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研究成果の概要（和文）：卵管上皮組織の多繊毛細胞は、卵巣-子宮方向に繊毛を動かし卵を子宮へ輸送する。
このような器官の軸に沿って発達する上皮細胞の極性（平面内細胞極性）は器官の機能に必須であるが、絶えず
細胞の入れ替わりが起こる上皮組織で平面内細胞極性が維持される仕組みは不明である。本研究ではマウス卵管
上皮組織を題材とし、組織に新たに供給された細胞（新生細胞）が多繊毛細胞への分化過程で平面内細胞極性を
獲得することを明らかにした。さらに、新生細胞が隣接細胞の向きを読み取ることで自らの向きと器官の向きと
を一致させる仮説を検証するとともに、一細胞遺伝子発現解析から、新生細胞が平面内細胞極性を獲得する分子
機構の解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：Planar cell polarity (PCP) is the coordinated alignment of cellular polarity
 in the plane of epithelial tissues, which is exemplified by unidirectional ciliary movements of 
multiciliated cells (MCCs) in the oviduct. Although PCP is essential for functions of organs, 
mechanisms of how PCP is maintained in matured organs are still unclear. 
In the mouse oviduct epithelium, cellular turnover occurs throughout life. We found that 
proliferated oviduct epithelial cells acquired PCP as they differentiated to MCCs. We hypothesized 
that differentiating cells establish PCP by reading orientations of adjacent cells, and verified 
this hypothesis. Furthermore, to identify genes that regulate the acquisition of PCP during MCC 
differentiation, gene expressions were analyzed by single cell RNA-sequencing. We focused on genes 
whose expression levels changed during MCC differentiation, and prepared to investigate roles of 
those genes in the maintenance of PCP.

研究分野：発生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
発生過程における平面内細胞極性の形成機構はショウジョウバエ翅をモデル系として研究が進んできた。しか
し、ショウジョウバエ翅の上皮細胞は羽化直後に死滅するため平面内細胞極性の維持機構の研究には適していな
い。新たに生まれた細胞がいかにして自らの向きと大きく成長した器官の向きとをすり合わせ、器官全体で細胞
の向きが揃った状態が維持されるのか、その機構は未解明のままである。本研究では平面内細胞極性が成体でも
維持されるマウスの卵管上皮組織に着目することで、この問題を解決する基盤となる成果を得た。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
哺乳類の卵管の上皮組織を構成する多繊毛細胞は、卵巣-子宮方向に繊毛を動かし卵を子宮へと
輸送する（図１）。このような器官の軸に沿って上皮細胞が発達させる平面内細胞極性（planar 
cell polarity; PCP）は、気管や脳室など様々な器官の機能を支えている。上皮組織は外界から
の様々な刺激にさらされており、ダメージを受けた上皮細胞は組織から排除され、幹細胞から新
たに細胞が供給されることにより、上皮組織の恒常性が維持される（Messier and Leblond, Am 
J Anat., 1960）。このような細胞の入れ替わりは発生期に確立された PCP の攪乱を招く可能性
があるが、正常な上皮組織ではそのような問題は生じない。上皮組織に新たに供給された未分化
な細胞（新生細胞）がどのようにして、器官の軸に沿った極性を発達させ、上皮組織の PCP が維
持されるか、その機構は明らかにされていない（図１）。 
発生過程において PCP は、core PCP タンパク質群が細胞境界上で一方向的に偏って局在する
ことにより形成される。Core PCP タンパク質群は 7回膜貫通型カドヘリン分子 Celsr1 や 4回
膜貫通型タンパク質 Vangl2 を含む進化的に保存された分子群である。これら core PCP タンパ
ク質の機能が損なわれると、例えばマウスの卵管では繊毛運動の方向が卵巣-子宮軸に沿わなく
なり、卵の輸送といった器官の機能が阻害される（Shi et al., Development, 2014）。 
マウスの卵管上皮組織では生後 2日目の段階で core PCP タンパク質が卵巣-子宮軸に垂直な
細胞境界に偏って局在し、その後成体でも維持される（Shi et al., Development, 2014）。卵管
の上皮組織には幹細胞が存在し（Ghosh et al., Development, 2017）、細胞の入れ替わりが生じ
ることが示されている（Roberson et al., Dev Dyn., 2020）。このことから、PCP が確立した組
織に供給された細胞が core PCP タンパク質の卵巣-子宮軸に沿った偏りを獲得することにより
PCP が維持されると考えられるが、新生細胞が PCP を獲得する過程での core PCP タンパク質の
量や局在の変化やその制御機構は明らかにされていない。 
Core PCP タンパク質の偏りの方向と器官の軸との一致には、分泌性因子の濃度勾配、液流や
外力といった器官の軸の情報をコードするグローバル因子が寄与することが報告されている。
グローバル因子の多くはまだ器官が小さい発生過程で一過的に機能し、その後 core PCP タンパ
ク質の偏った局在が組織の成長過程でも維
持されることにより、組織全体で細胞の向
きが揃った状態が確立される。しかし、成体
の卵管では新生細胞が極性を獲得する際
に、液流、力や非古典的 Wnt 分子の濃度勾
配といったグローバル因子が機能する可能
性は低い。ウズラの卵管の一部を切除し卵
巣-子宮の向きを逆転させて縫合しても、上
皮細胞の極性が再配向しないことが報告さ
れており、また、成長した器官では器官全体
に及ぶ Wnt 分子の濃度勾配を形成・維持す
ることは難しいと推測されるためである。
別の可能性としては、新生細胞が PCP を確
立した隣接細胞の向きを読み取ることが考
えられるが、検証されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では PCP が維持されるメカニズムを理解するため、新生細胞が器官の軸に沿った極性を
獲得する分子機構の解明を目指す。具体的には、新生細胞が PCP を獲得する過程での core PCP 
タンパク質の量や局在の変化を明らかにし、その制御を担う分子の同定を目指す。さらに、新生
細胞が PCP を確立した隣接細胞の向きを読み取り、器官の向きと自らの向きとを一致させる仮
説を検証する。 
 
