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研究成果の概要（和文）：生体の内側と外側を仕切るシートを作る上皮細胞には外側、内側の区別（極性）があ
ることが重要だが、極性の形成、維持の機構は十分に理解されていなかった。この研究では外側、内側の形成に
重要なタンパクの分布を正常時や実験下に定量的に測定し、モデル作成の基礎を作った。細胞間の接着、細胞外
基質との接着の役割などを加味したモデルを作成中である。一方、上皮極性に関わる因子を網羅的に探索するた
めに、効果的なゲノムワイドRNAiスクリーニングの方法を開発した。その結果、既知の因子を含め、新しい因子
を見出すことができ、解析を進行している。

研究成果の概要（英文）：Epithelial cell sheets form compartments that discriminate outer and inner 
environments and the apical-basal polarity of the epithelial cell is essential for the function. The
 mechanism of the formation and maintenance of the polarity, however, has not been fully understood.
 We made a basis for constructing a model that explains how the polarity is formed by quantitative 
measurements of protein amount along the cell cortex under normal or experimental conditions. Models
 containing the role of cell-cell and cell-substrate adhesions are under consideration. We also 
tried to identify important genes for polarity formation from genom-wide screening. After 
development of effective methods for measurement and analysis, we performed RNAi screening using 
more than 15,000 human genes. The results contained not only genes already reported but also new 
genes which involvement appears to be intriguing.
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１．研究開始当初の背景 

