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要旨 
 
 細胞はその構成成分を非対称に分布させることで、細胞に極性をもたらす。この細胞極性

は、細胞移動や非対称細胞分裂などの方向性をもった細胞の振舞いや、上皮構造の形成・維持な

どの多細胞組織の秩序形成など、様々なスケールの生命現象に必須な役割を果たしている。中で

も、Par-3、Par-6、aPKCから構成される Par複合体を基盤とした細胞極性は、種を越えて保存され
た最も一般的な細胞極性システムである。 
 Par 極性の形成プロセスや挙動について様々なモデルシステム解析が進められた結果、 Par極
性形成システムは、細胞接着や細胞分裂など細胞種ごとに様々な生体プロセスと共役することが

明らかとなった。そのため、Par 複合体の挙動や Par 複合体の構成因子の振る舞いは細胞のタイプ
によって異なっている。従って Par複合体の一般的な性質については未知な点が多く、その理解の
ためには、Par 複合体の挙動の多様性を生み出す要因である「細胞種に固有な機能との連携による
Par複合体の特殊性」をできるだけ排除した実験系の確立が求められる。 
 本研究では、Par極性や接着性を持たない培養細胞である Schneider2細胞 (S2細胞、ショウジ
ョウバエ胚由来) を用い、Par極性の再構成系を樹立し、Par極性の一般的性質を理解することを目
指した。S2細胞は、Par複合体の 3因子を全て発現しているにも関わらず、それらは細胞質に分布
するため、極性は形成されない。私はこの S2 細胞に対して Par 極性システムの構成因子の強制発
現の効果を検討した。その結果、Par-3 の過剰発現により、Par 複合体が細胞表層に現れ、S2 細胞
が自律的に極性を形成することを見出した。また、S2 細胞の Par 極性形成には、内在性の Lethal 
giant larvae (Lgl) が必須だったことから、in vivoと同様に、Par複合体と Lglの相互抑制が極性形成
に重要であることが示唆された。 
 次に、この実験系を用い、Par極性の形成過程をライブイメージングで追跡した結果、S2細胞
では (1) 細胞表層における Par複合体からなる点状の凝集体の形成、(2) 不定形の構造「Par-island」
への成長、(3) 細胞表層で Par-islandの集合、という形態的に異なる状態を経て段階的に進行するこ
とが判明した。Par-island はこの再構成系の解析で初めて同定された構造体であり、定常状態にお
いても、変形・集合・解離を繰り返すダイナミックな特徴を示す。さらに、超解像度顕微鏡観察

により、Par-islandは一辺の長さ約 400nm、幅約 200nmの基本構造からなるメッシュワークである
ことが判明した。このメッシュワーク構造の形成には、Par-3 の自己会合ドメインが重要な役割を
果たす。Par-island と類似した構造はショウジョウバエ神経幹細胞にも観察された。従って、Par-
islandがこの人為的な極性形成に固有な産物ではなく、in vivo にも存在する構造であることが強く
示唆された。以上の解析から、S2細胞の Par極性再構成系が示す諸性質は、極性形成時に Par複合
体が示す一般的な性質を反映していると結論づけた。 
 私が確立した Par 極性の再構成系とその方法論は、極性研究に新たなモデルシステムを提供
し、in vivoシステムの研究のみでは困難だった様々な角度から解析を可能にする。 
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1. 序論 
 
1.1. 細胞極性の生理的な機能 
 多細胞生物は多様な機能を持つ細胞から構成されており、さらにそれらの細胞が適切に協調す

ることで発生する。例えば、発生期における細胞分化に異常が生じて細胞の多様性が消失する

と、個々の組織は形成されず個体は発生できない。成体で組織構造が破綻した場合、各組織は機

能不全に陥って個体は死に至る。このような事態を避けるため、細胞は特定の分子を内部で局在

させ「細胞極性」を形成し、それらの細胞機能が秩序正しく制御する。 
 細胞極性の存在は 1800年代の観察結果から提唱されはじめた。Whitmanはヒルの卵の内部に二
種の異なる層が存在し、さらに各ドメインが別々の娘細胞に分配されたことから、細胞極性の存

在を提唱し、さらに娘細胞の運命決定との関連性について考察している (Whitman, 1878)。その
後、ホヤの発生でもヒルの卵と同様の現象が観察されただけでなく (Conklin, 1905)、線虫、ショウ
ジョウバエなどのモデル生物を利用した分子レベルの研究も進んでいった。その結果、細胞極性

は二種の層は分子の局在によって形成されており、多様な運命の細胞産生につながっていること

も明らかになった (Horvitz & Herskowitz, 1992; Goldstein & Macara, 2007)。その後、細胞極性は卵な
ど発生期に特異的な細胞だけでなく、上皮細胞など成体でも機能することが示された (Suzuki & 
Ohno, 2006; Goldstein & Macara, 2007)。上皮細胞は Adherence junction および Tight junction (無脊椎
動物では Septate junction) を介して細胞同士が接着し、密な単層構造を形成することでバリア機能
を持つ (Rodriguez-Boulan & Macara, 2014)。上皮細胞はこのバリア機能を持つことで、内部の組織
液の外部への流出や、外部環境からの有害因子の侵入を防いでいる (Rodriguez-Boulan & Macara, 
2014)。Adherence junction および tight junction は細胞表層全域で形成されているわけではなく、細
胞の一部に分子が凝集することで形成されている (Rodriguez-Boulan & Macara, 2014)。すなわち上
皮を形成する細胞それぞれで無秩序に分子が凝集した場合、細胞間接着は形成されず単層構造は

崩壊する。これを防ぐため、細胞は頂端側と基底側で異なる分子を局在させることで極性を形成

し、細胞間で共通した位置に接着因子を局在させることを可能にしている (Suzuki & Ohno, 2006; 
Johnston, 2018)。このように、細胞極性は発生期や成体を問わず多細胞生物にとって重要な役割を
果たす。 
  
1.2. Par複合体の発見の歴史 
 Par-titioning defective (par) 遺伝子群は、分子の中で線虫からヒトまで幅広い生物において、細
胞極性の形成の基盤として働く。この遺伝子群は 7つの遺伝子から構成されており、線虫の初期胚
を利用したスクリーニングから同定された (Kemphues et al, 1988; Kemphues, 2000)。 
 Kemphues らは線虫の初期胚を利用し、発生の必須遺伝子のスクリーニングを行っている過程
で、胎生致死となる遺伝子のうち 1 つが興味深い表現型を持つことを発見した (Kemphues et al, 
1988)。通常の線虫の初期胚では、細胞の中心部に局在していた中心体が精子の貫入位置に近づ
き、その後卵割が起きることで非対称なサイズの娘細胞が産生される。スクリーニングによって

発見された変異体では、その卵割位置が細胞の中央部分に寄っており、細胞質内の発生関連因子

の P因子の分布にも異常が生じていた。その表現型の様子から Kemphusは同定した遺伝子を par-1
と名付け、同様の表現型を示す par遺伝子をその他に 5つ同定した (Kemphues et al, 1988; Watts et 
al, 1996)。その後、線虫の初期胚を利用した機能解析によって、par 遺伝子群の重要な性質が二点
明らかとなった。第一に線虫初期胚の細胞表層の前部には Par-3と Par-6が、後部には Par-1と Par-
2 が局在することで排他的な二種の層、すなわち細胞極性を形成していた点である (Kemphues, 
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2000)。第二に par 遺伝子は線虫の初期胚における極性の上流の制御分子であり、下流のタンパク
質と協調して卵割位置や細胞質内のタンパク質や RNA を非対称に局在させていた点である 
(Colombo et al, 2003; Gotta et al, 2003; Srinivasan et al, 2003)。これらの結果から、par遺伝子は線虫の
初期胚における極性形成の主要因子であることが決定づけられた。 
 Par タンパク質は発見以来しばらく、線虫の初期胚で主に機能解析が進められてきていた。し
かし 1998年、ショウジョウバエにも par遺伝子が発見されて以降、Parタンパク質は多細胞生物の
極性形成を議論するうえで代表的な因子として注目を集め始めた。Kunichinkeらは、ショウジョウ
バエ胚の上皮細胞の極性制御因子である Bazooka (Wieschaus et al, 1984; Müller & Wieschaus, 1996) が
Par-3のホモログであることを明らかにした (Kuchinke et al, 1998)。さらにショウジヨウバエ神経幹
細胞においても Bazookaが頂端側のみに局在し、その変異体では神経幹細胞の分裂方向に異常が生
じることから、Bazooka が神経幹細胞の極性を制御することが示唆された (Kuchinke et al, 1998)。
Izumiらはマウス胎児皮膚由来の NIHT3細胞を利用して atypical protein kinase C (aPKC) と相互作用
を持つ aPKC isotype-specific protein (ASIP) を同定し、ASIPが線虫の par-3のホモログであることを
明らかにした (Izumi et al, 1998)。この ASIPはマウス成体の各組織や、ラット・ヒト・アフリカミ
ドリザル由来の培養細胞でも発現していることから、哺乳類でも Par-3が保存されていることが明
らかとなった (Izumi et al, 1998)。さらにイヌ腎臓由来の培養細胞である MDCK細胞およびラット
腸の上皮細胞では、細胞極性の指標でもある細胞結合部位に aPKC と ASIP が共局在していたこと
から、ASIP-aPKC複合体が細胞極性の形成や維持を制御することが示唆された (Izumi et al, 1998)。
この研究をきっかけに、aPKCが Par複合体の新規因子であり Par-3や Par-6と共局在していること
が示された (Wu et al, 1998; Tabuse et al, 1998)。 
 aPKCと Par-3が生物種を越えて保存されるだけでなく相互作用を持っていることから、線虫の
初期胚において aPKCおよび Par-3と共局在する Par-6についても遺伝子の保存性が検討された。そ
の結果、Par-3 や aPKC と同様に生物種を越えて保存されていることが明らかになった (Hung & 
Kemphues, 1999)。さらに、Par-6も Par-3や aPKCの非対称な局在に影響を与えることから、三者が
複合体を形成していることが示唆された (Watts et al, 1996; Tabuse et al, 1998; Hung & Kemphues, 
1999)。その後、実際に Par-6が aPKCと Par-3それぞれと結合することが明らかとなり (Joberty et al, 
2000; Lin et al, 2000)、Par-3-Par-6-aPKCによる複合体 (以下、Par複合体。図 1参照) の形成様式がタ
ンパク質ドメインレベルで理解された。さまざまな生物種において Par複合体の局在パターンが検
討された結果、線虫の初期胚と同様に、ショウジョウバエや哺乳類の上皮細胞 (Joberty et al, 2000; 
Yamanaka et al, 2001; Suzuki et al, 2001)、ショウジョウバエの神経幹細胞  (Wodarz et al, 2000; 
Petronczki & Knoblich, 2001)、ニューロン (Shi et al, 2003; Nishimura et al, 2004; Shi et al, 2004) などの
さまざまな細胞種において、Par 複合体が非対称に分布することで細胞極性を形成していることが
明らかになった。 
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図 1. Par複合体の構成因子の相互作用の概略図 
各色の領域は保存されているドメイン構造を示しており、矢印は相互作用を持つドメインの関係性を示している。P は
リン酸化を表す。 

 
1.3. Par複合体と相互抑制による極性の形成 
 Par 複合体がさまざまな細胞種で極性を形成することが明らかとなったことで、その形成メカ
ニズムの解明に注目が集まった。線虫による par 遺伝子のスクリーニングの段階で、Par-2 変異体
では全て前方の表現型、Par-3 変異体では全て後方の表現型が観察されたため、互いに排他的に働
く 2 つの遺伝子グループが存在すると考えられていた (Kemphues et al, 1988)。その後、前部には
aPKC、Par-3、Par-6 (Par 複合体) が、後部には Par-1、Par-2 のタンパク質が分布する二層が形成さ
れていることが明らかになった (Etemad-Moghadam et al, 1995; Guo & Kemphues, 1995; Boyd et al, 
1996)。その後、Par 複合体と Par-1 の相互抑制の分子メカニズムが理解されただけでなく、がん抑
制因子 Lethal giant larve (Lgl) も Par 複合体と相互抑制を持つことも明らかになった (Motegi et al, 
2011; Betschinger et al, 2003)。Par-1および Lglが Par複合体と相互に抑制しあう分子機構の詳細を
以下に述べる。また、その概略図を図 2に示した。 
 
1.3.1. Par複合体と Par-1の相互抑制 

 Par複合体と Par-1の相互抑制は、相手へのリン酸化による膜結合への阻害を互いに行うことで
実現している (Goldstein & Macara, 2007)。Par複合体中の aPKCは Par-1が細胞膜に結合する際に用
いる C末端ドメイン内のスレオニン残基をリン酸化する (Matenia & Mandelkow, 2009; Motegi et al, 
2011)。その結果、リン酸化された Par-1は細胞質に分布し、リン酸化タンパク質の認識機能を持つ
Par-5 (14-3-3タンパク質の一種) によって認識され、細胞膜から解離する (Hurov et al, 2004; Suzuki 
et al, 2004; Motegi et al, 2011)。他方、Par-1は Par複合体の Par-3をリン酸化することで、Par複合体
の細胞表層への分布を阻害する。Par 複合体の Par-3 が細胞膜へ結合するには自身の N 末端 
Conserved Region 1 (CR1) ドメインを介した自己重合 (Feng et al, 2007; Li et al, 2010)と、C末端領域
における細胞膜構成成分との結合を用いており (Wu et al, 2007; Krahn et al, 2010b; McKinley et al, 
2012; Yu & Harris, 2012)、いずれの反応も Par-1 からのリン酸化によって阻害される (Benton & St 
Johnston, 2003; Wu et al, 2007)。さらに、リン酸化 Par-3は Par-5と結合し、膜から解離する (Benton 
& St Johnston, 2003)。Par複合体は膜に結合する Par複合体中の Par-3が足場となることで細胞表層
に局在しているため、Par-1 による Par-3 排除機構の働きに伴って、Par-1 の局在領域から排除され
る。これらの aPKCによる Par-1排除機構、Par-1による Par複合体中の Par-3排除機構の両者が働
いた結果、Par複合体と Par-1は相補的な分布を持つようになる。非リン酸化 Par-1アイソフォーム



 7 

の発現による aPKCの Par-1排除機構の阻害や、kinase dead型 Par-1の発現による Par-1の Par-3排
除機構の阻害、どちらの場合においても Par 複合体の非対称な分布は消失する (Doerflinger et al, 
2010; Motegi et al, 2011)。 
 
1.3.2. Par複合体と Lglの相互抑制 
 Par複合体と Lglの相互抑制は、(1) aPKCによる Lglのリン酸化、(2) Lglによる aPKCの酵素活
性の制御の組み合わせによって実現している。Lgl による Par 複合体への抑制は、Par 複合体の
aPKC の酵素活性を制御する事によって行われている。Lgl が aPKC-Par-6 と複合体を形成すると
aPKCは酵素活性が阻害された「不活性化状態」になる。そのため、Lgl結合型の aPKCは基質への
リン酸化を行わない。非リン酸化 Lglアイソフォームの発現によって aPKC活性の過剰な抑制は、
Par複合体の非対称な分布に異常を生じさせる (Hoege et al, 2010; Yamanaka et al, 2003; Hutterer et al, 
2004; Yamanaka et al, 2006)。他方、Par複合体による Lglの抑制は膜結合への阻害によって行われ
る。Lglは basic and hydrophobic (BH) モチーフを有しており、このモチーフを介して細胞膜のリン
脂質と直接結合している (Bailey & Prehoda, 2015)。aPKC はこのモチーフ内のセリン残基をリン酸
化することで、Lgl と細胞膜の結合を阻害して解離を促す (Betschinger et al, 2003; Yamanaka et al, 
2003; Bailey & Prehoda, 2015)。その結果、aPKCを含む Par複合体の局在する細胞膜から Lglが解離
する (Bailey & Prehoda, 2015)。in vivoの極性形成では、Cdc42や Aurora-Aの介入によって、aPKC
が「活性化状態」へとスイッチし、Lglの膜解離が促進されることが知られている (Yamanaka et al, 
2003; Wirtz-Peitz et al, 2008)。 

 
図 2. Par複合体と抑制因子の相互抑制の概略図 
(左) Par複合体と Par-1、(右) Par複合体と Lgl 

 
1.4. 各細胞種における Par極性形成のきっかけと生理的意義 
 Par 極性はさまざまな細胞種において形成されることから、前述のような形成メカニズムだけ
でなく、生理的な機能も各細胞種で詳細に研究されてきている。その結果 Par複合体は相互作用を
持つタンパク質を変化させることで、各細胞種に特異的な細胞機能を制御することが明らかとな

った。さらに、Par 極性形成の根幹である「形成期の挙動」も細胞種によって大きく異なることが
明らかになった。代表的な細胞種における Par極性の詳細を以下に述べる。また、各細胞種におけ
る概要を図 3, 4, 5に示し、表 1では各種の特徴を比較した。 
 
1.4.1. 線虫の初期胚における Par極性形成 

 線虫の初期胚は、Par 複合体の前部への局在によって極性が形成されており、初期発生に重要
な役割を果たしている (Goldstein & Macara, 2007)。この Par極性は卵に貫入した精子が極性形成の
「きっかけ」となり、その下流で二つのメカニズムを介して形成されている (図 3)。第一のメカニ
ズムは初期胚の細胞表層において一方向の流動が発生し、それに流されることで Par複合体が前部

Par-3Par-6aPKC
Par複合体

細胞膜

リン酸化

Par-1

Par-1
P

解離
Par-3

P

解離

細胞膜

Par-3
リン酸化

Lgl

Par-3Par-6aPKC
Par複合体

細胞膜

リン酸化

Lgl

P

解離 酵素活性の抑制
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に局在するというものである。流動の発生には細胞表層に分布する F-アクチンとミオシンのネッ
トワーク (以下、アクトミオシン) が関与している (Munro et al, 2004)。極性形成の前、アクトミオ
シンは細胞表層の全域に分布している。また、重合と脱重合を繰り返すことで収縮力を発生させ

る (Munro et al, 2004; Velarde et al, 2007; Levayer & Lecuit, 2012; Heisenberg & Bellaïche, 2013)。精子が
貫入した後、アクトミオシンの収縮は精子由来の中心体によって局所的に阻害を受け、その結果

として収縮が発生しない場 (極性形成後の後部にあたる) から収縮が発生する場 (極性形成後の後部
にあたる) に向かう流動が生じるようになる (Schumacher et al, 1998; O'Connell et al, 2000; Hamill et 
al, 2002; Cowan & Hyman, 2004)。精子由来の中心体がアクトミオシンの収縮を阻害するメカニズム
は長年明らかになってこなかったが、近年中心体近傍に局在する分裂期キナーゼである Aurora-A
がシグナル伝達の実態であることが明らかになった (Klinkert et al, 2019; Zhao et al, 2019)。ミオシン
の構成タンパク質 MLC-1 の変異体ではアクトミオシンの収縮の阻害がされ細胞表層の流動が消失
する。しかしながら野生型の線虫よりも形成に時間を要するものの、MLC-1変異体も Par極性を形
成できる (Goehring et al, 2011; Motegi et al, 2011;)。これを可能にするのが、第二の Par極性形成メ
カニズムである。この第二のメカニズムでは、細胞骨格タンパク質の微小管と、線虫でのみ保存

