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研究成果の概要（和文）：　癌や肝硬変、炎症性腸疾患では炎症反応による酸化ストレスに暴露されている。また、細
胞極性の異常も確認されるが、酸化ストレスの細胞極性に対する具体的な作用は不明であった。
　本研究課題から、酸化ストレスによって極性制御因子であるaPKCの異常活性化がPar3, aPKC, Par6からなる三者複合
体（aPKC-PAR複合体）形成を阻害し細胞極性の異常を惹起する要因となることを突き止めた。これら成果は、酸化スト
レスが関与する病態に共通する分子基盤と考えられ新たな治療法の確立に貢献できることが期待される。

研究成果の概要（英文）：  Excessive productions of free radicals and oxidative stress are implicated in th
e pathogenesis of cancer, cirrhosis and inflammatory bowel diseases. However, the effect of oxidative stre
ss on cell polarity or tissue morphology is still unknown.
  Here we demonstrated that carbon tetrachloride (CCl4)-induced oxidative stress resulted in the loss of c
ell polarity in rat liver. Furthermore, the polarity regulating protein complex, aPKC-PAR complex (Par-3-a
PKC-Par-6 ternary complex) formation was inhibited by aberrant activation of aPKC through CCl4 treatment. 
Our findings would contribute to understanding of molecular basis of oxidative stress-induced disease and 
to the innovation of diagnostic techniques.
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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・組織の傷害や癌の浸潤・転移に関与する
可能性が示唆されている。申請者は、これま
でにラット肝傷害モデル動物において肝細
胞・肝組織の極性異常が誘導される可能性を
見出してきた。また、極性制御に働く
aPKC-PAR 複合体の形成が阻害されること
も明らかとした。しかし、酸化ストレスを伴
った細胞・組織傷害の過程で aPKC-PAR 複
合体の機能変化の詳細は不明であった。                                                
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、「酸化ストレスにより極
性制御因子 Par3, aPKC, Par6 からなる三者
複合体（aPKC-PAR 複合体）の機能変化が生じ
ることで炎症性病態を誘導するか明らかと
する」ことを目的とした。 
 
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）培養上皮細胞の極性に対する酸化スト
レス刺激の作用の検討。 
①培養上皮細胞である MDCK 細胞に各種酸
化ストレス発生剤（H2O2, AMVN, AAPH, 
Menadione）を処理し細胞極性に対する作
用をタイトジャンクションマーカーであ
る抗 ZO-1 抗体を用いて蛍光免疫染色を行
い評価した。 
②酸化ストレス刺激を処理した細胞を使い
抗 Par-3 抗体にて免疫沈降を行い供沈降
してくるaPKC量を元にaPKC-PAR複合体形
成に対する作用を評価、検討した。 
（２）酸化ストレス傷害モデル動物において
細胞極性の異常および aPKC-PAR 複合体の機
能変化が誘導されるか検討した。 
①酸化ストレス傷害モデル動物は、ウィスタ
ー系ラットオスに四塩化炭素（CCl4）を投
与し作成した。そして、ラット肝臓を採取・
固定した後、免疫組織化学により ZO-1，
Par-3, aPKC に対するそれぞれの抗体を用
いて肝組織および肝細胞の極性に対する作
用を検討した。さらに、電子顕微鏡を用い
た超微細構造の観察を行った。 
②上記①ラット肝組織から抗Par-3抗体を使
い免疫沈降を行い供沈降してくる aPKC 量
の変化をコントロールラット肝と比較、検
討した。また、抗酸化能を有するビタミン
E 投与により CCl4による肝組織の極性異常
に対する抑制効果について検討を加えた。 
③さらに、上記①のラット肝臓を使い抗 aPKC
抗体により内在性 aPKC を精製し in vitro
リン酸化実験を行い aPKC 活性変化につい
て検討した。 
④aPKC の活性化に関わるシグナル伝達の検
討を行った。aPKC は PI3-キナーゼシグナル
の下流で活性化されることが知られている。
そこで、PI3-キナーゼシグナルの活性化に
ついて Akt の Ser473 と Thr308 のそれぞれ

のリン酸化について抗リン酸化抗体を用い
て検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）培養上皮細胞の極性に対する酸化スト
レス刺激の作用の検討。 
①MDCK 細胞に酸化ストレス刺激を与えたと
ころ、H2O2, AMVN, AAPH, Menadionee のい
ずれの刺激においても刺激においても TJs
の異常が観察された。また、Par-3, aPKC
の局在変化が H2O2刺激で確認された。   
  細胞極性に対する作用を更に検討するた
め、ゴルジ体マーカーである GM135 抗体を
用いて免疫蛍光染色を行いその局在に対す
る作用を検討した。その結果、H2O2 処理に
よりコントロール群で観察される細胞核と
管腔面の間の局在が失われ細胞質全体へと
局在することが明らかとなった。（学会発表
9,13） 
②Par-3-aPKC 複合体形成に対する酸化スト
レス刺激（H2O2）の作用を検討した。その結
果、Par-3 と共沈降される aPKC の量がコン
トロールと比較し減少することがわかった。
（学会発表 9,13） 
  
以上の結果から酸化ストレス刺激によって
培養上皮細胞の極性異常が誘導されること
が明らかとなった。この時、極性制御分子で
あるaPKC-PAR複合体量の減少が確認された。
酸化ストレスによる細胞傷害（形態異常）の
起点にそれら複合体の機能破綻が関与する
ことが示唆された。 
 
