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平面内細胞極性因子が果たす役割
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要旨

動物の器官は多様な機能を果たすべく巧妙に３次元空間に形作られており、その形態形成の

メカニズムは興味深い。本論文で私はマウスの卵管を用いて、その機構の一端を明らかにした。

卵管は卵巣と子宮をつなぐ管で、哺乳類では卵巣から排卵された卵が卵管を通って子宮へと

運ばれる。卵管上皮には多くの繊毛細胞があり、いずれの繊毛も卵巣から子宮への分泌液の流れ

を作り出すべく非対称な繊毛運動を行う。また、卵管上皮は卵管内腔にせり出して立体的なヒダ

構造をとり、これらのヒダ構造は卵巣―子宮軸に平行に配向する。これらの観点から、マウス卵

管は様々な規模の極性を有する器官と言えるが、その極性の形成機構は未解明だった。

私はまず、マウス卵管上皮の繊毛運動に着目して繊毛運動周波数を測定すると共に、卵管上皮

の繊毛運動のみによっても卵丘・卵母細胞複合体が子宮側へ輸送されることを観察した。これら

により、極性をもった繊毛運動が卵の輸送において重要な役割を果たすことが示された。

卵管上皮の繊毛運動のように、上皮細胞が上皮シート内の一定の軸に沿って発達させる極性の

ことを平面内細胞極性 (Planar cell polarity; PCP)と呼ぶ。私は種を越えて保存されている PCP
調節タンパク質に着目し、卵管上皮の形態形成における役割を解析した。PCP調節タンパク質の
中のいくつかは、細胞極性形成に先立って、細胞内で非対称な局在をすることが知られている。そ

の一つである 7回膜貫通型カドヘリンのマウスホモログCelsr1タンパク質の局在を調べたところ、
Celsr1タンパク質は、卵管上皮細胞において繊毛形成に先行して卵巣―子宮軸に垂直な細胞境界
上に強く集積することが分かった。

そこで、Celsr1遺伝子を欠損したマウスの卵管を観察したところ、繊毛運動の方向が乱れ、卵
の輸送能も損なわれていた。また、卵管上皮のヒダは形成されたものの、卵巣―子宮軸に沿って

配向しておらず、異常な分岐も見られた。さらに、個々の細胞頂端面の形状にも異常を検出した。

野生型の卵管上皮では、細胞の頂端面はヒダに沿って伸長していることを見出したが、Celsr1変
異マウスでは細胞が伸長せずにより丸い形態を示し、細胞の長軸方向もヒダに沿っていなかった。

以上のように、Celsr1が卵管上皮の個々の細胞の伸長方向から、平面内の繊毛運動の方向、そ
して３次元のヒダ形成に至るまでの、多階層の極性形成に必要なことが分かった。そこで、Celsr1
がどのようにこれらの極性形成を制御しているかを調べるために、Celsr1変異細胞を用いたモザ
イク解析を行った。その結果、細胞頂端面の形態の極性が、ヒダ構造の形態の極性に比べ、より

直接的に Celsr1により制御されていることが示唆された。



略語表

ACF Auto Correlation Function/自己相関関数
bf Basal Foot
CBF Ciliary Beat Frequency/繊毛運動周波数
CCD Charge Coupled Device/電荷結合素子
COC Cumulus Oocyte Complex/卵丘・卵母細胞複合体
Dgo Diego (タンパク質名)
Ds/Dchs Dachsous (タンパク質名)
Dsh/Dvl Dishevelled (タンパク質名)
ECM Extra Cellular Matrix/細胞外基質
FFT Fast Fourier Transform/高速フーリエ変換
Fmi Flamingo (タンパク質名)
Fz Frizzled (タンパク質名)
OD Optical Density/光学密度
PBS Phosphate Buffered Saline/リン酸緩衝生理食塩水
PCP Planar Cell Polarity/平面内細胞極性
Pk　 Prickle (タンパク質名)
ROI Region Of Interest/関心領域
RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction/逆転写ポリメラーゼ連鎖反応
TEM Transmission Electron Microscopy/透過型電子顕微鏡
Vang Van Gogh (タンパク質名)
Vangl Van Gogh like (タンパク質名)
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第1章 序論

1.1 平面内細胞極性 (PCP)

多細胞生物では、組織や器官はそれぞれの機能を果たすために、複雑で巧妙な形態をとる。このよ

うな組織や器官の形態形成において、方向性の情報は重要であり、各細胞の方向性を組織レベルで制

御する仕組みの一つが、平面内細胞極性 (PCP; Planar Cell Polarity)である (図 1.1A)。
上皮組織には、外気や液体にさらされる頂端面と、結合組織に接着する基底面がある (図 1.1B)。
個々の上皮細胞は頂端面と基底面で異なった細胞外環境に接しており、非対称である。隣り合う上皮

細胞は様々な細胞間結合でつながれており、これにより細胞間隙を分子が通るのを防ぐなどの機能的

な役割を果たしている。この頂端面–基底面方向とは直行した上皮平面上に発達する極性をPCPと呼
ぶ。頂端面―基底面方向の極性とは違い、PCPは細胞集団の見かけ上均質な空間の中で形成される。
このような PCPは、脊椎動物の上皮細胞の運動性繊毛 (図 1.1C)や、昆虫の上皮性のクチクラ突起
(図 1.1D)など多くの組織と動物で見られる (1–5)。

1.1.1 PCP因子とPCP形成機構

ショウジョウバエをモデル動物とした分子遺伝学的手法により、PCP形成に必要な遺伝子が多く
同定された (表 1.1) (1,9,10)。野生型のショウジョウバエの翅においては、各々の上皮細胞は翅全体
の遠近軸に沿って、細胞遠位端に翅毛と呼ばれる突起を形成する (図 1.2A, B)。しかし、これらの遺
伝子を欠損すると翅毛の伸長方向が乱れ、平面内での細胞極性の方向が統一されなくなる (図 1.2C)。
TreeらはこれらのPCPに関連するPCP因子を３つのモジュールにクラス分けしPCP形成機構を説
明しようと試みた (図 1.3A) (9,11)。

Globalモジュール Globalモジュールでは、組織の軸情報に沿った転写活性勾配によって、特定の
遺伝子発現が調節されているとし、その情報を読み取って、細胞内の非対称なタンパク質の局在を

生み出すと考えられている。Globalモジュールに属す遺伝子の変異体では、各々の細胞は極性を持
ち、隣接する細胞とも極性の方向を協調することができるが、その極性が組織の軸としばしば合わな

い (図 1.3B下段)。Globalモジュールに属すDachsous (Ds)は、翅上皮において近位側から遠位側に
かけて発現勾配があり、一方 Four-jointed (Fj)はそれとは逆に遠位側から近位側にかけて発現勾配
をもつ (図 1.3B上段) (13)。Fjは Dsと Fat (Ft)の細胞外ドメインをリン酸化し両者の結合を調節
するとされており、また Dsによって Ftの細胞内ドメインのリン酸化が調節されると考えられてい
る (15–19)。これらの機構により、Dsや Ftの量、あるいは活性が細胞内の近位側と遠位側とで非対
称になることが示唆されている。
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図 1.1 上皮細胞における平面内細胞極性と頂部―基部の方向性

(A)平面内細胞極性 (PCP)の模式図。上皮細胞はシート状に連なり、頂端面―基底面軸とは直行す
る平面をもつ。この平面内の軸に沿って発達する細胞極性のことを PCPという。上図の例では、各
上皮細胞は青色で示した突起構造を細胞の右側に持っており、平面内で突起構造の位置が示す細胞極

性が揃えられていることを示す。(B)上皮細胞の模式図。器官の表面を覆う上皮組織は、上皮の表側
と裏側に異なった細胞外環境を持ち、その表―裏の方向に発達する極性を頂部―基部軸方向の極性と

いう。(C, D)様々な生き物で見られる PCP。(C)生後 21日目 (P21)のマウス脳室壁上衣細胞の運動
性繊毛。矢印は繊毛が倒れている方向を示しており、細胞間で方向性がそろえられている。Bar = 5
µm (D)ショウジョウバエ成虫腹部の側板 (pleuron)。各上皮細胞は細胞外にクチクラを分泌し、一本
ずつクチクラ突起 (cuticular hair)を持ち、その先端は体軸の後方 (図の下側)を向いている。
(B)は (6)、(C)は (7)、(D)は (8)よりそれぞれ引用。
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図 1.2 ショウジョウバエ翅上皮における PCP
(A, B)ショウジョウバエの翅と遠位側に伸びる野生型の翅毛の配向。(C) PCP形成に必要な遺伝子
が欠損すると翅毛の配向に異常が生じる。野生型で図の左の近位側から右の遠位側へ翅毛が向いてい

るのに対し (B)、fmi変異体ではその向きがそろっていない。
(A–C) (12)より引用。

Coreモジュール Coreモジュールでは隣接する細胞間相互作用による positive feedbackによって
互いの極性の方向をそろえると考えられている。Coreモジュールに属す遺伝子の変異体の代表的な
表現型では、各々の細胞が極性を失い、例えば翅上皮では細胞の本来遠位側に偏って形成されるべ

き翅毛が中心付近に形成される (図 1.3C上段)。また、近隣細胞との極性の協調も乱れる。Coreモ
ジュールに属すタンパク質は極性を持って細胞内で局在し、この極性が細胞の極性を定める。六角形

の翅上皮で、Vang gogh (Vang)、Prickle (Pk)、Flamingo (Fmi)が近位側の二つの膜ドメインに局
在し、Frizzled (Fz)、Dishevelled (Dsh)、Diego (Dgo)、Fmiが遠位側の二つの膜ドメインに局在し
(図 1.3C下段)、二つの非対称なタンパク質複合体を成す。分子メカニズムの詳細は不明であるが、細
胞境界において一方のタンパク質複合体が隣接する細胞の異なるタンパク質複合体をリクルートする

ことなどによって、細胞間で positive feedbackがおき、統一された PCPが形成されると考えられて
いる (図 1.3D(2, 4)) (5,9,10)。また、上皮細胞の頂部付近に中心体非依存的な微小管が極性を持って
配向しており、この極性に沿って Fzや Fmiを含む小胞が各々の上皮細胞内において翅の遠位側に向
かって選択的に輸送される (図 1.3D(3)) (14, 20)。このような極性輸送もタンパク質の非対称な局在
パターンの形成に関わっており、微小管の配向の極性が Ft–Dsを介する細胞間相互作用によって制
御されていることから、GlobalモジュールとCoreモジュールが関連していることも示唆されている
(図 1.3D(1))。
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図 1.3 ショウジョウバエ翅上皮での PCP形成機構モデル
(A) PCP形成機構モデルとPCP因子の 3つのモジュール。詳細は本文参照。(B) Globalモジュール
に属す PCP因子の発現パターンと変異体の表現型。翅上皮でのDsと Fjの発現 (上・中段)と ds変
異体の表現型 (下段)。AP：After Pupariation 蛹化後。(C) Coreモジュールに属す PCP因子の細胞
内局在と変異体の表現型。fzの変異体の表現型 (上段)、Fz::GFP (Green Fluorescent Protein; 緑色
蛍光タンパク質)の翅上皮での局在 (下段左)と PCP因子の局在パターンの模式図 (下段右)。翅毛は
GFP::Actinによって可視化されている (上段)。(D) Coreモジュールに属す PCP因子の非対称な局
在の形成モデル。(1) Ft–Dsヘテロダイマーによる微小管配向の制御。(2)異なるタンパク質群によ
る排他的な局在競争。(3)非対称な微小管配向に基づく PCP因子を含む小胞の極性輸送。(4) 細胞境
界をはさんだ非対称なタンパク質複合体形成による極性の安定化。(5)エンドソームによる本来の局
在とは異なる場所に誤局在した分子のリサイクル。

(B)は (13)、(C)は (14)、(D)は (9)よりそれぞれ引用。
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タンパク質名

ショウジョウバエ マウスホモログ タンパク質の特徴 モジュール

Fat (Ft) Fat1-4 1回膜貫通型の非典型的カドヘリン Global
Dachsous (Ds) Dachsous (Dchs)1/2 1回膜貫通型の非典型的カドヘリン Global
Four-jointed (Fj) Fjx 1回膜貫通型ゴルジキナーゼ Global

Flamingo (Fmi) Celsr1–3 7回膜貫通型の非典型的カドヘリン Core
Frizzled (Fz) Frizzled (Fz) 3/6/7 7回膜貫通型受容体 Core
Dishevelled (Dsh) Dishevelled (Dvl) 1–3 マルチドメイン細胞質タンパク質 Core
Diego (Dgo) Inversin Ankyrinリピートを持つタンパク質 Core
Van gogh (Vang) Van Gogh-like (Vangl) 1/2 4回膜貫通型タンパク質 Core
Prickle (Pk) Prickle(Pk)1/2 マルチドメイン細胞質タンパク質 Core

Rho1 RhoA 低分子量GTP結合タンパク質 Readout
Drok Rok/Rock Rho関連キナーゼ Readout
Inturned (In) Inturned 膜タンパク質 Readout
Fuzzy (Fy) Fuzzy 膜タンパク質 Readout