されている par 遺伝子の一員である Par-2 が主要な役割を果たす。この Par-2 も Par-1 と同様に、
aPKC からのリン酸化によって細胞膜から解離することが知られている。しかし、細胞後部に位置
する精子由来の中心体を足場とする微小管が、Par-2 を aPKC のリン酸化から保護して膜からの解
離を防ぐ。その結果、Par-2 は自身の RING ドメインを介して、細胞後部の細胞膜との安定した結
合が可能になる。さらに、Par複合体の排除機能を持つ Par-1が Par-2にリクルートされることで、
Par複合体は細胞の後部から排除され前部に局在する (Zonies et al, 2010; Motegi et al, 2011)。 
 Par 極性は第一卵割が終了するまで維持され、卵割後における娘細胞の運命決定のために働く 
(Kemphues, 2000)。この実現のため、Par 複合体は他の因子と協調して細胞質内の運命決定因子の
分布と細胞の分裂位置を制御する (図 3)。運命決定因子の分布決定では、Par 複合体が間接的に細
胞質に分布する mRNA 結合タンパク質 MEX-5 の分布を制御する。Par極性の形成に伴って、細胞
質内で均一に分布していた MEX-5 は後部に局在する Par-1 からリン酸化を受け、細胞後部に分布
するMEX-5特異的に動きやすい状態へと変化する (Tenlen et al, 2008; Griffin et al, 2011)。その結果
MEX-5 は細胞前部に集積して非対称な分布を持つようになる。MEX-5 の非対称な分布は、局所的
なタンパク質分解、液液相分離によるタンパク質凝集などを引き起こし、運命決定因子である

PIE-1や P顆粒を細胞質中で非対称に分布させる (Pellettieri et al, 2003; Nishi et al, 2008; Brangwynne 
et al, 2009; Saha et al, 2016)。 
 細胞分裂の位置決定は Par 極性が複数の酵素活性を介して、細胞表層の三量体 G タンパク質
のシグナル伝達を制御することで行われている (Morin & Bellaïche, 2011)。ここではまず、Par極性
に従って casein kanase 1 (CSNK-1) が細胞前部に集積し、その後 PI(4)P5-kinase (PPK-1) も細胞後部
に集積する。この PPK-1の局在は、三量体Gタンパク質の活性を制御するGPR-1/2を介して、GDP
結合型 Gαの細胞後部への局在を促進する (Panbianco et al, 2008)。この GPR-1/2-GDP結合型 Gα複
合体は LIN-5 と複合体を形成することで、ダイニン-ダイナクチン複合体との相互作用が可能にな
り、紡錘体を引くことができる (Gotta et al, 2003; Srinivasan et al, 2003; Couwenbergs et al, 2007; 
Nguyen-Ngoc et al, 2007)。このメカニズムが働いた結果、細胞後部が紡錘体を引く力がより強くな
るため、線虫初期胚の第一卵割は後部に寄った位置で発生する。このように、Par 極性は多様なタ
ンパク質を制御することで、線虫初期胚の第一卵割で産生される娘細胞に非対称性を生じさせて

いる。 
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図 3. 線虫初期胚の Par極性形成の概略図。 
精子の貫入によって Par極性の形成が開始する。前部に Par複合体が、後部に Par-1および Par-2が局在し、紡錘体の位置
や運命決定因子の局在を制御する。 

 
1.4.2. 上皮細胞における Par極性形成 

 上皮細胞は組織の外部と接する頂端側、隣接する細胞と接する基底側、頂端側と基底側の境界

を決定する接着結合部位の三部位から構成されている (Lang & Munro, 2017)。上皮細胞の Par極性
の大きな特徴として、極性形成の初期では Par 複合体の構成因子すべてが共局在するが、Par 極性
の形成が進行するにつれ、三因子の分布に乖離が見られる点が挙げられる (Suzuki & Ohno, 2006)。
MDCK 細胞やショウジョウバエ胚盤胞を利用した解析の結果、上皮細胞の Par 極性の形成過程で
は、上皮細胞に特異的に発現している Crumb や、細胞間接着分子である E-カドヘリンとの相互作
用が重要であることが明らかになっている (Suzuki & Ohno, 2006; Goldstein & Macara, 2007)。まず
Par 極性の形成は、細胞表層において点状の E-カドヘリンとカテニンの集積した  "Spot-like" 
Adherens junction (SAJ) が形成されることで開始する (Adams et al, 1996; Drees et al, 2005; Yamada et 
al, 2005)。その後、MDCK細胞では SAJからのリクルートによって (Ebnet et al, 2001; Itoh et al, 2001; 
Takekuni et al, 2003)、ショウジョウバエでは SAJの形成と並行して (McGill et al, 2009)、細胞表層で
点状に Par-3 が集積する。この Par-3 の集積はランドマークとして機能し、他の接着結合部位の構
成因子や、Par-6-aPKC複合体をリクルートする (Harris & Peifer, 2005; Horikoshi et al, 2009; McCaffrey 
& Macara, 2009; Achilleos et al, 2010; Franz & Riechmann, 2010; Krahn et al, 2010a; McKinley et al, 2012)。
その後、低分子量 GTP アーゼ Cdc42 によって Par-6-aPKC 複合体のみが頂端側にリクルートされ 
(Hutterer et al, 2004; Martin-Belmonte et al, 2007)、それらが Crumbをリクルートすることで極性や細
胞結合構造の形成を促進させる (Hurd et al, 2003; Lemmers et al, 2004; Segbert et al, 2004; Sotillos et al, 
2004; Chalmers et al, 2005)。細胞質内の Par-3は頂端側にアクセスすることも可能だが、aPKCから
のリン酸化によって aPKCとの結合能を下げられるため、頂端側から排除された状態が維持される 
(Morais-de-Sá et al, 2010; Walther & Pichaud, 2010; Tepass, 2012; Soriano et al, 2016)。その結果、Par-3
は細胞接着部位に安定して局在し、頂端側因子と共に細胞結合構造の形成を促進する (Chen & 
Macara, 2005)。また、これらの上皮細胞における Par極性形成の概略図を図 4に示した。 

Par-2
↓

Par-1
Par複合体

前部 後部

中心体

細胞表層の流動

MEX-5GPR-1/2-LIN5

細胞表層の流動
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 上皮細胞の Par極性の役割は、主に細胞構造の形成に重要な役割を果たす。例えば、Par極性の
異常はマウス管状組織の内腔形成 (Hirose et al, 2006) や、Par-3と PTENの相互作用による細胞膜へ
の PIP3集積制御と微絨毛の産生 (Stein et al, 2005; Pinal et al, 2006)、シリアの形成 (Fan et al, 2004; 
Jaulin et al, 2007; Prulière et al, 2011) にも影響を与える。その他にも上皮細胞の Par極性は、上皮構
造を維持することで癌化した細胞の浸潤や転移を防いでいる。例えば、Par-3変異体や、aPKC非結
合型 Par-3の発現では頂端側における aPKCの局在が観察されなくなり、下流のシグナル経路に異
常が生じてがん細胞の浸潤や転移を引き起こすことが知られている (Eder et al, 2005; Kojima et al, 
2008)。 

 
図 4. 上皮細胞の Par極性形成の概略図。 
細胞接着面に形成された SAJに Par-3がリクルートされることで極性が開始する。その後、aPKC-Par-6も Par-3にリクル
ートされるが、より頂端側へと移動する。Par-3は Adherence junctionに集積する。 

 
1.4.3. ショウジョウバエ神経幹細胞における Par極性形成 

ショウジョウバエ神経幹細胞 (neuroblast, NB) は神経上皮細胞から離層することで形成される。シ
ョウジョウバエ NBにおける Par極性の形成様式の大きな特徴として、細胞周期ごとに極性の形成
と崩壊を繰り返す点、その極性形成が細胞自律的である点が挙げられる。ショウジョウバエ NBは
上皮細胞の Par極性を受け継いだまま離層するため、離層直後の NBでは頂端側に局在した細胞極
性を形成している (Matsuzaki et al, 1998)。Par 極性は細胞分裂の終了時まで維持されるが、細胞分
裂直後の NB において、Par 複合体は細胞表層を均一に覆った状態となり、細胞内で非対称な局在
は検出されなくなる  (Schober et al, 1999)。しかし、再び間期の後期になると Par複合体は頂端側に
局在して極性を形成する。興味深いことに、胚の NB を上皮細胞から単離して in vitro で培養した
場合でも、Par極性は形成され、その方向性はランダムになる (Broadus & Doe, 1997; Siegrist & Doe, 
2006)。幼虫の NBでは微小管からのシグナルによって Par極性の方向が決定されているが (Rusan & 
Peifer, 2007; Januschke & Gonzalez, 2010; Januschke et al, 2013; Chen et al, 2016)、微小管を阻害しても
ランダムな方向に Par極性が形成される (Januschke & Gonzalez, 2010)。これらの結果から、ショウ
ジョウバエ NBにおける Par極性形成は細胞自律的であると考えられている。近年、細胞分裂の分
裂面が Par 極性の方向性決定に影響することも示されたが、その詳細なメカニズムは不明である 
(Loyer & Januschke, 2018)。 
 ショウジョウバエ NB は非対称細胞分裂を行っており、一度の細胞分裂で神経幹細胞と神経母
細胞 Ganglion Mother Cell: GMC）の両者を産生する。非対称細胞分裂の実現のため、Par極性は (1) 
運命決定因子の分布、(2) 細胞分裂の方向のいずれをも制御する (図 5)。第一の役割である運命決
定因子の分布決定では、複数の運命決定因子に対して aPKCがリン酸化を行うことが重要な役割を
果たす。aPKCの第一の基質は、細胞膜や細胞質で均一に分布する Miranda (Mira) である (Ikeshima-
Kataoka et al, 1997; Shen et al, 1997)。aPKCによる Miraのリン酸化は、Miraの膜からの解離および

SAJ 
(E-カドヘリン-カテニン)

Par-3
Par-3

aPKC/Par-6

Cdc42
aPKC/Par-6

Adherence
junction

Par-3
Crumbs

Par-3

頂端

基底
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ミオシンⅥによる基底側への輸送を促進する (Atwood & Prehoda, 2009; Petritsch et al, 2003)。Miraは
Prospero (Pros) および Bratのアダプター因子であるため、Miraにリクルートされることで Prosおよ
び Bratも基底側に局在し、最終的に基底側の娘細胞のみに分配される。加えて、Miraは RNA結合
タンパク質 Staufenを介した Pros mRNAの基底側へのリクルートも行う (Knoblich, 2008)。aPKCの
第二の基質である Partner of Numb (Pon) も、リン酸化を受けることによって基底側へ局在させられ
る (Smith et al, 2007; Wang et al, 2007; Wirtz-Peitz et al, 2008)。その結果、Ponのリクルートによって
Numb が基底側へと局在して、基底側の娘細胞にのみ分配される。これらの運命決定因子の分布制
御を分裂期とリンクさせるため、ショウジョウバエ神経幹細胞における aPKCの酵素活性は分裂期
キナーゼ Aurora-A によって、分裂期特異的に活性化される。その結果、分裂期において Pon およ
び Numbが基質側へ局在させられている。ただし、Miraは Aurora-A変異体でも正常な局在を示す
ことから、Par 複合体は基質ごとに異なるシステムを利用して運命決定因子の分布を制御する可能
性も示唆されている (Wirtz-Peitz et al, 2008)。 
 第二の分裂方向の決定では、アダプタータンパク質である Inscteable (Insc) を介して、Par 複合
体が Pinsを頂端側へリクルートする。Pinsは線虫の GPR-1/2のホモログで、ショウジョウバエ NB
では二種類のメカニズムを介して紡錘体と相互作用を持つ (Yu et al, 2000; Parmentier et al, 2000; 
Johnston et al, 2009)。第一の経路は、Pinsによる Gαおよび Mud (線虫の LIN-5ホモログ) を介した
もので、Mud変異体では分裂軸の方向がランダムになることが知られている (Izumi et al, 2006)。し
かしながら、線虫の LIN-5と異なり Mudとダイニン-ダイナクチンの相互作用の詳細は未解明であ
る (Siller & Doe, 2009; Kiyomitsu, 2019)。第二の経路では、Pinsが Discs-large (Dlg) をリクルートす
ることによって、微小管に分布するキネシン Kinesin-73 (Khc-73) を介した紡錘体との相互作用が可
能になっている。上記のように、線虫初期胚とショウジョウバエ NB のいずれにおいても、Par 複
合体は Pins/GPR-1/2 や Mud/LIN-5 と協調しているが、その局在関係や紡錘体制御の様式は大きく
異なる。 

 
図 5. ショウジョウバエ NBの Par極性形成の概要図 
Par 複合体は、間期の後期に頂端側へ局在して極性を形成する。Par 極性は、運命決定因子の局在と分裂方向を制御す
る。分裂後、Par極性は崩壊するが、分裂期に入ると再度形成される。  
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表 1. 各細胞種の Par極性形成の特徴 

 極性形成のきっかけ 共役する細胞機能 相互作用するタンパク質 

線虫の初期胚 精子の貫入 紡錘体の位置制御 
運命決定因子の局在 

LIN-5/GPR-1/2 
MEX-5 

上皮細胞 SAJによるリクルート 上皮構造の維持 E-カドヘリン 
Crumbs 

ショウジョウバエ

NB 
微小管 

細胞分裂の分裂面 
運命決定因子の局在 

分裂方向の制御 
Mira/Pros/Brat、Numb/Pon 

Pins複合体/Insc 

 
 
1.5. 本研究の目的 
 様々な細胞種の Par極性形成について研究が進んだ結果、Par複合体は多様な細胞で極性形成の
主要因子として働いている一方で、Par 複合体の非対称な分布を誘導する因子や、Par 複合体がそ
の下流で制御する細胞機能メカニズムなどは細胞種によって全く異なることが明らかになった。

しかしながら、従来知られているような細胞機能との共役を持たない状態において、Par 複合体が
自律的に極性を形成する過程の詳細は明らかになっていない。Par 複合体と細胞機能との共役を持
たない状況において、細胞極性の形成プロセスで Par複合体のダイナミクスを詳細に観察すること
は、細胞自律的な Par極性の形成メカニズムについて本質的な理解を深めることにも貢献できると
考えられる。 
 そこで本研究では、接着性を持たない浮遊性の培養細胞である Schneider 2 細胞 (S2細胞、ショ
ウジョウバエ中胚葉由来) (Schneider, 1972) を利用して、細胞自律的な Par極性を再構成し、その極
性形成プロセスにおいて Par複合体がどのような構造を持ちながら極性を形成するのか、その過程
を明らかにすることを目指した。これまでにも、培養細胞をモデルとした細胞極性の再構成は試

みられてきた。Baasらはヒト結腸上皮由来の培養細胞では LKB-1 (哺乳類 Par-4ホモログ) のmRNA
量が低下しているが、その培養細胞で LKB-1 を過剰発現させると、その一部では上皮細胞の極性
に特有な構造が復活することを示した (Baas et al, 2004)。Johnstonらは、接着因子 Echnoidの強制発
現によって複数の培養細胞を人為的に結合させ、その結合領域に aPKCをリクルートすることで非
自律的な Par極性の再構成に成功している (Johnston et al, 2009)。しかしながら、これまでには細胞
自律的な Par 極性の再構成は行われておらず、その形成プロセスも観察されていない (Baas et al, 
2004; Johnston et al, 2009)。 
 再構成に向けた条件検討の結果、S2細胞では Par-3の過剰発現によって細胞自律的に Par極性
が形成されることを見出し、その過程では Par複合体の重合によって複数種の構造が形成され、最
終的には Par-island と呼ばれる内部構造を持った構造体が形成されることを示した。また、この構
造体は in vivoにも存在しうる構造であることが示唆された。本論文では、Par極性とはどのような
構造によって形成されているのか、また、それらの構造の形成メカニズムについて議論する。 
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2. 対象と手法 
 
2.1. 細胞の培養法 
 S2細胞 (Invitrogen: R69007) の培養および遺伝子導入は、Ogawaらの方法に準じた(Ogawa et al, 
2009)。Schineider’s Drosophila medium (gibco) に、10% FBS (Vitromex) および1% ペニシリン・スト
レプトマイシン溶液 (ナカライテスク) を加えた培地を用い、25℃で培養した。また、3-4日ごとに
1/10～1/20に希釈することによってS2細胞を境内した。 
 遺伝子導入は、6-well plateの各wellに、1.6mLのメディウムと1×106個の細胞の播種を行い1晩
培養することによって細胞数の調整を行った。そこにEffectene (QIAGEN) のプロトコルに従って、
遺伝子導入を行った。遺伝子導入後、2日静置し、免疫染色およびウエスタンブロッティングによ
る解析を行った。Metallothionein (MT) プロモーターの発現誘導では、100mM CuSO4を最終濃度

1mMになるように培養メディウムに添加した。 
 
2.2. 細胞のライブイメージング 
 35mmガラスボトムディッシュに、15µg/mL Poly-L-オルニチンを加え37℃で1時間インキュベ
ートすることでコーティングした。そこにS2細胞を添加し、25℃で30分以上静置した後に観察を
行った。観察および撮影は共焦点スキャナユニットYokogawa CSU-W1 (Yokogawa, Tokyo, Japan)、
sCMOSカメラ (Andor, Belfast, Northern Ireland) と解析用ソフトウェアMetamorph NEO (Molecular 
Devices, San Jose, CA, USA) を用いて行った。z方向の間隔は1µmもしくは0.5µmに設定した。 
 
2.3. 免疫染色法 
 S2細胞の免疫染色では、まず22x24 カバーグラスを15µg/mL Poly-L-オルニチンを30分間静置
によってコートした。Poly-L-オルニチンによってコートしたカバーグラスを、6-well dishの底にセ
ットした。PBSによって2回洗浄したあと、遺伝子導入したS2細胞を添加し、30分静置することに
よってS2細胞をカバーガラスにマウントした。その後、4% paraformaldehyde/PBSによる15分の固
定処理を行い、PBSで1回洗浄した。0.1% Triton-X/PBSによる15分の透過処理を行い、PBSで1回洗
浄した。2% BSA/PBSによる30分のブロッキングを行ったあと、2% BSA/PBSで希釈した一次抗体
溶液と30分間反応させた。その後、PBSで1度洗浄したあと、PBS中での10分間静置を2度繰り返し
再度洗浄した。その後、2% BSA/PBSで希釈した二次抗体溶液と30分間反応させた。その後の洗浄
は、一次抗体反応後の操作と同様に行った。免疫染色した細胞はPermaFluor (Thermo Fisher 
Scientific)によって封入し、共焦点顕微鏡LSM510 (Zeiss, Oberkochen, Germany) で観察した。S2細胞
の超解像顕微鏡による観察では、免疫染色した細胞はProLong Glass Andifade Mountant (Thermo 
Fisher Scientific) で封入した。またこれらの処理は全て室温で行った。 
 ショウジョウバエNBの免疫染色では、まず 3令幼虫から脳組織を取り出し、 4% 
paraformaldehyde/PBS による20分の固定処理を室温で行った。室温で1時間のブロッキング処理の
あと、一次抗体溶液と一晩4℃で反応させ、二次抗体溶液とは室温で2時間反応させた。その後、
サンプルはVectashield H-1000 (Vector Laboratories) によって封入し、共焦点顕微鏡FV1000 (Olympus、
東京、日本) で観察した。ショウジョウバエはy, w, Baz-GFP系統 (Bloomington Drosophila Stock 
Center、BDSC: 51572; FLYB: FBtc0099880) のものを用いた。 
使用した抗体は末尾の抗体リストに示した。 
 
