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研究成果の概要（和文）：トリセルラータイトジャンクション（tTJ）は、3つの上皮細胞の頂点が集まる3細胞
間結合において細胞間隙をシールすることにより上皮バリア機能寄与する細胞間結合である。tTJの構成分子と
して膜タンパク質トリセルリンとアンギュリンファミリーが知られていたが、これら分子のtTJ形成における役
割には不明な点が多い。本研究において、我々は、トリセルリンではなく、アンギュリン-1が3細胞間結合にお
ける細胞膜の密着に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Tricellular tight junctions (tTJs) are intercellular junctions that seal the
 intercellular space at tricellular contacts, where the vertices of three epithelial cells meet, and
 contribute to the epithelial barrier function. Tricellulin and angulin family of membrane proteins 
are known constituents of tTJs, but the roles of these proteins in tTJ formation remains elusive. In
 this study, we have demonstrated that  angulin-1, not tricellulin, is responsible for the plasma 
membrane contact at tricellular contacts.

研究分野：細胞生物学

キーワード： タイトジャンクション　トリセルラータイトジャンクション　３細胞結合　アンギュリン　トリセルリ
ン　上皮バリア機能
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研究成果の学術的意義や社会的意義
私たちの体の最も基本的は防御機能である上皮バリア機能がはたらくためには、上皮細胞同士の隙間における物
質の漏れを防ぐ必要がある。上皮の細胞間隙には、隣り合う２細胞間の隙間と、３つの上皮細胞の角に挟まれる
点状の３細胞間の隙間が存在する。前者をシールする細胞間結合タイトジャンクションについては多くの知見の
蓄積があるのに対して、後者を塞ぐ細胞間結合トリセルラータイトジャンクションの仕組みについては不明な点
が多かった。本研究はトリセルラータイトジャンクション形成の分子機構をこれまでになく詳細かつ明快に示し
たといえる。上皮バリア機能に関わる本研究は、医学分野への波及も期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 多様に分化した上皮に共通する本質的な役割は、体の内外や体内の区画を仕切るバリアとし
てはたらくことにより各区画に特有の液性環境を形成・維持することである。この上皮バリア機
能は生体防御、各器官の生理機能、恒常性維持に必須であり、破綻すれば様々な病態を引き起こ
すことから、その仕組みの解明は生物学上のきわめて重要な課題である。上皮がバリアとして機
能するためには上皮細胞同士の隙間における漏れを防ぐ必要があり、そのために脊椎動物の上
皮細胞は細胞間結合タイトジャンクション（TJ）によって隣り合う２細胞の隙間をジッパー状に
シールしている。一方、上皮の細胞間隙には、多角形の上皮細胞の頂点が３つ出会う「３細胞結
合」とよばれる領域が多数存在し、この領域もシールしなければ上皮は漏れてしまう。３細胞結
合を TJによって連続的に閉じることは原理的に不可能であるが、興味深いことに３細胞結合に
はトリセルラータイトジャンクション（tTJ）とよばれる特殊な形態の TJ 構造が存在しており、
これが 3細胞結合の細胞間隙バリアを担うと考えられてきた(図１）。 
 研究開始当時より、tTJの特異的構成分子として、トリセルリンと申請者らが見出したアンギ
ュリンファミリー（アンギュリン 1/LSR, アンギュリン 2/ILDR1, アンギュリン 3/ILDR2）の２
種類の膜タンパク質が知られていた（図２）。特に重要な知見として、（１）アンギュリンがトリ
セルリンを tTJに局在化させること （２）トリセルリン変異がヒト非症候性遺伝性難聴の原因
であり、遺伝子欠失マウスも難聴のみを示すことがあげられる。したがって、アンギュリンの機
能は、３細胞結合へのトリセルリンの局在化であるとの見方が大勢であった。ところが、アンギ
ュリンファミリータンパク質が、tTJへのトリセルリンの局在化に加え、細胞間隙バリアに関わ
る別の機能を有することを示す複数の傍証が申請者の研究グループで得られていた。全身の上
皮に発現するトリセルリンの遺伝子変異はヒトでは無症候群性難聴を引き起こすのみであり、
トリセルリン遺伝子欠失マウスも難聴以外に目立った表現型がないにもかかわらず、アンギュ
リン 1 欠失マウスは致死であることも、アンギュリンにトリセルリンの３細胞結合への局在化
以外の機能があることを暗示していた。 

