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研究成果の概要（和文）：「上皮細胞の再極性化」においては、細胞極性喪失時に生成された「細胞内 apical 
膜凝集体」に由来する顆粒がexocytosisされ apical 膜が再形成されることを示し、この過程にはCdc42が中心
的な役割を担うことを明らかにした。さらにPar3は、「claudinのオリゴマー化」を阻害する新規膜タンパク質
TMEM25を抑制することで、「TJ形成」および「上皮細胞の再極性化」を促進することを明らかにした。また、肝
細胞の細胞極性形成には、TJタンパク質 Par3およびapical膜に形成される「Cdc42-Par6-aPKC 複合体」が必要
であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have shown that re-establishment of epithelial cell 
polarity (apico-basal polarity) involves exocytosis of vesicles derived from the intracellular 
apical component that is formed during a loss of cell polarity: Cdc42 plays a central role in the 
exocytosis.  We have also clarified that Par3 promotes re-formation of tight junction and subsequent
 re-establishment of epithelial cell polarity by suppressing TMEM25, a novel membrane protein that 
inhibits claudin oligomerization.  Furthermore, the present study has shown that hepatocytes require
 the TJ protein Par3 and the Cdc42-Par6-aPKC complex formed on the apical membrane to establish cell
 polarity.

研究分野：生化学・分子生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
急性腎傷害等の組織傷害時には上皮細胞の極性が失われ、再生時には上皮細胞は再極性化することが知られてい
る。また、がん細胞（がん細胞は上皮細胞由来）は転移する時に極性を失い、転移した場所でがん細胞は再び極
性化すると考えられている。本研究は、上皮細胞の再極性化の分子機構の一端を明らかにしたものであり、その
成果は、急性腎傷害等の病態の理解、がん細胞の転移機構の解明において、さらには新たな治療法を開発する上
でも大きく貢献すると期待される。また本研究は、肝細胞の機能に必須である細胞極性形成の分子機構も明らか
にしており、その成果は、肝臓における種々の病態の理解を深める上で有用だと考えられる。

※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 

上皮細胞が正しく機能するためには、細胞膜がタイトジャンクション (tight junction, TJ)

によって、管腔側に面した 「apical 膜」と細胞間および基底側に面した「basolateral 膜」と

に分けられた『細胞極性」（apico-basal polarity）』が形成される必要がある。上皮細胞の極性

形成は、また、「上皮間葉転換（EMT）」あるいは「がん化などによる上皮細胞の極性喪失」から

も分るように、発生・分化などにおいても極めて重要な現象である。また、例えば、腎臓への血

流量が低下しておこる急性腎傷害時などでは、尿細管上皮細胞は一時的に極性を失うが、血流が

再開すると上皮細胞は再極性化することが知られている。また、最近の知見に従えば、がん細胞

の転移時における変化は、EMT がおこるというよりも、もっと動的・可逆的なものであり、「が

ん細胞は、非極性化して転移し、転移部位で再極性化する」と考えられるようになった。 

上皮細胞の細胞極性が失われると、まず apical 膜が消失し、細胞膜は全体に basolateral 

膜類似の性質を持つようになる。この極性を失った上皮細胞の細胞内には直径 1〜数 µm の「細

胞内 apical 膜凝集体」が出現する。再極性化においては「細胞内 apical 膜凝集体」から apical 

膜が再形成されるが、そのための分子機構は解っていなかった。同様に apical 膜に由来すると

考えられる構造物が、Ca2+除去後に現れ Ca2+再添加後数時間で消失することは、1987 年に米国の 

Rodriguez-Boulan のグループにより報告されていた（Vega-Salas et al. J. Cell Biol., 1987）。

Rodriguez-Boulan らは、この構造物が中心部に vacuole をもつことから VAC（vacuolar apical 

compartment）と命名し、VAC は apical 膜の再形成に重要であると考えられたが、分子レベル

の解析は余りなされないままに VAC は世界的にも殆んど忘れられていた。 

また、上皮細胞の再極性化時のapical 膜の再構成には、同時に tight junction (TJ) が再

構成されることが必要である。TJ 形成には「claudin（TJ の膜タンパク質）の assembly」すな

わち「claudin のオリゴマー化」が必須であるが、驚いたことに、「claudin のオリゴマー化」が

どのように調節されているのかについては、殆ど研究がなされていなかった。 

一方、肝細胞（hepatocyte）も上皮細胞様の細胞極性を示し、隣の細胞との間に apical 膜

に囲まれた毛細胆管を形成するが、この肝細胞における極性形成の分子機構については、意外な

ことに殆ど手を付けられていなかった。その理由の一つは、上皮細胞における MDCK 細胞のよ

うに、細胞極性の解析に適した培養細胞系がないことによると考えられた。 

 

２．研究の目的 

組織傷害時などでは上皮細胞の極性が失われ、再生時には上皮細胞は再極性化することが知

られている。また、がん細胞（がん細胞は上皮細胞に由来する）は転移する時に極性を失い、転

移した場所でがん細胞は再び極性化することと考えられている。極性を失う過程では、 apical 

膜は全体が細胞内に取り込まれて「細胞内 apical 膜凝集体」が形成され、再極性化においては

「細胞内 apical 膜凝集体」をもとに apical 膜が再形成されるが、そのための分子機構は殆

ど解っていなかった。また上皮細胞の再極性化にはTJ再形成が必要であり、TJ形成には「claudin

のオリゴマー化」が必須である。つまり、『上皮細胞の再極性化』には「claudin のオリゴマー

化」すなわち「claudin のオリゴマー化」が必要なのであるが、そもそも「claudin のオリゴマ

ー化」の調節分子・調節機構一般が殆んど分かっていなかった。また、肝細胞も上皮細胞に類似

した細胞極性を示し、隣の細胞との間に apical 膜に囲まれた毛細胆管を形成するが、肝細胞に

おける極性形成の分子機構も殆ど解っていなかった。本研究では、「細胞内 apical 膜凝集体」



と「claudin のオリゴマー化」に注目して『上皮細胞の再極性化の分子機構』を明らかにするこ

と、および、肝細胞の極性解析に適した培養系を構築して『肝細胞の極性形成の分子機構』を明

らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）上皮細胞の再極性化の分子機構：一度極性を得た培養上皮細胞（イヌ腎尿細管由来 MDCK 

