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研究成果の概要： 

食道粘膜防御機構を解析する上で，種々の実験的操作を行うには不可欠である食道粘膜上皮様
重層扁平上皮初代培養細胞系を世界で初めて確立した．また粘膜透過性上昇には，酸以外に胆汁
酸が重要な役割をしていることを見出した． 

一方ヒト食道生検組織では，非びらん性食道炎患者の食道粘膜上皮基底層の細胞間間隙の開大
が認められ，この開大とタイト結合蛋白の発現との相関を明らかとすべく継続して解析を進めて
いる． 
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                               （金額単位：円） 
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2007 年度 2,200,000 0 2,200,000 
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年度  

  年度  

総 計 3,300,000 330,000 3,630,000 

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科学 

キーワード：逆流性食道炎，タイト結合，クローディン 

 
１．研究開始当初の背景 

食道内酸逆流によって起こる下部食道粘

膜のびらんもしくは潰瘍，あるいは胸やけ・

呑酸の定型的自覚症状のあるものと定義さ

れる“胃食道逆流症”は定義上ひとつにま

とめられているが，粘膜障害の発生機序，症

状の発生機序は複雑であり，ひとつの原因で

説明をつけることは困難である．胃食道逆流

症（ＧＥＲＤ）には内視鏡で食道炎がないに

もかかわらず症状がある“非びらん性胃食

道逆流症”，内視鏡的にびらんなどの粘膜障

害が認められる“逆流性食道炎”，食道の円

柱上皮化成をきたした“バレット食道”の

三つのタイプの疾患が含まれる．非びらん性

胃食道逆流症は逆流性食道炎の軽症型，バレ

ット食道は，逆流性食道炎の重症型であると

の概念が主流であったが，最近の研究から三

つの疾患は食道内への酸逆流がその原因で

はあるものの，その基本的な病態が異なって

おりお互いの移行がむしろ少ないのではな

いかとの新しい考えが提唱され注目されて

いる． 

この病態に関与する攻撃因子として酸，胆

汁酸があげられ，防御機構としては，粘膜バ

リア機能，消化管運動，酸感受性があげられ

るが，多要因が複雑に絡みあっていると思わ

れ，未だ病態は十分に解明されていない．一

方でこのような症状，あるいは内視鏡所見を
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認める患者さんは日本人の１０%以上にも及

び，近年増加傾向にあり，良性疾患ではある

ものの生活の質が極めて悪い病態であると

報告されている． 

本研究は，食道粘膜の防御機構である細胞

間接着装置のバリア機能を明らかにすると

共に胃食道逆流症のそれぞれの病態あるい

は機能性ディスペプシアとの重複病態を明

らかとし，食道粘膜バリア機能からみたあら

たな病態分類を試みることが目的である． 

タイト結合蛋白が発見される以前に Tobey

らは逆流性食道炎の食道粘膜で上皮細胞間

隙の拡大を電子顕微鏡レベルで確認してお

り，粘膜表面において粘膜バリアの破綻が想

定される．近年オクルーディン，ＪＡＭ，ク

ローディンといった新たな細胞表面に発現

するタイト結合蛋白が発見されて注目され

ている．申請者はこれまでに，胃粘膜上皮や

大腸粘膜上皮のタイト結合蛋白の解析を行

ってきており，それぞれの臓器で異なった様

相を呈している．すなわち申請者は大腸粘膜

上皮では siRNA を使用した検討からクローデ

ィン－４がバリア機能に重要であることを

報告し，胃粘膜上皮ではＪＡＭ－Ａがバリア

機能を担う分子として重要であることを報

告している．一方食道のタイト結合蛋白に関

する報告はこれまでほとんどなく，依然明ら

かとなっていない．またクローディンは１か

ら２４まで２４種類が報告されているが，そ

れぞれ臓器特異的な発現パターンを呈し，そ

れぞれの臓器における透過性，バリア機能が

制御されていると考えられる．これらのこと

から食道における生体側のバリア機能とし

ての細胞間接着装置，特にタイト結合の機能

を解析することは非常に重要であり，またこ

の機能の破綻，あるいはこの機能の改善が，

病態にどのようにかかわっているかを検討

することは非常に重要であると考え今回の

研究を発想するに至った． 

 
２．研究の目的 

本研究では，細胞間接合装置からみた胃食
道逆流症の病態解明のために，食道粘膜にお
ける細胞間接着装置の発現と機能を解析する
ことを目的とした．ヒト食道生検組織と種々
の培養細胞系で食道粘膜上皮細胞に発現する
タイト結合蛋白，アドヘレンス結合蛋白，ギ
ャップ結合蛋白を蛍光免疫染色，Western 
blotting で明らかとし，遺伝子レベルでの発
現を定量的に real time PCR で検討すること
とした．発現するクローディンが明らかとな
ったところで，それぞれの蛋白機能がどのよ
うに絡み合って食道粘膜のバリア機能を形成
しているかをそれぞれのタイト結合蛋白のノ

ックダウンによりその機能解析を行いたい．
また電子顕微鏡レベルで食道扁平上皮の微細
構造の解析も加えたい．ヒト組織での実験的
検討は困難であるため培養細胞系では，攻撃
因子と考えられる酸や胆汁酸の刺激を行うこ
とでこれら細胞間接着装置に変化がみられる
かどうか，タイト結合蛋白の発現や局在に変
化がみられるかを検討する． 
 