 
２．研究の目的 
 トリセルリンの３細胞結合への局在化以外のアンギュリンの生理機能を明らかにして、先行
するトリセルリン研究の成果により過小評価されていたと思われる tTJ の役割を解明するとと
もに、tTJの分子基盤と細胞間隙バリアにおける作動メカニズム、上皮バリア機能における意義、
アンギュリンが３細胞結合に集積するメカニズムに関する新しい知見を得ることを研究の目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）上皮細胞としての形態、タイトジャンクションの発達度、上皮バリア機能を安定的に測定
できる培養上皮細胞であるMDCK II細胞を用いて、ゲノム編集によりアンギュリン 1欠失細胞、
およびトリセルリン欠失細胞を樹立して、上皮バリア機能をトレーサー流測定、経上皮電気抵抗
測定により評価するとともに、tTJの形態を凍結割断レプリカ法、超薄切片法で観察した。併行
して、アンギュリン 1が結合する細胞質タンパク質を同定し、組換えタンパク質を用いた結合実
験により相互作用の様式の解明を試みた。また MDCKII 細胞やマウスの上皮組織において、蛍
光免疫染色によって tTJの特徴的な形態の光学顕微鏡レベルによる可視化を試みた。 
（２）マウス由来上皮細胞 EpH4 細胞を用いてアンギュリン 1 欠失細胞を樹立し、この細胞に
アンギュリン 1 の様々な欠失変異体を戻し発現させてその局在を解析することにより、３細胞
結合への局在化に必要なドメインを明らかにして、その３細胞結合への集積メカニズムの解明
を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）tTJの特徴的な構造の光学顕微鏡による可視化 
 tTJは３細胞結合部位において、TJが存在する上皮細胞の細胞間接着の頂端側から基底側に長



く伸びる構造として観察されることが、過去の凍結割断レプリカ法による解析から知られてい
た。マウス腎臓の集合管上皮細胞や小腸上皮細胞の凍結切片における tTJ構成分子アンギュリン
1、トリセルリンの蛍光免疫染色から、実際にこれらの分子が３細胞結合部位で頂端側から基底
側に長く伸長している様子が可視化できた。さらに、３細胞結合部位では、クローディン、オク
ルディン、ZO-1といった TJ構成分子が tTJ構成分子と共局在して、頂端側から基底側に伸長し
ていた。したがって、tTJには TJ構成分子も含まれることが初めて示唆された。 
 
（２）アンギュリン１欠失MDCK II細胞におけるバリア機能の低下と tTJ形成不全 
 MDCK II 細胞からゲノム編集により樹立したアンギュリン１欠失細胞を詳しく観察したとこ
ろ、TJ 構成分子の３細胞結合における伸長が失われ、さらに上皮バリア機能の顕著な低下が見
られた。アンギュリン１欠失細胞に
アンギュリン１を戻し発現させる
と、トリセルリンや TJ構成分子の
３細胞結合における基底側への伸
長および上皮バリア機能は回復し
た。MDCK II細胞、アンギュリン１
欠失細胞の３細胞結合部分を、細胞
シートに水平な超薄切片を作製し
て電子顕微鏡観察したところ、
MDCK II 細胞では細胞間隙がほと
んど閉じていたのに対して、アンギ
ュリン１欠失細胞では明らかなギ
ャップが観察された（図３）。さら
に、凍結割断レプリカ法による電子顕微鏡観察では、アンギュリン１欠失細胞において、tTJの
セントラルシーリングエレメント構造が乖離しており、超薄切片法における観察を反映すると
考えられる tTJの異常な形態が観察された。 
 
