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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患では、炎症反応による酸化ストレスを伴い極性化した上皮細胞から成る
管腔組織構造の破綻が確認される。しかし、酸化ストレスの細胞極性に及ぼす作用の詳細は不明であった。本研
究では、「炎症性腸疾患で起こる管腔構造の破綻が、炎症反応を介した酸化ストレスによる aPKC の過剰な活性
化を経た aPKC-PAR 複合体の形成阻害によって誘導される事を証明する」を目的とした。本研究課題により、炎
症応答による酸化ストレスは、脂溶性情報伝達物であるPS（フォスファチジルセリン）の過酸化体を発生させ、
aPKCの過剰活性化を引き起こし上皮組織の形態異常（極性異常）を引き起こす可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Inflammatory bowel diseases processes disrupts the barrier function, 
inducing epithelial cell polarity. Increased permieability leads to oxidative stress-mediated 
chronic of inflammation. However, the effect of oxidative stress on epithelial polarity or 
epithelial morphology is unknown. We have also revealed that carbon tetrachloride (CCl4)-induced 
oxidative stress resulted in disassembly of TJs through aberrant activation of aPKC. In this study, 
we found that oxidative stress-mediated oxidized phosphatidylserine (OxPS) induced provokes a 
disturbance of epithelial cell polarity through aberrant activation of aPKC.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 細胞極性　酸化ストレス　炎症　aPKC
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研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性病態では、酸化ストレスに暴露されており、抗酸化作用を持つ薬剤の投与で細胞障害を抑制できると想定
されるが十分な効果は得られていない。その理由として酸化ストレスによる脂溶性情報伝達物質の過酸化体の生
成と、その生理活性の変化が抗酸化による防御機構を上回るためと考えられる。本研究課題により、「脂溶性情
報伝達物であるPS（フォスファチジルセリン）の過酸化体」を同定し、aPKCの過剰活性化を介することをはじめ
て明らかとした。この成果は、炎症性腸疾患や癌などの酸化ストレスを伴う病態発症および重篤化をまねく共通
の分子基盤と考えられ、炎症性腸疾患や癌などの新たな治療法確立のための分子基盤として有用である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 炎症反応などによる酸化ストレスは、細胞・組織の傷害に関与する可能性が示唆されている。
これまでこのような傷害は、細胞自体に致命的なダメージを与える点に着目されてきていた。
一方、申請者らは、急性的な酸化ストレス傷害時において、細胞死が起きていない状態におい
て、肝細胞の接着構造が傷害され、細胞極性の異常が生じることを報告してきた（Am J 
Pathol.2015;185:958-68）。一方、酸化ストレス刺激による上皮細胞の極性異常が生じる過程で、
aPKC の異常な活性化が誘導されることを見出した。さらに、予備的な実験ではあるが、上皮
細胞の極性異常が観察される炎症性腸疾患モデル動物を用いた解析から、傷害組織にいて
aPKC の局在異常および活性異常が観察された。これらの結果から、炎症性腸疾患で惹起され
る炎症の具体的な作用点として aPKC の過剰な活性化による極性破綻（上皮組織構造の破綻）
によって腸の機能障害が誘導されると考えられた。最近、炎症応答により脂溶性情報伝達物質
の過酸化体が生じることを突き止めた。重要な事に、この過酸化体は aPKC の活性化にも関与
する脂質が含まれる可能性が出ていた。しかし、実際に脂溶性情報伝達物質の過酸化体により
aPKC の異常な活性化が誘導され上皮細胞の極性異常が誘導されるかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では「aPKC の過剰活性化が酸化ストレスを伴う炎症性腸疾患の発生・重篤化に

関するか明らかとする」ことを目的とし、炎症性病態の共通分子基盤として aPKC の関与を解
明する。具体的には、炎症反応を介した酸化ストレスにより、aPKC 活性化作用を有する PS の
過酸化体が生成され、aPKC の過剰な活性化を引き起こし組織傷害過程で細胞極性の破綻を進
行させるという可能性について精査する。 
 