（２）酸化ストレス傷害モデル動物において
細胞極性の異常および aPKC-PAR 複合体の機
能変化が誘導されるか検討した。 
①CCl4による肝傷害組織を使い TJs, Par-3, 
aPKC の細胞内局在について検討した。その
結果、ZO-1 で観察される TJs 構造の部分的
消失が確認された。また、Par-3, aPKC の
細胞内局在もコントロール肝組織と比較し
て TJs への局在が失われ細胞質へと局在が
変化することが明らかとなった。さらに、
CCl4による肝傷害組織を電子顕微鏡による
超微細構造観察を行った結果、TJs の密着
点の異常と胆細管の拡張が確認された



（図.1）。（学会発表 3-5） 
 
②細胞極性の制御に関わる Par-3-aPKC 複合
体の形成について抗 Par-3 抗体を用いた免
疫沈降実験を行った。その結果、CCl4 によ
りPar-3と供沈降してくるaPKCの量が減少
することが判明した（図.2）。 
  

 また、CCl4による肝組織の極性異常をビタミ
ン E の投与により抑制できるか検討した結
果、TJs の異常および aPKC-PAR 複合体量の
減少を抑制できることが明らかとなった。
CCl4による肝傷害においてaPKC-PAR複合体
量の減少が肝組織の極性異常に関与するこ
とが示唆された。（雑誌論文 4, 学会発表
9,13） 
③Par-3はaPKCによるリン酸化により両者の
結合が弱くなることが報告されている。そ
こで aPKC による Par-3 Ser827 の特異的リ
ン酸化の変化について検討した。その結果、
そのリン酸化が CCl4処理により増加してい
ることがわかった（図.3）。 

 
 さらに aPKC のキナーゼ活性化に働く aPKC 
Thr410/403 のリン酸化を識別する特異抗体
を用いて aPKC 活性変化について検討を加
えた。その結果、aPKC Thr410/403 のリン
酸化が CCl4処理したラット肝臓で増加して
いることが明らかとなった。また、それら
組織から抗 aPKC 抗体を使い精製・in vitro
リン酸化実験を行ったところ、その活性が
コントロール肝組織と比較し増大していた
（図.3）。 
  

 今回の解析から、酸化ストレスによる肝傷
害モデル動物において、初めて極性分子で
ある aPKC-PAR 複合体の機能異常が確認さ
れた。また、この傷害モデルにおいて TJs
および胆細管構造の拡張が観察された。
aPKC-PAR 複合体は TJs や管腔構造の形成や
維持に必須であることが報告されているこ
とを考え合わせると、炎症性腸疾患などの
TJs や管腔構造の異常を伴った病態におい
ても aPKC-PAR 複合体の異常が確認される
と予想される。現在、炎症反応による酸化
ストレスが亢進していることが予想される
炎症性腸疾患モデル動物を作成し、
aPKC-PAR 複合体の機能変化が誘導されてい
るか検討を進めている。酸化ストレスによ
る aPKC-PAR 複合体の異常が炎症性腸疾患
の発生に関与することが明らかとなれば、
クローン病や潰瘍性大腸炎など未だ治療が
困難な疾患の新たな治療法の確立に繋がる
ことが期待される。 
④CCl4による肝傷害肝組を使い、PI3-キナー
ゼシグナルの活性変化について抗 Akt 
Thr473 と Thr308 に対する抗リン酸化抗体
を用いて評価した。その結果、いずれのリ
ン酸化も、CCl4したラット肝組織で上昇す
ることか明らかとなった。酸化ストレスに
よる肝傷害の過程で「PI3 キナーゼシグナ
ルの活性化→aPKCの異常活性化→aPKC-PAR
複合体の減少→極性異常→肝臓組織形態の
傷害」というシグナルカスケードの存在が
示唆された。（雑誌論文 6）今後、これら分
子の機能変化がヒトの肝炎、肝硬変、胆汁
うっ滞型肝硬変などにおいて確認されれば、
新たな治療法の確立に繋がる可能性も示唆
している。 
 
（３）今後の検討課題 
 
これら CCl4 による肝組織の極性異常によっ
て誘導される胆細管の拡張（異常）が
Par-3-aPKC 複合体の減少あるいは aPKC の異
常活性化が関与しているか検討をさらに加
えた。-napthyl isothiocyanate （ANIT）
は胆汁うっ滞を誘導することが知られてお
り、この方法を利用して肝組織の胆管の変化
が Par-3-aPKC 複合体の機能変化によって誘
導されうるか検討した。その結果、ZO-1, 
Par-3, aPKC の TJs への局在が阻害されてい
た。（学会発表 14）今後、本モデルにおいて
Par-3-aPKC 複合体の形成および aPKC 活性に
対する作用を検討する予定である。また、消
化管の管腔構造の異常が観察されるクロー
ン病や潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患モ
デ ル 動 物 を 作 成 し 細 胞 極 性 お よ び
Par-3-aPKC 複合体の機能変化が誘導されう
るか検討する。さらに、Par-3, aPKC の部位
特異的ノックアウトマウスを入手しそれら
傷害に対する Par-3, aPKC の役割を追求する。
今後の検討により、炎症反応による酸化スト
レスを伴った病態の普遍的分子基盤の解明



が期待される。 
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