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研究成果の概要（和文）： 

上皮細胞の極性の分子機構の解明を目指した。さまざまな極性に関与する遺伝子やアクトミオシ

ン張力発生に関与する遺伝子などのノックダウンにより、従来知られていた因子の重要性は確認

され、また上皮極性に沿った細胞間接着装置の位置決めにミオシンモーターの活性が重要である

こと、細胞外基質の偏りは上皮極性形成には不要であるが、極性を一方向に揃えるためには重要

であることを見いだした。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
 I aimed elucidation of the molecular mechanism of polarity formation of epithelial cells. 
By knocking down a number of genes known to be involved in polarity formation or in force 
generation through actomyosin interaction, I confirmed the roles of the known factors. 
Furthermore, I found that myosin motor activity is important for positioning of the 
cell-cell junctions according to the polarity. Moreover, positional cues from the ECM 
are not required for establishment of the epithelial polarity but important for alignment 
of the polarity of each cell. 
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１．研究開始当初の背景 

上皮細胞は生体の外側と内側を区切るシー
トを作る細胞であり、その細胞膜は生体の外
側に接する面と内側に接する面とで組成が
異なっており、細胞内の構造にも偏りが出来
ていて、それは上皮極性と呼ばれている。こ
の上皮極性は上皮シートの機能に本質的に
重要なものである。細胞間接着装置も上皮極
性に沿って作られており、細胞間接着装置の
形成は上皮シートが生体の外側と内側とを
区切る漏れないバリアとして機能するため
に必須であるため、上皮極性に細胞間接着装
置形成が必須であるという考えが強かった。
しかし、いくつかの報告はそれと異なり、私
たちも細胞間接着装置を形成できない上皮
細胞においても上皮極性が見られることを
見出していた。それは細胞接着に必須なαカ
テニンの発現が見られない R2/7 という上皮
由来の細胞である。上皮極性ができているこ
とを細胞間接着装置の形成で判断するとい
う研究が多かったが、それでは上皮極性がで
きていないのか、細胞間接着装置の形成のみ
ができていないのか、区別することができな
い。R2/7 細胞を使用することにより、細胞間
接着装置の関与から逃れて純粋に上皮極性
を研究できると考えられた。 

 

２．研究の目的 

これまで上皮極性に重要であるとされてき
た因子について、極性形成そのものに重要な
のか、単に細胞間接着装置形成にのみ重要な
のかについて、もともと細胞間接着装置を形
成しない R2/7 細胞を用いて明瞭な結論を得
る。またそれぞれの因子がどのように重要で
あるのかについても知見を得る。さらに他に
も上皮極性に重要な因子について理解を深
める。 

 

３．研究の方法 

 
R2/7について、その上皮極性を示す局在化し
たタンパク質についてできるだけ多くのも
のを見出す。Par3, Cdc42, Crumbs, ROCKI, II, 
myosin II-A, -Bなどについて検証する。 

これまでに知られている様々な上皮極性
関連因子については RNAi を用いた遺伝子ノ
ックダウンの方法を用いる。 
 極性化の動的な側面を観察するために、ミ
オシンやアクチンの動態を GFP融合蛋白など
を R2/7に発現させ、安定発現株を単離し、
ライブイメージングを行う。 
  
 
４．研究成果 
(1) まず、R2/7 細胞におけるアピカル、バソ
ラテラル、細胞接着装置マーカーの局在を決

定し、R2/7 細胞がαカテニンを発現しないた
めに接着装置は作ることができないものの
極性を確立していることを示すとともに、使
いやすい抗体を選び出すことを試みた。アピ
カルマーカーとして、PKC zeta, ezrin につ
いては R2/7 の頂部に帽子状に濃縮すること
がわかった。また、微細構造的ににもアピカ
ル面特有の短い、均一な太さ、長さの微絨毛
が生えていることが走査電顕によって確認
された。Cdc42, Crumbs についてはアピカル
マーカーとも考えられるが、実際にはアピカ
ルとバソラテラルの境界に濃縮していた。バ
ソラテラルマーカーとして Scribble と
Na+/K+ ATPase は頂部よりも下の領域の膜
に局在し、R2/7 細胞が膜領域に関して明瞭に
極性を持っていることを示すことができた。
またその境界には ZO-1, afadin, Par3, 