 
 



 14 

2.4. 超解像による撮影とその解析 
 時空間蛍光相関解析 (SRRF法: super-resolution radial fluctuations) では、pMT-myc-Par-3-mKate2、
pAct-Par-6-GFP、pAct-aPKCをS2細胞に遺伝子導入した。その後、LSM880 (Zeiss)、対物レンズ 
Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC M27 (Zeiss) を使用し、ピクセルサイズ 53nm、露出時間は 160ms に
設定し1細胞を200回撮影した。Drift-correction処理およびSRRF処理はImageJプラグインのNanoJ-
SRRF(Gustafsson et al, 2016)を利用した。 
 SRRF処理をした画像では、メッシュワーク構造内部におけるPar-3の輪郭線の長さを手動で計
測した。ソフトウェアはFijiを利用した。Par-3の輪郭の形状を明確にするため、各細胞の画像に
Sobel filterを利用することでメッシュワークの輪郭線を強調した画像を生成した。ヒストグラムお
よび密度関数分布は、全ての細胞の輪郭線の長さから求めた。密度関数分布の形状は、7つのガウ
ス関数の合計とよくフィットしており、全ピークの間隔の期待値はフィッティング結果における

各分布の重みを考慮し、分布のピーク間の長さ (interval) と合計分布への寄与度 (weight) の積を合
計することで求めた。このフィッティングはRを用いて非線形最小二乗法によって行った。密度関
数分布を二回微分した結果のスペクトル密度の計算は、Rを用いて高速フーリエ変換を行った。 
 誘導放出抑制顕微鏡 (STED: Stimulated emission depletion) による観察では、pMT-myc-Par-3-
GFP、pAct-Par-6、pAct-aPKCの組み合わせ、もしくはpMT-myc-Par-3、pAct-Par-6-GFP、pAct-aPKC
の組み合わせの発現ベクターをS2細胞に遺伝子導入した。その2日後、CuSO4添加を行い、添加か

ら8時間後に細胞を固定した。STED撮影には TCS SP8 STED 3X microscope (Leica, Wetzlar, Germany) 
と対物レンズ HC PL APO 93X/1.30 GLYC (Leica) を利用した。デコンボリューション処理では
Huygens Professional (version 17.10, Scientific Volume Imaging, Hilversum, Netherlands) を利用した。 
 デコンボリューション処理をしたSTED画像を利用して、Par-3のセグメントの長さと太さの
計測を行った。セグメントの長さとしては、Par-3の輪郭線の終端、角、分岐点の最短長を定義し
た。また、セグメントの測定はFijiによって手動で行った。セグメントの太さは、Par-3のセグメン
トと直行する線分の蛍光強度分布について、フィッティングしたガウス分布の半値幅として定義

した。このフィッティングはRを用いて非線形最小二乗法によって行った。 
 
2.5. 非対称度の定量 
 Asymmetry Index (ASI) の計算は、細胞の赤道面の画像で定量を行った。まず、0.5 µm幅の線
で細胞表層部分を手動でなぞり、線上の蛍光強度をFijiによって計測した。次に、細胞全周の長さ 
(2L) および、細胞の半周 (L) 上における蛍光強度シグナルの合計値 (A) をそれぞれ計算した。両者
の蛍光強度の差から、もう一つの半周の蛍光強度シグナルの合計値 (B) を計算した。シグナルの合
計値AおよびBの差を求め、細胞全周の蛍光強度の合計によって標準化した。細胞表層上のいずれ
かのピクセル (1ピクセル=0.108µm) を開始点とした全パターンでこの計算を行い、その最大値を
ASIとして定義した。ASI値が0.35よりも高い細胞を「極性を持つ細胞」と定義した。各実験にお
けるASI値のヒストグラムは、それぞれ独立に二回実験しており、その結果を合算してヒストグラ
ムを求めた。極性化した細胞の割合について、その統計解析はフィッシャーの正確確率検定を利

用し、ボンフェローニ法で補正することで行った。統計解析にはR言語を利用した。 
 
2.6. 細胞膜の曲率の定量 
 細胞の曲率半径の計算は、細胞の赤道面の画像を用いて行った。細胞膜は、memGFPのシグ
ナルによって定義した。Par-island領域の1区間は、myc-Par-3-mKate2が1µm以上連続して局在して
いる区間として定義した。non-neighboring領域の1区間は、Par-islandが観察される細胞において、
Par-island領域から5µm以上離れている5µm以上の領域として定義した。non-island領域の1区間は、
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Par-islandが観察されない細胞の細胞膜における5µm以内の領域として定義した。Par-islandが観察
されない細胞では、1細胞に対して5~6領域の数値を取得した。曲率半径の計算では、領域の端点
および中央点を手動で決定した。この3点を通る円を計算し、曲率を示す数値としてその円の半径
を採用した。画像の計測ではFijiを利用した。データの計算と統計解析ではR言語を使用した。 
 
2.7. Par複合体の凝集体サイズの定量 
 細胞の底面の画像を解析に利用した。Fijiを利用し、Par複合体の凝集体の周縁部を手動でな
ぞり、着目領域 (ROI: region of interest) とした。各ROIの面積を測定し、Par複合体の凝集体のサイ
ズとして示した (図24)。細胞の周縁部に接している凝集体は測定に使用しなかった。 
 
2.8. ウエスタンブロッティング 
 S2細胞の抽出液を回収し、SDS-polyacrylamide gel electrophoresis を行った後、一次抗体溶液に
一晩、二次抗体溶液に1時間反応させた。タンパク質量の解析は、Chemi-Lumi One L (Nacalai tesque, 
京都、日本) による化学発光法を利用し、定量にはLAS-3000システム (Fujifilm, 東京、日本) を用い
た。Par-3のタンパク質量の定量において、異なる遺伝子導入システム間の比較や、過剰発現量と
内在性の比較を行う場合には、その遺伝子導入効率による補正を行っている。遺伝子導入効率は、

ライブイメージング画像による蛍光タンパク質が発現している細胞数と発現していない細胞数に

基づいて計算した。使用した抗体は、末尾の抗体リストに示した。 
 
2.9. RNA干渉法によるノックダウン 
 S2細胞の遺伝子ノックダウンは、RNA長鎖 (dsRNAs) によるRNA干渉法 (RNAi) によって行っ
た。dsRNAsの作成はBettencourt-Diasらの方法に準じた(Bettencourt-Dias & Goshima, 2009)。Par-6も
しくはaPKCのノックダウンでは、MEGAscript T7 Transcription Kit (Ambion, Thermo Fisher Scientific) 
によってdsRNAを合成した。dsRNA合成時のテンプレートには、pBS-T7/Par-6/T7 (Par-6のORF全長
の両側にT7プロモーター配列を持つコンストラクト) 、もしくはpBS-T7/aPKC/T7 (aPKCのORF全長
の両側にT7プロモーター配列を持つコンストラクト) を利用した。LglもしくはPar-3のノックダウ
ンでは、LglのORF、Par-3のORFの一部 (906-1226a.a.) の両側にT7プロモーター配列を持るPCR増幅
物を生成し、PCR増幅物のアニーリングによってdsRNAを合成した。テンプレートにはpUAS-
Flag-Lgl 、もしくはpUAS-myc-Par-3を利用した。それぞれのPCRプライマー配列は以下の通りであ
る。 
Lgl: 
5’-TAATACGACTCACTATAGGGATGGCAATAGGGACGCAAACAGGGGCTTTAAAAGTT-3’、 
および  
5’-TAATACGACTCACTATAGGGTTAAAATTGGCTTTCTTCAGGCGCTGTTTTTGGCGTTCCAA-3’ 
 
Par-3: 
5’- TAATACGACTCACTATAGGGTGAATCCATCAGGGAGAAGG-3’ および 
5’- TAATACGACTCACTATAGGGCTCGGCCACCTTAGAGTCAC-3’ 
Par-3のノックダウン用のdsRNA配列は、DRSCのRNAiデータベースを参照した (DRSC25558)(Mohr 
et al, 2015)。dsRNAは最終濃度が4.5µg/mlになるように培養メディウムに添加した。添加は発現ベ
クターの導入から2-3時間後に行った。 
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2.10. プラスミドのコンストラクション 
 actin (act5c) プロモーターによる発現ベクターのコンストラクションでは、Par-6、Par-3、
aPKCそれぞれのORF、もしくは、Par-6、aPKC、Fynミリストイル化タグ  (5’-ATGGGCTGTGT-
GCAATGTAAGGATAAAGAAGCAACAAAACTGACG-3’) のC末端にGFPを接合した配列を、
pAc5.1/V5-His Bプラスミド (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) にインサートした。pAct-Gal4xUASシ
ステムによる発現ベクターのコンストラクションでは、Par-3のORFのN末端側にMycもしくはFlag
タグ、C末端側にmKate2を接合した配列を、もしくは、Lgl3AのN末端側にFlagタグを接合した配
列を、pUAST プラスミド (Brand & Perrimon, 1993)にインサートした。また、ショウジョウバエgal4
のORFをpAC-Gal4プラスミドからサブクローニングし、pDAMCSプラスミドへインサートした。
DAMCSプロモーターによる発現ベクターのコンストラクションでは、pAct5C0プラスミド
(Thummel et al, 1988)のBglII-XhoIフラグメント (actin 5C プロモーター配列、ポリアデニル化配列、
hsp70プロモーターの一部を含む) をpUC19プラスミドのBamHI認識サイトとSalI認識サイトの間に
インサートした。その結果、複数のクローニングサイトを含んだ二重鎖オリゴヌクレオチドが

actin 5Cプロモーターとポリアデニル化配列の間に位置するBamHI認識サイトにインサートされる
コンストラクトになっている。 
 発現誘導システムで利用したPar-3の発現コンストラクトは、Par-3 ORFのN末端側にMycタグ、
C末端側にmKate2もしくはGFPを接合した配列をpMTプラスミドにインサートした  (Invitrogen, 
Thermo Fisher Scientific)。 
 RNAi無効アイソフォームのPar-3は、アミノ酸置換を伴わない配列変位を、Par-3 ORFの
dsRNA標的配列 (906-1226a.a.) に加えることで設計した。設計したDNA配列は以下の通りで、変位
箇所には下線を引いた。 
5’-TGAAAGCATTAGAGAAAAAGACGGCGAGATGTTGTTGATTATAAATG-	 	 	 	 	
AATATGGATCGCCCTTGGGCTTGACCGCCCTGCCCGATAAAGAACACGGAGGCGGTTTGCTGGT
CCAGCACGTCGAACCCGGAAGTCGCGCAGAAAGGGGCCGCTTGCGCCGCGACGACCGCATTCT
CGAAATTAACGGCATTAAATTGATCGGCCTGACGGAGAGCCAAGTCCAGGAACAGTTGCGCCG
CGCCCTGGAGTCCAGCGAACTGAGGGTGCGGGTCCTCCGCGGCGACCGCAACCGCCGCCAGCA
ACGCGATTCCAAAGTCGCTGA-3’. 
 変異配列を含んだDNAフラグメント (GeneArt, Thermo Fisher Scientificにて作成) は、PCRによ
って増幅し、Par-3WT-GFPもしくはPar-3∆CR1-GFPの対応配列と置換し、In-Fusionシステムを利用
してpMTプラスミドにインサートした。 

pAC-GAL4 は Liqun Luo 研 究 室 よ り 分 与 さ れ た  (Addgene plasmid #24344; 
http://n2t.net/addgene:24344; RRID: Addgene_24344;(Potter et al, 2010))。pUbq-Spd2-GFPはJordan Raff
研究室 (University of Oxford, UK) より分与された。 

遺伝導入に使用するプラスミドの精製は、Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification 
System (Promega, Madison, WI, USA) もしくは、NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel, Düren, 
Germany) によって行った。 

 
2.11. 使用抗体 
使用した抗体とその詳細について、表2に示した。 
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表2. 本研究で使用した抗体の一覧 
 
 供給元 製品番号 希釈率 宿主動物 
Rabbit anti-
aPKC 

Santa Cruz Santa_Cruz:sc-
216 

IHC (1:1000) 
WB (1:3000) 

Rabbit poly 

Mouse anti-Par-
3 

(Ohshiro et al, 
2000) 

 IHC (1:100)  Mouse mono 

Rabbit anti-Par-
3 

(Ohshiro et al, 
2000) 

 IHC (1:1000) 
WB (1:3000) 

Rabbit poly 

Rabbit anti-Par-
6 

(Izumi et al, 
2004) 

 IHC (1:1000) Rabbit poly 

Chicken anti-
Myc 

Bethyl Bethyl:A190-
103A 

IHC (1:1000) Chiken poly 

Mouse anti-
Miranda 

(Ohshiro et al, 
2000) 

 IHC (1:100) Mouse mono 

Rabbit anti-Lgl (Ohshiro et al, 
2000) 

 IHC (1:1000) 
WB (1:1000) 

Rabbit poly 

Ginea pig anti-
Cdc42 

Ulrich Tepass 
(University of 
Tronto) 

 IHC (1:100) Guinea pig poly 

Chicken anti-
GFP 

aves aves:GFP-1020 IHC (1:1000) Chiken poly 

Mouse anti-
GFP 

chemicon chemicon:MA
B3580 

IHC (1:1000) Mouse mono 

Rabbit anti-
GFP 

MBL MBL:598 IHC for Larva 
brain (1:1000) 
WB (1:2000) 

Rabbit poly 

Mouse anti-
Flag 

Sigma Sigma:F3165 IHC (1:1000) Mouse mono 

Alexa 488, 
Cyanin3, 
Cyanin5 
secondaries 

Jackson 
Immuno 
Research 

 IHC for S2 
cells (1:4000) 
IHC for Larva 
brain (1:200) 

Donkey poly 

anti-alpha 
tubulin 

sigma Sigma:T9026 WB (1:15000) Rat mono 

horseradish 
peroxidase 
(HRP) 結合型
マウス抗体 

GE-Healthcare  WB (1:3000) Sheep poly 

HRP結合型ウ
サギ抗体 

GE-Healthcare  WB (1:3000) Sheep poly 

HRP結合型ニ
ワトリ抗体 

GE-Healthcare SA1-300 WB (1:250) Donkey poly 
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3. 結果 
 
3.1.  S2細胞における Par極性の再構成 
3.1.1. S2細胞は Par-3の過剰発現によって Par極性を持つ 

 本研究では、細胞極性の形成におけるタンパク質の一般的な性質の理解を目指し、培養細胞

で Par 極性の再構成に取り組んだ。細胞モデルとして利用した S2 細胞は接着性を持っておらず、
さらに Par複合体の構成因子が内在的に発現しているが Par極性を持っていない培養細胞である (図
6A)。Par 極性の再構成の最初のステップとして、Par 複合体の構成因子の過剰発現が内在性の Par
複合体の分布に与える影響を検討するため、各因子を actin プロモーターの Gal4-UAS システム 
(pAct-Gal4xUAS システム) によって過剰発現させ、細胞の赤道面上の Par 複合体成分の分布を免疫
染色で観察した (図 6B)。その結果、myc-Par-3 を過剰発現させると、myc-Par-3 は細胞表層に分布
し、中には。細胞表層の一部に局在し、いわゆるクレッセント状に分布する細胞が出現した。こ

れらの細胞では、内在性の Par-6および aPKCも過剰発現したmyc-Par-3と共局在していた。他方、
aPKC や Par-6 を pAct-Gal4xUAS システムで過剰発現させても、クレッセント状の分布は観察され
なかった。このことから、Par 複合体構成成分のうち Par-3 を過剰に発現させた時のみ、内在性の
Par-6および aPKCを取り込んで、Par複合体が細胞表層に形成されることが示唆された。 
 S2 細胞で Par 複合体による極性が人為的に形成され得ることが判明したので、次にライブイ
メージングを行う条件を探索した。actinプロモーターに直接 Par-3を繋いで発現させた場合、その
発現量は pAct-Gal4xUAS システムを用いて発現量を増幅した場合に較べて格段に低い (図 6C)。
actinプロモーターに直接 Par-6-GFPを繋いで発現させると、Par-6-GFPは細胞質に分布することが
ライブ観察で確認された。同じ条件下で Par-6-GFP の発現させるのと同時に、pAct-Gal4xUAS シス
テムで Par-3 を過剰発現させると、Par-6-GFP がクレッセント状に分布する細胞が現れたのに対し 
(図 6D)、同様に pAct-Gal4xUASシステムで aPKCを過剰発現させても Par-6-GFPは細胞質に分布し
たままであった。この結果から、遺伝子導入によって actin プロモーターによる Par-6-GFP の発現
を行えば、Par-6-GFPを指標に、pAct-Gal4xUASシステムによる Par-3の過剰発現時のクレッセント
形成をライブで観察できることが判明した。また、Par-3を actinプロモーターに直接繋いで発現さ
せても、Par-6-GFP の細胞質分布に影響が見られなかった。actin プロモーターに直接 Par-3 を繋い
で発現させると、pAct-Gal4xUAS システムによって発現量を増幅させた場合よりも発現量が低い点
を踏まえると、S2細胞で Par極性の形成を誘導するには、actinプロモーターによる Par-3の発現量
では不足していることが示された。 
 一方、内在性の Par-6と aPKCが Par極性の形成に必要かを検討するため、Par-6-GFPをマーカ
ーとして、Par-3過剰発現下で内在性の aPKCをノックダウンしたところ、Par-6-GFPは細胞質に分
布し、Par極性は形成されなかった (図 6E)。aPKC-GFPをマーカーとして、内在性 Par-6 をノック
ダウンした場合でも同様の結果が得られた。これらの結果は、S2 細胞において Par 因子により極
性を形成するには、Par複合体の構成因子すべてが必要であることを示している。 
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図 6.  Par-3の過剰発現によって S2細胞は極性を形成する 
(A) S2細胞において内在性に発現している aPKC、Par-6、Par-3の免疫染色写真。pUASTベクターの遺伝子導入から 2日
後に固定染色を行った。 (B) myc-Par-3を過剰発現させた細胞における内在性の aPKC、Par-6の局在。myc-Par-3の遺伝子
導入から 2日後、細胞の固定および mycタグ抗体、aPKC抗体、Par-6抗体による抗体染色を行った。矢印は共局在して
いる Par複合体の構成因子を示す。(C) pAct-Gal4xUASシステムの両者を利用した場合の Par-3-GFPの発現量比較。pAct-
Par-3-GFP (100µgおよび 300µg /106 細胞) もしくは pAct-Gal4と pUAS-Par-3-GFPの遺伝子導入から 2日後にウエスタンブ
ロッティングを行った。Par-3 抗体を用いたブロッティングによって、異なる発現システムによる Par-3 の発現量比較を
行った。(D) S2細胞における Par-6-GFPのライブイメージング画像 (上)。下の表に従った組み合わせでプラスミドを遺伝
子導入し、2日後に観察を行った。 (E) Par-3の過剰発現を行った細胞において、aPKCノックダウン条件下の Par-6-GFP 
(左) および Par-6ノックダウン条件下の aPKC-GFP (右) のライブイメージング画像。遺伝子導入から 2日後に撮影を行っ
た。 
A-Dの画像はすべて細胞の赤道面において撮影されている。スケールバーは 5µmを示す。  
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3.1.2. Par複合体の非対称な分布に関する評価指標の構築 
 S2細胞で Par極性を再構成できる条件を見つけることができたが、遺伝子導入した細胞の Par
複合体の分布の偏りは細胞ごとに異なっていた。そこで、Par 複合体の分布の偏り度合いを数値化
するため、赤道面の細胞表層における蛍光タンパク質分布の偏在度の定量的な指標 asymmetry 
index (ASI) を導入した (図 7A)。この指標を定義するにあたり、Deriveryらが SOP細胞において微
小管分布の非対称性を定量した手法を参考にした(Derivery et al, 2015)。まず、均一な分布における
ASI値を検討するため、S2細胞に pAct-membrane-GFPを遺伝子導入することで memGFPを過剰発
現させ ASIを計測したところ、ASIは 0.17±0.08 (平均値±s.d.) を示し、その最大値は 0.35だった (図
7B)。memGFP は細胞膜上で積極的に偏在する能力はないと考えられるので、原理的には ASI は 0
を示すと考えられる。しかし、実際は 0~0.35の数値が観測された。これは mem-GFPの分布のゆら
ぎや、細胞上にランダムに分布する突起構造の存在が影響したためだと考えられる。この結果か