３．研究の方法 
本研究では個体の一生を通じて細胞が入れ替わるマウスの卵管上皮組織を題材として、PCP 維持
機構を解析した。マウス卵管の上皮組織は主に分泌細胞と多繊毛細胞から構成され、分泌細胞が
分裂し多繊毛細胞に分化する。Core PCP タンパク質の細胞境界上の量は分泌細胞では少ないの
に対し、多繊毛細胞では量が多く偏りも顕著である。そこでまず、多繊毛細胞への分化過程での
core PCP タンパク質の量や局在の変化を免疫染色により解析した。さらに、損傷させた卵管に
おいて core PCP タンパク質の偏った局在がどこからどのように再生するか解析することで、
前述の仮説の検証を進めた。 
新生細胞が多繊毛細胞へ分化する過程で core PCP タンパク質の量や局在の変化を制御する
分子を同定するため、多繊毛細胞の分化過程における遺伝子発現プロファイルの変化を single 
cell RNA-sequencing (scRNAseq) により１細胞レベルで解析した。このデータを用いて、多繊
毛細胞が分化する際に core PCP タンパク質の量や局在の変化と相関して発現量が変化する遺



伝子を絞り込んだ。さらに卵管由来の培養細胞株で、core PCP タンパク質の量や局在に影響を
与える分子をスクリーニングする実験系の準備を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）多繊毛細胞の分化過程は、繊毛の基部構造である基底小体の細胞内分布から typeⅠ-Ⅴの
５つのステージに分類される。卵管上皮組織の免疫染色から、core PCP タンパク質 Celsr1 の
細胞境界上の量は、基底小体がアピカル面へと移行する type Ⅳ以降のステージから増加する
ことを見出した。このことは未分化な細胞はもともと PCP を持たず、多繊毛細胞へ分化する過程
で PCP が確立されることを示している。さらに、分泌細胞と多繊毛細胞の境界部で、Celsr1 の
細胞境界上での量が多い傾向が見いだされたことから、多繊毛細胞が周囲の細胞に向きの情報
を伝達している可能性が考えられた。 
 この可能性を検証するために卵管に損傷を与えて、core PCP タンパク質の偏った局在がどこ
からどのように再生するかを調べることとした。もし、新生細胞が隣接細胞の極性を読み取るの
であれば、傷の縁から中央にむかって core PCP タンパク質の偏った局在が漸次的に再生するこ
とが期待された。卵管を逆作用ピンセットでつまんで損傷を与えると、損傷部位で細胞増殖が亢
進し、その後、多繊毛細胞と分泌細胞からなる上皮組織が再構築された。損傷部位はマウスに持
続的に EdU を投与することで可視化した。EdU はチミジンアナログであり細胞分裂で新たに組織
に供給された細胞の DNA 中に取り込まれる。この実験系で core PCP タンパク質 Vangl2 の細
胞境界上の局在の変化を免疫染色により経時的に解析した。損傷後 4 日目では損傷部位で 
Vangl2 の細胞境界上の局在に顕著な偏りは検出されなかったが、損傷後 7日目以降、卵巣-子宮
軸に沿って偏った Vangl2 の局在が徐々に回復することを見出した。これらのデータは損傷部
位に対する各細胞の位置と各細胞における Vangl2 の局在とを関連付けて、定量的に評価する手
法を開発することで得られたものである。次に損傷部位を卵巣子宮軸に沿って８つの領域に区
分し、損傷後の各ステージ間で領域ごとの Vangl2 の偏りの強さを比較した。しかし、町域ごと
に Vangl2 の偏りの強さのばらつきが大きく、Vangl2 の偏った局在が損傷部位の端から再生す
るか否かは明確に結論が出せなかった。この解析では損傷修復の進行の個体差がデータのばら
つきを生む要因であると推測られた。そこで、ライブイメージングにより一個体の損傷修復過程
を経時的に観察することで、新生細胞が隣接細胞の極性を読み取る仮説の検証を進めることと
した。 
先行研究では腹側部に imaging window を設置したマウスで雌性生殖器の生体内イメージン
グが行われており、卵巣表層の同一視野を数日間にわたり撮影できること、そしてがん細胞の移
動を数分間隔の時間分解能で観察できることが報告されていた（Bochner et al., Sci Rep., 
2015）。この先行研究を参考にして、マウスの卵管上皮組織を生体内観察する実験系(以下卵管
IVM; intrvital microscopy)を構築した。卵管 IVM ではマウスを長期間に麻酔下に置き、外科的
に体外へ露出させた卵管を 3D プリンターで成型したイメージングウィンドウ内に入れて観察す
る。マウスは自作の保定装置に置き、麻酔をかけた状態で正立型の共焦点顕微鏡（CSU-X1+ORCA-
Fusion）によりイメージングを行う。卵管の上皮組織の大部分は卵管の内腔面に存在するが、卵
管の卵巣側の末端部では上皮組織が露出しており、上皮組織の撮像が可能である。EGFP を付加
した Vangl2（Vangl2:EGFP）を発現するマウスの卵管上皮組織を卵管 IVM で観察したところ、細
胞境界上で偏った局在をしていると推測される Vangl2:EGFP のシグナルや細胞内部の小胞状の
シグナルが撮像された。さらに、脂溶性の蛍光色素である DiD を先端に付着させた逆作用ピン
セットで卵管をつまむことにより、損傷部位を可視化した状態で Vangl2:EGFP のシグナルを観
察できた。これまでに 12 時間程度の経時観察に成功しており、イメージングによる卵管上皮組
織へのダメージも検出されていない。現在細胞境界を可視化できるマウスを導入しており、今後
卵管 IVM で Vangl2:EGFP の細胞境界上偏った局在が損傷部位のどこからどのように回復するか
解析を進める予定である。また、ライブイメージングと並行して、遺伝学的な手法を用いた解析
を進めている。具体的には Celsr1flox/flox マウスの卵管に Cre を導入し、Celsr1 を欠損する変
異細胞集団を卵管上皮組織で作成することを予定している。変異細胞集団の周囲の新生細胞で
core PCP タンパク質の局在が異常になれば、隣接細胞の極性の読みとりが PCP の維持に必要で
あると解釈できる。 
 