上皮細胞はシートを作り、生体の内側（生

物的環境）と外側（外部環境）とを分ける区

画を作る。そして、内側の生物的環境を守る、

すなわち生体の恒常性の維持という必須の

機能のために、上皮細胞は極性を持っている。

外側に面している細胞膜はアピカル面、内側

に面している細胞膜はバソラテラル面とし

て、構成するタンパク質の種類、機能も異な

る（図１）。

上皮シート

の機能のた

めには細胞

が細胞間接

着装

置に

よりシールされていなければならないが、こ

の装置が形成されるのは、ちょうどアピカル

/バソラテラル境界である。また生体内では

上皮シートは例外なく細胞外基質（ECM）シ

ート上に乗っており、必ず ECM の反対側がア

ピカル面である。このようなことから、細胞

間接着装置の形成と偏在したECMからの位置

情報が上皮極性形成に必須であると信じら

れてきたが、いくつかの報告と応募者らの実

験により、細胞間接着装置の形成は上皮極性

形成に必要ではないこと、ECM の偏在も上皮

極性の形成には必須ではないということが

明らかになってきた

（図２）。 

これまで、上皮細

胞極性は、線虫卵に

おける極性のように、

相対する極の性質を

作る因子群が

相互抑制をす

るという実験事実から全体像が想像されて

いた。しかし、極性因子の濃度などの定量的

なデータから数理的に上皮極性を理解した

り、細胞間接着、細胞外基質との接着の役割

などを説明できるモデルはなかった。その原

因の一つは、上皮細胞は、例えば卵細胞の極

性形成には重要とされる因子を抑制しても

なかなか異常が現れないことである。これに

対し、応募者は遺伝子の欠失により細胞間接

着ができない上皮細胞はそのような因子の

抑制に鋭敏に反応して極性の変化を示すこ

とを見いだし、そのような特徴的な細胞系を

使用することで、上皮極性の本質を知る突破

口とするというこれまでにない着想を得た。 
 
２．研究の目的 

本研究課題では、一つの上皮細胞が自律的

に極性を作りうるとみなすのが妥当という

考えに立脚して、それがどのような機構で作

られるのか、そして細胞間の接着や細胞外基

質との接着の意義は何であるのかなどにつ

いて、実験計測、単一細胞から上皮シートに

至る各段階を踏んだ数理モデルの積み上げ、

さらに網羅的な RNAi 実験による検証という

アプローチにより明らかにしていくことを

目的とする。 
 
３．研究の方法 
 

上皮極性形成にそれぞれ重要であることが

報告されているアピカル局在因子として

aPKC、バソラテラル局在因子として Scrib、

境界局在因子として Par3 について浮遊培養

をした R2/7 細胞に蛍光抗体法を行い、共焦

点顕微鏡により三次元情報を得て、それぞ濃

度分布を得る（図 3）。極性に摂動を与えた場

合も含んだ計測値を参照し、数理的に上皮極

性を理解するために(1)始原的な極性機構の

図１ ECM 上の上皮シートの極性 

図 2 単独上皮細胞の極性  



反応拡散モデル、(2) アピカルとバソラテレ

ルの境界面における膜上の構造を考慮した

反応拡散—コンパートメントモデル、(3)基底

膜と細胞間接着を考慮した多細胞上皮極性

モデルという段階を踏んで数理モデルを構

築する。 

 また、ゲノムワイドの siRNA ライブラリー

を用いた遺伝子抑制スクリーニングを行い、

どのような機能を持つ遺伝子が上皮極性形

成、維持に関わるのかを明らかにするととも

に、数理モデルの検証実験とする。 

 
４．研究成果 

(1) R2/7 細胞のアピカル、バソラテラル局在

因子、並びに境界に局在する因子（それぞれ、

aPKC, Scrib, Par3 など）の定量解析の結果

は、それまでの観察から概念として持ってい

た濃度分布とほぼ一致しており、単純に、両

極の濃度が高いのではなく、境界近くの濃度

が高いという特徴を持っていた。これは境界

部分に越え難いフェンスのようなものがあ

る、また極性因子は表層上にトラップされて

いると考えさせる。 

(2) この境界はアクチン細胞骨格に支えら

れており、アクチン重合阻害剤の投与でリン

グ状の境界は壊れた。その際、それぞれの因

子が独立して消失するのでなく、複合体を作

るように断片化していった。これはアピカル、

境界、バソラテラルがごく近接して形成され

る可能性を考えさせる。また、ミオシンによ

る収縮力も境界の位置や幅に関係し、力が緩

むと境界も幅広くなり、力が増すとリングは

収縮し小さくなった。さらに、ミオシンのラ

イブイメージングでは、この境界を可視化す

ることができるが、この境界がダイナミック

に動いていることがわかった。周期的に往復

運動（数分で 1 往復）、あるいは上から見て

回転運動をしているものが数割以上の細胞

に見られた。この周期的な動きそのものが上

皮極性の形成に関わるのかという点につい

ては、動かないものでも極性はあるので、必

須なものではないことは明らかだが、極性の

可塑性のようなものと密接な関係がある可

能性はある。この動きはミオシンの活性に依

存していた。また、浸透圧の変化により膜に

張力を与えるとこの動きは阻害された。 

 これらのデータを踏まえて、数理モデルの

構築を始めている。 

 

(3) 極性因子の網羅的スクリーニングにつ

いては、ゲノムワイドの RNAi スクリーニン

グを考えていた。細胞は R2/7 で、蛍光抗体

法によって ZO-1 を可視化する。それが作る

リングが小さくなればアピカルがバソラテ

ラルに比べて相対的に弱くなったことを意

味し、リングが大きくなれば相対的に強くな

ったこととを意味すると解釈し、それを 384

プレートから得られる大量の画像から解析

することを試みた。多量の細胞についてこの

ような染色された構造の形状情報を基に画

像解析をすることは実際にほとんど行われ

てこなかったということがわかり、RNAi によ

るスクリーニングに関する共同研究者であ

図３ 極性関連因子の濃度分布と境界（細

胞間接着装置）因子との関係の概念図 



る東京大学薬学部の名黒准教授と様々な方

法を試みて、リングが小さくなる場合、リン

グが大きくなる場合について、それぞれ既知

の遺伝子を用いた場合、それが十分に検出さ

れることを基準にして、画像解析アルゴリズ

ムを検討し、スクリーニング系の妥当性を評

価し、効果的なものを得た。さらに自動分注

装置、自動洗浄装置を使った場合の画像の質

の妥当性も確認した。 

 このように通常のスクリーニングが可能

と判断できる、安定した検出力があることを

確認した上で、ゲノムワイドの網羅的スクリ

ーニングを行った。384プレート70枚（18,152

遺伝子）の解析を行った結果、アピカル関連

（ZO-1リング縮小型）候補遺伝子が2090個、

バソラテラル関連(ZO-1 リング拡大型)候補

遺伝子が 608 個見出された。その全ても個別

に解析するのは困難なので、バイオインフォ

マティクス解析から、関係あるグループなど

を検討し、興味が強く持たれるものから、異

なる 2種類の siRNA を用いた二次スクリーニ

ングを行いつつある。既知の因子も見出され

ており、また、ミオシンの活性制御につなが

るもの、小胞輸送に関係するもの、RNA の安

定化に関わるものなど全く新しいカテゴリ

ーの遺伝子も見出されてきている。それらに

ついて検討することで、極性形成、維持の機

構の全体像がわかってくることを期待して

いる。 
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