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研究成果の概要（和文）：PAR3は細胞極性を制御するPARーaPKC因子群の因子一つで、上皮細胞では細胞間接着
部位に局在して機能する。本研究では、新規に同定したPAR3のリン酸化による局在制御機構を明らかにした。ま
ず、このリン酸化部位はPAR3の結合タンパクであるASPP2がリクルートするPP1によって脱リン酸化されることを
明らかにした。さらに、脱リン酸化によってPAR3分子自身が集積（クラスタリング）しやすくなることがわかっ
た。PAR3が細胞間接着部位に濃縮する機構として、脱リン酸化によって起こる局所的な集積があることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：PAR3 is a constituent of PAR-aPKC system, the evolutionally-conserved 
polarity-regulating signal network. This factor localizes and functions at the apical cell-cell 
junction. In this study, significance of the novel phosphorylation on PAR3 localization was 
clarified. I revealed that ASPP2, a PAR3-binding protein, recruits PP1 to PAR3 to dephosphorylate 
this site. Dephosphorylated form of PAR3 strongly accumulated to the cell-cell junction suggesting 
this phosphorylation regulates PAR3 localization.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PAR－aPKC細胞極性制御因子群は、非対称な形態を形成する細胞（上皮細胞、神経細胞、非対称分裂を行う幹細
胞など）において、非対称な細胞膜ドメインを形成するために必要な因子であり、動物種間や組織種間にわたっ
て普遍的に保存された因子群である。PAR3はその因子一つで、上皮細胞では細胞間接着部位に局在して機能す
る。本研究では、新規に同定したPAR3のリン酸化修飾に着目し、PAR3の局在制御機構を明らかにした。細胞極性
は生体恒常性の維持・幹細胞の維持・がん化の抑制に働いているため、本研究はこれら生理・病理現象の解明に
も寄与する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
上皮細胞のアピカル細胞膜（管腔側）とバソラテラル細胞膜（基底膜側）はそれぞれを構成
する脂質や蛋白質が異なっており、この境界にタイトジャンクションが形成される。このよう
な細胞の非対称な性質を細胞極性といい、上皮組織の構築や恒常性維持に必須な性質である。
PAR-aPKCシグナルタンパク群は、細胞内で非対称に局在する極性制御因子として同定された。
PAR3-aPKC-PAR6-Cdc42 複合体はアピカル膜形成を促進する。その中でも、PAR3 は先がけ
て細胞間接着部位に局在化し、他の複合体因子をタイトジャンクション領域とアピカル膜にリ
クルートすると考えられているので、PAR3 の局在制御機構は細胞極性形成を理解する上で重
要である。我々は以前、ASPP2 が PAR3 の局在に必要な因子であることを明らかにしたが、
その機構は不明であった。 

 
２．研究の目的 
 

PAR3 の局在制御に必須な役割を果たしている ASPP2 は、脱リン酸化酵素である PP1αと
相互作用することが知られていた。そのため、PAR3 の局在制御にはこの相互作用とリン酸化
制御が重要であると考え、局在制御におけるリン酸化の意義を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
1) PAR3の免疫沈降によって PP1αが共沈降する。細胞中の ASPP2をあらかじめ Knockdown
することで PAR3と PP1α間の結合に影響が出るかどうか調べた。 
2) 14-3-3をプローブにした Far-western blottingによって PAR3のリン酸化領域を絞り込み、
点変異によって新規リン酸化部位を同定した。 
3) PAR3のリン酸化部位点変異体タンパクを細胞に発現させ、野生型 PAR3との性質的な違い
を探索した。 
 
４．研究成果 
 
1) ASPP2のKnockdownによって、PAR3と共免疫沈降するPP1αの量が減少した。また、
PP1αと結合しない ASPP2 RVKF 変異体は、PAR3を細胞間接着に局在させる活性が低
かった。これらの結果は、ASPP2 が PAR3 と PP1α間の結合を媒介しており、この結合
が PAR3の局在に必要であることを示唆している。 
2) 上述の方法で、PAR3のリン酸化部位を絞り込み、この領域にあるセリン・スレオニン
を全て置換することで、新規リン酸化部位を同定した。新規リン酸化部位のリン酸化レベ
ルは、ASPP2の knockdownにより上昇した。また、PP1阻害剤を作用させると上昇した。
これら結果は、ASPP2 は PAR3 と PP1αの両者に結合することで、PAR3 の脱リン酸化
を行っていることを支持する。この PAR3 のリン酸化部位変異体を上皮細胞に発現させ、
カルシウム除去により細胞間接着を破壊すると、野生型 PAR3は細胞質に一様に分布した
のに対し、変異体 PAR3は塊状の構造を作って細胞質に分布した。この結果から、脱リン
酸化によって PAR3分子自身が集積（クラスタリング）しやすい性質になることが示唆さ
れた。野生型 PAR3-GFPと PAR3_SA-GFPのターンオーバー（分子の交換）を FRAP法
で比較したところ、SA変異体の方が入れ替わりが遅かったことから、非リン酸化型 PAR3
は細胞間接着に安定局在していることが示唆された。また、SA 変異体 PAR3 はタイトジ
ャンクション領域よりもベーサル側であるラテラル膜にも異所的に局在し、タイトジャン
クション形成領域をよりベーサル側であるラテラル膜へと伸長させた。これら結果から、
PAR3 が細胞間接着部位に濃縮する機構として、脱リン酸化によって起こる局所的な集積
があることが示唆された。線虫やショウジョウバエにおいても PAR3のクラスターが観察
されており、今回のリン酸化制御が普遍的に働いている可能性がある。 
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