occludin など、細胞接着装置を形成する因子
が濃縮していることがわかった。Par6, 

syntaxin 3, PTEN, Lgl, KLB1 については市
販の抗体を用いても正しいと確信できる染
色は得られていない。 

(2) 極性化に必要であると既に他の系で報告
されている遺伝子に関してノックダウンを
試みた。まず、Par 複合体
(Par6/aPKC/Par3/Cdc42)についてノックダ
ウンを行った。どの遺伝子のノックダウンを
行っても結果はほぼ同じで、細胞のアピカル
面が小さくなり消失した。R2/7 細胞は極性形
成に関して感受性が高く、この研究に適した
材料であることがわかった。Basolateral 形
成に重要と考えられる、Lgl のノックダウン
では apical 面の増大が見られた。そのとき細
胞が扁平化するので、細胞内のミオシンの活
性が apical 面積の調節に重要化と考え、ミオ
シン II やそのリン酸化を行う ROCK のノッ
クダウンも行ったところ、ミオシン II が存在
しなければ、あるいはミオシン II のリン酸化
が効率よく起こらなければ、apical 面積が広
がってくることがわかった。 

(3) また、別の観点から、apicalと basolateral

とのバランスを調節しうる要因として膜輸
送による細胞膜の挿入、取込みについても検
討をおこなった。16℃と言う低温の処理を行
い、エンドサイトシスは起こるがエキソサイ
トシスとリサイクリングとを抑制された状
態にすると apical 面積は小さくなった。これ
は apical 面でのエンドサイトシスとエキソ
サイトシスが apical 面積の調節に重要であ
るが、エキソサイトシスが阻害されたために
エンドサイトシスが優勢となり、apical 面積
が小さくなったと解釈される。さらに R2/7

では分裂期に入ると明確な極性が見られな
くなることがわかった。これらの特徴は R2/7

にαカテニンを導入し、正常な上皮シートを
形成できるようにした細胞では全く見られ



ず、細胞間接着は上皮極性を乱すようなさま
ざまな要因に対して、極性の保持を支える役
割があるということが明確になった。 
  上皮極性に強く関わる因子について、さら
に知るためには網羅的な RNAiをする必要が
あり、それは予算の点で現段階では不可能で
ある。そのため、上皮極性の性質をさらに追
求する実験を行った。 

(4)  R2/7 細胞を培養プレートに吊るした液
滴の中で培養すると、重力に従って細胞が液
滴の底である、培養液と空気との界面に集合
する。その界面は固い基質ではない。このと
き、R2/7 細胞は、一つ一つがめいめい勝手な
方向に極性を形成していた。上皮極性の形成
に細胞外基質が重要であることは知られて
いたが、この実験から、上皮極性の形成自体
には細胞外基質の位置情報は不要であるこ
とがわかった。しかし、細胞外基質が培養基
質表面にコートされていれば、上皮極性は綺
麗に揃うのだから、細胞外基質はそれぞれの
細胞が持っている上皮極性の軸を揃える役
割を果たすということが明瞭になった。 

(5) R2/7 細胞をノコダゾール存在下で培養し、
微小管を破壊したところ、上皮極性を示すリ
ングが消失する傾向を示した。このことは、
微小管が上皮極性の形成に重要なことを示
し、細胞周期の分裂期において上皮極性が消
失するのは、(4)の実験から基質との接着が弱
くなるためでなく、微小管のネットワークの
様態が分裂期に変化するためと考えやすい
と思われた。 

(6) R2/7 細胞のアクチン繊維をイメージング
するために LifeAct-TagRFP を遺伝子導入し、
安定発現株を得た。そのライブイメージング
により、上皮細胞極性を示すリングは常にア
クチン繊維が細胞周辺から細胞中央へ動い
ていき、環状に集まる結果であることがわか
った。リングは動的なものである。 
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