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上皮 シー トは、器官や組織 の表面 を覆 い、細菌や化 学物 質な どの細胞外 の刺激 か ら

器 官や組織 を守 るバ リアー として機能す る。 そのため、上皮細胞 は、ア ドヘ レンスジ

ャンクシ ョン、タイ トジャンクシ ョン、ギ ャップジ ャンクシ ョンな どの細胞接着装置

を介 して接着 し、シー ト構造 を構築 してい る。 これ らの接着 を介 して、細胞 は多角形

の形状 を示す ことが知 られ ている。 シ ョウジ ョウバエ の翅 の発 生過程 では、当初40

個程度 の ものが5万 個程度 に増殖 し、そ の際に、ほ とん どの細胞 の形状 が六角形 にな

る現象 「六角形パ ッキ ング」 が起 こる ことが知 られ てい る。 この よ うな六角形パ ッキ

ングは、 ヒ トの眼の角膜 内皮細胞 で も起 こることが知 られ てい る。 しか し、角膜 の表

面 を構成す る上皮細胞 は扁平上皮細胞 に分類 され 、接着装置 に よって多角形 の形状 を

示 し、一様 な構造 を とることが定性 的に示 され てい るが、定量的な解析 が行 われ てい

ないため、六角形パ ッキ ングが起 こるのかにつ いては明 らかになっていない。 そ こで

本研究 では、眼の角膜上皮細胞 で六角形パ ッキ ングが起 こるか ど うか、また、 も し起

これ ば、そのメカニズムを理解す ることを 目指 して研 究を行 った。

r

本研究 では、 ヒ トの眼 と類似性 を持 ち、その発生過程 が観察 で きるゼ ブ ラフ ィッシ

ュの眼をモデル として角膜上皮細胞 で六角形パ ッキングが起 こるか どうか を解析 した。

まず 、角膜上皮細胞 の形態 を観察す るため、角膜上皮細胞 を含 む上皮細胞 で発現す る

krt4プ ロモー ター下でFア クチ ン結合蛍光 タンパ ク質lifeactGFPを 発現す る トラ ンスジ

ェニ ックゼ ブラ フィッシュTg［㎞4：lifeactGFP］を作製 し、角膜上皮細胞 の細胞 の大 き さ

と頂 点の数 を定量 した。 その結果 、眼の発生 の初期 では、細胞 の大 き さ、お よび 、頂

点の数 はば らっいていたが、発生 が進む につれ て、均一化 していき、視覚 がす でに獲

得 された72時 間胚 において は、六角形 で似 た大 き さの細胞が 中心 とな り、六角形パ ッ

キ ングが起 こることが明 らかになった。 また、機械受容 イオ ンチャネル の阻害剤 を処

理 した ことで、六角形 パ ッキ ングが阻害 され 、角膜上皮細胞 には、少 な くとも、piezo1，

piezo2a2，piezo2b，trpc1，trpc6bが発現す る結果 が得 られた こ とか ら、角膜上皮 細胞 の六

角形パ ッキ ングには、機械受容イオ ンチ ャネル が関与す ることが明 らかになった。

また、機械受容 イオ ンチ ャネル の関与 か ら、角膜上皮細胞 は、何 らかの機械刺激 に

晒せれ ている可能性 が考 え られ たた め、角膜上皮 シー トを剥 ぎ取 る実験 を行 った。 そ

の結果 、発 生 に伴 い眼が体外 へ膨 らむ現象 （eyeoutgrowth） が、上皮細胞 に機械 的な刺

激 を加 える可能性 が示唆 された。 また、 アガ ロー スにゼ ブラフ ィッシュ胚 を埋 める実

験 によって、eyeoutgrowthを 阻害す る と、角膜上皮細胞 の六角形パ ッキングが阻害 さ

れ るこ とも明 らか になった。以上 の結果か ら、角膜上皮細胞 の六角形パ ッキングは、

眼の発 生 の ともない発生す る機械 刺激 に依存 して起 こる可能性 が示唆 された。
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上皮 シー トは、体表や組織 ・器官 の表面 に存在 し、細菌や紫外線 な どの外界 か らの

