N 末端側 のI g 様 ル ー プ を欠損 して い る

F L A G -J A M 4-2 は 大半が 頂側膜 に発 現 した ｡
こ れ ら の デ ー

タ は ､
ti 巨.

hl
/j u n cti o n - のJ A M 4

の 動員 が N 末端側 の1 g 様 ル ー プ に依存す る こ と を表 して い た
｡

M A G I-1 と の 相互 作用 ド

メ イ ン で ある P D Z 結合 モ チ
ー フ を欠損す るF L A G -J A M 4 - 3 はtig h tj u n c ti o n に 局在し た こ

と か ら
､

P D Z 結合 モ チ
ー フ はti g h tj u n c ti o n - の 動 員 に必 要 で は な い と推 測 され た

｡

次 に
､
同 じs t a bl e t r a n s fo r m a n t を用 い て 内在性 の M A G T - 1 の 局在 を確認 した

, , 野 生型 の

M D C K 細胞 と 同様 に ､
F L A G -J A M -1 を発 現す る M D C K 細胞 で は M A G ト1 がtig h tj u n c ti o n

に集積 し て い た ｡ F L A G -J A M 4 - 2 を発 現す る M D C K 細胞 で は
､
ti g h tj u n c ti o n と頂側膜 の い

ずれ に も M A G ト1 が 検出され た
｡

こ の 傾 向は
､
F L A G -J A M 4 - 2 が 一 過 性 に 導入 され た 場合

に
一

層顕 著 に な っ た
｡

F L A G -J A M 4- 2 を発現 し て い な い M D C K 細胞 で は M A G トl がti g h t

j u n cti o n に認 め られ た が
､

F L A G - J A M 4 - 2 を発現す る M D C K 細胞 で は M A G トl が 頂側 膜 に

動員された
｡ g r e e n n u o r e s c e n t p r ot ei n ( G F P) 標識 M A G l-1 を発 現す る M D C K 細胞 の s t abl e

t r a n sfb r m a nt で は
､

G F P - M A G ト1 は 細胞 質内に びま ん性 に分布 し
､

細胞接着部位に も わ

ず か に集積 した
｡

こ の 細 胞 にF L A G -J A M 4 - 1 を導入 した と こ ろ
､

G F P - M A G ト1 の 信 号 は

細胞 質内か ら 消失 してti g h tj u n cti o n に選択 的 に集積 し
､
F L A G -J A M 4- 1 と 局在 を共 に した ｡

p D Z 結合 モ チ
ー フ を欠損す るF L A G - J A M 4-3 は G F P - M A G I-1 の 局在 に 影響を及 ぼさなか

っ た ｡ こ れ ら の 観察か ら､ 過剰発 現 したJ A M 4 は M A G ト1 の 動員 に 関与す る と 考え られ
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た ｡
しか し

､
J A M 4 がti g h tj u n c ti o n に 検 出されな い に も か か わ らず ､

回腸 の M A G ト1 はti g h t

j u n c ti o n に も集積 して い た
｡

こ れ は
､

in v iv o で の M A G ト1 の 局在 がJ A M 4 の み に よ っ て 決

定され る の で は なく ､
M A G トl をtig h tj u n c ti o n に動 員す る蛋白 質がJ A M 4 以外 に も存在す

る 可能性 を示唆す る結果で あ っ た
｡

2 つ のI g 様 ル ー プ の 役 割 を明確 に す るた め に ､ 各種 F L A G 標識J A M 4 変異体 を発現 す る

L 細胞 の st a b l e t r a n s fb r m a n t を用 い て a g g r e g a ti o n a s s a y を行 っ た
｡

F L A G - J A M 4-1 や F L A G -

J A M 4 - 3 を発現 す る細胞 で は 著明 な凝集が 認 め られ た ｡
しか し

､
い ず れ か の1 g 様 ル

ー

プ

を欠損 した 変異 体 を発現す る細胞 で は凝集形 成 が抑 制 され て お り
､
J A M 4 の ホ モ フ ィ リ

ッ ク な相 互 作用 に は 両方 のI g 様 ル ー プ が 必要 で あ る こ と が 明 らか に され た
｡ 続 い て ､

これ ら の L 細胞 を架橋試 薬で 処 理 して
､ ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 で2 量 体の 形成 状況 を解

析 した
｡

F L A G I J A M 4 - 1
､

F L A G -J A M 4 - 3
､ お よ びF L A G -J A M 4 1 4 は2 量体を形成 したが

､

N 末端側 の1 g 様 ル ー プ を欠損す るF L A G - J A M 4 -2 は 2 量体 を形 成 しなか っ た
｡

これ は
､

J A M 4 の c f∫の 相 互 作用 が N 末端側 の1 g 様 ル ー プ に 依存す る こ と を表 し て い た
( ⊃

結論

J A M 4 の 局在 は 組織 に よ っ て 異 な り ､ ti g h tj u n cti o n と頂側 膜 の い ずれ の 局在 も生 理 的

で ある と 考 え られ た ｡
N 末端側 のI g 様 ル ー プ を欠 損す る 変異型J A M 4 は

､
ti g h tj u n cti o n に

動員 され ず に頂側 膜 に集積 した
｡

ま た
､

t r a n s の 相互 作用 に は2 つ のI g 様 ル ー プの い ず れ

もが 不可欠 で あ っ た が
､

c is の 相互 作用 に は N 末端側 の Ig 様 ル ー

プ ': /
ノ み が 必 要 で あ っ た

(〕

以上 の 結果 か ら ､
J A M 4 はまず 頂側膜 に移動 し

､ 次 に N 末端側 の 1g 様 ル ー プ に よ る 分子

間相 互 作用 を介 してti g h tj u n cti o n に動員され る 可能性 が 高い と い う結 論が 得 られた.=.

J A M 4 は ､
L 細 胞 の 細胞接着部位 に M A G ト1 を動員 し

､
M D C K 細胞で M A G l-1 を過剰発

現 させ た 場合 に も M A G ト1 をti g h tj u n cti o n に動員 した
｡

しか し
､

J A M 4 が 存在 しな い に t '

か か わ らず ､ 回腸 の 上皮細胞 で は 内在性 の M A G ト1 がti g h tj u n c ti o n に 集積 し て い た
｡

こ

れ ら の 観察か ら
､

M D C K 細 胞 にお け る M A G I - 1 の 局在 はJ A M 4 に よ っ て決 定 され るが
､
i n

v iv o で の M A G I - 1 の 局在は 必 ず しもJ A M 4 に依存 しな い こ と が 明 らか に され た
｡
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