表 1.1 ショウジョウバエ翅上皮の PCP形成に必要な PCP因子の特徴

Readoutモジュール Readoutモジュールでは他のモジュールで形成されたタンパク質の局在パター
ンを読み取り、組織特異的に細胞内器官を極性に沿って形成すると考えられている。低分子量GTP
(Guanosine Triphosphate; グアノシン三リン酸)結合タンパク質であるRho1やRho関連キナーゼで
あるDrokは翅上皮で各細胞の遠位側でアクチンを集積させ前翅毛 (prehair)を形成する (21,22)。ま
た、Inturned (In)と Fuzzy (Fy)は細胞自律的に細胞の近位側に局在し、翅毛形成の場所を遠位側に
制限していると考えられている (23,24)。

1.1.2 マウスにおけるPCP

マウスにおいても多くの器官でPCPが見られ、ショウジョウバエのPCP遺伝子のホモログがPCP
形成に役割を果たしている。例えば、内耳有毛細胞は同じ向きに不動毛を形成しているが、Coreモ
ジュールに属す遺伝子であるFz、Dvl (Dishevelled)、Vangl (Van Gogh like)、Pk、Celsrのいずれの
遺伝子の変異体も不動毛の向きが揃わなくなり、一部では平衡感覚に異常が生じる (図 1.4A) (25,26)。
皮膚の毛嚢細胞においても、Coreモジュールに属するショウジョウバエの PCP遺伝子のいくつか
のマウスホモログのタンパク質が、ショウジョウバエで見られたような特異的な局在パターンを示

し (図 1.4B) (27)、それらの変異体では毛嚢細胞の PCPが損なわれる。また、PCP因子の変異体で
は、気管上皮細胞、脳室壁上衣細胞、胚のノードの細胞において、繊毛運動の極性に異常が見られ

ることから、マウスの繊毛運動の極性の制御においても PCP因子が必要であることが報告されてい
る。(7,28–33)。このように PCP因子のホモログはマウスにおいても多くの器官の PCP形成に必要
であることがわかっているが、マウスでの PCP形成機構については未解明な部分が多い。
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図 1.4 マウスにおける PCPの例
(A)内耳蝸牛管の有毛細胞の配向はアクチンによって構成された不動毛の形態に現れる。野生型では各
細胞の極性が揃えられているのに対し、PCP因子 (Celsr1)の変異体では乱れる。(B)皮膚の毛嚢細胞
ではPCP因子 (Celsr1, Vangl2)が細胞内で非対称に局在し、上皮全体では縞模様を成す。E-cadherin
免疫染色は細胞境界、DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole)染色は核を示す。左：前側、右：後側。
受精後 15.5日目マウス胚。Bar = 10 µm
(A)は (6, 34)、(B)は (27)よりそれぞれ引用。

1.1.3 運動性多繊毛細胞の繊毛形成とPCP

気管や卵管の上皮細胞は運動性の繊毛を持ち、分泌液の流れを作ることによって異物の除去や、卵

の輸送などの機能的な役割を果たす。運動性の繊毛はその根元に基底小体と呼ばれる中心体と似た構

造を持ち、基底小体が上皮細胞の頂部に結合することによって繊毛形成は始まる (図 1.5A) (35,36)。
結合後、繊毛が伸長されていくが、繊毛形成初期では分泌液の流れはなく、繊毛形成と共に流れが作

り出されると考えられる。分泌液の流れの方向は繊毛運動の有効打の向きと一致する。繊毛運動の有

効打方向は、基底小体に付属する basal foot (bf)と呼ばれる電子密度の高い構造の方向と一致してお
り、電子顕微鏡によって得られる超微細構造で判別することができる (37)。マウスの脳室壁上衣細
胞、ツメガエルの表皮やウズラの卵管上皮において、繊毛形成初期で bfの方向性が細胞内で揃って
おらず、形成が進むにつれて揃い、分泌液の流れが生まれる (図 1.5B) (30, 38, 39)。繊毛の有効打方
向は分泌液の流れによる positive feedback (30, 38)と、PCP因子によって制御されていると考えら
れており、ツメガエル胚の表皮ではCoreモジュールのPCP因子の機能阻害によって細胞間での繊毛
運動方向が揃わなくなる (40)。また、マウス脳室壁上皮においては Coreモジュールに属す Vangl2
が細胞内で非対称な局在を示しており (図 1.5C)、PCP因子の変異体で繊毛運動の方向が揃わなくな
る (30)。これらのことから、詳細な機構は明らかになっていないが、運動性多繊毛細胞の PCP形成
にも PCP因子が関与していることがわかっている。

1.1.4 7回膜貫通型カドヘリン Flamingo / Celsr

Flamingo (fmi) は７回膜貫通領域をもつカドヘリンスーパーファミリーの分子として、私が所属す
る研究室の碓井らによって同定された分子であり (12)、starry night (stan)とも呼ばれている (41)。
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図 1.5 運動性多繊毛細胞の繊毛形成と PCP
(A)繊毛形成の模式図。細胞質で基底小体 (Basal body)が形成され、アクチン等と複合体をつくり
上皮細胞の頂端面に運ばれ結合する。その後、繊毛が伸長し、basal foot (bf) や striated rootlet (sr)
といった微細構造で判断される繊毛の極性が平面内でそろう。(B)ウズラの卵管上皮の繊毛の透過型
電子顕微鏡像。基底小体が頂端面に結合してすぐの初期では繊毛は短く、矢じり、矢印で示された bf
の向きもそろっていないが (左)、繊毛形成が進むにつれ bfの極性がそろう (右)。Bar = 0.80 µm (上
段)、0.37 µm (下段)。mf：microfilament、mt：微小管。そのほかの記号：不明。(C)マウスの脳室
壁上皮で PCP因子の一つであるVangl2タンパク質は細胞膜上で非対称に局在する (矢印）。
(A)は (36)、(B)は (39)、(C)は (30)よりそれぞれ引用。
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Fmiは PCP因子の Coreモジュールに属し、PCPを調節するほか、神経系においては軸索ガイダン
ス、および樹状突起のパターニング等を調節している (42–44)。PCP因子のCoreモジュールの中で、
Fmiは翅上皮の近位側、遠位側の両方の膜ドメインに局在する特徴を持つ。また、細胞外ドメインを
介してホモフィリックに結合することが知られている (12)。

fmi相同遺伝子は哺乳類では３種存在し、Celsr 1–3 (Cadherin EGF LAG seven-pass G-type Re-
ceptor)と呼ばれている (12, 45, 46)。Celsrタンパク質は約 3000アミノ酸からなる巨大分子であり、
細胞外ドメインにカドヘリンリピートを９個持ち、他に EGFドメイン、ラミニンGドメインと、７
回膜貫通レセプターのファミリーに共通したHormR (Hormone Receptor) ドメインとGPS (GPCR
proteolytic site)ドメインを持つ (図 1.6)。

Celsrはマウスにおいて様々な器官の形態形成において役割を果たす。特に神経系で広く発現してお
り、PCPのみならず神経発生においても多くの役割を果たすことが報告されている (1,47–49)。Celsr1
遺伝子に点変異 (D1040G)を持ったCelsr1Crsh変異マウスでは、内耳蝸牛管の有毛細胞や、皮膚の毛

嚢細胞で PCPの異常があり、肺の分岐構造や、リンパ管弁の形成にも異常があることが報告されて
いる (27,34,50–52)。また、他のPCP遺伝子の変異体でも見られる神経管閉鎖異常によって、ホモ変
異体は胎生致死である。一方、Celsr1ノックアウトマウス (Celsr1−/−)も作出され、約 20%が神経管
閉鎖に異常が見られるものの、約 80%は正常通り発生する (50)。Celsr1−/−変異マウスにおいても、

体毛の向きのパターニングの異常が報告されており、PCPに異常があると考えられる (50)。なお、
ノックアウトマウスのヘテロ変異マウス (Celsr1+/−)では表現型に異常が見られず、Celsr1Crsh/+で

は表現型に異常があることなどから、Celsr1Crsh変異体では翻訳された Celsr1タンパク質の変異体
がドミナントネガティブとして働くことが考えられる。

1.2 マウスの卵管

1.2.1 卵管の構造

卵管は卵巣と子宮をつなぐ管であり、そこで卵が卵巣側から子宮側へと輸送され、精子は逆に子宮

側よりさかのぼる (図 1.7)。卵管は卵巣側より采、漏斗、膨大部、狭部の４つの部分より構成されて
おり、膨大部では受精が行われる (図 1.7C, 1.8A)。卵管は外周を卵管筋層 (myosalpinx)で包まれた
上皮と薄い間質 (stroma)によって成り立つ (53)。卵管上皮は一つの細胞に多数の繊毛が頂端面に存
在する多繊毛細胞と分泌細胞によって成り立っている。采の上皮では繊毛がすばやく往復運動し、そ

の運動によって卵管上皮での分泌液の流れが作り出され、排卵された卵が膨大部へと運ばれる可能性

がある (54)。
繊毛運動は分泌液の流れを推し進める有効打と、繊毛が元の位置に戻る回復打によって成り立って

おり、その非対称な運動によって流れを作り出すことができる。ラットとウサギにおいては筋肉の収

縮を欠いても、卵管は卵を輸送することができる (55,56)。しかし、ヒトにおいては繊毛に異常があ
るKartagener症候群を患いながらも妊娠可能である女性の存在が報告されており、繊毛運動が生殖
に必須でないことも示唆されている (57,58)。卵の輸送は卵管上皮での分泌液の流れ、筋肉収縮と卵
巣嚢内の水圧など複数の要因によって引き起こされているかもしれない。

マウスの卵管は直径 0.3–0.5mm、長さ約 1.8cmの管であり、ヒトやウサギの卵管とは異なり約 11
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図 1.6 カドヘリンスーパーファミリーのドメイン構造

脊椎動物で典型的なカドヘリン、キイロショウジョウバエの E–カドヘリンとN–カドヘリン、哺乳類
の Celsr1および、キイロショウジョウバエの Flamingoタンパク質のドメイン構造。
(42)より引用。
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図 1.7 マウスの雌性生殖器官の形態

(A)メスマウスの生殖器官の全体像。白枠は (B)で示す卵管周辺の領域。(B)卵管周辺の拡大図。卵
管は卵巣の近傍で幾重にも湾曲している (矢印)。(C)部分的に卵管間膜を切断し、やや直線的にした
卵管。

(53)より引用、改変。

回湾曲している (図 1.8A) (53, 59)。漏斗部–膨大部の卵管上皮は約 17–19個のヒダ状の構造をつく
り (59)、このようなヒダ構造は鳥類、両生類、哺乳類で広く見られる (53, 60, 61)。マウス卵管上皮
のヒダ構造は卵巣―子宮軸 (L軸; Longitudinal axis)に対して平行に真っ直ぐ伸びている (図 1.8B)。
マウスは 4–5日で不完全周期性の性周期を有しており (図 1.8C)、排卵後の発情期では複数の卵が膨
大部で一旦とどまる。膨大部では繊毛細胞の割合が 8割程度であるのに対し、狭部では 1割程度と上
皮細胞の構成は部位によって異なる (62)。また、膨大部では管の直径が大きく、卵管筋層が薄いのに
対し、峡部では管の直径が小さく、卵管筋層が厚いなどの部位ごとの違いも見られる。

なお、本研究では主に卵管の漏斗を対象とした。卵管間膜を部分的に切断することによって卵管を

直線的にし、漏斗部を切り出した (図 1.9)。本研究でいう卵巣–子宮軸 (L軸)とは、湾曲した卵管に
沿った軸を指す。また、本文中でいう卵管上皮の平面とは、切り出した漏斗部をさらに L軸に沿って
切開することによって観察できる、卵管の内側の表面のヒダ構造等で湾曲した上皮シートのことを指

すこととする (図 1.9)。
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図 1.8 マウスの卵管と性周期

(A)メスマウスの生殖器官と卵管の模式図。(B)マウス卵管の走査型電子顕微鏡像。(1)卵管膨大部の
断面。(2)ヒダの拡大図。(3)上皮断面の拡大図。(2)、(3)はそれぞれ (1)、(2)図中の一部の拡大図。
(4)上皮平面の拡大図。(C)マウスの性周期の模式図。
(B)は (63)より引用。

図 1.9 本研究における卵管の扱い

直線的にした卵管の漏斗部分を切り出し、さらに管に沿って縦に開いて上皮を観察した。
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1.2.2 マウス卵管の発生

出生前の発生 卵管、子宮を含む雌性生殖管はミュラー管 (Müllerian duct)/中腎傍管 (paramesonephric
duct)に発生の起源を持つ。受精後 9.5日目 (E9.5)のマウス胚では、雌雄いずれにおいても、中間中
胚葉よりウォルフ管 (Wolffian duct)/中腎管 (mesonephric duct)が形成され、E11.75ではミュラー
管が中腎上皮 (mesonephric epithelium)より陥入して形成される (53,64)。この際の陥入は、開放端
を持つ管を形成し、開放端は後の卵管采となる (53,65)。陥入後はミュラー管、ウォルフ管はいずれ
も尿生殖洞 (urogenital sinus)へ向かって管が後方に伸長し、両管は隣接したまま E13.5まで発生が
進む。雄では分化が進んで精巣にセルトリ細胞ができ、抗ミュラー管ホルモン (AMH; anti Müllerian
hormone)が産生される。抗ミュラー管ホルモンはミュラー管で発現している受容体AMHR2 (AMH
receptor type2)によって受容され、雄ではミュラー管が退縮する。雌ではミュラー管は真っ直ぐなま
ま伸長し、前側の領域は卵巣の周辺で湾曲する。妊娠の後期ではミュラー管の後側の直径が前側より