（３）アンギュリン１のカルボキシル末端と ZO-1の結合 
 アンギュリン１欠失細胞にアンギュリン 1の C末端の PDZドメイン結合モチーフを欠失した
変異分子を戻し発現させると、３細胞結合の細胞間隙が閉じ、上皮バリア機能も回復した。とこ
ろが、この細胞では３細胞結合においてアンギュリン１変異分子は基底側に伸長するにもかか
わらず、TJ構成分子である ZO-1, クローディンの基底側への伸長は回復しなかった。このよう
な観察から、アンギュリン 1の C末端に TJの裏打ちタンパク質である ZO-1が結合することが
わかっていたが、組換えタンパク質による試験管内結合実験により、アンギュリンの C 末端に
は ZO-1の 3つの PDZドメインのうち PDZ2が結合することが明らかになった。ZO-1/ZO-2二重
欠失細胞ではアンギュリン 1は 3細胞結合に濃縮しないが、この細胞に ZO-1全長を戻したアン
ギュリン 1は 3細胞結合に濃縮し、かつ基底側に伸長し、ZO-1,クローディンも共局在した。と
ころが、ZO-1/ZO-2 二重欠失 MDCK II 細胞に PDZ2 ドメインを欠く ZO-1 変異分子を戻した場
合、アンギュリン 1はやはり 3細胞結合に濃縮して基底側に伸長したものの、ZO-1変異分子と
クローディンは基底側に伸長しなかった。さらに、アンギュリン 1欠失MDCK II細胞に、アン
ギュリン 1と ZO-1の PDZ1ドメインを人為的に結合させたキメラ分子を発現させると、この分
子とともにクローディンが３細胞結合において基底側に伸長した。したがって、クローディンが
tTJ においてアンギュリン 1 に沿って基底側に伸長するためには、ZO-1 の仲介が必要であるこ
とが示唆された。 
 
（４）アンギュリン１による３細胞結合の細胞膜密着形成におけるクローディン非依存性 
 ３細胞結合の膜密着形成は、MDCK II 細胞からゲノム編集技術により樹立したクローディン
欠失細胞でも損なわれず、この細胞からさらにアンギュリン 1を欠失させると失われた。クロー
ディン/JAM-A欠失細胞でも３細胞結合の膜密着形成は維持されていた。したがって、アンギュ
リン１は TJ 形成に必要なクローディンや JAM-A には依存することなく３細胞結合の膜密着を
形成する活性があることが明らかになった。 
 
（５）tTJ 形成と上皮バリア機能にお
けるトリセルリンの寄与 
 上記のアンギュリン 1による３細胞
結合における細胞膜密着形成が、アン
ギュリンによって３細胞結合にリク
ルートされるトリセルリンを介する
か否かを調べるために、MDCK II細胞
からゲノム編集にとりトリセルリン
欠失細胞を樹立した。トリセルリン欠
失細胞は上皮バリア機能に目立った
低下を認めず、超薄切片法による電子



顕微鏡観察において３細胞結合における細胞膜密着形成が見られた（図４）。３細胞結合部位の
凍結割断レプリカ法による解析では、セントラルシーリングエレメン度は形成されるが、これに
結合する短い TJ構造がほとんど失われてることが明らかとなった。 
 
（６）アンギュリン 1の３細胞結合への集積機構 

 アンギュリン 1 欠失 EpH4 細胞にアンギュリン 1 の様々な欠失変異体やスプライシングバリ
アントを戻してその局在を解析することによって、アンギュリン 1 の細胞膜直下の細胞質領域
に存在するシステインのクラスターが高度にパルミトイル化脂質修飾を受けること、この脂質
修飾および細胞外領域の両方がアンギュリン１の３細胞結合への集積に必要であることが明ら
かになった。 
 
 以上の結果より、アンギュリン 1 はクローディンやトリセルリンに依存することなく３細胞
結合の細胞膜密着形成と十分な上皮バリア機能に寄与することが初めて明らかになった。本研
究は、不明な点の多かった tTJの形成メカニズムを明らかにしたもので、医学的問題とも関連の
深い上皮バリアの分子機構に重要な知見を与える。 
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