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〈要 約〉

　上皮細胞は対称分裂の際に紡錘体軸を上皮と平行に配置することを特徴とする．近年，この紡錘体軸の方向の異常ががんの悪性化など病態に関与する可能性が指摘されてきた．しかしながら，生体の上皮における紡錘体軸の平面の方向への制御機構，そして，その生理的な意義は明らかではなかった．筆者らは，ショウジョウバエの翅成虫原基をモデルとして，分裂装置を制御するMud，細胞皮質のアクトミオシン，細胞間結合領域に局在する腫瘍抑制タンパク質ScribおよびDlgが，紡錘体軸の方向の制御に必要であることを明らかにした．紡錘体軸に異常を示した細胞は上皮から離脱しアポトーシスを起こすことにより除去されるが，このアポトーシスを抑制すると異常な細胞は上皮の基底側において上皮-間充織転換様の表現型を示し腫瘍を形成することもわかった．この研究は，紡錘体軸の平面性が上皮構造の維持に必要であること，そして，紡錘体軸の異常による腫瘍化をアポトーシスにより抑制するという，上皮に内在する新規の腫瘍抑制機構を明らかにした．

はじめに

　多細胞生物の器官や付属肢をおおう上皮は，もっとも基本的なからだの構成単位である．上皮は外界と内部とをへだてる障壁としてはたらき，吸収や分泌を制御する．上皮がこれらの機能を正常に行うには，頂底軸の方向に極性をもつ上皮細胞が細胞間結合領域において互いに接着し細胞どうしのふるまいを調和させる，上皮の“完全性”を維持することが重要である．したがって，上皮構造は細胞の増殖，再配列，死など細胞の形態変化を許容しながらも，上皮の完全性を頑強に保証するためのしくみを備えているはずである．一方，この完全性の破綻は，頂底軸の極性の喪失のような上皮構造の異常をひき起こし，ひいては，がんの悪性化などの病態にもつながると考えられる．

　発生の過程や恒常性の維持において，上皮細胞の多くは上皮に対し平行に細胞分裂し同じサイズの娘細胞を生み出す．上皮細胞の分裂は細胞の球形化という劇的な形態の変化にはじまり，紡錘体の形成，紡錘体軸の上皮の方向への配置（planar spindle orientation），上皮と直角の方向への分割，というプロセスをへる（図1a）．紡錘体軸を上皮と平行に配置することにより娘細胞を上皮にとどまることを可能とするこのしくみは，上皮の完全性を保証し組織の成長や形態形成に寄与することが示唆されている1)．近年，紡錘体軸の異常は多発性嚢胞腎やがんへの関与が指摘され，その制御機構の重要性が認識されはじめている2,3)．しかしながら，生体の上皮において紡錘体軸を制御するしくみの多くは不明である．さらに重要なことに，紡錘体軸の異常が上皮組織においてどのような結果をもたらすのかという生理的な意義は明らかになっていない．その理由として，生体において適切な遺伝子操作が可能で紡錘体軸の異常という表現型を観察しやすい系が確立されていなかったことがあげられる．そこで，筆者らは，遺伝学的なツールが豊富で比較的単純な上皮構造をとるショウジョウバエの翅成虫原基をモデルとして，紡錘体軸の方向を制御するしくみとその生理的な意義を明らかにすることをめざした．

1．ショウジョウバエの翅成虫原基における分裂期の紡錘体軸の方向は分裂装置を制御するMudによる制御をうける

　筆者らの研究室から，ショウジョウバエの翅成虫原基の円柱状細胞からなる偽重層上皮では，分裂期において上皮の頂端側にて細胞は球形化することが報告されている4)．分裂期への進入とともにRhoキナーゼがミオシンをリン酸化し，アクトミオシンを収縮することにより細胞の球形化が誘導される．このとき興味深いことに，対称分裂は頂端側の細胞間結合領域のひとつであるセプテート結合とよばれる領域に限局して進行しており，この領域を有糸分裂帯（mitotic zone）と名づけた（図1b）．分裂期における紡錘体軸の方向の制御機構について明らかにするため，中心体のマーカーを用いて紡錘体を詳細に観察した．その結果，分裂中期よりのちには球形化した細胞皮質にかこまれた紡錘体が有糸分裂帯に限局していた．また，紡錘体軸と上皮との角度を測定したところ，紡錘体軸の方向は上皮とほぼ平行に配置されていることが確認され，ショウジョウバエの翅成虫原基においても紡錘体軸の方向は精緻な制御をうけていることが示唆された．

　紡錘体軸は間期における長軸の方向に配列しやすい性質のあることが示唆されている．しかしながら，ショウジョウバエの翅成虫原基における紡錘体軸の方向は長軸である頂端軸とは直角の方向であることから，なんらかの能動的な分子機構の関与が強く示唆された．そこで，紡錘体極に局在するタンパク質に注目し，脊椎動物におけるNuMAのオーソログであるMudを同定した．Mudはショウジョウバエの神経前駆細胞における非対称分裂や，胚外胚葉での対称分裂において紡錘体軸を制御することが知られている5)．翅成虫原基においても，Mudは分裂期に紡錘体極に強く集積するという局在を示した．そして，翅成虫原基において特異的にMudをノックダウンしたところ，紡錘体軸に異常を示す分裂期の細胞の割合は有意に増加した．したがって，分裂装置を制御するMudは，紡錘体軸の方向の制御にも必要なタンパク質であることが明らかになった．