も増加し、卵管領域と子宮領域の違いが現れる。

出生後の発生 出生後数日で、ミュラー管は分化が進み、卵管、子宮、子宮頚部、膣の前側それぞれ

の構造が明瞭になって、組織特異的な遺伝子 (卵管：Hoxa9、子宮：Hoxa10、子宮頚部：Hoxa11、膣
の前側Hoxa13)が発現するようになる (66)。卵管は管が伸長するとともにP15(生後 15日目)までに
湾曲の回数が増加する (53)。管の直径も徐々に増し、上皮ではヒダ構造の数と各ヒダ構造の大きさが
増す (59)。

ヒダ構造の形成 ヒダ構造には２種類あることが知られており、上皮のみのヒダ (epithelial fold)と
間質の陥入を伴うヒダ (fold with stroma)である (図 1.10A) (59)。これらのヒダはいずれも卵巣–子宮
軸に平行に形成される。上皮のみのヒダの一部では肥厚した上皮が見られ、核が一列に並ばない (図
1.10B)。一方、間質の陥入を伴うヒダでは、上皮の基底面側に間質が入り込み、基底面が頂端面側に
湾曲している。発生が進むにつれて間質の陥入を伴うヒダは徐々に増加しており (図 1.10C) (59)、上
皮のみのヒダから間質の陥入を伴うヒダへと変化していくと考えられるが、真偽はまだ明らかになっ

ていない。

上皮の分化 上皮細胞の分化も出生後に進む。P2の卵管采の上皮では多繊毛細胞は少なく、頂端面
がドームを形成している細胞が多い (図 1.11) (67, 小紘司博士)。発生が進むにつれて、頂端面がドー
ムを形成している細胞の割合は減り、多繊毛細胞の割合が P2での 6%から 11週齢では 76%に上昇す
る (図 1.11) (67, 小松紘司博士)。繊毛運動の動きも発生過程に沿って変化する。P2、P5では方向性
が定まらないような繊毛運動を示すことが多いが、長い繊毛を持つ細胞が増えるにつれ、P13以降で
は卵巣側から子宮側へと方向性をもった繊毛運動が多い (67, 小松紘司博士)。

1.2.3 卵管上皮の繊毛運動周波数

繊毛運動周波数 (CBF; Ciliary beat frequency)は繊毛活性を測る有用な指標である。CBFを測定
する複数の方法が開発されている (68)。古典的な方法はストロボスコープがCBFと同調することや
光電流の振動に基づいている (69, 70)。現在では高速度 CCDカメラ等で取得した顕微鏡画像から自
動解析によってCBFを測定することも可能である (71–73)。顕微鏡で取得した画像を関心領域 (ROI;
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図 1.10 ヒダ構造の形成

(A)ヘマトキシリン・エオジン染色したP2の卵管の切片。Bar = 50µm. (B)卵管上皮のスケッチ。上
皮のみのヒダでは、通常の上皮シート (左)に比べて、細胞層の厚さが増し、核が一列に並ばないこと
がある (右)。(C)発生過程における断面あたりのヒダの数。卵管漏斗付近の切片の結果をまとめた。
(A) は小松紘司博士の未発表データ。(B, C)は (59)より引用。
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図 1.11 出生後の卵管上皮の発生

(A)上段は高速度 CCDカメラによって撮影された卵管漏斗付近の繊毛運動のスナップショット。頂
端面がドームを形成している細胞 (白矢頭)と、平坦な頂端面を持つ細胞 (黒矢頭)の２種類の細胞が
観察された。下段は卵管上皮の免疫染色図。繊毛 (緑)は抗アセチル化チューブリン抗体、F–アクチ
ン (赤)は Phalloidin、核 (青)は Hoechstによりそれぞれ可視化された。共焦点顕微鏡で観察し、最
大輝度投影図を示した。o: 卵巣側、u: 子宮側。数字は (B)で分類したタイプの細胞の代表例を示す。
Bar = 50µm. (B)発生過程における各タイプの細胞の存在割合。５つのタイプの細胞に分類した。
棒グラフの色は右側のパネルの各タイプの細胞と関連付けた。1)は繊毛がない細胞、2)は１次繊毛
(primary cilia)をもつ細胞、3)は F–アクチンの突起が見られる細胞、4)は未熟な短い繊毛を多く持
つ細胞、5)は長い繊毛を多く持つ細胞をそれぞれ示す。
(67, 小松紘司博士)より引用。
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図 1.12 CBF測定の原理
(A)繊毛運動の動画の光学密度 (OD)は周期的に変動する。1フレーム＝ 5ミリ秒。(B) (A)のODプ
ロットを nフレームずらしたときの自己相関値。矢印は最初の極大値を示す (n = 30)。この例の場合
は CBFは 200/30 = 6.7(Hz)と計算される。

Region of interest)の光学密度 (OD; Optical density) (輝度の平均値)の時間に対する変化を用いて
処理することはよく用いられている方法である (74, 75)。CBFは ODの時間変化に対する高速フー
リエ変換 (FFT; fast Fourier transform)、または自己相関関数によって計算される。ODの自己相関
のプロットは周期的であり、最初の極大値をとる点が 1周期の時間に相当し、CBFが算出される (図
1.12)。自己相関関数を用いる方法は FFTを用いる方法に比べてノイズに影響されないことが指摘さ
れている (76)。

CBFはヒトの気管と卵管でよく調べられている。ヒトの卵管の CBFの値は 5–20 Hzの広い範囲
で報告されており (77–79)、この差異は測定に用いた方法の違いに由るものである可能性がある。月
経周期に応じて CBFが変化するかどうかは見解が一致していない。ウサギの卵管では、卵が子宮方
向へ運ばれる時期にあたる交尾の 2–3日後に CBFが 20%上昇する (80)。ヒトの卵管ではWeström
らが月経周期間でも卵管の部位間（漏斗、膨大部、狭部）でも CBFに違いはなかったと報告したの
に対し (77)、山岡は部位間ではCBFに差があるものの、月経周期間では有意な差はなかったと報告
した (79)。一方、CritophとDennisはCBFが排卵後に膨大部と狭部のみにおいて有意に上昇すると
報告し (81)、Lyonsらは排卵後の分泌期に漏斗で CBFが上昇すると報告した (82)。

1.3 上皮組織の突出を引き起こす力学的要因

上皮組織は胚発生の過程で様々な形態をとって、多様な機能を果たす器官を形成する。上皮が頂端

面側へ突出する際の力学的要因を、上皮細胞に由来するものと、上皮細胞外によるものとに分けるこ

とができる (図 1.13)。

1.4 本研究の目的

前述のように、マウスの卵管は細胞レベルから器官レベルまで多階層にわたる極性を有しており、

その極性の形成機構は今まで明らかではなかった。そこで私は、マウス卵管上皮の極性の一つである

繊毛運動について観察し記述するとともに、PCP因子に着目してその役割を調べた。PCP因子の一
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図 1.13 上皮組織が頂端面側へ突出するときに考えられる力学的要因

(A, B)上皮組織が頂端面側に突出すると仮定した場合に考えられる、上皮細胞側による要因と (A)、
上皮細胞の外部からの要因 (B)をまとめた模式図。(A)では上皮が突出する際の、橙色の細胞による
働きを矢印で示した。矢印が必ずしも力の方向と作用点を表すものではないことに注意されたい。
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つであるCelsr1を欠損したマウスを観察したところ、これらの極性が損なわれることが分かった。そ
こで、Celsr1がどのようにこれらの極性形成を制御しているかを調べるために、Celsr1変異細胞を用
いたモザイク解析を行った。
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第2章 マウス卵管上皮の繊毛運動

2.1 結果

2.1.1 卵管上皮の高速度カメラによる観察

マウス卵管の漏斗を切り出して管が伸びている L軸 (Longitudinal axis)に沿って切開し、現れた
内腔の上皮を hanging-drop法を使用して、高速度CCDカメラを用いて秒速 200フレームで 2.5秒間
で撮影した (図 2.1)。卵管上皮の繊毛は子宮側にのみ大きく倒れ、平面内で繊毛細胞の極性がそろっ
ていた (図 2.2A, B)。繊毛が折り返すタイミングを目視で測定したところ、多繊毛細胞の繊毛往復運
動は非対称で、子宮側に向かう有効打は卵巣側へ向かう回復打よりも 2–3倍速かった (図 2.2C)。

2.1.2 自己相関関数を用いた繊毛運動周波数の測定

取得した動画より、繊毛に焦点があっている ROI (Region Of Interest; 関心領域) (20ピクセル
(3.7µm)× 20ピクセル;上皮細胞の頂端面の面積の約 1/3–1/4)を選びCBFを測定した。CBFの測定
にはそれぞれのROIのOD (Optical Density; 光学密度)が時間に対して、CBFと協調する形で周期
的に変化することを利用し、自己相関解析を行った (図 1.12)。自己相関値のプロットが最初の極大値
をとるとき、OD(t) (tは時間)はちょうど 1周期分ずれていると見なすことができ、その時間を繊毛
運動の周期とした。観察環境の安定性を調べるため、同じ視野で 1分間隔で 11回動画 (各動画は 500
フレーム/秒で 2.5秒間撮影)を取得してCBFを測定したところ、時間内で顕著なCBFの変化は見ら
れなかった (図 2.3) (n = 3)。卵管上皮を解剖する際の影響でいくつかの領域で繊毛が運動しなくなっ
たが、多くの繊毛は 30分以上運動し続けた。これらの結果は繊毛運動が安定した環境で観察できてい
ることを示唆する。また、PBS (-), PBS (+), DH (Dulbecco’s Modified of Eagle’s Medium/Ham’s
F–12 (1:1))の 3種類の培地で CBFを測定したが、顕著な差は認められなかった (表 2.1)。以降の実
験では PBS (-)を培地として用いた。

培地 平均 CBF(Hz) 標準偏差 サンプル数

PBS (-) 9.7 2.3 3卵管 363箇所
PBS (+) 11.5 3.9 3卵管 351箇所
DH* 10.4 4.9 2卵管 228箇所

*Dulbecco’s Modified of Eagle’s Medium/Ham’s F–12 (1:1)

表 2.1 培地が CBF測定に与える影響
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図 2.1 卵管上皮観察の方法

(A)マウス卵管解剖の模式図。卵管の漏斗を切り出し、卵巣側より管に沿って開いた。免疫染色では
開いた状態で固定した。(B) CBF測定で使われた hanging-drop法の模式図。カバーグラス上にPBS
でドロップをつくり、管に沿って開いた漏斗をドロップの中に入れ、上皮側がカバーグラス面に向く

ように調整した。その後 37◦Cに温めた時計皿の上にカバーグラスをひっくり返して乗せ、カバーグ
ラス越しに繊毛運動を観察した。時計皿の中には 37◦Cに温めた水をいれ、hanging-dropが乾かない
ようにした。

図 2.2 マウス卵管上皮の繊毛運動

(A)高速度カメラでとらえた繊毛運動。矢印は繊毛が倒れている方向を示す。Bar = 10µm (B)卵管
上皮の繊毛運動の模式図。繊毛は子宮側にのみ大きく速く倒れ、往復運動も非対称だった。(C)繊毛
が半往復するのにかかる時間の遷移。時間の長い繊毛運動と時間の短い繊毛運動が交互に行われて

いた。
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図 2.3 CBF測定の安定性
1分間隔で同一視野から 25個のROI (20ピクセル×20ピクセル)を選び、CBFを測定し、有効な測
定 (OD(t)の自己相関値の最初の極大値が 0.2以上)のうちの各時間での平均と標準偏差を表した。異
なるシンボル (▲, ■, ◆)は異なる卵管での測定を示している (n=3)。代表的なOD(t)や、自己相関
関数のプロットについては図 1.12参照

2.1.3 卵管上皮の繊毛運動周波数

卵管の漏斗上皮の繊毛運動の動画から計 2400 ROIを選び CBFを測定した。最初の極大値での自
己相関値の平均は 0.36で、最頻区間は 0.4–0.5であった (図 2.4A; 全測定結果)。最初の極大値での自
己相関値が高いことは繊毛運動の周期性が高いことを意味し、これらの結果から 3.7µm (20ピクセ
ル)四方で録画した 2.5秒間は繊毛が規則正しく運動していることがわかる。次に、同一平面内の異
なる領域のCBFを比較した (図 2.4B)。繊毛運動の周期の卵管上皮での分布を調べると、隣接する領
域においても繊毛は異なる周期で運動することがあることがわかった。この結果は測定誤差によるも

のである可能性もあるが、実際に取得した動画のいくつかの領域では、2.5秒間内に、同じ位相だっ
た隣接する領域の繊毛が逆の位相を持つようになったことが観察された。これらの結果は隣接する領

域においてもCBFはいつも同調しているわけではないことを示唆する。これらの観察から、図 2.4A
で示すように繊毛はROI内においては、高い自己相関値が示すように規則正しく運動をしているが、
卵管上皮の平面内においてはある程度の周波数の幅を持っていることがわかった (例えば図 2.4Bでは
5.4–7.1 Hz)。

CBFと性周期の関係を調べるため、発情間期と発情期のメスマウス (8–12週齢)を 4匹ずつ観察し
た。1つの卵管あたり異なる視野で動画を 6つ取得し、解剖の影響を抑えるため卵管を L軸に沿って
開いてから 15分以内にすべての動画を録画した。CBFを解析したところ、漏斗における卵管上皮の
CBFは発情間期 (排卵前)で 10.9±3.3 Hz、発情期 (排卵後)で 8.5±2.5 Hzであった (平均 ±標準偏
差)(図 2.4C、表 2.2)。CBFはいずれの性周期においても正規分布に近い分布を示した (図 2.4D)。

