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研究成果の概要（和文）：本研究では、脂溶性食品成分であるコエンザイムQ10（CoQ10）による細胞膜ドメイン
の変化および細胞膜ドメイン制御を介した上皮バリア機能の調節（安定化）機構について調べるために、細胞極
性モニタリングシステムを構築するとともに、上皮細胞の極性形成過程に及ぼす影響（上皮バリア機能に対する
作用）を検討した。CoQ10は細胞間接着依存的な上皮細胞のタイトジャンクション形成を早め、上皮細胞の極性
化を促進することが明らかになった。その分子機構として、PI3キナーゼシグナルを介したatypical protein 
kinase Cの活性化により極性形成が促進されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： In the present study, we examined whether coenzyme Q10 (CoQ10) reinforces 
epithelial barrier function via regulating cell polarization. CoQ10 promoted repolarization by 
calcium addition of the depolarized MDCK cells, accelerating tight junction formation. 
Immunohistochemical analyses showed that CoQ10 increased localization of caveolin to the apical 
membrane domains of the cells. We found that CoQ10 activates atypical protein kinase C (aPKC) and 
PI3 kinase signaling. We also found that CoQ10 enhanced complex formation of aPKC and Par3 in MDCK 
cells.
 Our study has demonstrated that CoQ10 promotes the cell polarization via caveolin/PI3 kinase/aPKC 
signaling pathway, enhancing epithelial barrier function.

研究分野： 生化学、医科栄養学、酸化ストレス学

キーワード： 脂溶性食品成分　コエンザイムQ10　細胞膜ドメイン　上皮バリア機能　細胞極性　atypical PKC　PI3
キナーゼ　カベオラ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により脂溶性食品成分（特にCoQ10）による細胞膜ドメイン制御を介した上皮バリア機能強化という新た
な生理機能およびその分子メカニズムが解明されれば、食品成分に限らず、より効果的な化学物質を合成するこ
とができ、新規の創薬につながる可能性も含めて、本研究の成果は社会的に貢献できるものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