2．細胞皮質のアクトミオシンは紡錘体軸の方向の制御に必須である

　細胞皮質は星状体微小管との相互作用の場であり，球形化した細胞皮質とのアンカーが紡錘体の細胞における位置や紡錘体軸の方向の決定に関与することが培養細胞の系から示唆されている6)．ショウジョウバエの翅成虫原基の分裂期の細胞においては，紡錘体の周辺の細胞皮質にアクチンフィラメントの顕著な集積，および，Rhoキナーゼを介したミオシンのリン酸化が観察される．さらには，ERM（Ezrin/Radixin/Moesin）タンパク質であるMoesinのリン酸化が分裂期の細胞皮質の基底側に検出された．Moesinはショウジョウバエにおける唯一のERMタンパク質であり，リン酸化型Moesinは細胞膜と細胞骨格とをつなぎ細胞を球形化させることができる7)．これらの観察から，RhoキナーゼおよびMoesinがアクチン細胞骨格を分裂期において特異的に再編成することにより細胞皮質の形状を球形化させ，紡錘体軸の制御に関与していることが期待された．

　細胞皮質のアクトミオシンの紡錘体軸の制御への関与について明らかにするため，薬理学的な実験を行った．アクチン重合の阻害剤であるCytochalasin DやRhoキナーゼの阻害剤であるY-27632を用いてアクトミオシンの収縮を阻害したところ，約80％もの分裂細胞において紡錘体軸が90度近く反転し，上皮とは直角の方向を示した．また，RhoキナーゼあるいはMoesinをノックダウンしたところ，それぞれ，約60％あるいは約30％の紡錘体軸が薬理学的な実験と同様の重篤な表現型を示した．したがって，細胞皮質のアクトミオシンは紡錘体軸の方向の制御に必須であることが明らかになった．

3．腫瘍抑制タンパク質ScribおよびDlgは紡錘体軸に平面の方向をあたえる

　紡錘体の位置や方向が細胞皮質の形状による影響をうけるとして，紡錘体軸はどのようにして上皮と平行な面に正確に配置されるのだろうか？　免疫染色と透過型電子顕微鏡を用いた観察から，紡錘体極はセプテート結合に近接していることが見い出された．ここで，セプテート結合に局在するタンパク質が紡錘体のタンパク質と相互作用することにより紡錘体軸に平面の方向をあたえているのではないかと考え，ScribとDlgに着目した．これらはショウジョウバエにおいて頂底軸の極性の決定に必要なタンパク質として知られており8)，scrib変異体およびdlg変異体は翅成虫原基において組織の破綻をともなう新生腫瘍様の表現型を示す9)．したがって，もしScribやDlgが紡錘体軸の制御に関与している場合，紡錘体軸の異常が腫瘍化にかかわっている可能性も考えられた．

　ScribおよびDlgの紡錘体軸の方向の制御への関与について調べるため，発生の途中のショウジョウバエの翅成虫原基において特異的にScribをノックダウンした．このとき，3齢幼虫期（孵卵ののち5日まで）に頂底軸の極性の喪失はみられなかったにもかかわらず，40％以上の細胞において紡錘体軸の方向に異常が観察された．同様の紡錘体軸の異常の表現型はDlgのノックダウンにおいてもみられた．さらに，scrib変異体のクローンを翅成虫原基に作製し紡錘体軸の方向を定量したところ，その方向はランダムになった．したがって，これらの結果から，細胞間結合領域に局在する腫瘍抑制タンパク質ScribおよびDlgは，紡錘体軸に平面の方向をあたえるタンパク質であることが示唆された．興味深いことに，Scribをノックダウンした翅成虫原基は，幼虫期の延長とともに紡錘体軸の異常から組織構造の破綻を示す新生腫瘍様の表現型へと移行していった．このことから，紡錘体軸の異常は腫瘍化に関与する可能性が示唆された．

4．紡錘体軸に異常を示した細胞は上皮からの離脱をへてアポトーシスを起こす
　紡錘体軸に異常を示した細胞は本当に腫瘍化に寄与しているのだろうか？　MudあるいはRhoキナーゼの機能を欠損させたショウジョウバエの翅成虫原基では腫瘍化は誘導されなかったことから，紡錘体軸の異常だけでは腫瘍化に十分ではないことがわかった．そこで，紡錘体軸に異常を示した細胞がどのようにふるまうのかを生細胞イメージング法により観察した．通常の共焦点顕微鏡では画像の取得速度とレーザーによる光毒性が問題となり観察が困難であったため，SPIM（selective plane illumination microscopy，選択的平面照明顕微鏡法）を用いた翅成虫原基の生細胞イメージング系を確立した．このSPIMの利用により紡錘体軸を含んだ組織全体の観察が可能になり，その結果，重篤な紡錘体軸の異常を示した細胞の基底側の娘細胞が基底側へと下降していくようすが観察された．また，紡錘体軸が高頻度で異常になる翅成虫原基では，基底側に頂底軸の極性を失ったアポトーシス様の細胞が顕著にみられたことから，紡錘体軸の異常と細胞の上皮からの離脱，そして，アポトーシスが強く相関することが明らかになった．