2.1.4 繊毛による卵の輸送

組織を解剖したときに血球や他の細胞が培地の中で卵管からはがれ、その後漏斗において、これら

の細胞が漏斗上で膨大部側に向かって一方向に運ばれるのを観察した (図 2.5A)。これらの細胞の動き
は卵巣―子宮軸での方向性を持った流れを反映していた。卵管が大きな卵丘・卵母細胞複合体 (COC)
を輸送できるかどうかを調べるため、COCを漏斗の卵巣側の端である采付近に置いた。COCは卵管
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図 2.4 卵管上皮の CBF
(A, B) 繊毛は局所的に高い周期性を持つ運動をするが、周期 (５ミリ秒)は卵管上皮内で部位ごとに、
2.5秒の間では、固有の異なる値をとった。(A)自己相関関数の最初の極大値の分布 (n = 1810; ビン
幅 = 0.1)。 (B) CBFの卵管上皮での分布。白い四角の ROIで平均ODを測定し、自己相関値が最
初の極大値をとるときのずらしたフレーム数 (１フレームは５ミリ秒に相当)を表した。例えば左上
の “33”では 33 × 5 = 165ミリ秒が周期であることを表す。数字がない四角は自己相関関数の最初の
極大値が 0.2以下で、CBF測定が有効ではなかったことを示す。Bar = 10µm (C, D)異なる性周期
における卵管上皮の CBFの比較。(C) (発情)間期と発情期における CBFの平均。間期と発情期で
それぞれ 1200回CBFの測定を行い、有効測定数はそれぞれ 931、879だった (n =マウス 4匹、8卵
管/各性周期)。*は対応のない両側 t検定で P < 0.0001であったことを示す。(D)各性周期における
CBFの分布。各階級に含まれる測定数の有効測定数に対する割合を示した。
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マウス 卵管 平均 (Hz) 標準偏差 有効測定数 膨大部の卵

発情間期 A1 1 10.8 3.3 105
2 10.7 3.1 123

A2 1 12.9 2.0 116
2 13.9 3.3 131

A3 1 10.0 2.3 122
2 10.6 2.0 123

A4 1 7.5 4.3 78
2 9.7 1.7 133

計 10.9 3.3 931

発情期 B1 1 8.2 1.5 126
2 7.1 2.1 130

B2 1 8.4 3.6 97 +
2 10.3 1.7 116 +

B3 1 9.8 1.7 121 +
2 8.2 2.0 106 +

B4 1 8.1 2.4 98 +
2 7.4 3.5 85 +

計 8.5 2.5 879

+は膨大部に卵があった卵管であることを示す。

表 2.2 各個体の卵管での CBFの比較

内に吸い込まれ、膨大部の方向へ輸送された (図 2.5B–D)。この輸送は発情間期、発情期のいずれの
性周期から採取した卵管でもみられた。COCは 10分以内で 0.5mm以上運ばれることもあった。ま
た、観察中に筋肉の収縮によって引き起こされるような卵管自体の動きはなかった。

2.2 考察

卵は卵管采で集められて、漏斗を通って輸送され、膨大部で受精し、狭部、子宮へと一方向に運ば

れるが、卵の動きと輸送の機構は複雑である。ラットでは卵の輸送が生体内で観察されており、卵の

代わりのビーズを漏斗に置くと、卵管の内腔にすばやく吸い込まれて膨大部へと運ばれる。一旦膨大

部にたどり着くと、ビーズは膨大部で往復運動を始める。この往復運動は筋収縮を阻害する薬剤に

よって抑制されることから、采から膨大部までの一方向の動きは繊毛運動によるものであるが、膨大

部での双方向の運動は筋収縮によるものであることが示唆されている (56)。
本研究では、管に沿って開いた卵管の漏斗において、膨大部へ一方向の分泌液の流れが存在するこ

とが観察され、卵の輸送に筋収縮が必ずしも必要ではないことが示唆された。Dixonらは、マウスの
卵管において繊毛運動だけでは卵を輸送することができないと報告しているが (83)、この観察は膨
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図 2.5 繊毛による卵の輸送

(A)管に沿って開いた卵管上での小粒子の動き。血球等と思われる小粒子は膨大部 (左下)へ向かって
一方向に動いた。矢印は小粒子を示す。ms:ミリ秒。(B)卵管の卵巣側の端 (采・漏斗)で卵と卵丘細
胞の複合体 (COC)が運ばれた様子。黒線はCOCが移動した軌跡を示す。矢印はCOCが移動した方
向を示す。四角で囲まれた領域の高倍率像を (C)と (D)に示す。(C)卵管上皮に接着した COCが卵
管に吸い込まれた。(D) COCは膨大部へ向かって運ばれた。s:秒。Bar = 10µm(A), 100µm (B–D)
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大部付近の領域で行われていると思われ、本研究で用いた漏斗とは部位的に異なる。また、漏斗の組

織切片では筋層は薄かった (小松紘司博士 未発表データ)。これらのことから、漏斗での一方向の卵
の動きは主に繊毛運動によるものであると考えられる。本研究では、管に沿って開かれた卵管でも卵

を輸送できることを示したが、生体内では卵は周囲を卵管に囲まれており、卵がより速く輸送される

ことも考えられる。卵の輸送を確かなものにするために、生体内において繊毛運動は余剰な輸送能力

を有しているかもしれない。繊毛運動によってどのような機構で卵が運ばれているかはほとんど知ら

れていない。卵管内での液流でCOCを輸送することができるかについても明らかではない。液流自
体ではなく、卵と繊毛の物理的な相互作用が重要な役割を果たしている可能性もある。COCの輸送
は卵管上皮とCOCの接着によって影響されることも報告されている (83)。フローチャンバーを用い
て生体内の流速を人工的に再現することで、液流によって卵が輸送され得るかどうかを調べることが

できる。

本研究では、hanging-drop法を用いて卵管漏斗の繊毛運動を直接撮影し、自動化された画像処理
法によって、CBFを算出した。自動化された画像処理法は再現可能で、人為的ミスや偏見を防ぐこ
とができる。この方法の原理はヒト気管上皮の CBF測定にも用いられている (71, 75)。マウス卵管
上皮はヒダ状構造が発達しており、焦点面に繊毛運動が見られる領域が限られているため、測定に用

いる画像の領域は繊毛運動が見られる領域から人為的に選んだ。

本研究では、CBFは自己相関関数 (ACF)が最初の極大値をとるところを用いて算出した。最初の
極大値での自己相関値が高いことは繊毛運動の周期性が高いことを意味する。一方、ACFは時間に
対するODの関数OD(t)の振幅の変化によっても影響される。OD(t)の振幅変化による影響を避け
るため、ACFの最大値ではなく、極大値を用いた。自己相関値はOD(t)の振幅の変化によって影響
されうるが、その場合でも ACFは周期分のフレームをずらしたところで、振幅の変化に関わらず、
極大値をとると考えられる。

隣接する領域においてもCBFは必ずしも同調しないことを本研究で示した。卵管上皮では上皮の
表面を伝播するmetachronal waveも観察され。これは水田に風が吹いたとき見える波のような動き
で、隣接する物体 (稲など)が相互的な協調作用を行うときに見られる現象である。漏斗上皮は多数の
繊毛によって構成されており、このような流体力学的相互作用が起き、結果として CBFが同調する
こともあると考えられる。これらのことから、隣接する繊毛は物理的な相互作用によって (特に位相
的に近い場合)、繊毛運動の位相を協調させているが、基本的には繊毛運動は細胞間で異なるCBFを
有しているとの仮説を立てることができる。カルシウムイオンやアデノシン三リン酸 (ATP)などの
分子濃度が CBFに影響を与えることが報告されており (84)、細胞間で異なる CBFを生み出す要因
の候補として考えられる。また、流体力学のモデルを用いて、非対称性をもたない繊毛の列から、一

方向の分泌液の流れやmetachronal waveができうることも報告されており (85)、繊毛同士で協調す
るような特別な機構がなくても、観察されたような繊毛運動や分泌液の流れが起きる可能性がある。

近年、マウス卵管のCBFが23.3±3.8 Hzであることが報告され (86)、これは本研究の結果 (10.9±3.3
Hz と 8.5±2.5 Hz)よりも高い。計測した CBFの違いは観察手法の違いによるものである可能性が
ある。たとえば、Bylanderらは測定する前に 1日間卵管を培養しているが、本研究では卵管を管に
沿って開いてから 15分以内に繊毛運動を撮影している。また、3.5–5週齢のマウスを用いた点におい
ても、本研究の 8–12週齢のマウスと異なっている。培地、温度や画像解析法のいずれもCBFに影響
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を与える可能性がある。解析法の正確さを確かめるため、いくつかの動画では繊毛運動を目視によっ

て追跡し、その軌跡から自己相関によってCBFを求めたが、OD(t)を用いた方法と結果はほぼ同じ
であった (データ非掲載)。このことから、本研究で用いた画像解析法が、繊毛運動の動画から CBF
を測定することに成功していることが示唆される。

CBFの高低が卵管の輸送能力とどのような関係にあるのかは自明ではない。ヒトの卵管漏斗では
月経周期の黄体期 (排卵後)でのCBFが卵胞期 (排卵前)に比べて高いことが報告されているが、この
際のCBFの上昇は 20%に満たない (82)。本研究ではマウス卵管の漏斗のCBFが、発情期で 8.5±2.5
Hzであり、(発情)間期 (10.9±3.3 Hz)よりも低かったことを報告したが、図 2.4Dに示すようにCBF
は広く分布しており、平均 CBFのこの僅かな違いが卵管の輸送能力にどれだけの影響を与えるかは
明らかではない。発情期、間期のいずれにおいても、管に沿って開かれた卵管が一方向の流れを作り

出し、卵を輸送できることが観察された。また、卵管での小粒子の輸送速度が発情後期と妊娠・着床

後とで違いがないことも報告されている (83)。生理的な範囲内での高いCBFが高い輸送能力につな
がるかどうかは、卵管のCBFと輸送能力を同時に測定するような実験が必要である。 CBFに加え、
卵管の径や分泌活性、繊毛細胞の数なども輸送能力に影響する可能性がある。

発情期と間期のCBFに差が認められたことは、CBFが性周期に応じて変化している可能性がある
ことを示唆する。エストラジオールとプロゲステロンは性周期の制御で主要な役割を果たしていると

考えられているホルモンであり、卵管のCBFにも影響を与えることが報告されている (68,87)。高い
投与量でエストラジオールは CBFを上昇させ、低い投与量では CBFを降下させる一方 (87)、プロ
ゲステロンは CBFを降下させることがモルモット (87)とマウス (86)を用いた実験で報告されてい
る。一般的に、発情期ではエストラジオールの濃度が高く、発情間期ではプロゲステロンの濃度が高

い。モルモットでは、発情期、発情間期の初期、中期、終期においてCBFがそれぞれ 13.5Hz、17Hz、
12Hz、15Hzであることが報告されており、CBFの変化は複雑である (87)。本研究で用いたマウス
のホルモン濃度は明らかではないが、CBFの性周期間における差は複数のホルモンの影響によるも
のである可能性がある。

本研究で報告したCBF測定では、卵管は開いた後に培地に浸され、すぐに観察されたため、生体内に
準じた環境で実験が行われた。ヒトの卵管を用いたCBF測定は複数報告されているが (77,79,81,82)、
ヒト組織の利用は限られている。本研究により、遺伝学や分子生物学的実験が可能なマウスは、卵輸

送を研究する上で有用なモデル動物となりうることがわかった。また、異なる種での観察は、哺乳類

の生殖における普遍的な原理を考える上でも重要である。マウス卵管の形はウサギやヒトと異なる

が、卵輸送において、漏斗の繊毛が果たす役割は異なる種間でも変わらないことが、本研究の観察か

ら示唆される。
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第3章 マウス卵管上皮の形態形成におけるPCP因
子の役割

3.1 結果

3.1.1 Celsr1タンパク質の細胞内局在の偏りは繊毛形成前に起こる

卵管の卵巣側端の漏斗に集中して解析を行った。漏斗は繊毛細胞の割合が他の卵管の部位に比べて

高く (59)、繊毛形成は少なくとも 3週齢まで持続的に行われる (67, 小松紘司博士)。繊毛運動は卵
巣–子宮軸 (以降 L軸)に沿って行われており、平面内細胞極性 (PCP)の形態の一つであるといえる。
RT-PCR法を用いて成熟したマウス卵管において、既知の PCP因子の発現を調べた所、Celsr1, -2、
Vangl1, -2、Dvl1, -2、Pk2, -3、Fz1, 2, 3, 6, -8、Ptk7の発現が検出された (67, 小松紘司博士)。そ
こで Celsr1に着目して更なる解析を行った。卵管を輪切りの方向で切片を作成し、免疫染色を用い
て Celsr1タンパク質の局在を調べた所、Celsr1が上皮のみに発現し、上皮の基部側の間質では発現
が認められなかった (図 3.1) (67, 小松紘司博士)。次に、卵管を L軸に沿って開き、上皮の頂端面を
観察した (図 2.1A)。

Celsr1タンパク質は、Phalloidinによって可視化された F–アクチンが多く存在する頂端面より少
し基底面側の上皮細胞の側面 (Lateral side)に局在した (図 3.2)。繊毛細胞同士の細胞境界のみなら
ず、繊毛細胞と非繊毛細胞の境界にも局在した (図 3.3)。非繊毛細胞同士の境界おいては、Celsr1の
シグナルは弱かった。