ら、極性を持たない細胞でも 0.35 未満の ASI を持ちうることが予想された。この結果に基づき、
ASI>0.35 を示す細胞を「極性細胞」、それ以外の細胞を「非極性細胞」と定義することとした。
この定義に基づき、myc-Par-3-mKate2 を過剰発現させた細胞群で分布の偏在度を検討した結果、
ASIは 0.34±0.18 (平均値±s.d.) を示しており、39%の細胞が ASI > 0.35 の「極性細胞」に分類された 
(図 7B)。 
 
3.1.3. S2細胞の Par極性形成における Lglの役割の検討 

 ショウジョウバエ神経幹細胞や線虫の初期胚といった主要な in vivoのモデルにおいて、aPKC
および基質の Lgl の相互抑制が Par 極性に必須であることが確認されている。そこで、Par 極性の
再構成系においても、Lglと Par複合体の相互抑制が極性形成と関与するかを検討した。S2細胞に
おいて、Lglは内在性の発現を持ち細胞表層および細胞質に均一に分布していた (図 8A)。しかし、
Par-3 の過剰発現によって Par-3が細胞表層で偏った分布を持つ場合、Lglは Par-3と相補的な分布
を示した (図 8B)。さらに、内在性の Lgl をノックダウンさせると、myc-Par-3-mKate2 の過剰発現
を行っても Par 複合体の構成因子は細胞表層で均一に分布し、極性がは形成されなかった (図 8C-
E)。この結果から、S2細胞の Par極性には内在性の Lglが必須であることが必須であることが考え
られた。 
 aPKC と Lgl の相互抑制では、aPKC による Lgl のリン酸化が重要な役割を果たす。そこで、
pAct-Gal4xUASシステムによって、Par-3と非リン酸化型 flag-Lgl3Aを過剰発現させ、Par複合体の
分布を検討した。その結果、flag-Lgl3Aと Par-3が過剰発現している細胞では、Par-3が細胞質で均
一に分布し、極性は形成されなかった (図 8E)。この結果から、S2 細胞の Par極性形成には内在性
の Lglと特に aPKCの相互抑制が重要な役割を果たすことが示唆された。 
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図 7. 細胞極性の定量 
(A) 本研究で利用した細胞極性の指標 asymmetry index (ASI) の定義。細胞赤道面の表層について、任意の半周と残りの半
周それぞれの蛍光強度の累積値を求め、その差を算出した。半周の開始点を移動させていき、蛍光強度の差が最大にな

る点 ASI として利用した。また、値は全周の蛍光強度の累積値で標準化した。(B) memGFP もしくは myc-Par-3-mKate2
を過剰発現させた S2細胞群における ASIの分布。各プラスミドは pAct-Gal4xUASシステムを利用して過剰発現させた。
memGFPを過剰発現させた細胞群における ASI値はすべて 0.35以下を示し、平均値 0.17±0.08 (s.d.) を示す。Par-3-mKate2
が細胞表層に分布する細胞群における ASI 値の平均値は 0.34±0.18 (s.d.) を示した。memGFP の結果に基づき、Par-3-
mKate2の分布は (1) memGFPと同じく ASI値が 0.35以下である非極性の細胞 (白色バー、60.8%)、(2) memGFPより高い
ASI 値 (ASI>0.35) を示す細胞 (灰色バー、39.2%)、の二グループに分類した。(2)のグループに含まれる細胞群は平均値
0.52±0.14 (s.d.) を示した。 

 
  

A

プロット

0 L

I(x)
0L

L/2

pAct-Gal4 > UAS-memGFP

(n=275)

Fr
eq

ue
nc

y 
(%

)

B

蛍
光
強
度

(a
.u

.) 

ASI > 0.35: 39.2 %
 (n = 255)

asymmetric index asymmetric index

α α+L/2

Fr
eq

ue
nc

y 
(%

)

pDA-Gal4>UAS-myc-Par-3-mKate2

x

A B Par-3-GFP Mira DAPI



 22 

 
図 8. S2細胞の Par極性は Lglを必要とする 
(A) S2細胞における内在性の Lglの免疫染色写真。pUASTベクターの遺伝子導入から 2日後に固定し、Lgl抗体による染
色をおこなった。 (B) Par-3と内在性の Lglは相補的に分布した (71%, n=24)。過剰発現によって Par-3が過剰発現してい
る細胞に限定して Par-3と Lglの分布を観察した。矢印は Par-3、矢頭は Lgl、それぞれのクレッセント状の分布を示す。
(C) RNAiによる Lglノックダウン条件下における myc-Par-3-mKate2および Par-6-GFPのライブイメージング画像。myc-
Par-3-mKate2は細胞表層で均一に分布し、Par-6-GFPとの共局在は 100%の細胞で観察された (n=109)。遺伝子導入から 2
日後に撮影。(D) RNAiによる Lglノックダウン条件下における myc-Par-3-mKate2および aPKC-GFPのライブイメージン
グ画像。myc-Par-3-mKate2 は細胞表層で均一に分布し、aPKC-GFP との共局在は 97.8%の細胞で観察された (n=137)。遺
伝子導入から 2日後に撮影。(E) 内在性 Lgl発現下 (左) もしくは RNAiによる Lglノックダウン条件下 (右) における myc-
Par-3-mKate2のライブイメージング。遺伝子導入から 2日後に撮影。 (F) flag-Par-3および myc-Lgl3Aの過剰発現を行っ
た S2細胞において、flagタグ抗体および mycタグ抗体による免疫染色像。Lgl3Aは細胞表層で均一に、Par-3は細胞質に
分布していた。遺伝子導入から 2日後に撮影。 
A-F の画像はすべて遺伝子導入から 2 日後に固定、もしくはライブイメージング撮影を行っており、細胞の赤道面を撮
影した。スケールバーは 5µmを示す。 
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3.1.4. S2細胞の Par極性の 3次元観察による Par-islandの発見 
 ここまで、S2 細胞における Par 極性の形成メカニズムについて、細胞の赤道面に限定した 2
次元観察のみで検討してきた。そこで、S2細胞に Par-3を過剰発現させ、3次元タイムラプスで Par
複合体の動態を観察した。その結果、興味深いことに Par複合体のクレッセント状の分布の内部で
Par-3-mKate2 は均一に分布しておらず、凝集体となって集合する様子が明らかとなった (図 9A)。
さらに、この Par-3-mKate2 の凝集体はその位置関係やサイズを常に変化させながらダイナミック
に動き続ける特徴を示した。私は、その形状的な特徴から凝集体を「Par-island」と名付けた。こ
の Par-islandは、従来の in vivo モデルを利用した研究では報告されていない構造体である。しかし
ながら、典型的な Par極性のモデルであるショウジョウバエ神経幹細胞の Par複合体の局在領域を
免疫染色によって観察すると、内在性の Par-3 が Par-island と類似した凝集体を形成していた (図
9B)。この結果は、本研究で発見された Par-island が人工的な実験系によって発生した構造ではな
く、in vivoにも存在する構造体であることを強く示唆している。 
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図 9. S2細胞における Par極性の三次元像および in vivoとの比較 
(A) myc-Par-3-mKate2を過剰発現させた細胞のライブイメージングを行い、画像の三次元再構成を行った (左)。右パネル
の画像では、左パネルの画像に対して、明暗およびコンストラストを調整し、細胞の形状を可視化させている。(B) Par-
3-GFP を発現しているショウジョウバエ脳の神経幹細胞の免疫染色画像。三令幼虫から脳組織解剖し、GFP 抗体 (緑) お
よびMiranda抗体  (赤, Ikeshima-Kataoka et al, 1997) による抗体染色を行った。撮影画像に対してデコンボリューション処
理を行っている。この神経幹細胞は分裂期に入っているため Par極性を形成している。視野に対して斜め方向に Par極性
が形成されている。Par 複合体が局在している頂端側の焦点面 (左)、細胞の赤道面の焦点面 (右) それぞれの画像を示し
た。スケールバーは 5µmを示す。 
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3.2.  人工的な Par極性における極性形成過程 
3.2.1. Par-islandの形成および集合プロセスの観察システムの構築 

 S2細胞を利用した Par極性の再構成によって、新規の Par複合体の凝集体である「Par-island」
と呼ぶ構造体を同定し、この構造体が in vivo の Par 極性にも存在する可能性を見出すことができ
た。この Par-island の形成や集合のプロセスを明らかにすることは、Par 極性の一般的な性質の理
解に大きく貢献できると考えられる。しかしながら、これまで利用していた pAct-Gal4xUASシステ
ムによる一過性の Par-3の過剰発現では発現開始のタイミングが制御できないため、それらのプロ
セスを一貫して観察することが困難だった。そこで私は、金属との結合によって誘導される

Metallothionein プロモーター  (MT プロモーター ) を利用し、myc-Par-3-mKate2 (pMT-myc-Par-3-
mKate2) の発現開始タイミングを人為的に制御できる実験系を構築した。 
 しかし、myc-Par-3-mKate2 のみをタイムラプスイメージングに用いた場合、mKate2 の発色団
形成に時間を要するため、Par-island の形成に至る過程、とりわけその初期過程を経時的に記録す
ることが困難であることが判明した。そこで、Par-6-GFP を Par-3 の誘導以前から恒常的に発現さ
せておき、Par 複合体のマーカーとして用いることを考えた。ただし、この場合、Par-6-aPKC 複合
体は、Par-3 あるいは Cdc42 のいずれかと排他的に結合することが知られている (Rodriguez et al, 
2017)ため、Cdc42と複合体を形成した Par-6-GFPを区別する必要がある。この区別が可能であるか
どうかを検討するため、myc-Par-3-mKate2の発現誘導後に免疫染色を行い、Par-6-GFP、myc-Par-3-
mKate2および内在性の Cdc42の分布を観察した (図 10)。その結果、内在性の Cdc42は細胞表層で
斑点状に分布しており、S2 細胞でも先行研究と同様の分布パターンを示すことが判明した 
(Slaughter et al, 2013; Sartorel et al, 2018)。しかし、Par-6-GFPとの共局在はほとんど観察されず、一
部の Cdc42が Par-6-GFPの凝集の周縁部に接しているのみだった。一方、myc-Par-3-mKate2は、そ
の大部分が Par-6-GFPと共局在していた。これらの結果から、MTプロモーターを用いた Par-island
の形成過程を細胞表層の Par-6-GFPを指標として観察することは妥当であると判断した。 
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図 10.  S2細胞における Par-3、Par-6、Cdc42の分布 
(A-D) myc-Par-3-mKate2および Par-6-GFPが発現している S2細胞における、mycタグ抗体、GFP抗体、Cdc42抗体の免疫
染色画像。S2細胞には pAct-Par-6-GFP、pAct-aPKC、pMT-myc-Par-3-mKate2を遺伝子導入し、2日後、CuSO4の添加によ

ってmyc-Par-3mKate2の発現を誘導した。CuSO4の添加から 3時間後、細胞の固定および抗体染色を行っている。A. myc-
Par-3-mKate2、Par-6-GFP、Cdc42 の三重染色写真。B-D. 各抗体の単色写真。A-D のいずれの写真も細胞表層面を撮影し
たもの。スケールバーは 5µm を示す。(E-G) E-G. A-D で示した画像の二重染色画像。E. myc-Par-3-mKates (赤)と Par-6-
GFP (緑)。F. myc-Par-3-mKate2 (赤) と Cdc42 (青)。G. Par-6-GFP (赤) と Cdc42 (青)。上段パネルの点線部分について、拡
大した図を下段に示した。スケールバーは 1µmを示す。 
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3.2.2. Par-islandの形成および集合プロセスの経時的変化 
 MTプロモーターによる Par-3発現誘導システムを利用して、Par-6-GFPによって Par-islandの
形成や集合の過程のタイムラプス観察を行った。このとき、pAc-Par-6-GFP および pAc-aPKC を
pMT-myc-Par-3-mKate2と同時に S2細胞へ遺伝子導入した。観察では、Par-6や aPKCの発現量上昇
の Par-islandへの影響を排除するため、Par-6-GFPおよび aPKCの発現量が定常状態となった S2細
胞を利用する必要があった。actinプロモーターによって過剰発現させた Par-6-GFPの蛍光量を測定
すると、遺伝子導入から 2 日後には数値が安定しており、その発現は定常状態に達していた (図
11)。同じく actinプロモーターで発現させている aPKCの発現量も同様の状態であると推測された
ため、myc-Par-3-mKate2 の発現誘導およびタイムラプス観察は、遺伝子導入から 2 日後に開始し
た。また、MTプロモーターによる myc-Par-3-mKate2の発現量は、CuSO4添加から 8時間後にほぼ
定常状態となり、このときの Par-3の発現量は内在性の 20倍の高さを示していた (図 12)。 
 硫酸銅の添加による Par-3の発現誘導から 2-3.5 時間が経過した頃、それまで細胞質に分布し
ていた Par-6-GFP は細胞表層に出現し、0.5 µm 程度の点状の凝集体 (Par-dot) を形成した (図 13A 
3:30, 図 13B 1:45)。デコンボリューション処理を行って Par-dotを個別に観察した結果、Par-dotは
内部に空洞などを持たない構造を持ち、また複数の Par-dot の結合や、結合を伴わない巨大化など
の挙動を示していた (図 13C)。また興味深いことに、Par-dotの形成は細胞表層の一部から開始して
おり、その後、Par-dotの結合や巨大化と並行してその分布するエリアも拡大していった (図 13D)。
Par-3の発現誘導から 3.5 時間程度が経過すると、点状の Par-dotだけでなく楕円状の凝集体も観察
され、デコンボリューション処理によって内部構造を持たず 0.5~1.0µm程度のヒモ状の構造である
ことが示された (図 13E)。また、デコンボリューション処理を行った画像では、それらのヒモが複
数連なったようなコの字型の構造も頻繁に観察された (図 13E)。2 種類の異なる構造が混在した状
態にが観察されたものの、Par-dot がヒモ状の構造へと変化していくプロセスは観察されず、Par-
dotsの集合によってヒモ状構造が形成されたかは不明である。また、ヒモ状構造は細切れに分裂す
ることなく、その構造を維持したまま細胞表層を移動していく様子が観察され、分裂する様子は

観察されなかった。さらに時間が経過し、Par-3の発現誘導から 2.5-6 時間が経過する頃には、複数
のヒモ状の構造やコの字型の構造が結合し、不定形の構造体 Par-islandへと成長した (図 13A 4:30, 
図 13B 2:30)。Par-islands の形成過程でヒモ状の構造が結合する様子が観察された点や、Par-islands
は不定形であるものの常に多角形の形状を示していたことから、Par-islands はヒモ構造が組み合わ
さったような構造を持つことが示唆された。また、Par-island は非常に動的な性質を持っており、
近傍の Par-dot や Par-island との凝集だけでなく、Par-island 内部の分裂、Par-island 自身の変形な
ど、Par-dot やヒモ状構造では観察されなかった振る舞いも示していた (図 13F)。Par-island が形成
された細胞においても、ヒモ状構造や Par-dotは引き続き観察されたことから、Par-islandはその形
成過程で見られた Par-dot やヒモ状構造の集合によって形成された構造体であることが考えられ
た。さらに、Par-islandからヒモ状構造が解離していく様子や、反対にヒモ状構造が Par-islandへと
結合する様子が観察された。この結果から、Par-island は点状あるいはヒモ状の構造が集合するこ
とで形成されており、それらの内部構造が個別に動くことで Par-islandsの集合・離散・変形といっ
たダイナミクスが発生していることが推測された。 
 Par-dotやヒモ状構造の集合によって形成された Par-islandは集合・離散・変形といったダイナ
ミクスを保ったまま、細胞の一部に集合するか (図 13A 5:30)、細胞表層の全体に離散する (図 13B 
6:30) いずれかのパターンを示した。一連の極性形成プロセスの結果から、細胞自律的な Par 極性
形成では、Par 複合体がまず点状やヒモ状に凝集し、それらが集合することでより大きな凝集体で
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ある Par-island を形成する、というように重合のプロセスを段階的に経ていることが明らかになっ
た (図 13F)。 
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図 11.   Par-6発現量の時系列変化 
pAct-Par-6-GFP, pMT-myc-Par-3-GFPを遺伝子導入した S2細胞における Par-6-GFPの蛍光シグナルの時系列変化。Par-6-
GFP の蛍光シグナルは、遺伝子導入の 2 日後、Par-3-mKate2 の発現誘導開始し、30 分おきに計測した。また、計測には
23細胞を使用した。myc-Par-3mKate2の発現誘導を開始しても、Par-6の発現量にはほぼ変化がなかった。 
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図 12.   内在性の Par-3発現量と遺伝子導入による Par-3発現量の比較 
MTプロモーターで発現誘導した Par-3と、内在性の Par-3の発現量との比較をウエスタンブロッティング
で行った。S2細胞は pMT-myc-Par-3-mKate2を遺伝子導入した 2日後にCuSO4添加によるmyc-Par-3-mKate2
の発現誘導を行い、添加から 8 時間後にウエスタンブロッティングを行った。(右レーン) MT プロモータ
ーによって過剰発現させた myc-Par-3-mKate2、(左レーン) 空ベクターpUASTを遺伝子導入したコントロー
ル。 
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図 13.   Par複合体が集合するまでの時系列変化 
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図 13.   Par複合体が集合するまでの時系列変化 
(A, B) MT プロモーターによって myc-Par-3-mKate2を発現させた S2細胞のタイムラプスイメージ。Par-islandの分布は極
性状態 (A) もしくは非極性状態 (B) のいずれかを示した。各パネルで示されている時間 (時: 分) は、CuSO4の添加からの