刺激 か ら組織や器官 を保護す る役割 を果 た してい る。上皮 シー トを構成す る上皮細胞

は、 ア ドヘ レンスジャ ンクシ ョン、タイ トジャンクシ ョン、ギ ャップジ ャンクシ ョン

な どの細胞接着装置 を介 レて接着す る ことで、五角形 、六角形 、七角形 な どの多角形

の形状 を示す。植物や昆 虫、哺乳類 な どに存在す る上皮細胞 の多 くは、構造 的に安 定

な六角形 の形状 を とることが知 られ ている。例 えば、シ ョウジ ョウバエ の翅 の発生 に 、

お いては、70－80％の細胞 が六角形 を示す 「六角形パ ッキング」 と呼 ばれ る現象 が起 こ

ることが知 られ ている。一方 、ヒ トの眼の角膜 の上皮細胞 は、角膜 の最外層 に存在 し、

お互 いに接着す ることで多角形 の形状 を示 し、一様 な構造 を とる ことが定性 的には示

され てい るが、六角形パ ッキングが起 こるかは明 らかになっていない。そ こで申請者

は、眼 の発生過程 におい て、角膜上皮細胞で六角形パ ッキングが起 こるかを調べ る研

究 を行 った。本研究 では、 ヒ トの眼 と類 似性 を持 ち、発生過程 の観察 が容易 なゼ ブラ

フィ ッシュの眼 をモデル系 として用いた。

申請 者 は 、 角 膜 上 皮 細 胞 の形 態 を観 察 す るた め に トラ ンス ジ ェニ ックゼ ブ ラ フ ィ ッ

シ ュTg［ ㎞4：lifeactGFP］ を作 製 し、角 膜 上皮 細 胞 の 「大 き さ」 と 「頂 点 の数 」 を定 量す

る こ とに よ って 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュの 眼 の発 生過 程 で 六 角 形 パ ッキ ン グが 起 こ るか ど

うか を解 析 した 。そ の結 果 、眼 の発 生初 期 で あ る受 精 後24時 間 の 時期 で は 、頂 点 の数

が ば らっ き、 しか も、細 胞 の大 き さ もば らつ い て い た が 、受精 後72時 間 ま で に 、大 き

さが 均 等 で 六 角 形 の形 状 を示 す 細胞 が増 えた こ とか ら、 ゼ ブ ラ フ ィ ッシ ュの 角膜 上皮

細 胞 で も、 シ ョ ウジ ョ ウバ エ の翅 の 上皮 細 胞 の よ うに 六角 形 パ ッキ ン グが 起 こ る こ と

が 世 界 で 初 めて 明 らか に な っ た。 さ らに 申請 者 は 、 六角 形 パ ッキ ン グが 起 こ る仕 組 み

を薬 理 学 的 に解 析 し、機 械 受 容 イ オ ンチ ャネ ル （piezo1，piezo2a2，piezo2b，trpc1，trpc6b

な ど） に よ る リア ノジ ン受 容 体 （RyR） を介 した シ グナル 経 路 が 関 与 す る こ とを示 唆

した。 しか も、ゼ ブ ラフ ィ ッシ ュ の 眼 の発 生 過 程 で は 、 眼 の発 生 に伴 い 体外 へ 眼 が膨

らむ現 象 （eyeoutgrowth） が起 こ り、eyeoutgrowthに よっ て 上皮 細胞 に機 械 的 な刺 激 を

加 わ る こ とで 、角 膜 上 皮 細 胞 の六 角 形 パ ッキ ン グ が起 こ る可能 性 を示 唆 した。

以上 の よ うに、本論文 は、ゼブ ラフィ ッシュの眼の発生 にお いて、角膜上皮細胞 に

おい て六角形パ ッキングが起 こるこ とを初 めて明 らかに し、その制御 に機械受容 イオ

ンチ ャネル を介 したシグナルが 関与す る可能性 を示唆 した もので、学術上 、応用上貢

献す る ところが少 な くない。 よって審査委員一 同は、本論文 が博士 （バイオ サイエン

ス） の学位 論文 として価値 あるもの と認 めた。


