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概要

　多細胞生物の発生では、細胞が空間パターンの非対称性をコントロールすることで、組織と器官の形態を誘導
する。細胞の非対称性は「細胞極性」と呼ばれ、発生過程における多様な生理機能を司る機能を有するが、細胞
極性の確立と維持を司る分子メカニズムの理解は十分ではない。本研究では、細胞と組織における極性確立と恒
常性を司る分子サーキットの全体像を明らかにすることを目標とし、極性形成に重要な PARキナーゼのサプレッ
サー因子を単離した。サプレッサー因子群の機能を、胚発生およびライフサイクル全体を通して体系的に解析す
ることで、細胞極性の確立における PAR-1キナーゼには、生殖細胞系列の確立に加えて胚発生の形態形成を支持
する新規の機能を見出した。
　三菱財団からの研究助成によって体系的なサプレッサー因子群の同定が可能になり、細胞極性サプレッサーの
機能解析という新規分野の確立という研究成果に繋がった。

背景および目的

　多細胞生物における規則的な組織・器官パターンの形成と維持には、個々の細胞がつくる空間パターンである
細胞極性が重要な役割を担う。細胞極性が破綻すると、組織や器官の構造が破綻するだけでなく、組織内の細胞
に増殖異常が起こり癌化や癌細胞の浸潤が引き起こされる結果から、細胞極性は組織恒常性に働き、様々な疾患
を抑制するというモデルが提唱された。しかしながら、 細胞極性と恒常性を連携する分子メカニズムは未だに十
分に理解されていない。細胞極性を制御する因子として、高度に保存されたMARK ファミリーキナーゼである
PAR-1 が同定された。PAR-1 は、線虫初期胚の細胞極性を制御する因子として同定され、後に哺乳動物では脾臓・
乳腺等で癌化を抑制することが示された［1］。しかし、このキナーゼとそのシグナル伝達経路が細胞極性を制御
する仕組みと、癌化抑制を制御するメカニズムには不明な点が多い。線虫において、PAR-1 の欠損は胚性致死に
加えて成体の老化過程で生殖細胞の減少と管腔組織の破綻を引き起こす［2-5］。PAR-1キナーゼは、その上流に
位置する PAR-4キナーゼによってリン酸化されて活性が上昇することも示された。PAR-4は高度に保存された
LKB1ファミリーキナーゼで、哺乳動物では広範な組織で癌化を抑制する。本研究では、PAR 依存的な細胞極性
の欠損を抑制する分子群を同定することを目標とし、PAR-1に対するサプレッサー変異の遺伝学的スクリーニン
グを遂行した。

成果１

PAR-1温度感受性変異株の致死性を抑制するサプレッサー変異の単離
　
　線虫 C. elegansを多細胞動物のモデル系に用いて、PAR-1キナーゼの破綻による表現型を抑制する「サプレッ
サー遺伝子変異」を網羅的に同定した。PAR-1の温度感受性変異体 par-1(zu310)は、キナーゼドメインに点変異
（I306N）を有し、飼育温度 25ºC ではキナーゼ活性の低下によって 100% 胚性致死を示す［3, 6］。この par-1(zu310)
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変異体を 15ºC で飼育した後に、0.04M メタンスルホン酸エチル 5時間処理によって突然変異を導入し、第二世代
以降に 25ºCで生育する「致死性が抑制された」 個体を単離した。突然変異処理した約 200,000個体からは、24
種の個体が 25ºCで生育可能となり、これらの個体に導入された変異を有する遺伝子群を supo（suppressor of
par-1）と命名した。 par-1(zu310)の 25ºC における生育率は５% 程度であるが、24 種の par-1(zu310);supo 二重変異
体は最大 96%の生育率を示す。ほとんどの supo 変異は劣勢変異であり、ヘテロ遺伝子変異では par-1(zu310)の 25
ºCにおける致死性を回復できなかった。以上の結果から、PAR-1キ ナーゼ失活による個体の致死性は、supo遺
伝子群の変異で顕著に抑制できることが証明できた。
　

成果２

PAR-1温度感受性変異を抑制するサプレッサー遺伝子変異の同定
　
　ほとんどの supo 変異が劣勢であったことから、supo 遺伝子変異の同定には全ゲノムシークエ ンシング
（WGS）技術と一塩基多型（SNP）を併用した遺伝学的マッピング手法を採用した。この手法で supo変異 24種
中 16遺伝子変異座が同定され、染色体 1-5までの幅広い領域に観察された（図１）。3つの変異（supo-1, 3, 19）
は、PAR-1キナーゼドメイン内に変異を有していたため、 その後の機能解析からは除外した。同定した supo 変
異は、ゲノム編集技術を活用して par-1(zu310)変異株に再導入することで、par-1(zu310)の致死性の抑制が supo変
異のみに由来することを確認した。

図 1．　supo 遺伝子変異 座の同定。全ゲノムシー クエンシング（WGS）と 一塩基多型（SNP）を併
用した遺伝学的マッピ ング手法で 16 遺伝子座 が同定された。

成果３

supo遺伝子変異の機能解析
　
　supo 変異が par-1(zu310)変異体の致死性を抑制することの特異性を検証するために、25 ºC で生育した
par-1(zu310)変異体と par-1(zu310);supo二重変異体において、生殖顆粒の形成を観察した。PAR-1はそのキナーゼ
活性を利用して、胚発生において生殖顆粒と呼ばれる液-液相分離構造を細胞質で形成する。この生殖顆粒は
par-1(zu310)変異体では消失するが、ほとんどの par-1(zu310);supo 二重変異体では生殖顆粒が観察できた（図２）。
興味深いことに、 par-1(zu310);supo における生殖顆粒形成と 25 ºC 生育率との関係には相関関係が見られるもの
の、par-1(zu310);supo-2と par-1(zu310);supo-13ではこの両者に相関関係が見られない（図２）。この結果は、PAR-1
キナーゼ失活による胚性致死は、必ずしも生殖顆粒の消失によるものでは無いことを意味しており、胚発生にお
ける未知の PAR-1機能を示唆している。興味深いことに、supo-13変異単独では胚発生の形態異常を示すが、こ
の異常は par-1(zu310);supo-13では抑圧されることから、PAR-1の胚形態形成における新規機能が明らかとなっ
た。
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（完）

図 2．　supo変異が生殖顆粒形成に及ぼ す影響の解析。 野生型（左）、par-1(zu310)（中央）、
par-1(zu310);supo-15（右）二細胞期 胚における DNAと生殖顆粒の局在性。 スケールバー：10
μm。 par-1(zu310);supo二重変異体では、 生殖顆粒形成と生育率との関係に必ず 相関関係が見
られるわけではない。
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