極性化した上皮細胞は細胞間接着構造であるタイトジャンクション（TJ）を基点としてアピカ

ル膜ドメイン（AD）およびバソラテラル膜ドメイン（BD）と呼ばれる膜ドメインに膜タンパク質

および膜リン脂質を秩序立てて配置させている。この極性化により上皮細胞は生体の内外を隔

てる上皮バリアとして機能し、ウイルス・細菌などの病原体や有害物質の侵入を防ぐとともに、

栄養素などの方向性を持った取込みや放出を行っている（図 1）。このため上皮バリア機能の破

綻はウイルス・細菌感染や慢性炎症性疾患の原因となることが明らかになっている。近年、健康

寿命を延ばすことに国民的関心が高まっている。健康寿命延伸には栄養摂取の重要性が指摘されて

おり、上皮バリア機能を強化する食品機能性成分の探索は非常に重要である。これまで食品成分で

あるビタミン E（VE）に関しては、抗酸化作用以外に膜構造に対する作用も想定されているが

（Zingg JM, J Sci Nutr Vitaminol 61:S76-S77, 2015）、未だ詳細な報告はなされていない。

さらに、コエンザイム Q10（CoQ10）や VE を含め

た脂溶性食品成分の細胞膜ドメインや上皮バリア

機能制御に関する研究は全く行われていない。本

研究では、脂溶性食品成分である CoQ10 による細

胞膜ドメインの変化および細胞膜ドメイン制御を

介した上皮バリア機能の調節（安定化）機構につい

て調べるために、細胞極性モニタリングシステム

を構築するとともに、上皮細胞の極性形成過程に

及ぼす影響（上皮バリア機能に対する作用）を検討

した。  

２．研究の目的 
本研究では、脂溶性食品成分のCoQ10が“細胞膜ドメイン制御を介して上皮バリア機能を調節（安

定化）する”と仮定し、ADおよび BDの各ドメインに局在するタンパク質や脂質に特異的に結合す

るタンパク質ドメインとGFPとの融合分子を発現させた“細胞極性モニタリングシステム”を構築

し、CoQ10 による細胞膜ドメインの変化を解析する。また、CoQ10 の上皮バリア機能に対する影響

を調べるために、上皮細胞特有の細胞間接着構造である TJ の形成過程、すなわち上皮細胞の極性

形成過程に対する作用を検討し、“細胞膜ドメイン制御を介した上皮バリア機能の調節（安定化）機

構を解明する”ことを目的に研究を遂行する。上述したようにこれら脂溶性食品成分が細胞膜ドメ

インのダイナミクスにどのような影響を与えるかに関してはこれまで検討されていなかった。した

がって、本研究により脂溶性食品成分（特に CoQ10）による細胞膜ドメイン制御を介した上皮バリ

ア機能強化という新たな生理機能およびその分子メカニズムが解明されれば、食品成分に限らず、

より効果的な化学物質を合成することができ、新規の創薬につながる可能性も含めて、本研究の成

果は社会的に貢献できるものと考える。 

３．研究の方法 
CoQ10 の上皮バリア機能に対する影響を調べるために、MDCK 細胞をカルシウム（Ca2+）除去培

地で 24時間培養して細胞間接着構造を消失させ、再び Ca2+含有培地に変換した後、TJ形成を TJ

マーカーである ZO-1 の免疫染色により検討した（カルシウムスイッチ法：CS）。TJ は、上皮細

胞層の内外を隔てるバリアー機能を有している。そのため、CSなどによる MDCK 細胞の極性化過

程において TJ 形成に伴う上皮細胞層間（細胞層の内外の間に）の TER (Transepithelial 

electrical resistance)値が一次的に上昇することが知られている。そこで TJの機能を調べる



ために、TER を経時的に測定した。また、CoQ10 の細胞膜ドメインに対する影響を調べるために、

BD に局在するイノシトールリン脂質（PIP3）に特異的に結合する分子ドメインと GFP との融合

タンパク質（GFP-AktPH）、脂質ラフトに存在するカベオリン-1（Cav-1）と GFP の融合タンパク

質（GFP-Cav-1）、ホスファチジルセリン（PS）に結合する Lact-C2 ドメインと GFP の融合タンパ

ク質（GFP-Lact-C2）、カベオラ構造に依存しない AD マーカーの p75 と GFP の融合タンパク質

（GFP-p75）を発現させた MDCK 細胞を作製し（細胞極性モニタリングシステム）、CoQ10 のそれら

の局在に対する作用を検討した。さらに細胞極性の制御に関わる atypical protein kinase C 

(aPKC)-Par複合体の形成およびaPKCと PI3キナーゼの活性化に対するCoQ10の影響を生化学的

手法により検討した。 

４．研究成果 

CoQ10 (10 μM)を加えた培地を用いて CSを行い CoQ10 の MDCK 細胞極性化に対する作用を経

時的（CS 0 時間：0 h、1時間：1 h、2 時間：2 h）に観察した。TJ の形成は、そのマーカー

である ZO-1 を蛍光免疫細胞染色することにより検討した。その結果、コントロール群（Cont）

と比較して CoQ10 処理群において、TJ形成が促進されることが明らかになった（図 2）。また、

CS に伴う TER 値の上昇が CoQ10 処理群で早くなると共に、その値が上昇していることが明らか

になった（図 3）。一方、極性が失われた MDCK 細胞では、F-actin 陽性（アクチンフィラメン

ト）のアピカルタンパク質を含む細胞内凝集体が形成され、CS による TJ の形成過程と同調し

て F-actin 陽性凝集体は AD へと輸送されるため細胞内から失われることが報告されている。

CoQ10 処理群では、コントロール群と比較して CS後迅速に F-actin 凝集体が消失することが明

らかになった（図 4）。 

以上の結果より、CoQ10 は細胞間接着依存的な上皮細胞の TJ形成を早め、上皮細胞の極性化

を促進することが明らかになった。 

CoQ10の細胞膜ドメインに対する作用を調べるため、MDCK細胞にCoQ10を添加し、２時間後に

おけるGFP-AktPH、GFP-Cav-1の局在変化を検討した。CoQ10処理した細胞ではGFP-AktPHと GFP-

Cav-1の形質膜への局在変化が確認された（図5）。また、CoQ10添加後のGFP-Lact-C2 の局在を

調べたところ ADへの局在が促進されており、CoQ10 はコレステロールリッチなカベオラ構造に

図 2. CoQ10 は TJ 形成過程を促進した 



局在する PS の AD への局在を促進することが明らかになった（データ未提示）。一方、コレステ

ロールリッチドメイン以外に局在する p75 の AD への局在は促進されなかった（データ未提

示）。 

細胞極性制御因子である aPKC は上皮細胞の極性化に必須であることが報告されている。また、

aPKC のキナーゼ活性の阻害により TJ の消失が誘導されることも知られている。そこで、CoQ10

処理により aPKC 活性に変化が生じているか aPKC 活性化に関わるスレオニン 560 のリン酸化

（T560-P）に対する抗体を用いて検討した。aPKC のリン酸化について CoQ10 を処理した細胞で

は、CS後、0.5 h、1 h、24 h、においてコントロール群よりも aPKC T560 のリン酸化が上昇し

ていた。また、aPKC 活性に働く PI3 キナーゼシグナルの活性変化について Akt S473 のリン酸化

を指標に検討した。その結果、Akt S473 のリン酸化も CoQ10 処理によって上昇しており PI3 キ

ナーゼシグナルの活性化が起きていることが明らかになった（図 6）。CoQ10 による aPKC の活

性化（T560-リン酸化）は PI3 キナーゼの阻害剤 LY処理により減少した（図 7）。また、LY 処理

によっても GFP-Cav-1 の局在化は阻害されていないことから（データ未提示）、CoQ10 処理によ

りカベオラ構造の形成が促進され、その後、PI3 キナーゼシグナルが活性化していることが示唆

された。一方、aPKC と同じく極性制御分子である Par-3 は、aPKC と複合体（aPKC-Par 複合体）

を形成することが知られている。この複合体の形成は、上皮細胞の極性化に必須であることが明

図 3. CoQ10 は CS による TER 値上昇を促進した 図 4. CoQ10 は CS による細胞内凝集体の消失を早

めた 

（CoQ10 処理、

2 時間後） 

図 5.  CoQ10 の細胞膜ドメインに対する作用 



らかにされている。そこで、CoQ10 の aPKC-Par 複合体形成に対する作用について抗 Par-3 抗体

を用いた免疫沈降実験により検討した。その結果、CoQ10 処理群では Par-3 と結合している aPKC

の量（Par-3 と共沈降される aPKC）がコントロールと比較して増加していることが明らかになっ

た（図 8）。このことから、CoQ10 による上皮細胞の極性化促進効果は、aPKC-Par 複合体形成促

進を介していることが示唆された。 

以上の結果より、CoQ10 による上皮細胞の極性化促進効果は、PI3 キナーゼシグナルの活性化

を介した aPKC の活性化によって起こることが示唆された。また、PI3 キナーゼシグナルの活性

化にはカベオラ構造の形成が関与することが示唆された。 

 

図 6.  CoQ10 は CS 後の aPKC、Akt の活性化を促進した 

図 7.  CoQ10 による aPKC の活性化は

PI3 キナーゼ阻害により減少した 

図 8.  CoQ10 は極性制御分子 aPKC-Par 複

合体形成を促進した 
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