次に、いくつかの発生ステージのマウス卵管をCelsr1抗体で免疫染色した (図 3.4A–C) (67, 小松紘
司博士)。P2(出生後 2日目)から Celsr1タンパク質は細胞境界付近に局在し、成熟したマウスでは、
Celsr1シグナルは卵管輪切り断面に平行な方向 (以降C方向, Circumferential axis)の細胞境界 (L軸
に垂直な細胞境界)に強く局在した。このような局在は、より早い発生ステージの卵管にも認められ
たが、Celsr1シグナルは弱かった。
そこで、Celsr1タンパク質の細胞内局在の偏りを、免疫染色の共焦点顕微鏡像より、それぞれの発
生ステージにおいて定量的に解析した。細胞の輪郭はPhalloidin染色のシグナルを元に手動でトレー
スし、輪郭上のCelsr1シグナルを測定した。Aigouyらの方法を参考に数学的変換を行って (88)、各
細胞において細胞輪郭のどの部分にCelsr1タンパク質が強く局在しているのかを求めた。P2から 11
週齢 (11w)までCelsr1タンパク質は偏った局在を示し、C方向の細胞境界に強く局在した (図 3.4D)。
一方、Phalloidinシグナルでは顕著な極性は検出されなかった (図 3.4E)。
これらの結果より、Celsr1タンパク質は、多くの細胞で多繊毛形成が行われるよりも前の P2の段
階から、細胞内で偏った局在を示した。他の PCP因子である Vangl2のタンパク質も同様な局在パ
ターンを示したことから (図 3.5A, B)、卵管上皮においても、PCP因子が細胞内局在の偏りを介して
PCPを制御することが示唆された。
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図 3.1 卵管の輪切り方向切片の Celsr1免疫染色図
(A–D)卵管の輪切り方向切片の Celsr1免疫染色図。Celsr1は緑、F–アクチン (Phalloidin染色)は
赤、核 (Hoechst)は青で示した。(B)は (A)、(D)は (C)のシングルチャネル画像。Celsr1+/−マウス

(A, B)、Celsr1−/−マウス (C, D)。Celsr1変異マウスについては後述。F–アクチンより少し基底面
側の上皮細胞の側面に Celsr1は局在し（矢印）、間質にはシグナルは見られない（矢頭）。ここでは
Celsr1+/−マウスは野生型と同等とみなした。Bar = 100µm
(67, 小松紘司博士)より引用。
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図 3.2 Celsr1免疫染色図
L軸に沿って開いた卵管上皮を抗Celsr1抗体で免疫染色し、共焦点顕微鏡で観察した。Celsr1は緑、
F–アクチン (Phalloidin染色)は赤で示した。左：卵巣側、右：子宮側。上皮の 3次元的なヒダ構造の
ため、それぞれの上皮細胞の頂端–基部軸上の異なる位置の像が図に表されていることに留意。白枠
で囲った領域を図 3.3に示した。Bar = 10µm
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図 3.3 Celsr1免疫染色図
(A, B)L軸に沿って開いた卵管上皮を抗Celsr1抗体で免疫染色し、共焦点顕微鏡で観察した。Celsr1
は緑、F–アクチン (Phalloidin染色)は赤で示した。(B)の焦点面は、(A)より 2µm基部側である。
*印は頂端面に Phalloidinシグナルを欠いた非繊毛細胞を示す。左：卵巣側、右：子宮側。上皮の 3
次元的なヒダ構造のため、それぞれの上皮細胞の頂端–基部軸上の異なる位置の像が図に表されてい
ることに留意。Bar = 10µm
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図 3.4 マウス卵管発生過程における Celsr1タンパク質の局在
(A) Celsr1は緑、F–アクチン (Phalloidin染色)は赤で示した。 (B, C) (A)図の四角で示した領域の高
解像度図。Celsr1は (B)、F–アクチンは (C)に示した。Lは管の伸びている方向 (Longitudinal axis)、
Cは輪切り断面の円周方向 (Circumferential axis)を示す。Bar = 10µm (D, E) 各細胞でCelsr1シグ
ナルおよび F–アクチンシグナルの局在の極性を定量化して角度を求め、L軸に対する角度 (0–180◦)
の分布 (各角度に極性を持つ細胞の割合)を示した。定量方法は 4.7参照。例えば、L軸付近の角度に
極性を持つ細胞では、L軸に垂直な細胞辺にCelsr1タンパク質が強く局在する。角度は卵巣–子宮軸
(ヒダ構造の角度によって決定)に相対的な値であることに注意。角度分布は点対称のローズダイア
グラムで表した。角度は 15◦幅の 12区分で示されている。細胞の割合は面積に比例しており、外周
の円は 50%を示す。各発生ステージで解析された細胞数は 630 (P2; 出生後 2日目)、339 (P5)、480
(P9)、170 (P13)、521 (P17)、614 (11w)である。　
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図 3.5 卵管上皮におけるVangl2の免疫染色図
(A–D)管に沿って開いた卵管上皮のVangl2免疫染色図。Vangl2は緑/白、F–アクチン (Phalloidin染
色)は赤で示した。野生型 (WT)マウス (A, B)、Celsr1−/−マウス (C, D)。Celsr1変異マウスについ
ては後述。Bar = 10µm

3.1.2 Celsr1は卵管上皮の繊毛運動の方向性の協調に必須である

卵管におけるCelsr1の役割を理解するため、Celsr1遺伝子を欠損したホモ変異体を解析した (50)。
このCelsr1変異マウスでは 26番目から 29番目までのエクソンにあたるゲノム領域が欠損しており、
体毛のパターンに異常が見られることが報告されている (50)。ホモ変異体の卵管上皮では、Celsr1タ
ンパク質は検出されず、またVangl2タンパク質の偏った局在も見られず、PCP経路が損なわれてい
ることが示唆された (図 3.1C, D、図 3.5C, D)。
次に、繊毛運動の方向性を調べた。野生型のマウス卵管では、繊毛が卵管の L軸方向に沿って運動
し (図 3.6A)、卵の輸送を可能にする (本論文 2.1.4)。繊毛運動の輸送能を調べるために、蛍光ビーズ
を L方向に沿って開かれた卵管の上皮の上に置いたところ、ビーズはヒダ構造に沿って子宮方向へと
輸送された (図 3.6C)。繊毛運動の方向性を決定づける構造的基礎についても調べた。9+2の微小管
構造をもつ運動性繊毛では、有効打の方向と basal foot構造 (bf)の方向性が同じであることが知られ
ている (37)。卵管上皮を透過型電子顕微鏡 (TEM)で観察したところ、細胞内、あるいは細胞間で bf
が同じ方向に揃えられていることが分かった (図 3.7A, A’)。

Celsr1−/− マウスでは、多繊毛細胞の割合は、野生型と同程度であった (図 3.7C)。また、繊毛の
長さも、繊毛の密度も、野生型と同程度であった (図 3.7D, E)。これらの結果から、Celsr1−/−マウ

スでは繊毛形成は正常に行われていることが示唆される。一方、繊毛運動を高速度カメラで解析した

ところ、多くの繊毛が卵巣–子宮軸に沿って運動していないことが分かった (図 3.6B)。次に、繊毛の
輸送能力を調べた (図 3.6D)。蛍光ビーズを卵管上皮の上に置いたところ、野生型の時とは異なって、
ビーズは同じ方向に向かわずにばらばらに動き、局所的に渦を巻くような動きも見られた。TEMを
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図 3.6 野生型 (WT)と Celsr1変異マウスにおける卵管上皮の繊毛運動の極性
(A, B) 野生型 (A)とCelsr1−/−マウス (B)の卵管上皮の繊毛運動。15–17wのマウスの卵管を L軸に
沿って開き、高速度カメラを用いて繊毛運動を観察した。矢印はそれぞれの領域で観察された繊毛運

動の有効打の方向を示し、赤矢印はヒダ構造の方向に沿っていない繊毛運動の方向を示す。実験はそ

れぞれ 4つの卵管に対して行われた。 (C, D) 野生型 (C)とCelsr1−/−マウス (D)の卵管上皮に蛍光
ビーズを置いて、1.5秒毎に画像を取得し、時系列の画像を重ねた。実験はそれぞれ 4つの卵管に対
して行われた。左側が卵巣側、右側が子宮側を示す。Bar = 10µm (A, B), 100µm (C, D)

用いて卵管上皮を観察すると、bfの方向が協調的ではなかった (図 3.7B)。細胞内において局所的に
bfの向きが揃う場所もあったが、同一細胞内においても、細胞間においても、bfの向きは野生型と比
べて乱れていた。これは円統計における分散解析によっても示唆される。Celsr1−/−マウス卵管上皮

細胞の各細胞内での bfが向く方向の分散の平均は、野生型の分散の平均よりも高かったが、完全に
ランダムに向くと仮定した場合に推定される値よりも低かった (図 3.7F)。
さらに、野生型では見られた繊毛細胞の頂端面直下の細胞骨格の格子模様が、Celsr1−/−変異体で

は乱れていた (図 3.8D)。細胞骨格繊維の間隔が広がり、繊維の方向も野生型と比べて協調的ではな
かった。このような細胞骨格は、マウスの気管やツメガエルの上皮において、繊毛の向きを揃える役

割があることが報告されている (89,90)。

3.1.3 Celsr1欠損は卵管上皮の形態形成に異常を引き起こす

繊毛の極性異常に加え、Celsr1−/−変異マウスでは組織レベルの異常も見つかった。P2から 11w
の 43匹のCelsr1−/−変異マウスを観察したところ、内 21匹は子宮の一部が狭くなったり、閉鎖した
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図 3.7 野生型 (WT)と Celsr1変異マウスにおける卵管上皮の繊毛の表現型
(A, B) 野生型 (A)とCelsr1−/−マウス (B)の卵管上皮の透過型電子顕微鏡像。(A’, B’) 矢印は各繊毛
の basal foot (bf, 円形の基底小体に付属する突起)の角度を示す。n =各 2卵管。上皮構造が湾曲し
ているため、同一切片上にある bfのみ見えている。(C) 11wマウス卵管上皮の繊毛細胞の割合。n =
各 5匹。(D) 繊毛の共焦点顕微鏡像。(E)電子顕微鏡像より求めた繊毛密度。n =27細胞 (WT)、26
細胞 (Celsr1−/−)。(F) 各細胞内の basal footの角度の円統計における分散。得られた電子顕微鏡像
のうち、各細胞で 10 bf以上が確認できた画像を解析した。n = 48細胞 (WT)、20細胞 (Celsr1−/−,
Rand)。 Randは、各 bfが完全にランダムな方向を向くと仮定した場合に、Celsr1−/−マウスと同じ

細胞数・繊毛数のデータセットをもつときに得られた推定値である。棒グラフは平均±標準偏差 (C,
E)、平均±標準誤差 (F)を表す。
Bar = 1µm (A, B), 10µm (D)
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図 3.8 野生型 (WT)と Celsr1変異マウスにおける細胞骨格ネットワークの表現型
透過型電子顕微鏡でとらえた卵管上皮頂端面直下の細胞骨格ネットワーク (矢印)。Bar = 500nm

りすることが見られた (67, 小松博士)。また 43匹中の 12匹では卵管が途中で閉鎖していた。これら
の異常は同じ個体においても、左右の生殖管において必ず同時に起こるものではなかった (67, 小松
博士)。
野生型のマウス卵管上皮では、ヒダ構造が卵巣–子宮軸に沿って直線的である。一方、Celsr1−/−変

異マウスでは、観察したすべての卵管において、この上皮のヒダ構造に異常があった (図 3.9) (67, 小
松博士)。野生型では、生後直後ではヒダ構造が１から２個しかなく、成長と共にヒダの構造が増え
る (59)。ヒダ構造は L軸に沿って直線的で、その大きさによらず、分岐はあまり見られない。しか
し、Celsr1−/−変異マウスにおいては、P5では野生型との顕著な違いは見られないものの (図 3.9B)、
P9ではヒダ構造に異常が見られた (図 3.9D, F)。Celsr1−/−変異マウスの卵管では、ヒダ構造は形成

されたものの、異所的な分岐が見られ、ヒダ構造は直線的ではなく湾曲し、卵管の L軸に沿っていな
かった。

3.1.4 Celsr1変異体では細胞形態の極性が損なわれる

次に、上皮細胞の形態に着目し、解析を行った。Phalloidin染色を用いて上皮細胞の頂端面の輪郭
を可視化すると、野生型の成体マウスの卵管上皮では、細胞がヒダ構造に沿って伸びていることが分

かった (図 3.4C, 3.10A)。そこで、出生後の発生過程に沿った細胞形態の変遷を調べた (図 3.10)。野
生型では、頂端面の最長径／最短径の比の値の平均が P5で 1.8を超え、この時期においても、細胞
は既にヒダ構造の方向に伸びており (図 3.10C, D)、極性がある。最長径／最短径の比の平均は P17
で最高の値約 2.2をとる。調べた中のすべてのステージにおいて、細胞形態はヒダ構造の方向にそっ
て伸びていた (図 3.10D)。これらの観察から、上皮細胞の頂端面の形態も、卵巣–子宮軸に沿って極
性を持つことが分かった。一方、Celsr1−/−変異体では野生型と比べ、上皮細胞の頂端面は伸びてお