３．研究の方法 
本研究課題においては以下の点について解析を行った。 

（１）．酸化ストレス刺激を加えた上皮細胞において、細胞極性の異常および、aPKC の活性変
化と aPKC-PAR 複合体形成に対する作用の検討。 

① 培養上皮細胞である MDCK 細胞に種々の酸化ストレス刺激（H2O2, 水溶性ラジカル
発生剤:AAPH, 脂溶性ラジカル発生剤:AMVN, ラジカル発生剤;Menadione）を加えタ
イトジャンクション（TJ）マーカーである ZO-1、ゴルジマーカーである GM130、を
用いて蛍光免疫染色にてそれらの構造および局在について検討した。 

② ①と同様に酸化ストレス刺激を加えた細胞を用いて抗 Par-3 抗体により免疫沈降実験
を行い aPKC-PAR 複合体形成について検討した。 

 
（２）．IBD モデルマウスの腸組織の形態変化（傷害）が誘導される初期の段階において、aPKC

の活性変化が誘導されるか検討した。 
① IBD モデルマウスは DSS (Dextran Sodium Sulfate)を経口投与し作成し、病変組織の極

性に与える作用について免疫組織化学的手法を用いて抗 aPKC 抗体、抗 Par-3 抗体を用
いて、それらの細胞内局在と TJ 構造について検討する。 

② 病変部位における aPKC の活性変化について抗 aPCK リン酸化抗体を用いて影響を検
討する。 

 
（３）．フォスファチジルセリン(PS)の過酸化体の生成物を作成し上皮細胞に対する作用と

aPKC 活性作用について検討した。また、PS 過酸化体の生成標品を用いて IBD モデル
マウスおよび CCl4 による肝障害モデルマウスの傷害組織において PS 過酸化体が生じ
ているか検討した。 

   
４．研究成果 
（１）．酸化ストレス刺激を加えた上皮細胞において、細胞極性の異常および、aPKC の活性変

化と aPKC-PAR 複合体形成に対する作用の検討 
① 酸化ストレス刺激を MDCK 細胞に与えたところ、TJ の消失、膜ドメインの異常やゴ

ルジ体の局在変化が誘導された（細胞極性の異常が観察された。図 1.）。 
② 酸化ストレス刺激を加えた MDCK 細胞では、aPKC 活性化の指標となるリン酸化が上

昇していることが明らかとなった。また、aPKC-PAR 複合体形成が抑制されることが
分かった。 
 



（２）．IBD モデルマウスの腸組織の形態変化（傷害）が誘導される初期の段階において、aPKC
の活性変化が誘導されるか検討した。 

① IBDモデルマウスの消化管上皮細胞において aPKCおよびPar-3のタイトジャンクショ
ンの局在化が失われた（図.2）。 

② aPKC 活性化の指標となるリン酸化抗体を用いて免疫組織化学的手法によりその局在
を検討した。その結果、炎症傷害部位において aPKC のリン酸化が上昇していること、
また、aPKC のリン酸化体は、細胞質に多く局在していることが明らかとなった。 

 
図.2 IBD モデルマウス病変部位では aPKC の TJ への局在化が失われた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）．フォスファチジルセリン(PS)の過酸化体の生成物を作成し上皮細胞に対する作用と

aPKC 活性作用について検討した。また、PS 過酸化体の生成標品を用いて IBD モデル
マウスおよび CCl4 による肝障害モデルマウスの傷害組織において PS 過酸化体が生じ
ているか検討した。 

① フォスファチジルセリン（PS）の精製標品より自動酸化させた後、HPLC により精製
を行い PS の過酸化物の精製標品を作成することができた。 

② PS の過酸化物の上皮極性に対する作用を検討した。その結果、上皮細胞の接着構造の
変化を確認した。また、過酸化 PS を処理した細胞においては、aPKC の活性化に関与 
するリン酸化が上昇していることがわかった（図.3）。 

 
図.3 過酸化 PS（PSOOH）を処理した上皮細胞では、aPKC のリン酸化が上昇した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                           DPPS: Dipalmitoylphosphatidylserine 
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