経過時間を示している。各段のパネルはそれぞれ、細胞の赤道面 (上)、細胞の上半球の最大値投影処理画像 (中)、細胞
の下半球の最大値投影処理画像 (下) を示している。スケールバーは 5µmを示す。(C-E) S2細胞のタイムラプスイメージ
に対してデコンボリューション処理を行った場合の観察結果。(C) Par-6-GFPによる Par-dotのタイムラプスイメージの拡
大図。複数の Par-dotの結合 (上段、矢頭) や、単独の Par-dotの成長 (下段、矢頭) が観察された。(D) Par-6-GFPのタイム
ラプスイメージ。Par-dotが細胞表層に出現し、成長する様子が観察された。スケールバーは 5µmを示す。 (E) Par-dotの
形成や成長の過程で観察されたPar-6-GFPのセグメントやヒモ構造。図13D示したものと同じ細胞のタイムラプス像で、
細胞の上半球の最大値投影処理を行った画像。スケールバーは 2µm を示す。パネル内部の画像は、黄色の点線部分の拡
大図を示している。矢頭は Par-dot、矢印はヒモ構造を表す。拡大図のスケールバーは 0.5µmを示す。 (F) Par-6-GFPによ
る Par-islandのタイムラプスイメージ。複数の Par-islandの結合 (上段、矢頭) や、単独の Par-islandから複数の Par-island
への分離 (下段、矢頭) が観察された。 (G) S2細胞の Par極性形成プロセスの概要図。 
Cおよび Fのスケールバーは 1µmを示す。 
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3.2.3. 定常状態における Par-islandの動態 
 MTプロモーターを利用して Par極性形成プロセスを観察した結果、myc-Par-3-mKate2の発現
誘導から数時間後には Par-island の分布は定常化している様子が得られた。このとき、定常状態と
なった細胞群において Par-6-GFPを用いて ASI を測定したところ、Par-islandが集合し ASI > 0.35 を
示す「極性細胞」が約 30%、Par-island が離散した分布を持ち ASI ≤ 0.35 を示す「非極性細胞」が
約 70%を示した (図 14A)。最終的な Par-islandの分布を決定する因子を検討したものの、Par-3の発
現量やその増加量、また Par複合体の構成因子の量比などは極性細胞と非極性細胞で差が見られな
かった (図 14B-E)。 
 定常状態における myc-Par-3-mKate2の発現量は、Gal4-UASシステムを利用した場合の約 1/16 
だったが (図 15A)、Par-island の形状やサイズに大きな違いは見受けられなかった。このことか
ら、内在性の発現量と比較して過剰量の Par-3が存在するのであれば、その量に関わらず Par-island
は形成されると考えられる。また、Par-3-mKate2の発現量が定常状態となったあとの ASIの時系列
変化を計測すると、「極性細胞」および「非極性細胞」の状態は 3時間維持されていた (図 15B)。
その一方で、個々の Par-islandに着目すると、定常状態においても Par-islandは集合・離散・変形の
プロセスを繰り返した (図 15C)。これらの結果から、定常状態の Par-island は動的に変化するにも
関わらず、その細胞表層における分布の傾向を維持するという特徴を持っていることが明らかに

なった。興味深い特徴として、複数の Par-island による凝集は観察されているにも関わらず、細胞
表層上の Par-islandはひとつに統合されることはなく、細胞表層上には常に複数個の Par-islandが存
在していた。 
 Gal4-UASシステムによる Par-3の過剰発現の結果から、S2細胞の Par極性には内在性の Lglが
必須であることが示され、Par複合体と Lglは相補的に分布していた。そこで、MTプロモーターに
よる Par-3の過剰発現においても、Par-islandと内在性 Lglの分布の極性を免疫染色によって観察し
た。その結果、極性細胞および非極性細胞のいずれでも Par-islandと Lgl は相補的な分布を示して
いた (図 15D, E)。また、定常状態の Par-islandでは極性・非極性状態の遷移が発生しにくい。従っ
て、内在性の Lglが Par-islandの分布を安定化するために働いている可能性が考えられる。 
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図 14.  ASIおよびmyc-Par-3-mKate2の発現量の定常状態になるまでの経時的変化 
(A) Act5Cプロモーターによって memGFPを発現する S2細胞 (左) と、MTプロモーターによって myc-Par-3-mKate2を発
現する S2細胞 (右) のASI値のヒストグラム。各条件のASI値は、pAct5C-memGFPの遺伝子導入から 2日後、もしくは、
pMT-myc-Par-3-mKate2の遺伝子導入の 2日後の CuSO4添加から 8時間経過時に計測した。計測には細胞の赤道面の画像
を利用した。ASI値はそれぞれ、memGFPを発現する細胞では 0.17±0.08 (平均値±s.d., n=209細胞) 、myc-Par-3-mKate2が
細胞表層に分布する細胞では 0.27±0.15 (平均値±s.d., n=182細胞) を示した。myc-Par-3-mKate2が細胞表層に分布する細胞 
(遺伝子導入された細胞の約 52%) のなかで、memGFP発現細胞よりも ASI値が高い (ASI>0.35) を細胞は 27.4%存在して
おり、その平均値は 0.43±0.12 (s.d.) を示した。(B-E) myc-Par-3-mKate2 の発現を誘導した S2細胞の経時的変化。それぞ
れ、B. ASI値、C. myc-Par-3-mKate2の蛍光強度、D. myc-Par-3-mKate2の蛍光強度の変化率、E. Par-6-GFPと Par-3-mKate2
の蛍光強度の比を示している。測定はすべて、pMT-Par-3-mKate2、pAct-Par-6-GFP を遺伝子導入した 2 日後、S2細胞に
CuSO4を添加し、30分おきに行った。時間 (時: 分) は CuSO4の添加からの経過時間を示している。赤線と青線はそれぞ

れ、CuSO4の添加から 8 時間後に非極性細胞になるグループ (n=10、ASI < 0.2) の平均値、極性細胞になるグループ 
(n=13、ASI>0.4) の平均値を示しており、エラーバーは標準偏差を示す。C, E. myc-Par-3-mKate2の蛍光強度は、CuSO4添

加から 8時間後には定常状態になっていた。極性細胞グループでは、myc-Par-3-mKate2の蛍光強度が上昇開始 (CuSO4添

加から約 2 時間後) の直後から ASI 値が上昇を開始し、そのまま数値が維持される (B、青線) 。非極性細胞グループで
は、ASI値が最初に上昇するものの、CuSO4添加から約 5時間後から徐々に減少していく (B、赤線) 。ASI値が上昇する
タイミングは、Par-dotが出現するタイミングと大まかに一致していた (CuSO4の添加から 2~4時間後、図 12A, B, Dを参
照) 。非極性細胞グループで ASI値が減少するタイミングは、Par-islandの形成の完了と大まかに一致していた (CuSO4の

添加から 4~6時間後) 。各グラフの p値は t検定によって算出し、*は p値<0.05、**は p値<0.001を示す。Bにおいて、
CuSO4の添加 6時間後からの p値はそれぞれ、5.6x10-5、0.04、5.5x10-4、1.1x10-6、5.5x10-4、4.3x10-7。 
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図 15.  極性細胞の定常状態における Par複合体のダイナミクス 
(A) MTプロモーターと pAct-Gal4xUASシステムとの myc-Par-3-mKate2の発現量の比較。各細胞の mKate2 蛍光強度の測
定によって比較を行っている。MTプロモーターによる発現量は、遺伝子導入から 2日後に CuSO4を添加して 8時間後に
計測した。pAct-Gal4xUASシステムによる発現量は、pAct-Gal4および pUAS-myc-Par-3-mKate2の遺伝子導入から 2日後に
計測した。pAct-Gal4xUASシステムによる Par-3-mKate2の発現 (平均値 5.5 x104±7.1x104 (s.d.)) は、MT プロモーターによ
る発現 (平均値 3.4x103±9.8x10 (s.d.)) と比較して約 18倍の高さを示した。(B) 極性細胞および非極性細胞の状態は数時間
維持される。CuSO4の添加から 8 時間経過時に極性状態の細胞 (赤線、ASI>0.4、n=11) と、非極性状態状態の細胞 (青
線、ASI<0.3、n=14) で、CuSO4の添加から 11時間経過時の ASI値を再計測した。ASI値は Par-6-GFPの蛍光シグナルに
よって計測した。(C) 定常状態の Par-island のタイムラプスイメージ。pAc-Par-6-GFP、pAct-aPKC、pMT-myc-Par-3-
mKate2の遺伝子導入から 2日後、CuSO4添加を行った。観察は、CuSO4添加による myc-Par-3-mKate2の発現誘導から 8
時間経過後に行っている。Par-island の可視化には Par-6-GFP を利用した。(D, E) myc-Par-3-mKate2 (赤) と内在性の Lgl 
(緑) の細胞の免疫染色画像を三次元再構築した画像。Par-3の分布が集合している細胞 (D) と分散している細胞 (E) のい
ずれにおいても、myc-Par-3-mKate2と Lglは相補的な分布を示した。 
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3.3. Par-island内部の微細構造の解析 
 Par-island は、変形・離散・集合を繰り返す動的な性質を持っていた。この特徴的な性質の理
解に向けて、個々の Par-islandの形態について詳細な検討を行った。 
 
3.3.1. Par-islandは細胞膜よりも高い曲率を持つ 

 ライブイメージングの結果、Par-islandは細胞表層から凸型に突出しており、Par-islandが局在
する領域の細胞膜は曲率が高くなっていることが示唆された。Par-island の局在による細胞膜への
影響を定量するため、pMT-myc-Par-3-mKate2に加えて、pAct-membrane-GFPの遺伝子導入によって
細胞膜を可視化して曲率半径を計測した (図 16A)。このとき、pAct-Par-6および pAct-aPKCも遺伝
子導入し、また計測は myc-Par-3-mKate2 の発現誘導から 8 時間後のサンプルにおける細胞の赤道
面のライブイメージング画像を使用した。まず、S2 細胞の細胞膜上における任意の 3 点を通る真
円の曲率半径を求めることで、S2細胞の細胞膜の曲率を検討した。このとき Par-islandによる影響
を除外するために、Par-islandの端から 5 µm 以上離れた「Par-island非接触領域」の内部で任意の 3
点の選択を行った。この計測の結果、細胞膜の曲率半径の中央値は 4.07 µm で S2細胞の半径とよ
く一致した結果が得られた (図 16B, non-neighbouring region)。また、Par-islandが形成されていない
細胞でも細胞膜の曲率を検討した結果、曲率半径は 2.0-20 µm (n = 76, 13 細胞) でその中央値は 4.07 
µm を示し、Par-island を持つ細胞との有意差は見られなかった (図 16B, non-island)。この結果か
ら、Par-islandが局在していない領域の細胞膜の曲率は、細胞の Par-islandの有無に影響されないと
考えられた。 
 次に、Par-islandと細胞膜の関係性を観察すると、Par-islandは常に細胞膜の内側で形成されて
おり、細胞膜は Par-island の形状に沿うように湾曲していた。Par-island の曲率を検討するため、
membrane-GFPを利用して Par-islandと接している湾曲部分の両端とその中点の座標の 3点を通る真
円を求めた。その結果、Par-islandにおける曲率半径は 0.7-5.0 µm (n = 69, 34 細胞) で、細胞膜より
も大きな曲率を持つことが明らかとなった (図 16B, Par-islands)。 
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図 16.   Par-islandの曲率 
(A) 曲率を求めた領域の概要図。memGFP によって細胞膜を可視化し、 (1) Par-island、 (2) neighboring、 (3) non-
neighboring、の 3領域に分類した。Par-island領域は、1µm以上に渡って Par-3-mKate2が局在しており Par-islandが赤道面
をまたいで分布する領域。non-neighboring領域は、細胞の縁上で Par-island領域の端から 5µm以上離れた領域。各領域の
曲率は以下のように算出した。まず、memGFP をマーカーとして各領域の端と中央点を選択し、その 3 点を通る円の曲
率を、領域の曲率と定義した。Non-island領域の曲率は、Par-islandを持たない細胞から算出した (詳細は対象と手法に記
載した)。計測には、CuSO4添加 8 時間後の細胞のライブイメージング画像を利用しており、代表データを画像として示
した。ほとんどの細胞において、同一の細胞から Par-island領域ならびに non-neighboring領域の両者の曲率が計測可能だ
った。スケールバーは 5µmを示す。(B) Par-island領域、non-neighboring領域、non-island領域の曲率半径。それぞれの中
央値は、non-island領域では 4.56 µm (n=76、13細胞)、non-neighboring領域では 4.07µm (n=87、29細胞)、Par-island領域
では 1.70µm (n=69、34細胞) を示した。Par-island 領域の曲率半径値の分布は、non-neighboring 領域と比較して有意に低
かった (p=6.55x10-15、Kolmogorov-Smirnov 検定)。また、Par-island 領域の曲率半径値の分布は、non-island 領域と比較し
ても有意に低かった (p=4.44x10-16,  Kolmogorov-Smirnov検定)。 
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3.3.2. SRRF法を用いた Par-islandの構造解析 
 Par-island の形態をより詳細に検討するため、myc-Par-3-mKate2 と Par-6-GFP の共染色画像に
対し、時空間相関解析に基づいた画像処理法である SRRF (Super-Resolution Radial Fluctuations, 
Gustafsson et al, 2016) 処理を適用し、超解像度の Par-islandの画像を取得した。この超解像度での観
察の結果、Par-island を形成している Par-3-mKate2 と Par-6-GFP ののいずれも内部で均一な分布を
示しておらず、Par-island はメッシュワーク構造によって構成された多角形の形態を持つことが明
らかとなった (図 17A)。これらの観察結果から、Par-island の内部には基本構造となる均質なセグ
メントによるメッシュワークが形成されている可能性が考えられた。この可能性の検討に向け

て、myc-Par-3-mKate2 の染色画像でメッシュワーク構造の輪郭線の長さをそれぞれ計測し、その
周期性の有無を解析した (図 17B)。メッシュワークの輪郭線の長さの密度関数分布を検討すると、
分布は複数のピークを持っており周期性の存在が示唆された (図 17C)。実際に周期性を持つかを検
討するため、メッシュワークの輪郭線の長さの密度関数分布についてスペクトル解析を行ったと

ころ、そのスペクトル密度は 2.4-1 µm の単一のピークを示しており、メッシュワークの輪郭線の長
さに 0.42 µmの周期が存在することが示唆された (図 17D)。次に、メッシュワークの輪郭線の長さ
の密度関数分布について、複数のガウス分布の近似でのフィッティングを検討したところ、7 つの
ガウス分布の合成分布が得られた (図 17E, F)。図 17Fで示した各ガウス分布の寄与度 (weight) を考
慮し、各ガウス分布のピーク間距離について期待値を求めると 0.35 µmとなり、スペクトル解析の
結果と類似した数値の結果が得られ、メッシュワーク構造の輪郭線の長さには周期性が存在する

ことが強く示唆された。また、ここで 2番目のピークを持つガウス分布の寄与度が大きい理由とし
ては、本解析では輪郭線が最長になるようトレースしたため、基本構造を 2~3 個含んだ線が多く
得られた可能性が高い。なお、SRRF 法による画像解析は、藤田生水博士、下向敦範博士の協力の
もとで行った。 
 
3.3.3. STED顕微鏡を用いた Par-islandの構造解析 

 SRRF 処理により超解像化した画像の観察の結果、Par-island の内部にはメッシュワークが内
部に存在しており、均一な基本構造から構成されていることが示唆された。しかし、SRRF 処理は
計算による画像処理によって得られる画像であるため、アーティファクトな構造が観察している

可能性が排除できない。そこで、計算や画像処理を使用せず超解像蛍光顕微鏡の STED 顕微鏡
（Stimulated Emission Depletion microscope) を用いた場合でも、Par-island 内部にメッシュワーク構
造が観察されるのか検討した。Par-3 を MT プロモーターによって発現させ、STED 顕微鏡で Par-
island を観察すると、myc-Par-3-GFP と Par-6-GFP のどちらをマーカーとした場合でも、Par-island
の内部にメッシュワーク構造が確認された (図 18A)。STED画像にデコンボリューション処理を加
えることで頂点を明確にし、このメッシュワーク構造の頂点間の距離を計測した結果、その平均

は 0.39±0.09 µm (平均値±s.d.) を示した (図 18B-F)。この結果は、SRRF処理による超解像度画像の
解析結果とよく一致していた。SRRFおよび STEDの異なる手法における超解像度の画像解析から
得られた結果が類似していることは、全長約 0.4 µm (SRRF法による画像解析では 0.38±0.06 µm、
STED顕微鏡による解析では 0.39±0.09 µm、共に平均値±s.d.)の基本構造が組み合わさることで Par-
island を形成している可能性を強く示唆している。また、Par-3-GFP 免疫染色サンプルを STED 顕
微鏡で撮影した結果から、基本構造の太さを検討した。太さのデータは、それぞれの基本構造に

直交する線分について、蛍光強度分布のピークの半値幅を計算することで取得した。その結果、

ヒモ構造の太さは 0.22±0.03 µm (平均値±s.d.)で均質であることが示唆された (図 18G-H)。これらの
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結果から、Par-island の内部では、長さと太さが均質な基本構造が存在していることが示唆され
た。なお、STED顕微鏡による解析は、岡田康志教授、藤田生水博士の協力のもとで行った。 
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図 17.  SRRF処理画像の観察による Par-island内部の単位構造の発見 
(A) myc-Par-3-mKate2と Par-6-GFPを発現する細胞の SRRF処理画像。遺伝子導入の 2日後に固定を行い、myc抗体およ
び GFP抗体によって免疫染色を行い、画像に SRRF処理を行った。(B) myc-Par-3-mKate2と Par-6-GFPを発現している細
胞 (図 17Aで示した細胞と同一) 。左パネルには、画像を 200枚取得し平均値処理を行った画像を示した。この 200枚の
画像すべてを図 8Aで示した SRRF処理に利用している。中央パネルには、SRRF処理を行った画像に edge detection 処理
を行った画像を示した (詳細は対象と手法を参考) 。この画像処理の結果、凝集体の輪郭 (緑) が明確になっている様子が
わかる。右パネルには、実際に計測した輪郭線やヒモ構造を示した (水色の線) 。中央パネルの画像を基に輪郭をなぞっ
ている。(C) 図 17Bの右パネルの水色線で示した輪郭線やヒモ構造の長さのヒストグラムと、その密度関数分布 (点線)。
(D) 図 17Cに示した密度関数分布の密度。密度関数分布を二回微分した結果からスペクトル密度の推定を行った。2.4µm-