らず、より円に近い形態をとっていた (図 3.10B)。また、頂端面の長軸が向く方向と、ヒダ構造の方
向との間に明確な関係は認められなかった。定量的解析の下でこれらの傾向は顕著に表れ、P13以

34



図 3.9 野生型 (WT)と Celsr1変異マウスにおける卵管漏斗の発生過程
野生型 (WT)マウス (A, C, E)と、Celsr1−/−変異マウス (B, D, F)の卵管を、L軸方向に沿って開
いた Phalloidin染色図。P5(出生後 5日目)、P9、11w (11週齢)の卵管組織を用いた。共焦点顕微鏡
像の最大輝度投影図が示されている。(E, F)では、四角に囲まれた領域が拡大されている。Bar =
100µm
(67, 小松博士)より引用。
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降では、最長径／最短径の比の値の平均が、野生型に比べ低かった (図 3.10C)。さらに、P5から細
胞の長軸が向く方向は野生型と比べて異常が見られ、ヒダ構造の方向に依らないことが分かった (図
3.10D)。これらの結果は、Celsr1欠損によって、細胞形態の極性 (伸長と長軸方向)が損なわれてい
ることを示唆した。

3.1.5 Celsr1によって直接的に制御される細胞形態

細胞形態の極性と、ヒダ構造の極性の間の関係を調べるために、核をHistone 2B-EGFPで標識し
た Celsr1−/−ES細胞 (Embryonic Stem Cell; 胚性幹細胞)、Celsr1+/+ ES細胞 (対照群として)を用
いてキメラマウスを作成し、モザイク解析を行った。Celsr1+/+クローン領域では、細胞形態におい

ても、ヒダ構造においても、周りの野生型細胞と比べて顕著な違いは見られなかった (図 3.11)。一
方、Celsr1−/−クローン領域では、クローン細胞の数によって、表現型が異なった。100細胞以下程
度の小さいクローンでは、細胞形態にもヒダ構造にも異常は見られなかった (図 3.12A)。1000細胞以
上の大きいクローンでは、細胞形態の極性が乱れ、ヒダ構造に異常な分岐が見られた (図 3.12D)。興
味深いことに、中程度のクローンでは、ヒダ構造が直線的であるのにもかかわらず、同一のヒダに属

する周りの野生型細胞に比べて、細胞形態の伸長度合が低く (図 3.12B, C)、細胞の長軸の方向もヒ
ダ構造に沿っていなかった (図 3.12C)。間質や、卵管筋層にも Celsr1−/−クローン領域はあったが、

これらのクローンは上皮の細胞形態やヒダ構造の形態に影響を与えなかった (未掲載データ)。このこ
とから、上皮細胞の形態は、間質や卵管筋層の細胞の Celsr1タンパク質の有無に影響をされないこ
とが示唆される。中程度のCelsr1−/−クローン領域で見られた、直線的なヒダ構造の中での細胞形態

の異常は、細胞形態がヒダ構造によって二次的に決定されるのではなく、より一次的にCelsr1によっ
て制御されていることを示唆している。

3.2 考察

3.2.1 卵管上皮の多階層にわたる極性

卵管は卵子と受精卵を輸送する生殖上重要な器官である。卵管の特徴として、多階層にわたる極性

をもっており、細胞内小器官レベルの極性 (細胞内の繊毛の配向)と、組織レベルの極性 (ヒダ構造の
配向)が今まで知られていた (59)。本研究では、Celsr1タンパク質が上皮細胞内で偏った局在を示す
ことと、上皮細胞が管の L軸方向に沿って伸長していることを見出し、細胞レベルの極性を新たに
発見した (図 3.13)。また、Celsr1欠損マウスにおいて、これらの極性はすべて損なわれ、PCP因子
であるCelsr1は卵管上皮の多階層にわたる極性の制御に重要な役割を果たしていることが分かった。
細胞形態は、その細胞が置かれた環境の力学的影響を受けて、変形することも考えられる。しかし、

Celsr1−/−細胞を用いたモザイク解析により、細胞形態はヒダ構造ではなく、Celsr1によって一次的
に制御されることが示唆された。また、ヒダ構造の異常が見られる P9よりも前の、P5の段階から
細胞形態の異常が見られることも、この考え方に沿うものである。これらの結果から、PCPを司る
Celsr1が多階層にわたる細胞・組織極性の形成に果たす新しい役割が明らかになった。
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図 3.10 繊毛形成過程における細胞形態の変遷

(A, B) Phalloidin染色 (赤)と抗アセチル化チューブリン抗体 (緑)による免疫染色図の共焦点顕微鏡
像。 野生型 (WT)マウス (A)、および Celsr1−/−変異マウス (B)の卵管上皮が用いられた。各図の
右上に拡大図を示した。Pはヒダ構造に平行 (parallel)な方向を示し、Vはヒダ構造に垂直 (vertical)
な方向を示す。最大輝度投影図を示した。Bar = 10µm (C) 各発生ステージの上皮細胞の頂端面の
最長径/最短径の比。棒グラフは平均値±標準誤差を示す。(D)各発生ステージの上皮細胞の頂端面
の長軸が向く方向 (major angle)の分布。P、Vはそれぞれヒダ構造に平行、あるいは垂直な方向を
示す。解析に用いた細胞数は P5 (581, 680; 野生型, 変異体)、P9 (438, 250)、P11 (292, 277)、P17
(131, 117)、11w (456, 501)。
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図 3.11 野生型細胞のモザイク解析における細胞形態とヒダ構造

(i, ii) 共焦点顕微鏡で得られた 3週齢キメラマウス卵管上皮の Phalloidin染色の最大輝度投影図。
Phalloidinシグナルはそれぞれ赤 (i)、白 (ii)で示されている。野生型 (Celsr1+/+)細胞クローンは
Histone 2B-EGFPシグナルによって同定され (i)、赤色で示されている (ii)。間質にもGFPシグナル
があるが、(ii)では上皮細胞のクローン細胞のみが示されている。(iii, iv) 上皮細胞頂端面の細胞形態
の定量的解析。各細胞の最長径/最短径比 (iii)と、ヒダ方向に対する長軸の相対的角度 (iv)の値が色
で示されている。カラーコードは各図内を参照。解析した変異細胞クローンの境界が白線で示されて

いる。図中のすべての野生型細胞クローンが解析されたわけではないことに注意。Bar = 50µm

3.2.2 PCP非依存的に局所的に繊毛の極性をそろえる機構

Celsr1欠損マウスでは、繊毛運動の方向は同じ向きに揃っておらず、卵管分泌液の卵巣から子宮方
向への方向性を持った流れが損なわれていた (図 3.6)。その結果、切り開いた卵管上皮に載せた卵の
輸送能も損なわれていた (データ非掲載)。細胞全体や隣接する細胞との間のやや広い範囲において
は、各繊毛運動の方向性を示す bfの向きは揃っていなかったが、細胞内の局所的な狭い範囲では、依
然 bfの向きが同じ方向に向く傾向があった (図 3.7A, B, F)。これらの結果は、Celsr1はやや広い範
囲の繊毛極性を制御するが、局所的な狭い範囲では繊毛の極性は Celsr1非依存的な機構によって制
御されていることを示唆する。Celsr1非依存的な機構としては、Wernerらがアフリカツメガエルを
用いて提唱しているアクチンや微小管などを介する機構などが考えられる (90)。

Celsr2もマウス卵管で発現しているが、Celsr2変異マウス (7)では卵管極性の異常は見られなかっ
た (67 ,小松博士)。Celsr3は卵管で発現が検出できなかったことや、Celsr1変異マウスではVangl1,
2のタンパク質が少なく、極性をもった局在パターンも損なわれていることから、成熟したCelsr1変
異マウスにおいては、Celsr1のみならず、PCP経路が損なわれていると考えられる。

3.2.3 細胞形態の制御機構

細胞形態の変化は、ダイナミックな組織形態形成において、基本的な細胞の振る舞いの一つであ

る (91)。組織の形態形成において、細胞形態の変化が伴うことは複数報告されており (92–94)、いくつ
かの研究において、適切な細胞形態の制御が形態形成には必要である可能性も指摘されている (93,95)。
ショウジョウバエの研究では、PCP経路と細胞形態の極性との間の関連は少ないことが示唆されてき
たが (88,96)、本研究においては、上皮細胞の頂端面側の形態が、PCP経路によって制御されている
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図 3.12 モザイク解析における細胞形態とヒダ構造

(A–D) 様々なサイズのCelsr1−/−変異細胞クローン。(i, ii) 共焦点顕微鏡で得られた 3週齢キメラマ
ウス卵管上皮のPhalloidin染色の最大輝度投影図。Phalloidinシグナルはそれぞれ赤 (i)、白 (ii)で示
されている。Celsr1−/−変異細胞クローンはHistone 2B-EGFPシグナルによって同定され (i)、赤色
で示されている (ii)。間質にもGFPシグナルがあるが、(ii)では上皮細胞のクローン細胞のみが示さ
れている。(iii, iv) 上皮細胞頂端面の細胞形態の定量的解析。各細胞の最長径/最短径比 (iii)と、ヒダ
方向に対する長軸の相対的角度 (iv)の値が色で示されている。カラーコードは各図内を参照。解析し
た変異細胞クローンの境界が白線で示されている。図中のすべてのCelsr1−/−変異細胞クローンが解

析されたわけではないことに注意。Bar = 50µm
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図 3.13 正常な卵管の極性形成と、Celsr1−/−変異マウスでの卵管形成

ことが明らかになった。興味深いことにモザイク解析においては、一部のCelsr1変異クローンに隣接
する野生型の細胞では、細胞形態の異常が見られた (図 3.12B-iii, C-iii)。この結果は、coreモジュー
ルに属する PCPタンパク質が、隣接する細胞間の極性を調節する性質によるものであるかもしれな
い (97,98)。Celsr1変異クローンと接する野生型細胞においても、細胞境界におけるCelsr1の偏った
局在が部分的に乱れ、その結果野生型細胞の伸長も損なわれたと考えることができる。また、この結

果は細胞非自律的に働く PCP経路を介して、Celsr1が機能していることをも示唆している。なお、
Flamingoは主に細胞自律的に働くとする、ショウジョウバエの翅上皮を用いた報告もある (12)。

3.2.4 三次元上皮形態の制御機構

他の組織では、PCP経路が三次元形態を制御する一つの因子であることが知られている (99)。で
は、組織の形態が PCP経路の機能によってどのように制御されているのだろうか？卵管を囲む卵管
筋層の配向も、卵管上皮のヒダ構造に影響を与え得ると考えられる。例えば、腸管の絨毛突起形成

において、腸管を包む筋層の配向が、上皮の折りたたみ構造の向きを決定することが報告されてい

る (100)。卵管筋層では、円周方向に筋繊維が配向しており、この筋肉の収縮によって上皮のヒダ形
成自体が促進されることは考えられるが (図 1.3Bの横から押しに相当)、少なくともCelsr1変異体で
見られたヒダ構造の方向性の乱れは、次に述べる理由により、筋繊維の異常によって引き起こされた

ものではないと本論文では結論付けた。第一に、Celsr1タンパク質は上皮に発現しており、筋層では
見られない。そのため、筋層において Celsr1は役割を果たしていないと思われる。第二に、野生型
においてもCelsr1−/−変異体においても、卵管筋層の筋繊維の配向に顕著な違いはなかった (データ
非掲載)。第三に、モザイク解析において、Celsr1−/−変異細胞クローンが、間質や、筋層に見られた

場合もあったが、その場合でも上皮の形態に異常は見られなかった (未掲載データ)。
細胞増殖も上皮の形態に影響を与える要因の一つと考えられる。そこで、P5の野生型マウスと

Celsr1変異マウスにチミジンのアナログであるBrdU(ブロモデオキシウリジン)を取り込ませた。し
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かし、野生型マウスとCelsr1変異マウスとの間に上皮細胞におけるBrdU取り込み率は大きく違わな
かった (67, 小松博士)。BrdUが取り込まれた細胞の分布パターンも、野生型とCelsr1変異マウスの
いずれにおいてもヒダの部位によっては異ならなかった。また、細胞分裂の角度も組織形態を制御す

る要因の一つと知られている (101)。そこで、核を Histone 2B-GFPで標識した P5の野生型マウス
とCelsr1変異マウスを用いて、卵管を L軸に沿って開いた状態での組織培養を行い、24時間の経時
観察を行って細胞分裂の方向を調べたが、顕著な違いは見られなかった (67, 小松博士)。これらの結
果より、Celsr1は細胞分裂方向の制御を介して上皮形態を制御しているわけではないと考えられる。
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第4章 材料と方法

4.1 動物

各章で用いた各系統の変異マウスについては下の項目で述べる。第 2章では 4週齢以上の成熟した
Slc:ICR系統 (日本エスエルシー株式会社)のマウスを用いた。2.1.3では 8–12週齢のメスの Slc:ICR
を用いた。第 3章は、図 3.4では Slc:ICR系統を用いた。その他の実験で用いたマウスの系統は図中
及びキャプションに示した。

すべての動物飼育・実験は京都大学における動物実験の実施に関する規程、および大学共同利用機

関法人自然科学研究機構動物実験規程に沿って行われ、京都大学動物実験委員会、および自然科学研

究機構岡崎 3機関動物実験委員会より承認された。動物は基礎生物学所モデル生物研究センター飼育
室で 12時間明、12時間暗の光条件で 22±1◦C、SPF (Specific Pathogen Free; 特定された微生物や
寄生虫が存在しない)環境で飼育された。