5．アポトーシスの抑制のもと紡錘体軸に異常を示した細胞は上皮-間充織転換様の効果を獲得する

　紡錘体軸に異常を示した細胞は，通常は上皮から除去されてアポトーシスを起こすため，わかりやすい表現型として観察されなかった可能性がある．そこで，紡錘体軸に異常を示した細胞においてアポトーシスを阻害した場合にどのような効果がみられるのかを検討した．MudあるいはRhoキナーゼをノックダウンしたクローンをショウジョウバエの翅成虫原基に任意に作製し，カスパーゼ抑制タンパク質であるp35を共発現することによりアポトーシスを阻害したところ，これらのクローンは基底側にて異常な細胞のかたまりを形成し腫瘍様の表現型を示した．このとき興味深いことに，基底側の異常な細胞においてEカドヘリンの喪失，マトリックスメタロプロテアーゼ1の発現，アクチンの再編成といった上皮-間充織転換（epithelial-mesenchymal transition：EMT）様の特徴がみられた．これらの結果から，上皮には紡錘体軸に異常を示した細胞にアポトーシスを起こすことにより除去し，組織構造の重篤な破綻をふせぐしくみが備わっていることが示唆された．また，このアポトーシスのしくみがはたらかないと，紡錘体軸に異常を示した細胞が上皮-間充織転換様の効果を獲得し，腫瘍化に寄与することが明らかになった（図2a）．

おわりに

　この研究により，ショウジョウバエの翅成虫原基における分裂期の紡錘体軸の方向は，分裂装置を制御するMud，細胞皮質のアクトミオシン，細胞間結合領域に局在する腫瘍抑制タンパク質ScribおよびDlgにより精密に制御されていることが示された（図2b）．これまで，ScribおよびDlgは頂底軸の極性の決定に必要なタンパク質であり，その変異体は腫瘍様となることが長く知られていた．今回の報告は，ScribおよびDlgに上皮細胞の分裂において紡錘体軸に平面の方向をあたえるという新たな機能があることを明らかにし，紡錘体軸の異常がscrib変異体およびdlg変異体においてみられる組織構造の破綻に寄与している可能性を提示した．

　また，この研究は，紡錘体軸の制御は上皮の完全性を維持する役割を担うだけでなく，アポトーシスとともに上皮の上皮-間充織転換を介した腫瘍化を抑制するはたらきがある，という新しい概念を提示した．これまでに，紡錘体軸の異常が腫瘍の悪性化に関与することは示唆されていたものの，その因果関係は明確ではなく，とくに，幹細胞ではない上皮細胞において紡錘体軸の方向に着目した研究は少なかった．細胞間結合領域を介した紡錘体軸の方向の制御機構，紡錘体軸の異常がもたらす上皮からの脱離とアポトーシスの誘導，紡錘体軸の異常が誘導するがん化のしくみ，などは，今回の報告から提示された重要なトピックであろう．興味深いことに，変異を獲得した異常な細胞が上皮のコンテクストから抜け出すことにより腫瘍化するという現象は，3次元培養したヒトの乳腺上皮に由来する細胞の実験系からも報告されている10)．したがって，上皮から離脱した異常な細胞が腫瘍化の初期に貢献するしくみは種や組織をこえて保存されている可能性があり，脊椎動物の上皮においても紡錘体軸の異常が上皮構造の破綻につながるのか，今後の研究が待たれる．
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〈図説明〉

図1　上皮細胞の分裂における紡錘体軸の平面性
（a）上皮における一般的な対称分裂．球形化した分裂期の細胞は上皮と平行に紡錘体軸を配置し，分裂面は上皮と直角である．

（b）ショウジョウバエの翅成虫原基の偽重層上皮における細胞分裂．分裂期の細胞の球形化は頂端側において，それにつづく分裂の過程はセプテート結合により区切られた有糸分裂帯（mitotic zone）において観察される．

図2　ショウジョウバエの翅成虫原基における紡錘体軸の平面の方向への制御機構
（a）紡錘体軸の異常の結果，基底側の娘細胞は上皮から離脱してアポトーシスの運命をたどる．アポトーシスを人為的に阻害すると，これらの異常な細胞は上皮-間充織転換様の表現型を獲得する．

（b）紡錘体軸の方向は，RhoキナーゼおよびMoesinによる制御をうけた細胞皮質のアクトミオシンが細胞の球形化を誘導し，分裂装置を制御するMud，および，細胞間結合領域に局在する腫瘍抑制タンパク質ScribおよびDlgが相互作用することにより，決定されると考えられる．