1 (周期 0.42µm) のピークが示された。(E, F) 図 8Cの密度関数分布のガウシアンフィッティング。E. 密度関数分布は黒実
線、フィッティング結果は赤実線で示した。最小二乗法による検討の結果、密度関数分布は 7 個のガウス分布の合計に
近似しており、それぞれのガウス分布は赤点線で示した。個別のガウス分布のピーク (黒点線) の間隔は、寄与度を考慮
した期待値で 0.35µmを示した (n=754、28細胞) 。F. 近似に利用した各ガウス分布の詳細。 
A-Bのスケールバーは 5µmを示す。  
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図 18.   STED顕微鏡による Par-islandの内部構造の解析 
A. Par-3-GFPを発現している S2細胞の STED画像。遺伝子導入の 2日後、固定した細胞を GFP抗体で免疫染色した S2
細胞を観察した。(B) STED画像 (図 18A) にデコンボリューション処理を行った画像。 (C) Par-6-GFPの STED画像にデコ
ンボリューション処理を行った画像。myc-Par-3 と Par-6-GFP を発現している細胞を固定し GFP 抗体で免疫染色した S2
細胞を観察した。A-Cのスケールバーは 5µmを示す。(D) STED画像で観察された Par-islandのメッシュワーク構造の拡
大図 (元画像は図 18B) 。セグメント構造によってメッシュワークが構成されている。スケールバーは 0.5µmを示す。(E) 
デコンボリューション処理をした STED画像 (図 18B) のなかで、長さを計測したセグメントを水色の線で示した。詳細
は対象と手法に記載した。(F) Par-3-GFPの STED画像で観察されたセグメント構造 (図 18Eの水色線) の長さの分布。ま
た、ガウス分布でフィッティングした結果を黒実線で示した。平均値は 0.39±0.09µm (平均値±s.d.) を示した (n=194、図
13Aで示した細胞を含む 2細胞で計測) 。(G) Par-island内部のセグメント構造の直径の推定結果 。セグメント構造に直交
する線分で GFP の蛍光強度の分布を測定し、その半値幅をセグメント構造の太さとした。ヒモ構造に直交する線分にお
ける蛍光強度の分布の一例 (左) とヒモ構造の直径のヒストグラム (右)。平均値は 0.23±0.04µm (平均値±s.d.) を示した 
(n=29、図 18Aで示した細胞を含む 2細胞で計測) 。 
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3.4. Par-islandの形成と細胞周期の関係性 
 ショウジョウバエ神経幹細胞など非対称細胞分裂を行うモデルでは、Par極性の形成タイミン
グは細胞周期に依存している。そこで、S2 細胞においても Par 極性と細胞周期の関係性を検討す
るため、細胞周期を通して Par-islandをタイムラプス観察した。その結果、Par-islandは分裂期の初
期からそのサイズが減少し、さらに分裂期中期には消失したことから、S2 細胞でも Par 極性は細
胞周期と強い関連を持っていた。このとき、細胞質内においても Par複合体の凝集は観察されなか
った。また興味深いことに、細胞分裂の末期になると Par-dot が娘細胞の細胞表層で再び出現して
おり、さらにその出現位置は細胞の分裂位置の反対側に集中していた (図 19A, n = 11/14)。その
後、娘細胞の両者で Par-dot は Par-island へと成長していった。この一連の挙動から、S2 細胞にお
いて Par-islandの形成は細胞分裂期には阻害されている可能性が考えられる。 
 一般的に細胞分裂面の反対側には中心体が局在している。分裂面の反対側で Par-dot の再形成
が観察されることは、S2 細胞において Par 複合体の局在が中心体に影響される可能性を示唆して
いる。この可能性を検討するため、細胞分裂の末期や直後のみならず、間期においても中心体と

Par複合体のクレッセント状の分布 (Par crescent) が近接するか観察した。中心小体マーカーの Spd-
2-GFPを過剰発現させ、Par crescentとの位置関係を観察した結果、多くの細胞において Par crescent
の両端と細胞の中心を結んだ領域内に Spd-2-GFPが分布していた (図 19B-D, 80%, n=40)。これらの
結果から、細胞周期を問わず中心体と Par複合体の局在位置は近接しており、S2細胞の Par複合体
が局在する位置は中心体と何らかの関係があることが示唆された。 
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図 19.   Par極性は細胞自律的に形成される 
(A) S2細胞の細胞分裂期における Par-islandの変化。pAc-Par-6-GFPと pMT-myc-Par-3-mKate2の遺伝子導入から 2日後に
CuSO4を添加し、Par-6-GFPでライブイメージングを行った。各パネルで示されている時間 (時: 分) は、CuSO4の添加か

らの経過時間を示している。S2 細胞の赤道面の画像 (上)、細胞の最大値投影処理画像 (下) を示した。スケールバーは
5µmを示す。(B-D) Par複合体と中心体の位置関係。pUbq-Spd-GFP、pAc-Gal4、pUAS-Par-3も遺伝子導入し、Spd-GFPで
中心体を可視化している。B. aPKCと Spd-GFPの免疫染色画像。C. 計測の概要図。細胞の赤道面の画像から、クレッセ
ント状に分布する aPKC (aPKC crescent) について、中心角 (θ1) 、 分布の端と中心体を結んだ角 (θ2、時計回りに計測) を
求めた。D. Par crescentと中心体の位置関係。中心体は、弧が aPKCの分布、中心点が細胞の中心になる扇形の内側に分
布していた (80%、n=40) 。黒点で示したデータは免疫染色画像から、赤点で示した点はライブイメージング画像から取
得した。Cの計測は遺伝子導入から 2日後に行った。 
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3.5. Par-island構造の形成や動態に影響を与える分子間相互作用 
3.5.1. Par-3の自己重合と Par-islandの関係性 

 超解像度による観察の結果、Par-island の内部では均質なヒモ構造がメッシュワークを形成し
ていたため、次にメッシュワーク構造の形成メカニズムを検討した。本研究で過剰発現させてい

る Par-3は、自己会合によって長さ数百 nm のらせん構造を形成することが in vitroで確認されてい
る (図 20A, Zhang et al, 2013)。私は、その形状やサイズが Par-island内部のヒモ構造と類似している
点に着目し、Par-3 の自己重合がヒモ構造やメッシュワーク構造に与える影響を検討した。そこ
で、Par-3の自己会合に必要な CR1ドメインを欠失させた Par-3ΔCR1を MTプロモーターによって
過剰発現させ (pMT-Par-3∆CR1-mKate2)、Par-6-GFP による Par 複合体の分布変化を観察した。Par-
3ΔCR1発現誘導の以前には細胞質全体に Par-6-GFPが分布していたが、2時間経過後から徐々にそ
の分布が細胞表層全体で強まってくる様子が観察された。このとき、Par-dotに類似した Par-6-GFP
の凝集体も細胞表層で散見された (図 20B 2:36, 3:48)。しかし、MTプロモーターによる過剰発現が
定常状態になる時間帯においても Par-island の構造は明確には観察されず、小さな凝集体が細胞表
層で分散していた (図 20B, 8:22)。この結果から、Par-3 CR1ドメインは Par-islandの形成に重要であ
る可能性が考えられる。また、Par-3ΔCR1が発現する細胞で ASIを計測し、野生型 Par-3の発現時
と比較すると、極性細胞に分類される ASI > 0.35 を示す細胞の割合が 10.1%に減少していた (図
20C)。ショウジョウバエ卵母細胞においても、Par-3 CR1 ドメインの欠失は Par 極性形成の異常を
引き起こす (Benton & St Johnston, 2003)。この結果から、in vivoと同様に Par-3の CR1ドメインは
S2細胞における極性形成にも必要であることが考えられる。 
 Par-3ΔCR1の発現誘導では Par-islandは観察されなかったものの、細胞表層では Par 複合体の
凝集体が形成されていた。この原因として、S2 細胞の内在性の Par-3 が持つ CR1 ドメインが凝集
体の形成に寄与している可能性が考えられた。そこで、内在性 Par-3の発現をノックダウンした状
態でPar-3ΔCR1を過剰発現させ、Par複合体の凝集に変化が現れるかを検討した。RNAiによって、
内在性の Par-3の発現量は約 10%に低下する (図 21)。過剰発現させる Par-3ΔCR1に対して RNAiが
作用しないよう、RNAiの標的領域にサイレント変異を加えたコンストラクト pMT-Par-3smΔCR1を
遺伝子導入し、同時に内在性 Par-3の発現をノックダウンした。ウエスタンブロッティングによる
検討の結果、サイレント変異は Par-3の発現量に影響せず、また野生型の Par-3に対するRNAiも作
用しない (図 22)。 
 まず、Par-3sm-GFPの固定染色像を STED顕微鏡で観察すると、野生型 Par-3が発現した状態
と同様に、Par-island 内部のメッシュワーク構造が観察された。そのため、サイレント変異はヒモ
構造の形成や集合には影響を与えていないと考えられる (図 23A)。一方で、Par-3smΔCR1-GFP の
過剰発現の固定染色像においては、蛍光強度が高いスポットも存在していたものの、メッシュワ

ーク構造から形成される Par-islandは観察されなかった (図 23B)。この結果は、Par-3の CR1ドメイ
ンがメッシュワーク構造の形成に必要であることを示唆している。Par-3ΔCR1 でも Par-dot に類似
した凝集体が形成される原因としては、(1) 未知の Par-3ドメイン、(2) Par-6や aPKC、(3) Par複合
体以外の因子、などのいずれかを介して Par複合体が結合している可能性が考えられる。 
 次に、CuSO4添加から 8時間が経過して Par-3smΔCR1-GFPの発現が定常状態となった細胞に
ついて、Par 複合体の凝集領域の大きさを計測した。Par-3smΔCR1-GFP の凝集体は 0.44±0.37 µm2 

(平均値±s.d.) で、Par-3-sm-GFPの Par-islandよりもサイズが小さく、また Par-3sm-GFPで観察され
るような 3µm2以上の凝集体は観察されなかった。そこで、Par-3smΔCR1の発現で形成される小さ
な凝集体は、野生型 Par-3 を発現させ Par-island が形成されるまでのどの状態にあたるのかを検討
した。その結果、野生型 Par-3-mKate2 の発現誘導開始から 2.5 時間後に形成される凝集体が、Par-
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3smΔCR1の発現で形成される凝集体のサイズの分布と一致した (図 23C)。野生型 Par-3における誘
導開始から 2.5時間後は Par-dotから Par-islandへの成長過程の途中であることから、CR1ドメイン
は Par-island のメッシュワーク構造を形成や、Par-dot から Par-island への成長に重要な役割を果た
すことが示唆された。S2細胞では Par-3ΔCR1の発現によって、Par-islandの形成と極性形成の割合
の両者に異常が生じることから、Par-island の形成は細胞極性の形成にポジティブに働くことが推
測される。 
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図 20.  Par-3 CR1ドメインは Par-island内部のメッシュワーク構造に形成に必要である 
(A) Par-3のドメイン構造および Par-3∆CR1の概要図。(B) Par-3∆CR1-mKate2を発現させた細胞における、Par-6-GFPによ
るタイムラプスイメージング。pMT-Par-3∆CR1-mKate2が発現する以外は、野生型Par-3-mKate2の観察と同様の条件で行
っている。右列には、野生型 Par-3-mKate2を発現させた場合の表現型を示した (図 13Aと同一) 。各パネルで示されてい
る時間 (時: 分) は、CuSO4の添加からの経過時間。各段のパネルはそれぞれ、細胞の赤道面 (上)、細胞の上半球の最大値
投影処理画像 (中)、細胞の下半球の最大値投影処理画像 (下) を示している。スケールバーは 5µmを示す。(C) Par-3∆CR1-
mKate2 を発現させた細胞における ASI 値のヒストグラム。平均値は 0.19±0.10 (s.d., n=159) を示した。灰色のバーは
memGFP発現細胞よりも高い ASI値を持つ細胞群 (ASI>0.35、図 7Aおよび 14Aを参照) 。細胞表層に Par-3∆CR1-mKate2
が局在する細胞のうち、10.1%が ASI>0.35 を示し、この割合は野生型 Par-3-mKate2 を発現させた場合より有意に低かっ
た (p=1.1x10-8、フィッシャーの正確確率検定、多重検定の補正にボンフェローニ補正を用いた) 。ASI値の測定は CuSO4

添加から 8時間経過した細胞の撮影像を利用した。 
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図 21.   RNAi法による内在性 Par-3の発現の抑制 
ウエスタンブロッティングによる内在性 Par-3のノックダウン効率の検討。空ベクター (pUAST) を遺伝子導入した S2細
胞を利用しており、ウエスタンブロッティングは遺伝子導入および dsRNA 添加から 2 日後に行った。左レーン: dsRNA
を添加していないコントール。右レーン: RNAiによる内在性 Par-3のノックダウン。下の数字は、コントロールに対する
Par-3のバンドシグナルの定量結果 (α-tubulinで標準化)。 

  

＋−

100 10.6

KD RNAi for endogenous Par-3

- α-Tubulin

- endogenous Par-3anti-Par-3 immuno-staining 

anti-α-Tubulin immuno-staining

relative band intensity of
knocked down Par-3 against control



 48 

 
図 22.   myc-Par-3sm-GFPと flag-Par-3∆CR1の発現量および RNAi法の影響 
(A) Par-3smにおける内在性のPar-3ノックダウン回避効率の検討。ウエスタンブロッティングは遺伝子導入およびdsRNA
添加から 2日後、CuSO4添加から 8時間後に行った。左レーン: pUASTを遺伝子導入したコントロール。中央レーン: myc-
Par-3sm-GFP発現細胞、右レーン: myc-Par-3sm∆CR1-GFP発現細胞。myc-Par-3sm-GFPと flag-Par-3∆CR1のいずれも Par-3
ノックダウンを回避できていた。(B) 内在性の Par-3 と、MT プロモーターによって発現されている Par-3∆CR1 の発現量
比較。定量はウエスタンブロッティングによって行った。pMT-flag-Par-3sm∆CR1-GFPを遺伝子導入した 2日後、CuSO4
添加から 8時間経過した S2細胞で行った。左レーン: pUASTを遺伝子導入したコントロール。中央レーン: Par-3をノッ
クダウンした細胞。右レーン: Par-3 をノックダウンしなかった細胞。下の数値は、中央レーンを 100 としたときの定量
結果。(C) 内在性の Par-3と MTプロモーターによって発現されている Par-3の発現量の比較。定量はウエスタンブロッテ
ィングで行った。pMT-myc-Par-3sm-GFPを遺伝子導入した 2日後、CuSO4添加から 8時間後経過した S2細胞で行った。
左レーン: pUAST を遺伝子導入したコントロール。中央レーン: myc-Par-3sm-GFP 発現細胞、RNAi 非処理。右レーン: 
myc-Par-3sm-GFP発現細胞、RNAi 処理。下の数値は、中央レーンを 100としたときの定量結果で、分解した myc-Par-3-
GFPが内在性の Par-3のバンドが重複するため、図 22Dの数値を参考に補正を行っている。(D) ウエスタンブロッティン
グによるmyc-Par-3-GFPの分解量の検討。サンプルは図 22Cと同様のものを利用している。myc-Par-3-GFPは myc抗体に
よって同定しているため、分解した myc-Par-3-GFP と内在性 Par-3 のバンドが重複しない。下の数値は、myc-Par-3-GFP
に対して、分解した myc-Par-3-GFP量の定量結果。 
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図 23.   内在性の Par-3ノックダウン時における Par-islandの解析 
(A, B) 野生型 Par-3sm-GFP (A) および Par-3sm∆CR1-GFP (B) を発現している細胞の STED画像にデコンボリューション処
理を行った画像。いずれの細胞も、内在性の Par-3の発現は dsRNA によってノックダウンされている。GFP抗体によっ
て免疫染色した細胞を撮影に使用した。スケールバーは 5µmを示す。(C-E) Par複合体の凝集体のサイズの分布。それぞ
れ C. flag-Par-3sm-GFP (平均値 0.78±0.87µm2 (s.d.)、n=34) 、D. flag-Par-3sm∆CR1-GFP (平均値 0.44±0.37µm2 (s.d.)、n=33) の
発現時の結果。CuSO4の添加から 8時間後に計測した。内在性の Par-3 の発現は dsRNA によってノックダウンされてい
る。Par-3∆CR1 を発現している細胞の Par 複合体の凝集体は、野生型 Par-3 発現細胞の凝集体よりも有意に小さかった 
(p=0.000207、Kolmogorow-Smirnov 検定) 。E. myc-Par-3-mKate2 を発現する細胞における Par複合体の凝集体のサイズの
分布。CuSO4の添加から 2.5時間後、大半の Par複合体の凝集体が Par-dotを示している状態における撮影画像を利用し
て定量した。平均値は 0.52±0.52 µm2 (n=36) を示しており、flag-Par-3sm∆CR1-GFPを発現させた場合の Par複合体の凝集
体のサイズの分布 (図 23G) と有意な差を持たなかった (p=0.63、Kolmogorow-Smirnov検定) 。 
F-Hにおいて、CuSO4の添加は遺伝子導入から 2日後に行った。 
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3.5.2. Par複合体の構成因子間の相互作用による影響 
 CR1ドメインの欠失は、Par-islandの形成や S2細胞の極性形成に大きな影響を与えていた。こ
のことから、Parタンパク質のドメインや Par複合体の構成因子間の相互作用は Par-islandの形成に
強く影響されることが予想された。そこで、aPKCと Par-3の相互作用に変異を加え、Par複合体の
挙動に生じる変化を検討した。aPKCは Par-3の CR3ドメインに結合し、S980塩基をリン酸化する 
(図 24A, Nagai-Tamai et al, 2002; Morais-de-Sá et al, 2010)。また、リン酸化された Par-3は aPKCから
解離することが知られている。生体内で Par-3の非リン酸化アイソフォームである Par-3S980Aが発
現すると、極性形成や Par複合体の局在にも異常が生じる。pMT-Par-3S980A-mKate2を遺伝子導入
し、S2細胞で Par-3S980A を発現させると、Par-dotの形成が明確には観察されず、Par 複合体の大
きな凝集体の急速な形成、および細胞からの突出が観察された (図 24B, 3:20)。このとき、凝集領
域内には個別の Par-islandを観察することはできず、野生型 Par-3の発現時と比較して Par複合体が
高密度に分布していることが予想される。その後、Par 複合体の密な凝集は徐々に解けていき、小
さな Par-islandが集合を形成した (図 18B, 4:20)。定常状態での ASIを計測すると、約 40%の細胞が
ASI>0.35を示しており、ASI値の分布も高くなっていた (図 24C)。これらの結果から、密な構造の
凝集体の形成と Par-islandの分布には関係性があると考えられる。また、Par-3S980Aでは aPKCか
ら解離しなくなるため、Par-3と aPKCの結合と解離のターンオーバーが、Par複合体のダイナミク
スに影響することが示唆された。密な構造の凝集体が形成される様子は、上皮細胞で Par-3S980A
が発現したとき、異常な adhesion beltが形成される様子と類似している (Morais-de-Sá et al, 2010)。 
 