4.1.1 変異マウス

Celsr1 変異マウス Celsr1 変異マウスは Fadel Tissir 博士、André Goffinet 博士らより分与され
た (50)。Celsr1−/− マウスと比較するための野生型 (WT)マウスは、Celsr1+/− 同士の交配によっ

て得られた Celsr1+/+ マウスを用いた。図 3.1では対照実験として Celsr1+/− マウスを用いたが、

Celsr1+/−マウスと Celsr1+/+マウスの卵管の間には、顕著な違いは見られなかった

変異アリルは 612, 615プライマー (表 4.3, 以下省略)によって増幅される 592bpの配列で判定し、
野生型アリルは 612, 613プライマーによって増幅される 389bpの配列で判定した。PCRは尾より得
られたDNAに対し、ポリメラーゼMightyAmp (タカラバイオ株式会社)を用いて行った。

Rosa26 Histone-2B-EGFPノックインマウス Histone-2B-EGFPを Rosa26プロモータ下で発
現するマウスは藤森 俊彦博士らによって作出され、既に報告された系統である (102)。Rosa26ノッ
クインアリルは Phil1, pA1プライマーによって増幅される 497bpの配列で判定し、野生型アリルは
Phil1, Phil3プライマーによって増幅される 608bpの配列で判定した。PCRは尾より得られたDNA
に対し、ポリメラーゼMightyAmp (タカラバイオ株式会社)を用いて行った。

4.1.2 過排卵

採卵 3日前の午後 5時に 5U/匹のPMS (pregnant mare’s serum/妊馬血清)を、48時間後に 5U/匹
の hCG (human chorionic gonadotropin/ヒト絨毛性ゴナドトロピン)を腹腔内投与して過排卵処理
を行った。

4.1.3 性周期の判別

メスマウスの性周期は標準的なプロトコルに従い、膣垢の検査によって判別した (54)。
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4.2 モザイク解析

4.2.1 ES細胞株の樹立

Celsr1+/−マウスと Celsr1+/−; R26-H2B-EGFP−/−マウスとを掛け合わせ、胚盤胞より ES細胞
(Embryonic Stem; 胚性幹細胞)株を以前報告されている方法の改変版を用いて樹立した (103–105)。
簡潔に述べると、E3.5胚 (受精後 3.5日目胚)をMEF (Mouse Embryonic Fibroblast; マウス胚性線維
芽細胞)フィーダー細胞 (株式会社リプロセル)の上に置き、2i培地 (ESGRO complete basal medium
(Millipore) に 0.4µM PD0325901 (Cayman chemical, U.S.A.)、3µM CHIR99021 (和光純薬工業株式
会社) 、1000 unit/ml LIF (Leukemia Inhibitory Factor) (Millipore)を添加した培地)で培養した。
4–7日後、トリプシン処理を行い (TrypLE Express, Gibco)、離散させたのち、新しいウェルに播種
し、段階的に細胞を増殖させた。

遺伝型の判定のために、一部のES細胞はフィーダー細胞無しで培養し、ゲノムDNAを抽出した。
Celsr1の遺伝子型判定は 4.1の通りに行い、性別はY染色体にある Sry遺伝子の有無によって判別し
た (プライマー Sry-M5、Sry-M3)。Y染色体を含まない Celsr1−/−もしくはCelsr1+/+ES細胞株を
選び、キメラマウスの作出に用いた。

4.2.2 キメラマウスの作出

キメラマウスの作出は標準的な方法に従い (106)、藤森 俊彦博士が行った。5–15個のトリプシン
処理されたES細胞を、Jcl:MCH(ICR)系統の胚盤胞に注入し、交配後 2.5日後の偽妊娠マウス (ICR
系統)の子宮に戻した。Celsr1−/−ES細胞を用いた実験では、6匹のキメラマウスを作出し、200ク
ローン以上を含む 48枚の画像を取得した。Celsr1+/+ES細胞を用いた実験では、8匹のキメラマウ
スを作出し、100クローン以上を含む 30枚の画像を取得した。

4.3 CBF解析と卵の輸送

4.3.1 組織学的準備とCBF解析のための画像取得

成熟したメスマウスを頚椎脱臼した後、采を含む卵管の漏斗部分のみを切り出して、リン酸緩衝生

理食塩水 (PBS (-)、もしくは PBS; Phosphate Buffer Saline)に入れた。切り出した漏斗を管に沿っ
て開き (図 2.1A)、カバーグラスの上に用意した 37◦C PBS (-)のドロップの中に入れ、内腔に面した
上皮がカバーグラスに向くようにした。組織の解剖は卵管の上皮を傷つけないよう丁寧に行われた。

ドロップが乗ったカバーグラスを反転し、37◦Cに温めた時計皿の上に乗せ、カバーグラス越しに繊
毛運動を観察した (図 2.1B)。時計皿の中には 37◦Cに温めた水をいれ、ドロップが乾かないようにし
た。1mM Ca2+・Mg2+を含むPBS (+)とDH (Dulbecco’s Modified of Eagle’s Medium/Ham’s F12
(1:1))も培地として用いたが、CBFに大きな影響は与えなかったため (表 2.1)、以降の実験ではPBS
(-)を培地として用いた。
動画は 40倍対物レンズを装着した正立顕微鏡 (BX70, オリンパス株式会社)とデジタル高速度CCD
カメラ (HAS-220, 株式会社ディテクト)を用いて、200フレーム/秒 (5ミリ秒/フレーム)で 2.5秒間
撮影した (計 500フレーム)。各フレームは 256階調の 480 × 640 ピクセルで取得した。CBF解析で
用いられたすべての画像は漏斗を管に沿って開いてから 15分間以内に取得された。

43



4.3.2 画像処理とCBF測定

画像は ImageJ (Rasband, W.S., National Institutes of Health, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/)
を用いて処理した。繊毛運動を含む 20ピクセル四方の領域 (13.7µm2に相当)を取得された動画より
選択し、ODを各フレームで計算し、時間に対する ODの関数 ODF(t) (= 本文中の OD(t))を得た
(図 1.12A)。CBFは ODFの時間軸に対するずれで求められる自己相関関数 (ACF)によって計算し
た。nフレームずらしたときのACFの値は：

ACF(n) = 1
(500 − 1)σ2

500−n∑
t=1

(ODF(t) − m)(ODF(t + n) − m)

で求められる。ただし、σ2 = ODF(t)(1 ≤ t ≤ 500)の分散、m = ODF(t)(1 ≤ t ≤ 500)の平均。
ODF(t)が一定の周期で変化するとき、ACF(n)も周期的に変化する。ACF(n)が最初の極大値をと
るときのずれフレームが、ODF(t)の周期に相当する (図 1.12B)。そこで、最初の極小値をとるずれ
フレームを、ACF(n) < ACF(n + 1) < ACF(n + 2)を満たす最小の nを n0とし、最初の極大値をと

るずれフレームを、ACF(n) > ACF(n + 1) > ACF(n + 2)を満たす最小の n (n0 < n < 500)を n1と

し、これらを自動的に計算した。画像は 200フレーム／秒で取得されたため、周期を n1/200秒、周
波数を 200/n1(Hz)とした。
それぞれの動画に対して 25ヶ所の ROIを選択して CBFを測定した。ACF(n1) ≥ 0.2を満たす測
定ではODF(t)が周期的に変化しないことが多かったため、ACF(n1) > 0.2を満たした測定のみを有
効な測定と見なした。この閾値 (0.2)は数学的ではなく、経験的に定められた。CBF測定の安定性を
調べた実験では (図 2.3)、1分間隔で同一視野に対して CBF測定を 11回行った。このときに組織が
わずかに移動してずれることがあったが、同一 ROIで CBFを測定するために、ImageJのプラグイ
ン StackReg (107, http://bigwww.epfl.ch/thevenaz/stackreg/)を用いて組織のずれの影響を打ち消
した。

4.3.3 卵管による卵の輸送

過排卵処理した slc:ICR系統のメスマウスより、採卵日の午後 2時に卵丘細胞に包まれた卵 (COC)
を取り出し、BSAを添加したKSOM培地 (MR-020P, Millipore)の中に置いた。別個体の slc:ICR系
統メスマウスの卵管の漏斗を、管に沿って開いてPBSの中に入れ、COCを采の付近 (卵巣側の端)に
置いた。画像は実体顕微鏡 (Leica MZ-FLIII)とAxioCam (Carl Zeiss)を用いて取得した。

4.4 野生型とCelsr1変異マウスの卵管上皮の繊毛運動の観察

観察は小松紘司博士によって行われた。漏斗領域を切出し、縦に開いた後、スライドグラス上にパ

ンチラベル (ジョインテックスカンパニー)を 3枚重ねて貼り、パンチラベルの穴の中を PBS(-)で満
たし、試料を入れた。観察したい面が上に来るよう試料を整えてカバーグラスを置いた。画像取得は

4.3.1と同様に行った。
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4.5 野生型とCelsr1変異マウスの卵管によるビーズの輸送

卵巣–子宮軸に沿って開いた卵管をPBS溶液の中にいれ、緑色蛍光ビーズ (FluoSpheres Polystyrene
Microspheres, 15 µm, Invitrogen, #F21010)を置き、実体顕微鏡 (MZFLIII, Leica)を通して CCD
カメラ (DP72, オリンパス) で撮影した。

4.6 電子顕微鏡観察

電子顕微鏡を用いた観察は花市電子顕微鏡技術研究所の高瀬弘嗣さんによって行われた。卵管は固

定液 (2%グルタールアルデヒド、2% PFAを含む 0.1Mリン酸緩衝液 (pH=7.4))にいれた後、同じ溶
液の中で 2% OsO4処理を行った。固定された試料を洗浄し、試料は段階的なエタノール処理によっ

て脱水され、 酸化プロピレンによって再構成された。試料は酸化プロピレン/エポキシ樹脂 (Quetol
812, 日新 EM)混合溶液に浸透させ、その後エポキシ樹脂に浸透させた。続いて試料はエポキシ樹脂
ブロックに包埋し、60◦Cで 48時間処理して重合化させた。ウルトラミクロトーム (LTRACUT-UCT,
Leica)を用いて超薄切片 (80–90 nm)を作成し、2% 酢酸ウラニルで 15分間染色し、modified Sato’s
lead溶液 (108)に 5分間つけた後、透過型電子顕微鏡 (JEM-1200EX, 日本電子株式会社)を用いて観
察した。

4.6.1 basal footの方向の統計解析

各細胞におけるbasal foot (bf)の向く方向の、円統計における分散値 (Circular variance) S2 (109)は、

S2 = 1 −

√
(
∑

cos θ

n
)2 + (

∑
sin θ

n
)2

によって求めた。ただし、θは各繊毛の向く角度、nはその細胞内に含まれる bfのうち、角度が判定
できた数を示す。一つの細胞内で角度が判定できた bfが 10個以上の場合のみ分散値を計算した。比
較のために bfがランダムに向くと仮定した時は、各細胞内の bf数、細胞数をCelsr1変異体と同じと
した。

4.7 膜タンパク質の細胞境界上での分布の偏りの定量化

細胞境界に存在するタンパク質の局在の細胞境界上での分布の偏りを定量的に評価するため、Aigouy
らの報告 (88)を基に、免疫染色像の画像解析を用いて極性を平尾真由美さんと共に数値化した (図
4.1)。画像の取得は小松紘司博士によって行われた。得られた免疫染色像の共焦点顕微鏡像より、頂端
面付近の3枚の連続した光学切片 (各0.3 µm厚)を用いて最大輝度投射図を作成した。次に、Phalloidin
のシグナルを参考にしたトレースによって、細胞輪郭の点集合の座標を蛍光シグナルの輝度と共に取

得した。細胞輪郭の点集合の座標の平均を細胞の重心と見なし、座標 (x, y)を重心からの極座標 (r, θ)
に置き換えた。5◦間隔の区分 (例：2.5◦ − 7.5◦, 7.5◦ − 12.5◦等)を取り、それぞれの区分での蛍光シグ
ナルの平均 I(θ)をとった (例：θ = 5◦, 10◦等)。Q1 =

∑
各区分 I(θ) cos 2θ, Q2 =

∑
各区分 I(θ) sin 2θを

計算し、極性の強さを P =
√

Q2
1 + Q2

2、極性の方向を ϕとし、各細胞の重心を中心とする線で極性

を表した (線長=P、角度=ϕ)。ただし、cos 2ϕ = Q1/P, sin 2ϕ = Q2/P。この方法に基づけば、PCP
のCoreモジュールに属すタンパク質が示すような、細胞内で対角線上の両端で強い局在を示す場合、
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その対角線の角度を ϕ(−90◦ ∼ 90◦)で導出する。Celsr1抗体で免疫染色した画像を用いて Celsr1の
細胞内局在を定量化し、各細胞の重心を中心とする線で極性を表したところ (線長=P、角度=ϕ)、目
視で判定したのと同じような結果 (極性の方向・強さ)を示した。細胞境界や繊毛のアクチン繊維を標
識するPhalloidin染色と比べて、Celsr1の局在パターンの方が強い極性を示し、極性の方向も卵巣―
子宮軸と平行方向にそろっていた (図 4.2; 表 4.1)。
本研究で用いた定量化の方法では、各細胞においての膜タンパク質の非対称な局在が示す極性の強

さ Pは、得られた免疫染色像のシグナルの強度に比例する。シグナルが強く、細胞内局在の非対称
性が大きい細胞を強い極性を持つ細胞であると見なしているが、この方法は直感的でわかりやすい一