上皮細胞やヒト大腸癌由来 Caco-2 上皮細胞など）を、「Ca2+ switch 法」と「ATP switch 法」に

より細胞極性を失わせた後で再極性化させ、この過程を共焦点レーザー顕微鏡、超解像顕微鏡

（SIM）、あるいは live imaging法などを用いて解析した。「Ca2+ switch 法」は、培養上皮細胞

が一度 TJ を形成した後で、通常の培地を低 Ca2+濃度培地に交換すると細胞接着が阻害されて細

胞極性を失われるが、極性を失った上皮細胞に改めて Ca2+を添加すると再極性化がおこり再び

「apico-basal polarity」が形成されることを利用した方法である。一方、「ATP switch 法」

は、解糖系と TCA回路をともに阻害して上皮細胞内の ATP 濃度を低下させると、細胞極性が可逆

的に失われることを利用した方法である。また、上皮細胞に発現しているタンパク質を knock-

down するには siRNA を用いた RNA 干渉法を、knock-out するには CRISPR-Cas9法を用いた。さ

らに、関連するタンパク質の相互作用については、「IP(immuno-precipitation)–IB(immuno-blot)

法」、「GST pull-down法」、「PLA(proximity ligation assay)法」などを駆使して解析した。 

（２）肝細胞の極性形成の分子機構：ヒト肝臓がん由来 HepG2 細胞を、本研究により確立した

「Matrigel を用いた３次元培養系」で培養し、共焦点レーザー顕微鏡さらには超解像顕微鏡（SIM）

を用いて、TJ タンパク質 Par3、apical 膜タンパク質複合体（Cdc42-Par6-aPKC複合体）、およ

び basolateral 膜タンパク質 Lgl などのタンパク質の肝細胞の細胞極性形成における役割に

ついて解析を行った。さらに、マウス肝臓から調製した初代培養肝細胞の「collagen sandwich 

培養系」を用いて、肝細胞における極性形成（管腔形成）から毛細胆管ネットワーク形成過程を

解析した。 

 

４．研究成果 

（１）上皮細胞の再極性化の分子機構： 

本研究ではまず、通常認められる「細胞内 apical 膜凝集体」は「小胞（vesicle）の集まり」

であり「vacuolar」な構造は殆んど持たず、従来から知られていた VAC とは同じものではない

ことを示した（ただし、「細胞内 apical 膜凝集体」は条件により VAC に変化し、この変化は可

逆的である）。さらに、「細胞内 apical 膜凝集体」は、apical 膜由来の細胞内顆粒と低分子量

G タンパク質 Rab11a をもつ顆粒の２種類の顆粒の集合体であること、細胞の再極性化時にはこ

の「細胞内 apical 膜凝集体」から新たな apical 膜由来顆粒が形成され『apical 膜が再構成さ

れる場所』へと exocytosis されること、この exocytosis の過程には低分子量 G タンパク質の

１つである Cdc42 が中心的な役割を担うことを明らかにした。 

一方、上皮細胞の再極性化時のapical 膜の再構成には、同時に tight junction (TJ) が再構

成されることが必要である。TJ形成には「claudin のオリゴマー化」が必須であるが、「claudin

のオリゴマー化」がどのように調節されているのかについては今まで不明だった。本研究では、

TJ形成の制御因子として知られている Par3に結合する新規タンパク質としてTMEM25を同定し、

TMEM25が TJ に局在する Ig ファミリーI 型の膜タンパク質であること、TMEM25が「claudin の

オリゴマー化」を阻害することで TJ形成を負に調節していることを明らかにした。さらに Par3

は、TMEM25に結合して TMEM25を抑制することで、「claudin のオリゴマー化」さらに「TJ形成」



を促進することを示した。以上のように本研究では、Cdc42 と Par3 が協調して働くことで上皮

細胞の再極性化が行われることを明らかにし、その詳細な分子機構を解明した。 

さらに本研究により、上皮細胞の極性が失われた時には「細胞内 apical 膜凝集体」に加えて、

basolateral 膜タンパク質の一部により「細胞内 basolateral 膜由来凝集体」が形成されること

を見いだした。この「細胞内basolateral 膜由来凝集体」には３量体 Gタンパク質共役型受容体

GPR125が含まれること、その basolateral 膜への輸送にはアダプタータンパク質である Dlg1 が

必要であること等も明らかにした。 

（２）肝細胞の極性形成の分子機構 

肝細胞の極性形成機構の解明のために、本研究ではまず、ヒト肝臓がん由来 HepG2 細胞の 

Matrigel を用いた３次元培養系を確立した。この系を用いて、肝細胞の極性形成には、TJタン

パク質 Par3および apical 膜に形成される「Cdc42-Par6-aPKC 複合体」が必要であること、極

性形成では、まず Par3が、続いて Cdc42 が細胞間接着部位に輸送されること、さらに Par6-aPKC

は Par3と Cdc42 の両者に依存して輸送されること、などを明らかにした。これらのタンパク質

の肝細胞の細胞極性形成における役割については、本研究以前には全く報告がなされていなか

った。さらに、肝細胞の極性形成後の分子機構については、aPKC が毛細胆管ネットワーク形成

に必要であることも示した。 
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