3.5.3. 細胞骨格系タンパク質および細胞膜が Par-islandに与える影響の検討 

 Par-islandは常に細胞表層で観察されたため、細胞膜との相互作用が Par-islandの形成に与える
影響を検討した。Par複合体と細胞膜の相互作用を操作するため、Par-3の膜結合領域 (図 24A) を欠
損させたコンストラクト Par-3∆MAR を作製し、MT プロモーターと結合させた (pMT-myc-Par-
3∆MAR)。myc-Par-3∆MAR の発現を誘導すると、Par 複合体は細胞表層に局在せず、細胞質内で球
状の凝集体 (Par-sphere) を形成した (図 24D)。この結果から、Par複合体の凝集は細胞表層や細胞質
に関わらず発生する現象であると考えられる。興味深いことに、細胞表層の Par-island は単一の
Par-island へと統合されなかったにも関わらず、Par-3∆MAR の発現時には Par 複合体の凝集がすべ
て統合された (図 24D, 7:30)。また、Par-islandの特徴である解離現象も、Par-sphereでは観察されな
かった。この結果から、Par複合体の変形・解離のダイナミクスや、Par-islandが統合されない現象
は細胞表層でのみ発生することが示唆された。 
 細胞表層における Par複合体のダイナミクスには、細胞膜成分だけでなく細胞骨格系タンパク
質も強く関わることが予想される。線虫の初期胚における Par極性ではアクトミオシンネットワー
クの収縮が重要な役割を果たすことから、これらの要素が Par-island に与える影響を検討した。
Par-islandが定常状態となった S2細胞に ROCK阻害剤 Y-27632を添加し、間接的にネットワーク阻
害の影響を検討した。すると、S2細胞の Par-islandの動態に変化は観察されなかったため、ミオシ
ンによる収縮は Par-islandの動態に影響しないことが示唆された (図 24E)。次に、Latrunclin Bの添
加によってアクチンネットワークの破壊が Par-island に及ぼす影響を検討した。その結果、Par-
islandは不定形からボール状の構造へ変化し、Par-island以上に細胞膜から突出する様子が観察され
た (図 24F)。この結果は、アクトミオシンネットワークが持つ弾性力が Par-island の曲率を下げる
方向に働いていることを示唆している。また、Par-island がボール状の構造に変化したことから、
Par-islands の構造を維持するためにはアクトミオシンネットワークの裏打ち構造が必要であること
を示唆している。これらの解析は、柴田達夫教授の協力のもとで行った。  
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図 24.   S2細胞の Par極性形成における Par-3リン酸化および膜結合の役割 
(A) Par-3のドメイン構造および Par-3S980A、Par-3∆MARの概要図。(B) MTプロモーターで Par-3S980A-mKate2の発現を
誘導した細胞について、Par-6-GFP を利用したライブイメージング結果。各パネルで示されている時間 (時: 分) は、
CuSO4の添加からの経過時間を示す。各段のパネルはそれぞれ、細胞の赤道面 (上)、細胞の上半球の最大値投影処理画
像 (中) を示している。下段パネルは、細胞の下半球の最大値投影処理画像を示している。スケールバーは 5µmを示す。
(C) Par-3S980A-mKate2を発現している細胞の ASI値の分布。平均値は 0.33±0.18 (s.d.) を示した (n=139) 。灰色のバーは
memGFPを発現する細胞よりも高い ASI値を持つ細胞群 (ASI>0.35、図 7Bおよび 14Aを参照) 。細胞表層に Par-3S980A-
mKate2が局在する細胞のうち、39.7%が ASI>0.35を示し、この割合は野生型 Par-3-mKate2を発現させた場合よりやや多
かった (p=0.04486、フィッシャーの正確確率検定、多重検定の補正にボンフェローニ補正を用いた) 。ASI 値の測定は
CuSO4添加から 8時間経過した細胞の撮影像を利用した。(D) MTプロモーターで Par-3∆MAR-mKate2の発現を誘導した
細胞について、Par-6-GFPを利用したライブイメージング結果。各パネルで示されている時間 (時: 分) は、CuSO4の添加

からの経過時間を示す。各段のパネルはそれぞれ、細胞の赤道面 (上)、細胞の上半球の最大値投影処理画像 (中)、細胞
全体の最大値投影処理画像 (下) を示している。スケールバーは 5µm を示す。(E) Par-island に対するミオシン阻害の影
響。myc-Par-3-mKate2および Par-6-GFPを遺伝子導入した細胞を Par-6-GFPで観察した。Y27632 (終濃度 1mM) を添加し
た 1時間後に CuSO4を添加した。各パネルで示されている時間 (時: 分) は、CuSO4の添加からの経過時間を示す。(F) Par-
islandに対するアクチン阻害の影響。Par-3-mKate2の発現誘導から 8時間が経過した S2細胞に対して Latrunculin Bを添
加し、ライブイメージングを行った。Par-islandは急速に球状化し、膜上に突起を形成した。 
すべての撮影は遺伝子導入から 2日後に行っている。スケールバーは 5µmを示す。  
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4. 考察 
 
 本研究では、Par 極性を持たない培養細胞をモデルとして細胞自律的な Par極性の再構成に成
功した。その結果、細胞間接着や細胞分裂といった他の生体プロセスと共役しない環境における

Par 複合体の本質的な性質について検討できるようになり、Par 極性がどのような構造によって構
成されているのか、またその構造はどのように形成されるかを明らかにすることができた。本章

では S2 細胞における Par 極性の形成過程において、形成された構造体の挙動や微細構造の特徴に
ついて議論する。 
 
4.1. S2細胞における Par極性の形成メカニズム 
 Par極性の形成は一般的に、(1) 極性形成の開始、(2) 極性形成の進行、(3) 極性の維持、の段階
に分けて考えることができる。これらの各項目について、S2 細胞の Par 極性の特徴について議論
する。 
 
4.1.1. Par極性形成が開始されるメカニズム 

 S2細胞は内在性の Par-3、Par-6、aPKCの発現を持っているにも関わらず、それらが細胞質に
分布していた。Par-3の発現量を上昇させると、Par複合体が細胞表層で形成された。この理由とし
ては、(1) 内在性の Par-3の発現量では、Par複合体の細胞膜への結合に不十分だった、(2) Par複合
体以外の因子に過不足があったが、Par-3 の過剰発現によってそれが補填された、などが考えられ
る。細胞表層に Par複合体が形成されることで、それらが集合して極性を形成する、あるいは離散
して極性を形成しない、といったパターンの形成へと進むことができたと考えられる。ただし、

極性を形成する細胞 (ASI > 0.35) と極性を形成しない細胞 (ASI ≤ 0.35) を比較したとき、Par-3の発
現量には差が見られなかった。この結果から、Par 複合体が細胞表層の一部に局在する現象は、異
なるメカニズムも共に働くことで実現していることが予想される (詳細は項 4.4にて)。 
 S2 細胞において、Par 極性の形成は Par-dot と呼ばれる凝集体の出現から開始していた。その
位置やタイミングは他の細胞との接触やディッシュとの接着に影響を受けておらず、Par 極性は細
胞自律的に形成されていた。一方で、細胞内の因子は Par-dot の出現位置に影響を及ぼしている可
能性がある。細胞分裂後に Par 複合体の凝集が再形成される場合、Par 複合体の凝集体は細胞分裂
面の反対側に形成されていた。そのため、細胞分裂面や中心体は Par-dot の出現位置を誘導する可
能性が考えられる。上皮細胞では、中心体が Par複合体の凝集位置を誘導することが報告されてい
る(Jiang et al, 2015)。ショウジョウバエ神経幹細胞 (NB) では、細胞分裂面が自身と対極な位置へ
Par複合体の局在を誘導していることが示唆されている(Loyer & Januschke, 2018)。加えて、Par極性
とは異なるが古典的な細胞極性モデルである酵母では、細胞分裂面が極性形成位置のランドマー

クとして働いている(Johnston, 2018)。これらを踏まえると、細胞内の構造と Par複合体の凝集体の
位置は密接な関係を持っていることが予想される。 
 
4.1.2. ステップワイズな極性形成 

 S2細胞では Par-3の発現量上昇によって Par複合体が細胞表層に出現しはじめ、Par極性の形
成はステップワイズに進行していた。まず、細胞表層において Par複合体が点状の凝集体 (Par-dot) 
を形成し、時間と共にそのサイズが成長していく。このとき、Par-dot の成長と並行してヒモ状の
Par 複合体の凝集体も観察された。その後、Par 複合体の凝集体は不定形で離散と集合を繰り返す
Par-island となり、各凝集体が細胞表層の一部に集合することで極性形成が完了する。すなわち、
(1) Par複合体の凝集体の形成、(2) 異なる性質の凝集体への成長、(3) 凝集体が一部に集合、という
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複数ステップを経て Par極性が形成されていた。凝集体が形成されはじめた後、異なる性質の凝集
体へと成長する段階は、物理的な凝集体形成プロセスを反映していると考えられる。すなわち、

凝集核が形成され、その後核が成長していくという一般的な凝集体形成が Par複合体の凝集過程で
観察されていると考えられる。 
 複数ステップによる Par極性の形成は、線虫の初期胚やショウジョウバエ NBでも観察されて
いる。例えば、線虫の初期胚における極性形成では、その初期段階では Par複合体は単量体を形成
している。その後、極性形成の進行に伴って四量体以上の重合体が形成されることで、細胞表層

における流動によって受動的に移動する。その結果、Par 複合体が細胞の前部に集合することで極
性形成が完了する (Dickinson et al, 2017; Wang et al, 2017)。興味深いことに、この Par複合体の単量
体から重合体への変化は PLK-1 の活性の低下によって誘導される。PLK-1 の活性低下の結果、そ
れまで抑制されていた Par-3 の自己重合が促進するため、Par 複合体の重合体が形成される
(Dickinson et al, 2017)。ショウジョウバエ NBの極性形成における Par複合体の挙動は、著者による
S2細胞における Par極性の報告と同時期に報告された (Oon & Prehoda, 2019)。ショウジョウバエ神
経幹細胞では、その Par 極性形成の初期段階では Par-dot に類似した “foci” が形成される。foci は
徐々に巨大化し、Par-island と類似した “patch” へと成長する。その後、patch が頂端側に集合する
ことで極性形成が完了する。patch が頂端側に集合するメカニズムとして、細胞表層の流動が示唆
されているものの、細胞表層を引き起こすミオシンが関与するかは検討されていない。そのた

め、ショウジョウバエ NBにおける Par極性と細胞表層流動との関係性については、さらなる解析
が必要である。興味深いことに、ショウジョウバエ NB では aPKC の foci が形成される以前から
Par-3が細胞表層で fociを形成している。すなわち、Par複合体の fociや patchの形成は、Par-3によ
る細胞質内の Par-6や aPKCのリクルートに依存していることが考えられる。ショウジョウバエ神
経幹細胞では、Aurora-Aが aPKCの酵素活性を上昇させた結果、aPKC-Par-6と Par-3の複合体形成
が可能になる (Wirtz-Priz 2008)。そのため、ショウジョウバエ NBでは Aurora-Aが Par-6や aPKCの
Par-3 へのリクルートを促進すると考えられる。つまり、Aurora-A による aPKC の酵素活性は凝集
のステップを前に進める役割を持つ可能性がある。このように、線虫の初期胚およびショウジョ

ウバエ神経幹細胞では、分裂期キナーゼが極性形成のステップを進行させる役割の一部を担って

いると考えられる。S2 細胞においても、Par 複合体の凝集や Par-island への成長を促進するような
因子が存在する可能性がある。 
 
4.1.3. Par複合体が集合するメカニズム 

 S2 細胞では細胞表層における凝集体の形成後、それらが細胞の一部で集合していた。線虫の
初期胚では、細胞表層の流動によって Par複合体の凝集体が集合することが知られている。しかし
ながら、S2細胞では Y27632を添加した場合でも Par-islandが形成され、一部の細胞では Par-island
の集合が観察された。また、Par-islandが集合する過程や、定常状態の S2 細胞でも Par-islandの一
方向的な動態も観察されず、Par-island は細胞の一部に集合するよりも全体に離散する傾向が観察
された。これらを踏まえると、Par-island の動態には細胞表層の動態が関与していないことが考え
られる。細胞表層の流動の他に Par極性の形成に関与するメカニズムとしては、近位の自己活性化 
(self-activation) と遠位の相互抑制 (mutual-inhibition) の組み合わせによる反応拡散系が一般的に知ら
れており、細胞表層の流動が細胞極性形成に大きく寄与する線虫の初期胚でも、細胞表層の流動

がない場合は反応拡散系に依存して Par極性を形成する (Goehring et al, 2011)。この点から、S2細
胞の Par極性は反応拡散系によって形成している可能性が考えられる (詳細は項 4.3にて)。 
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 S2細胞における Par-islandの集合が細胞表層の流動を必要とせず、反応拡散系のみで発生でき
ると要因として、(1) S2 細胞の直径が約 10µm であること、(2) S2 細胞の極性形成は数時間スケー
ルである点、が挙げられる。逆に言えば、直径が大きな細胞において数分スケールで Par極性を形
成するためには細胞表層の流動が必要となると考えられる。それぞれの理由について、細胞表層

の流動および反応拡散系が働くことで Par極性が形成される線虫の初期胚を実例として考える。ま
ず線虫の初期胚は直径が約 50µmで、約 10分間で Par極性の形成が完了する。つまり、細胞の後部
に分布する Par 複合体が細胞の前部へと約 50~100µm ほどの距離を 10 分間で移動する必要がある
が、一般に細胞膜上の分子の拡散速度は約 0.01~0.1µm2/s と言われており、拡散だけで移動するの
は困難である。そのため、反応拡散系だけでなく細胞表層の流動も働くことで Par極性を形成して
いると考えられる  (Goehring et al, 2011)。対して、S2細胞の直径は約 10µmで反応拡散系だけで Par
複合体が一部に集合することが可能なスケールである。さらに、Par 極性の形成にかかる時間の点
においても、S2 細胞では数時間を要している。これらの点を踏まえると、S2 細胞の Par 極性形成
は細胞表層の流動が作用していないとしても不思議ではない。逆に言えば、数分スケールで極性

形成を実現しようとすると、反応拡散だけでは不十分であることが考えられる。このことから、

ショウジョウバエ神経幹細胞の Par極性形成では、数分スケールの極性形成の実現のために細胞表
層の流動が関与している可能性も考えられる (Oon & Prehoda, 2019)。 
 
4.2. S2細胞における Par極性の維持と崩壊のメカニズム 
 定常状態となった S2 細胞においても、各 Par-island では結合と解離が頻繁に発生していた。
しかしながら、Par-island が集合した状態は数時間維持されているため、頑健なシステムによって
S2 細胞の Par 極性を維持されていると考えられる。一般的に、極性を持つ細胞では排他的な二層
が互いに抑制作用を持つことで、極性を維持している。S2細胞では、Par複合体と Lglが相補的な
分布を持つことで二層を形成しており、内在性の Lglは Par極性の形成に必須だった。加えて、Par
複合体の構成因子である aPKCは Lglと互いに抑制作用を持つため、S2細胞における Par極性の維
持は、aPKCと Lglの相互抑制によって実現していると考えられる。また、Lgl以外にも Par複合体
と相互抑制を持つ因子として Par-1が知られているが、本研究ではその役割について検証していな
い。 
 興味深いことに、S2細胞の Par極性は細胞分裂期に消失する。言い換えれば、Par極性の維持
システムが細胞分裂期に崩壊している。その原因のひとつとして、細胞分裂期における Lglの細胞
膜からの解離が考えられる。この場合、Par 複合体を排斥する因子である Lgl が細胞表層から消失
するため、Par極性を維持するシステムが崩壊し、Par-islandが細胞全域に離散することになる。し
かしながら、分裂期の S2細胞では Par-islandが離散するわけではなく、構造そのものが細胞表層か
ら消失した。さらに、Par-islandが消失した S2細胞では Par-6-GFPの細胞質内分布も増加している
様子が観察された。そのため、Lgl だけでなく Par 複合体も細胞膜から解離している可能性が高
い。従って、Par極性の崩壊は Par複合体の解離が要因であると考えられる。また、S2細胞と同様
に上皮細胞も細胞分裂期に Par 複合体が頂端側から消失する。そのため、S2 細胞と上皮細胞は類
似したメカニズムで Par極性が崩壊していることが予想される  (Bergstralh et al, 2013; Ragkousi et al, 
2017)。細胞分裂期に Par 複合体が細胞膜から解離するメカニズムは不明だが、分裂期キナーゼが
関与していることが予想される。なぜなら、Lgl は Par 複合体と同様に細胞分裂期に膜から解離す
るが、これは Aurora-Aによるリン酸化が原因となっているためである (Wirtz-Peitz et al, 2008)。S2
細胞における Par複合体の膜結合は Par-3が大きな役割を果たしている。そのため、細胞分裂期で
は、Par-3 の膜結合ドメインが分裂期キナーゼからリン酸化され、膜からの解離が促進されている
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のではないかと予想する。一方で、ショウジョウバエ神経幹細胞など非対称細胞分裂を行う細胞

種では、分裂期でも Par極性が維持され、分裂終了と共に Par極性が崩壊する。そのため、非対称
細胞分裂をおこなう細胞種では細胞分裂期に Par複合体の細胞膜からの解離を防ぐメカニズムや、
分裂期キナーゼの働き方が異なっている可能性がある。 
 
4.3. Par複合体の分子ネットワークと凝集体の性質の関係性 
 項 4.1で示したように、S2細胞の極性形成の過程では複数種の Par複合体の凝集体が観察され
た。その凝集メカニズムや、各凝集体の構造について以下に議論する。 
 
4.3.1. 極性形成で形成される凝集体の性質 

S2 細胞における Par 極性の形成過程では、複数種の凝集体が観察された。特に、Par-island のよう
な不定形でダイナミックな挙動を持つ構造はこれまで報告されていない。しかしながら、ショウ

ジョウバエ NBにも Par-islandに類似する構造が確認された (Oon & Prehoda, 2019)。さらに、その挙
動について詳述はされていないものの、線虫初期胚においても類似した構造が存在していた 
(Wang et al, 2017)。ショウジョウバエの上皮細胞や雌性卵祖細胞においても、Par 複合体が斑状に
凝集することが知られている(Jiang et al, 2015; Inaba et al, 2015)。これらの点は、Par-islandのような
凝集体は人工的な系でのみ観察される構造ではなく、生体内にも存在することを示唆している。

一方で、これらの凝集体の挙動や微細構造は、これまで検討されてきていなかった。そこで本項

では、凝集体である Par-dotと Par-islandのそれぞれについて、再構成系における挙動や微細構造な
どについて議論する。 
 
4.3.1.1. Par-dotについての考察 
 極性形成の初期において観察される Par-dot は、線虫の初期胚やショウジョウバエの上皮細胞
における Par 極性形成の初期段階でも類似した構造が発見されている。線虫において観察される
Par 複合体の凝集体は、Par-6-aPKC-Cdc42 複合体、もしくは Par-6-aPKC-Par-3 複合体のいずれかに
よって構成されており、Par-3と Cdc42の共局在は観察されない。しかしながら、S2細胞で観察さ
れた Par-dotはすべて Par-3-Par-6-aPKCが共局在する構造だった。つまり、Cdc42と結合する Par-6
が観察されなかった。ショウジョウバエ神経幹細胞や上皮細胞では、活性状態の GTP 結合型
Cdc42が Par-6-aPKC複合体と結合することが知られている (Hutterer et al, 2004; Atwood et al, 2007)。
これらの点からから、S2細胞では基本的に不活性状態の GDP結合型 Cdc42が多く存在しており、
Par極性形成への Cdc42への関与は大きくないことが考えられる。 
 線虫の初期胚における点状の Par複合体の凝集の直径は約 0.5µmを示し、その内部には 1分子
プルダウンアッセイによって 6~12個程度の aPKCが含まれていることが示唆されている (Dickinson 
et al, 2017)。対して、S2細胞の Par-dotの直径はおよそ 0.3~1µm程度である。線虫の初期胚におけ
る凝集体の直径を踏まえると、S2細胞の Par-dotは内部に 3~24個程度の Par複合体が含まれた重合
体であることが予想される。 
 
