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研究成果の概要（和文）：上皮細胞は、私たちの身体が外界と接する部分を覆う細胞（たとえば

皮膚）であり、外界に接する細胞膜領域と体内に接する細胞膜領域の間に機能の非対称性（極

性）が存在するという特徴を持つ。そしてこの極性の発達異常は生理機能の異常等につながる

ことが明らかとなっている。本研究においては、上皮極性制御因子であることがわかっている

PAR-1 というリン酸化酵素がいかにしてその作用を発揮しているのかという点を明らかにする

ことを目的とし、特にその結合タンパク質の解析を進めた。 

 
研究成果の概要（英文）：Epithelial cells cover the boundary between our body and external 
environment, and thus develop functional asymmetry (polarity) between the cell membranes 
facing internal and external environment. It has been demonstrated that abnormal 
epithelial polarity leads to physiological deficiency. In this study, we have analyzed 
how the general cell polarity-regulating protein, PAR-1, plays important roles for 
epithelial polarity, especially by analyzing its binding proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

個々の細胞の示す極性（細胞内成分の非対称

な分配とそれに基づく細胞機能や形態の非

対称化）は、多細胞生物が生命を維持する上

で根源的に重要であり、発生分化の過程（運

命決定因子の非対称分配やダイナミックな

上皮-間葉変換制御など）、成体機能の維持

（上皮細胞や神経細胞の機能など）、さらに

は種々の疾患の発生（発癌における上皮極性

の喪失、細胞運動の亢進）など様々な局面の

生命現象に深く関わっている。研究開始時点

までの間に、すでに私は、この細胞極性を普

遍的に制御する細胞内シグナル伝達制御シ

ステム、「PAR-aPKC システム」の研究を精力

的に展開し、主として哺乳動物上皮細胞の極

性制御の上でこのシステムに属する因子群

が非常に重要な役割を果たしていることを

明らかとしてきた。 
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２．研究の目的 

本研究においては、これまでの成果を系統的

に発展させ、特に、PAR-aPKC システムの出力

を担う二種のセリン・スレオニンキナーゼの

うちの一つ、PAR-1b の上皮細胞極性制御の分

子メカニズムをさらに解明することを目的

とした。具体的には、PAR-1b の新規標的分子、

および PAR-1b の非対称局在を担う因子の同

定と解析を試みた。 

 

３．研究の方法 

培養上皮細胞、MDCK 細胞に tag 付き PAR-1 

(PAR-1b isoform)を高発現して、tag による

免疫沈降物の中に検出される PAR-1b 特異的

な結合タンパク質を質量分析によって同定

した。この際、MDCK 細胞内在性の PAR-1b を

あらかじめノックダウンしておいた細胞を

用いることで、PAR-1b結合タンパク質の検出

を高めるという工夫をこらした。 

 本研究においいては、いくつか同定した

PAR-1b結合タンパク質の中の 250ｋDaの分子

（p250と命名）の PAR-1bとの機能との関係、

および上皮極性制御への関与の可能性につ

いて検討を進めた。この解析は、基本的に

MDCK細胞における 

 

４．研究成果 

１）PAR-1 によるジストログリカン複合体の

機能制御機構の解明 

 

先の研究期間に得ていた結果、「PAR-1 が、細

胞基質（ラミニン）受容体であるジストログ

リカン複合体に結合し、上皮細胞における膜

局在、およびラミニン結合に必須な糖鎖修飾

を正に制御する」という結果を論文として公

表するとともに、その分子メカニズムの一端

にさらに踏み込み、その点についても論文を

公表した。その中では、PAR-1 が直接結合す

るのは膜タンパク質であるジストログリカ

ンに結合する膜裏打ちタンパク質、ユートロ

フィンのスペクトリン・リピートの 8 番と 9

番にわたる領域であることを明らかとした。

そして、CD スペクトルの解析から、この二つ

のリピート構造は高い構造的協調性を有し

ており（下図）、PAR-1はこれらリピートのリ

ンカー部分をリン酸化し、その結果、C 末端

におけるジストログリカンとの結合に影響

を与える効果を発揮していることを報告し

た。 

また、PAR-1 がユートロフィンの相同分子

であり、デシャンヌ型筋ジストロフィーの原

因遺伝子であるジストロフィンにも同様に

結合し、リン酸化活性を示すこと、そして、

ヒト骨格筋細胞膜で両者が共局在を示すこ

とも明らかとした（下図）。 

 
 

２）新規 PAR-1b結合タンパク質の同定と解      

  析 

 

新たに方法を改善（3．研究の方法、参照）

することによって、本研究において新たな

PAR-1 結合タンパク質、ｐ250（仮称）を同定

した。この p250 は N 末端にコイルド・コイ

ル領域を有する以外は既知のタンパク質と

明確な相同性を示さない機能未知のタンパ

ク質であったが、本研究によって、このタン

パク質が、N 末端を介して会合する活性を示

すとともに、その C 末端の特徴的な塩基性領

域を介して微小管に結合するタンパク質で

あり、細胞内で微小管を束化・安定化する活

性を有することを明らかとした。そして、RNA

干渉法(RNAi)による p250 の培養上皮細胞に

おける発現抑制によって、PAR-1 発現抑制の

場合と同様なラテラル膜の伸長抑制が観察

されることが判明した （次ページ参照：NC:

コントロール）。したがって、p250 が PAR-1

とともにこの上皮極性化後期のこの過程に

関与している可能性が示された。その後の研

究により、p250は上皮細胞のサブ・ラテラル

膜の微小管に局在し、その領域への PAR-1 の

リクルートに働いている可能性も示唆され

た。また、PAR-1 はキナーゼ領域を介して、

p250の分子中央の領域に結合し、その近傍の

特定のセリン残基をリン酸化することも判

明した。この研究は現在、投稿準備中である。 

 

3）PAR-1 の上流因子、aPKC に関する研究 



 

 

 

PAR-1の上流因子である aPKCの上皮アピカル

膜形成促進活性に関する研究も進め、PAR-3

と aPKC の間の結合がアピカル膜タンパク質

を含む細胞内小胞の細胞膜への標的化に必

須であることを明らかとして論文として発

表した。 

 一方、東京大学農学部の千田教授との共同

研究によって、KIBRA が aPKC の内在的な阻害

タンパク質として働き、そのことを介して

aPKC のアピカル膜形成促進能を調節してい

ることを明らかとし、論文として報告した。 
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