（２）（１）の結果から多繊毛細胞の分化過程で core PCP タンパク質の量や局在が変化するこ
とが明らかになった。さらに、EGFP を付加した core PCP タンパク質 Vangl2 を分泌細胞で強制
発現しても細胞境界上に分布しないことから、多繊毛細胞への分化過程で core PCP タンパク質
の細胞境界上の量や局在を制御する機構が変化すると推測された。そこで、多繊毛細胞への分化
過程で core PCP タンパク質の量や局在の変化を制御する分子を同定するために、多繊毛細胞の
分化過程における遺伝子発現プロファイルの変化を single cell RNA-seq（scRNAseq）により１
細胞レベルで解析した。その結果、分泌細胞と、分化過程の多繊毛細胞、そして、成熟した多繊
毛細胞に相当する細胞が検出され、多繊毛細胞の分化過程で発現量が変動する遺伝子を同定す
ることができた。しかし、検出された 1細胞当たりの遺伝子の総数が少なく、その後のスクリー
ニングには不十分だと考えた。そこでより多くの遺伝子を検出するために、分化過程の細胞を集
めて、あるいは分化過程の細胞が多い組織で RNA-sequencing を行うことを着想した。分化過程



の細胞を集めることは技術的な問題から断念し、（１）で記したように、卵管を損傷させ人為的
に新生細胞を増やした条件で今後の解析を進めることとした。また、Celsr1 に EGFP を付加した
Celsr1:EGFP を恒常的に発現する培養細胞株で、外来遺伝子を過剰発現あるいはノックダウンし、
Celsr1:EGFP の細胞境界上の量や局在を定量的に評価する実験系を準備した。この実験系を用い
ることで、新生細胞が PCP を獲得する過程で発現量が変動する遺伝子の中から core PCP タンパ
ク質の細胞境界上の量や局在を制御する遺伝子を同定できると期待される。最終的には同定し
た遺伝子の機能を生体内でも解析する予定である。 
さらに scRNAseq の解析では分泌細胞が遺伝子発現の異なる複数の群に分類できることを見
出した。分泌細胞は卵管上皮組織の幹細胞であることが示唆されているが、幹細胞としてふるま
うのが分泌細胞全体か、あるいは一部かは明らかにされていない。近年の研究から分泌細胞に発
がん性変異を導入すると、増殖が亢進する場合と、亢進しない場合があると報告されており、分
泌細胞は性質の異なる複数の細胞種から構成されると議論されている（Zeng et al., bioRxiv, 
2022）。しかし、それぞれの細胞種を区別できるマーカーは同定されておらず、卵管上皮組織の
幹細胞は同定されていない状況にある。そこで、本研究で見出した分泌細胞の各分類群で特異的
に発現する遺伝子を利用し、体細胞組み換えによる細胞系譜の解析から幹細胞の同定を進めて
いる。 
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