4.3.1.2.  Par-islandについての考察 
Par極性を構成している Par-islandには (1) 均一な基本構造によるメッシュワークを内部に持つ、(2) 
不定形でダイナミックに動く、(3) 曲率が高い、という特徴が観察された。以下では、それぞれの
特徴について議論する。 
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4.3.1.2.1. 基本構造の存在 
 Par-island の内部では、長さ 0.4µm、幅 0.2µm のヒモ状の基本構造が繰り返し構造を持ってい
ることが示唆された。Par複合体の構成因子である Par-3の CR1ドメインは螺旋状に自己会合し、
ヒモ状構造を形成することが in vitroで観察されている(図 25A-C; Zhang et al, 2013)。さらに、Par-
3∆CR1の発現では Par-islandが形成されなかった。これらの点から、Par-3の自己重合による螺旋構
造が Par-islandのヒモ状の基本構造に内包されていることは十分に考えられる (図 25D に予想図を
示した)。 
 Par-3CR1 ドメインによるヒモ状構造と Par-island の基本構造の幅を比較すると、それぞれ
10nmと 200nmで大きく差がある。このため、Par-3CR1ドメインによるヒモ状構造が複数本集合し
て基本構造を形成している可能性が考えられる。ただし、構造解析がなされた Par-3 CR1ドメイン
は 83アミノ酸残基で、Par-3全長の約 1/20である。さらに、本研究でイメージングに使用している
のは C末端に GFPが結合した Par-6である。Par-6は Par-3 CR1よりも C末端側のドメイン、すな
わち螺旋構造の外側で Par-3と結合するため、Par-islandの基本構造が単一の Par-3 CR1によるヒモ
状構造から形成されている可能性は否定できない。蛍光タンパク質を Par-3 に結合させ基本構造の
幅を検討するなど、さらなる構造解析が必要である。 
 Par-3CR1 ドメインによるヒモ状構造は、in vitroで数百 µm の長さを持つことは示されている
が、その長さの規則性や、ヒモ状構造が in vivo で取りうる長さなどは報告されていない。一方
で、Par-island の基本構造は長さ 0.4µm であることが示唆された。基本構造の長さが均一になるメ
カニズムとしては以下の二つが考えられる。第一に、アクチンや微小管などのフィラメント構造

に見られるような、重合と脱重合の平衡によって長さが決定されている可能性である。第二に、

スペクトリンを代表とする細胞表層上に分布するひも状タンパクが定規の役割を果たしている可

能性である。これらの可能性を検討するためには、定規となるタンパク質の候補の免疫染色など

が必要である。長さを決定づける要素が明らかになれば、基本構造の形成メカニズムの解明にも

寄与することが期待される。 
 Par-3 の CR1 ドメインを欠失させると、Par-island は形成されず極性状態の細胞も減少した。
また、in vivoのショウジョウバエ卵母上皮細胞においても、CR1ドメインの欠失によって細胞極性
が形成されなくなる (Benton & St Johnston, 2003)。S2細胞における Par-3∆CR1の表現型を踏まえる
と、in vivoにおける Par-3∆CR1発現による Par極性形成の異常も Par複合体の凝集や内部構造の異
常から生じている可能性も推測される。一方で、S2細胞で Par-3∆CR1を発現させると Par複合体の
小さな凝集体も観察された。Par 複合体では、Par-3 による自己会合だけでなく、Par-6 と aPKC に
よる相互作用による重合体の形成も示唆されている(Feng et al, 2007)。従って、Par-3の自己会合が
ないにも関わらず凝集体が形成されたのは、Par-6-aPKC 複合体の相互作用による重合体形成が原
因である可能性が高い。 
内在性の Par-6や aPKC のノックダウンをした条件においても Par複合体は形成されると考えるこ
とから、Par-6や aPKCと同様に Par-3も細胞質に分布しておりメッシュワーク構造は形成されてい
ないと考えられる。ただし、実際には Par-3の分布は未確認であり、ノックダウンにより Par複合
体形成能が破綻している可能性も否定できないため、抗体染色などによる Par-3 の分布検証は今後
必要である。 
 Par-island が形成される過程では、単一の基本構造や、数個の基本構造が連なったヒモ状の構
造が細胞表層上で形成されていただけでなく、コの字型の構造に対して基本構造が合体し、多角

形の構造を形成する様子も観察された。この点から、基本構造は単独で動くことができ、基本構

造間で結合できることが示唆され、基本構造が集合することで Par-island のメッシュワーク構造を
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形成していると考えられる。このとき、基本構造がメッシュワークを形成するメカニズムとして

は、基本構造は細胞膜上でメッシュ様に分布する細胞骨格系タンパク質と相互作用を持つ可能性

などが考えられる。多数の基本構造がどのように組み合わさることでメッシュワーク構造が形成

されるのかは今後も解析が必要である。 
 ヒモ状構造やメッシュワークを形成することから、基本構造はその端の部位でのみ他の基本

構造と結合できると考えられる。そのメカニズムの詳細は不明だが、可能性として Par複合体の構
成因子間の相互作用が重要な役割を果たすことが考えられる。その場合、Par 複合体間の相互作用
の変化によって、Par-island 内部のメッシュワーク構造にも影響が生じることが予想される。実際
に、Par-3S980A の過剰発現によって Par-3 のターンオーバーが発生しない場合、Par 複合体の凝集
体内部には基本構造やメッシュワーク構造は明確でなかった。これらの点から、Par-3 のターンオ
ーバーといった Par複合体の構成因子間の相互作用は、基本構造の結合や解離に影響を及ぼすこと
が考えられる。 
 細胞極性を形成する因子において、Par 複合体のようにメッシュワーク構造を持つものはこれ
までに報告されていないが、細胞表層で凝集するタンパク質において Par-3 のようなヒモ状のポリ
マー形成能を持つ因子ならば、メッシュワーク構造を形成する可能性はある。メッシュワーク構

造形成能が Par複合体に特有なものであるかは非常に興味深い解析対象である。 
 

 
図 25.  Par-3 CR1ドメインの重合体と Par-islandの基本構造の予想図  
(A, B) Par-3 CR1ドメインの自己会合によるヒモ状構造 (Zhang et al, 2013 より抜粋)。A. Par-3 CR1ドメインによるヒモ状
構造をクライオ電子顕微鏡で撮影したもの。右パネルは単一のヒモ構造の拡大図。スケールバーは 20nmを表す。B. Aの
撮影像から Par-3 CR1 ドメインの重合体を再構成し、横から見た図。各色のドメインが単一の Par-3 CR1 ドメインを表
す。反時計回りの螺旋構造を持ち、螺旋の一周には 8.2個の Par-3 CR1 単量体が含まれている。直径は 10nm、螺旋の周
期は 2.9nmを示す。(C) Par-islandの基本構造の想像図。Par-3 CR1ドメインによる重合体が核となり、その周囲に Par-6や
aPKC が結合している構造が予想される。上段には重合体の長軸から見た想像図、下段には断面図の想像図を示した。
CR1 ドメインの重合体の外側において、Par-3 の単量体それぞれに aPKC-Par 複合体が結合していると考えられる。この
ような構造が複数集合し、束になることで基本構造となっている可能性も考えられる。 
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4.3.1.2.2. 不定形の形態とダイナミックな動態 
 Par-island は常に変形・解離・集合を繰り返す特有の動態を持っていた。前項で取り上げた基
本構造は、個別に Par-island から離脱や結合を行っている様子が観察されている。さらに、これら
の基本構造は単独で動くことができている。これらの点から、Par-island とその周囲の間で基本構
造の結合と解離が繰り返し発生している可能性が高い。Par-island の周縁部にいる基本構造が結合
する角度が変わることで Par-island の変形が生じていることが予想される。これらの基本構造それ
ぞれの動きによって、Par-island の特徴的な動態が発生していると考えられる。その詳細を明らか
にするためにも、基本構造の結合メカニズムを解析することが必要である。 
 加えて、基本構造の動態についてもさらなる解析が求められる。物質が動くメカニズムとし

ては (1) 拡散によるランダムな動き、(2) 別の因子による動く方向の誘導、などが考えられる。ま
ずいずれのメカニズムが働いているかについては、個別の基本構造の移動距離の平均二乗変位の

解析などを行うことで検討できると考えられる。 
 
4.3.1.2.3. Par-islandはなぜ高い曲率を持つのか？ 
 Par-island が結合している細胞膜は、通常よりも高い曲率を持っていることが示された。ま
ず、Par 複合体の凝集体と細胞質では相が異なると予想される。また、Par 複合体が細胞内で凝集
する様子から、Par 複合体は細胞質との相互作用よりも、自身との相互作用において自由エネルギ
ーが小さくなると予想される。したがって、Par-island の表面部分では、自由エネルギーの最小化
のために細胞質との相互作用を最小にする力、すなわち、Par-island の表面積を最小にする表面張
力が働くことがと予想される。一方で、細胞表層にはアクトミオシンネットワークが存在してお

り、弾性力を持つ。従って、Par-islandが分布する領域における細胞膜の曲率は、(1) 曲率を上げる
方向に働く Par 複合体の表面張力、(2) 曲率を下げる方向に働くアクトミオシンネットワークによ
る弾性力、の両者がバランスを取ることで決定していると考えられる。前者は曲率を下げる方向

に、後者は曲率を上げる方向に働く力である。Par-3ΔMARの発現によって Par-islandが細胞膜に結
合しない場合では、曲率を下げる方向に働く細胞表層からの力を受けなくなる。そのため、(1) の
Par複合体の表面張力のみが働いて Par複合体が球状の凝集体を形成する。野生型の Par-3が発現し
ており Par 複合体の凝集体が細胞膜に結合できる場合、Par 複合体が球状になろうとする力が細胞
膜上で働き、曲率が上昇する。同時に、細胞表層の弾性力により、曲率を上昇させる力は抑制さ

れる。この両者の力の均衡が取れた結果、Par-island が結合する細胞膜はやや凸型の形状を持ち、
通常よりも高い曲率を示すようになる。最後に、Par-island が細胞膜に結合した状態において、
Latruncrin B の添加によってアクチンネットワークを破壊すると、細胞表層の曲率を下げようとす
る力が急激に弱まる (図 24F)。一方で、Par複合体はそのまま細胞膜に結合するため、Par-islandが
球状になろうとする力だけが働く。その結果、Par 複合体がより細胞膜から突出した位置で球状の
凝集体を形成したと考えられる。ショウジョウバエ神経幹細胞では、極性形成時に Par複合体が頂
端側に凝集しており、その局在領域が凸型になっている。これらの点は、Par 複合体の凝集がより
球状になろうとする性質や、結合する細胞膜の曲率を上げる現象は Par複合体の本質的な性質であ
ることを示唆している。 
 
4.3.2. Par複合体が凝集するメカニズム 

 Par 複合体の凝集体である Par-island は不定形でダイナミックな挙動を持っている。さらに、
Par-3∆MAR の過剰発現では時間経過と共に複数の凝集体が凝集し、球形の凝集体が形成されてい
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く様子が観察された。これらの特徴は、液滴が持つ特徴と類似している。Par-island をはじめとす
る Par 複合体の凝集が実際に液体状の性質を持つかを検討するためには、FRAP (fluorescence 
recovery after photobleaching) 法を用いた Par複合体の凝集体における分子の流動性の計測や、精製
タンパク質を利用した生化学的な解析などによる検討が必要である。また、Par-island はメッシュ
ワーク構造を持っていた。この構造と Par複合体の流動性がどのような関係にあるのかが理解でき
れば、Par複合体の性質について新たな知見が得られると考えられる。 
 近年、細胞内で膜を持たないタンパク質の凝集が形成されるメカニズムとして、液液相分離

が着目されている (Hyman et al, 2014; Banani et al, 2017)。Par複合体は液滴と類似した振る舞いも示
していたことから、Par 複合体と細胞質のあいだで液液相分離が発生することで、Par 複合体が凝
集していても不思議ではない。仮に Par複合体の凝集が液液相分離によって発生している場合、そ
の発生タイミングは pHやATPの濃度に影響を受けるため、一時的に凝集体を形成させることが可
能である。特定のタイミングでのみ凝集体を形成できれば、例えば細胞分裂の開始と並行して凝

集体を形成させることも容易であると予想される。そのため、他の細胞機能と Par複合体の凝集を
協調させるためにも、Par 複合体の凝集が液液相分離によって発生するメリットは大きいと考えら
れる。 
 Par 複合体と細胞質の液液相分離が発生している可能性を検討する際に、検討すべき点が二点
考えられる。第一に、Par-3∆MAR は 368 残基を欠失させたタンパク質である点である。そのた
め、球状の構造は液滴ではなく、膜結合以外の機能も損害された Par-3が凝集している可能性もあ
る。この可能性を検討するためには、アミノ酸欠失以外の方法で Par-3と細胞膜の結合を阻害した
状態において、Par複合体を観察する必要がある。Par-3は MAR領域で静電的な結合によって膜と
結合する。そのため、MAR 領域にアミノ酸置換を加えた Par-3 変異体の過剰発現を行えば、細胞
質で形成される Par複合体の凝集が液滴状であるかを検討できると考えられる。第二に、細胞膜上
に形成される Par 複合体の凝集体である Par-island も、液液相分離によって形成されている可能性
が高い。液液相分離では、分子がすべてひとつの液滴へと凝集することが予想され、実際に細胞

質内では Par 複合体がすべて集合しひとつの凝集体を形成していた。しかしながら興味深いこと
に、定常状態においても Par-island は単一の凝集体を形成せず、複数の凝集体が常に存在してい
た。この原因として、細胞質と細胞膜上では発生している液液相分離の様式が異なっている可能

性が考えられる。実際に液液相分離には、相を構成する分子の粘性によって複数のパターンが生

じることが示されている (Koyama et al, 2009)。Par-island が形成されている細胞膜上は二次元的な
空間で、細胞質の三次元的な空間とは大きく状況が異なる。そのため、細胞質の凝集体と Par-
island では異なるパターンの液液相分離を引き起こしていたとしても不思議ではない。これらの可
能性を検討するためにも、まずは精製タンパク質を利用した生化学的な解析などによって、Par 複
合体が液液相分離によって凝集可能であるかを検討する必要がある。 
  
4.4 S2細胞の Par極性の分布の状態が二相に分かれるメカニズム 
 Par-island の分布は Par-3 の発現誘導から数時間後には定常状態となる。このとき、極性を持
つ細胞と極性を持たない細胞の２つの状態が形成され、この状態は最低でも数時間は維持され

る。定常状態における各状態の細胞を比較したものの、Par-3や Par-6は定常状態の Par-islandの分
布を決定づけるパラメータではなかった。定常状態の Par-island の分布決定に働いていると予想さ
れるメカニズムについて、以下に議論する。 
 S2細胞における Par-islandの分布は反応拡散系に依存している可能性が高いと考えられる。そ
の根拠として、まず、二成分の反応拡散系によるパターン形成では、成分間の相互抑制によって
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パターンが安定することが知られている。また、Par 複合体を含んだ相互抑制では、互いに細胞膜
との結合を排除し、結果的に Par複合体と抑制因子は互いに相補的な分布を持つことになる。S2細
胞において、Par複合体の抑制因子である Lglは常に Par-islandと相補的な分布を示していた。従っ
て、Lglと aPKCの相互抑制を内包する反応拡散系が Par-islandの分布を決定する基盤になっている
と考えられる。 
 ASIの時系列変化を検討すると、Par-3の発現誘導から 2.5時間後では既に 2状態の分岐が開始
しているように観察された。この時間帯の S2細胞は、Par-islandが形成されず、Par-dotのみが細胞
表層に分布している状態である。従って、この結果は Par-dotが形成段階から Par-islandが形成され
るまでの時間帯で定常状態の Par-island の分布が決定することを示唆している。また、反応拡散系
では初期条件によって最終的に形成されるパターンに変化が生じる。Par-island が形成する位置に
よって初期条件が決定され、その初期条件に従って反応拡散系が働いた結果、Par-island が集合も
しくは離散するパターンで定常状態となることが予想される。例えば、Par-island が十分に近い距
離に形成された場合はより集合した状態で安定し、逆に Par-island が離れた位置に形成された場合
には Par-island 同士が出会えず分散した状態で安定する、といったパターン形成が考えられる。こ
れらの点を検討するため、今後は Par-dotから Par-islandへ成長する過程の分布変化などを 3次元的
に解析し、定常状態における Par-islandの分布との関係性を検討する必要がある。 
 再構成系である S2細胞の Par極性は、形成の成功と失敗が確率的にゆらいでいる様子が観察
された。対して生体内の細胞種では、基本的に Par極性の形成が失敗しない。これは他の生命現象
の基盤である Par極性を確実に形成させるシステムが細胞種ごとに備えられているためだと考えら
れる。例えば、線虫の初期胚における細胞表層の流動は、失敗しうる Par極性を確実に成功させる
ための補助システムであるとも考えられる。今後、S2 細胞において Par 極性の形成がゆらぐメカ
ニズムが解明されれば、人工的な実験系で頑健な Par極性を形成する要素を理解できると考えられ
る。 
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5. 結論と展望 
 
 本研究では、S2細胞をモデルとした細胞自律的な Par極性再構成系を利用し、細胞間接着や細
胞分裂などの生体プロセスと Par複合体が共役しない環境において、どのように細胞極性が形成さ
れるのか、特に Par複合体が取りうる構造やダイナミクスを明らかにすることを目指した。その結
果、S2細胞では Par-3の過剰発現によって、細胞表層において点状やヒモ状などの異なった形状の
凝集体が出現し、その集合により形成された Par-island が細胞の一部へと集合していく、という極
性形成のプロセスを明らかにすることができた。一方で、Par-island が細胞表層の全体に離散する
場合においても、同様に一連の Par 複合体の凝集プロセスは観察され、また Par-island の集合・離
散を決定づける要素は本研究では特定できなかった。つまり、再構成系において Par複合体による
極性が形成されるメカニズムについては未解明のままである。しかしながら、本研究では細胞自

律的な Par 極性形成において Par 複合体から構成される面がどのように形成されるのか、特に Par
複合体の凝集体が示す構造的な特徴を含んだ新たなモデルを提唱できた。また、本研究で着目し

た Par複合体が形成した凝集体の構造的な特徴は、Par-3の自己重合によって Par複合体の凝集体形
成が進行する可能性を示唆している。 
 Par-islands が持つ構造的な特徴と、細胞極性が形成されるメカニズムの関係性は本研究では不
明瞭であり今後の検討が必要である。Par-islands の形成に必要な Par-3 の自己重合ドメインは、シ
ョウジョウバエ卵母細胞の Par 極性の形成にも必須であることから、Par-3 の自己重合に着目する
ことで Par-islandsによる細胞極性の形成メカニズムの一端が明らかになることが期待される。 
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