方、シグナルの強度はサンプルに対する焦点の深さやマウントの仕方など、様々な要素の影響下にあ

るため、サンプル間でのシグナルの強度がばらつき、極性の強さPをそのまま異なるサンプル間で比
較することはできない。各細胞の細胞境界におけるシグナルの平均 (Ī)を用いて極性の強さPを補正
して細胞内局在の非対称性のみを極性と見なす方法や、それぞれの免疫染色像全体でシグナル強度の

平均化するなどの方法などによって、極性の絶対的な定量化が可能となるかもしれない。

角度 (ϕ)の偏差 (◦) 強さ (P )の平均 シグナル強度の平均 (Ī) 画像全体の極性の強さ

Celsr1 31.6 5947 976 204.8
Phalloidin 36.7 3506 1015 64.8

n=47細胞

表 4.1 図 4.2の画像全体の極性の特徴
角度 (ϕ)の偏差 (◦)=各細胞の局在の極性が示す角度の画像内での標準偏差 (角度統計ではない通常の
標準偏差)。強さ (P )の平均=各細胞の局在の極性が示す強さの画像内での平均。シグナル強度の平
均=各細胞輪郭上のそれぞれのシグナル強度の平均の画像内での細胞あたりの平均。画像全体の極性
の強さ=

√
(
∑
各細胞Q1)2 + (

∑
各細胞Q2)2/Ī で表し、この指標は細胞間での極性の方向がそろってい

るかどうかを表す。Īで補正することにより、Celsr1と Phalloidinの極性の強さの比較が原理的に可
能となる。

4.8 免疫染色

試料の準備 卵管組織は管に沿って開いた後、4%PFA (Paraformaldehyde)の PBS溶液で一晩 4◦C
で固定した。 組織切片作成には、組織をOptimal Cutting Temperature (O.C.T.)溶液 (サクラファ
インテックジャパン株式会社)に入れ、液体窒素で凍結させたのち、クライオスタット (OTF-5000,
Bright Instrument, UK)を用いて作成し、4%PFA溶液で固定した。その後 0.1% Triton X-100の
PBS溶液 (T-PBS)で細胞膜の透過処理を 2回行い、Blocking One (ナカライテスク株式会社)でブ
ロッキングした。

免疫染色に用いた抗体の一覧を表 4.2に示す。一次抗体はBlocking Oneを用いて希釈し、4◦Cで一
晩反応させた。0.1% T-PBSで 3回洗浄し、二次抗体、Texas Red-X phalloidin (Molecular Probes,
1:100)およびHoechst 33258 (Molecular Probes, 1:200,000–1,000,000)を用いて室温で 1時間染色し
た後、再び 0.1% T-PBSで 3回洗浄した。
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図 4.1 膜タンパク質の細胞境界上での分布の偏りの定量化

定量化の模式図：(1) Phalloidinのシグナルを参考にして細胞輪郭をなぞり、細胞輪郭の点集合の座
標を蛍光シグナルの輝度と共に取得した。(2)細胞輪郭の点集合の座標の平均を細胞の重心と見なし、
座標 (x, y)を重心からの極座標 (r, θ)に置き換えた。(3) 5 °間隔の区分を取り、それぞれの区分での
蛍光シグナルの平均 I(θ)をとった。(4)Q1 =

∑
各区分 I(θ) cos 2θ, Q2 =

∑
各区分 I(θ) sin 2θを計算し、

極性の強さを P =
√

Q2
1 + Q2

2、極性の方向を ϕとし、各細胞の重心を中心とする線で極性を表した

(線長=P、角度=ϕ)。ただし、cos 2ϕ = Q1/P, sin 2ϕ = Q2/P。
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図 4.2 Celsr1の細胞境界上での分布の偏りの定量化
(A)解析の元となる免疫染色像。(B, B’) Celsr1のシグナルに対して行った極性の定量化 (中段)。(C,
C’) Phalloidinのシグナルに対してもコントロールとして解析を行った。

観察 組織を観察する際は、スライドグラス上にパンチラベル (ジョインテックスカンパニー)を 3
枚重ねて貼り、パンチラベルの穴の中をマウント溶液 (Fluoromount-G, SouthernBiotech)で満たし、
試料を入れた。観察したい面が上に来るよう試料を整えてカバーグラスを置いて封入した。観察は

TCS SP2 (Leica)、FV-1000 (オリンパス株式会社)、A1 (株式会社ニコン)の共焦点レーザ顕微鏡を
用いた。

4.9 細胞形態の定量化

画像取得は小松紘司博士によって行われた。共焦点顕微鏡で得られた Phalloidin染色像の頂端面
の細胞の輪郭を手動でトレースし、ImageJで平尾真由美さんと共に解析した。各細胞の最長径/最短
径は ImageJ内の Feret’s diameter / MiniFeret、長軸の方向はmajor angle (Fit Ellipse)の値を用い
た。角度の値は、ヒダの方向が 0◦になるように調整した。ローズダイアグラムは Rの circularパッ
ケージを用いて描いた。他の図は独自の ImageJマクロを用いて描いた。

4.10 分子生物学的手法

4.10.1 RT-PCR

卵管組織のRT-PCR 主に、小松博士によって行われた。成熟した Slc:ICR系統のメスマウスから
卵管、脳、肺の組織を摘出して液体窒素で凍結した。RNeasy Kit (QIAGEN)を用いて total RNA
を抽出して、DNase処理後、1µg total RNAから、SuperScript IIまたは III (invitrogen)を用いて
cDNA合成を行った。得られた cDNAに対して各遺伝子のプライマーでPCRを行い増幅の有無を調
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抗体名　 種類 販売／分与元 使用希釈倍率

一次抗体

Celsr1　 モルモット　 Polyclonal Dr. Fuchs27） 1:100-200
Celsr1　 モルモット　 Polyclonal 本研究 1:100-200
Vangl1　 ウサギ　 Polyclonal Sigma-Aldrich #HPA025235 1:500-1:1000
Vangl2　 ウサギ　 Polyclonal Dr. Montcouquiol110） 1:500
Vangl2　 ウサギ　 Polyclonal 本研究 1:400
Acetylated-　
α-Tubulin　 マウス　Monoclonal Sigma-Aldrich #T7451 1:500-1000

二次抗体

Alexa-conjugated各種抗体 Molecular Probes 1:500

表 4.2 免疫染色で使用した抗体

べた (表 4.3)。PCRの条件はVangl1以外は 94◦C・5分間、(95◦C・20秒間、6◦C・30秒間、72◦C・30
秒間) × 35回、72◦C・10分間で、Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen)を用いた。Vangl1
のPCRの条件は、94◦C・5分間、(94◦C・30秒間、55◦C・30秒間、72◦C・60秒間) × 35回、72◦C・
7分間で、ExTaq (タカラバイオ株式会社)を用いて行った。

4.11 ソフトウェア

画像処理は各顕微鏡付属のソフトウェアに加え、ImageJ、Irfanview (Irfan Skiljan, http://www.irfan
view.com/)、Photoshop (Adobe)を用いて行った。自己相関解析、および膜タンパク質の極性の定
量化の演算は Excel VBA (Microsoft) によって行われた。角度統計を含むグラフ表示・解析には
Rを用いた。プライマーの設計は Primer3plus (113)を用いた。模式図の作製には Draw (Openof-
fice.org)、Illustrator (Adobe)、Powerpoint (Microsoft)を用いた。論文執筆は LATEXを使用し、mik-
ibase、masterthesis (同志社大学理工学部インテリジェント情報工学科知的システムデザイン研究室
http://mikilab.doshisha.ac.jp/dia/seminar/latex/)を改変したパッケージを用いた。
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　 増幅サ

プライマー名　 配列 (5’-3’) イズ (bp) 用途

Vangl1-F AGAACAAGAGAAAGACACAAATCAC111） 601 RT-PCR
Vangl1-R CTGCGTATTGCACGATGTCC111） - RT-PCR
Vangl2-F GCTGGACAATGAGTCCACGA 407 RT-PCR
Vangl2-R ACAAGCACCATGAGCAGAGC - RT-PCR
Celsr1-F TCTCAGAGGAACTTCTGCGATG 204 RT-PCR
Celsr1-R CAGGTACCAAGGCACAGAGATG - RT-PCR
Celsr2-F CTGGATGCAGCCAACAAGAG 178 RT-PCR
Celsr2-R CCAGGCGCACTACAGAGATG - RT-PCR
Dvl1-F TTGCCAGACTCAGGACTGGA 246 RT-PCR
Dvl1-R TGCGAGGTTACTGCACAGGT - RT-PCR
Dvl2-F TGTAGGCGAGACGAAGGTGA 248 RT-PCR
Dvl2-R CTGACGACACAAGCCAGGAG - RT-PCR
Pk2-F CACCGTCTGCAATGAGCTTC 171 RT-PCR
Pk2-R TGTCTCATGTGCCAGTGTCA - RT-PCR
Pk3-F AAGAGTTGCGAGCCTTCAGC 450 RT-PCR
Pk3-R CCTCATAGCAGGCACAGCAG - RT-PCR
Fz1-F GGTGGTGTGCAACGACAAGT 327 RT-PCR
Fz1-R AGTGCGTCCACGTTGTTGAG - RT-PCR
Fz2-F CCTCACATGGTCGGTGTTGT 187 RT-PCR
Fz2-R GAAGCGCTCATTGCATACCA - RT-PCR
Fz3-F TGGCTGTGAGCTGGATTGTC 324 RT-PCR
Fz3-R CGCTATAGGCACGCTGACAC - RT-PCR
Fz6-F TTGTCACCAGTACCGCATCC 222 RT-PCR
Fz6-R CAGGACTCTTGCAGCACTCG - RT-PCR
Fz8-F CCGAATCCGTTCAGTCATCA 153 RT-PCR
Fz8-R GGTCGGTTGTGCTGCTCATA - RT-PCR
Ptk7-F AGTCGTGGACAAGCCAGTGA 240 RT-PCR
Ptk7-R GATGGCTGACCATTCTGCAA - RT-PCR
GAPDH-F TGCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG 446 RT-PCR
GAPDH-R TGAGGTCCACCACCCTGTTGCTGTAG - RT-PCR
612 GAAAGAGACTGTTGGTGAGC - Celsr1マウス遺伝子型判定
615 CTCTGTTGACTTCTGACTGG - Celsr1マウス遺伝子型判定
613 CCACTCTGCTAACGGTAGG - Celsr1マウス遺伝子型判定
Phil1 AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT - H2B-EGFPマウス遺伝子型判定
pA1 AAGGGGGAGGATTGGGAAGACA - H2B-EGFPマウス遺伝子型判定
Phil3 GGAGCGGGAGAAATGGATATG - H2B-EGFPマウス遺伝子型判定
Sry-M5 GTGGTGAGAGGCACAAGTTGGC112） 147 Sryの遺伝子型判定
Sry-M3 CTGTGTAGGATCTTCAATCTCT112） - Sryの遺伝子型判定

表 4.3 本研究で用いたプライマー一覧
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André M. Goffinet, Tadashi Uemura, and Toshihiko Fujimori. Celsr1 is required for the
formation of multilevel polarities in mouse oviduct. Development, in press, 2014.

68) R. A. Lyons, E. Saridogan, and O. Djahanbakhch. The reproductive significance of human
Fallopian tube cilia. Human Reproduction Update, Vol. 12, No. 4, pp. 363–372, 2006.

56



69) J. R. Kennedy and K. E. Duckett. The study of ciliary frequencies with an optical spectrum
analysis system. Experimental Cell Research, Vol. 135, No. 1, pp. 147–156, 1981.

70) T. Dalhamn and R. Rylander. Frequency of ciliary beat measured with a photo-sensitive cell.
Nature, Vol. 196, pp. 592–593, 1962.

71) G. Nasr, D. Schoevaert, F. Marano, and J. J. Venant, A. Shirayoshi1986and Legrand. Progress
in the measurement of ciliary beat frequency by automated image-analysis - application to
mammalian tracheal epithelium. Analytical Cellular Pathology, Vol. 9, No. 3, pp. 165–177,
1995.

72) W. J. Yi, K. S. Park, Y. G. Min, and M. W. Sung. Distribution mapping of ciliary beat
frequencies of respiratory epithelium cells using image processing. Medical & Biological En-
gneering & Computing, Vol. 35, No. 6, pp. 595–599, 1997.

73) G. Mantovani, M. Pifferi, and G. Vozzi. Automated software for analysis of ciliary beat
frequency and metachronal wave orientation in primary ciliary dyskinesia. European Archives
of Oto-Rhino-Laryngology, Vol. 267, No. 6, pp. 897–902, 2010.

74) S. Romet, D. Schoevaert, and F. Marano. Dynamic image analysis applied to the study
of ciliary beat on cultured ciliated epithelial cells from rabbit trachea. Biology of the Cell,
Vol. 71, No. 1-2, pp. 183–190, 1991.

75) C. Clary-Meinesz, J. Mouroux, P. Huitorel, J. Cosson, D. Schoevaert, and B. Blaive. Ciliary
beat frequency in human bronchi and bronchioles. Chest, Vol. 111, No. 3, pp. 692–697, 1997.

76) H. Teichtahl, P. L. Wright, and R. L. Kirsner. Measurement of in vitro ciliary beat frequency:
a television-video modification of the transmitted light technique. Medical & Biological En-
gineering & Computing, Vol. 24, No. 2, pp. 193–196, 1986.
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