３．研究の方法 
(1) 食道粘膜様上皮細胞を用いてタイト結合
蛋白クローディン，オクルーディン，ＪＡＭ
－A，アドヘレンス結合蛋白（カドヘリン，ネ
クチン，アファジン），ギャップ結合蛋白（コ
ネキシン）の発現を蛍光免疫染色と Western 
blotting で確認する．クローディンに関して
は特異抗体の購入可能なクローディン（１，
２，３，４，５，７，８，１０，１２，１５，
１８）（Invitrogen）に対して蛍光免疫染色を
行う．タイト結合やアドヘレンス結合の裏打
ち蛋白であるＺＯ－１、ＺＯ－２，ＺＯ－３，
カテニン（α，β，γ）に対する蛍光免疫染
色も行う．また Western blotting でも蛋白発
現を検討する．また mRNA レベルは real time 
PCR で定量的に検討する． 
 
(2) 光学顕微鏡レベルでの局在の検討には，
細胞を２重あるいは３重染色し，蛍光顕微鏡，
共焦点レーザー顕微鏡でそれぞれの蛋白の細
胞膜と細胞質の局在を検討する． 
 
(3) 電子顕微鏡で細胞間接着装置（タイト結
合，アドヘレンス結合，ギャップ結合）の有
無の観察を行う．蛍光免疫染色で細胞間細胞
膜に局在することが明らかとなったタイト結
合，アドヘレンス結合，ギャップ結合蛋白の
細胞間での局在をさらに詳細に検討したい． 
これら食道粘膜上皮細胞株でのバリア機能を
生理的に測定するために粘膜透過性を検討す
る目的で電気抵抗値測定と蛍光色素トレーサ
（ＦＳＡ）の透過性測定を行う． 
 
(4) 食道粘膜様上皮細胞を使用し，食道粘膜
の攻撃因子と考えられる酸（pH2，pH3，pH4）
や胆汁酸；タウロコール酸ナトリウム，グリ
ココール酸，タウロデオキシコール酸，デオ
キシコール酸（0.1～10mM）を投与し，これら
蛋白の発現変化，局在変化，粘膜透過性の変
化を上記と同様の方法で検討する． 
それぞれのタイト結合蛋白（クローディン，

オクルーディン，ＪＡＭ－Ａ，ＺＯ－１）の
発現を制御し，この制御下での電気抵抗の変
化，透過性変化を検討することでそれぞれの
ギャップ結合蛋白の発現変化，電気抵抗の変
化，蛍光色素（ＦＳＡ）の透過性変化を検討
する． 
 



４．研究成果 
(1) 本研究では，まず食道粘膜上皮細胞株で
のタイト結合蛋白の発現を蛍光免疫組織染色，
Western blotting，real time PCR で確認を
した．TE-1 細胞に，Western blotting ではク
ローディン－１，－３，－４，－７, オクル
ーディン, ＪＡＭ－Ａ, ＺＯ－１, ＺＯ－２
の発現を，蛍光免疫染色では，クローディン
－４，－７，オクルーディン，ＺＯ－１，Ｚ
Ｏ－２の発現を確認した．また mRNA の発現は
real time PCR で，クローディン－１，－２，
－３，－４，－６，－７, －９，－１１，－
１２，－１４，－１５，－２０，－２２の発
現を確認した．pH4 刺激により Western 
blottingの検討でクローディン－７, ＪＡＭ
－Ａの発現は一過性に低下した．また pH4 刺
激によりクローディン－１の発現増強がみら
れた．一方，pH2 刺激では，これらタイト結
合蛋白の変化はみられなかった． 
ＴＥ-1細胞を使用して透過性試験としてＦ

ＳＡの透過性や電気抵抗値の測定を試みたが，
十分な電気抵抗値，上皮による透過性の制御
を得るには至らなかった． 
 
(2) 扁平上皮の特性としてシート状に細胞の
増殖が得られにくい可能性があり，次に本研
究では，ＡＬＩ（air liquid interface）の
手法を用いて初代培養系細胞で透過性を十分
に制御する細胞シートの作成を試みた．この
検討から食道粘膜上皮様重層扁平上皮初代培
養細胞系を世界で初めて確立し，この細胞系
のタイト結合発現様式（クローディン－１，
－４，－７，ＪＡＭ－Ａ，オクルーディン），
サイトケラチン発現様式（サイトケラチン４，
１３）が，生検により得られたヒト食道粘膜
上皮の発現と全く同様であることを確認した．
また mRNA レベルでは，クローディン－１，－
２，－３，－４，－７の発現を確認した． 
 
(3) この細胞系に酸刺激を行うと pH3 刺激で
は，蛍光色素による細胞間透過性上昇は見ら
れなかったが，pH2 刺激では，透過性が上昇
した．また興味深いことに胆汁酸（タウロコ
ール酸，デオキシコール酸）刺激と pH3 刺激
を同時に行うと細胞透過性は上昇し，この透
過性上昇には，クローディンの発現局在変化
が関与していることを明らかとした．これは
ヒトの逆流性食道炎において酸以外に胆汁が
重要であることを示している． 
 
(4) また電子顕微鏡下での細胞間接着装置の
観察では，デスモゾームの発現は，ヒト組織
と同様に明らかであるが，タイト結合につい
ては，以前から議論のあるところであり，今
後免疫電顕での確認が必要である． 
 
(5) ヒト食道生検組織では，非びらん性食道

炎患者の細胞間間隙の開大は明らかであり，
この開大が症状発現に関与していると考えら
れた．一方この開大は，食道粘膜上皮の基底
層にみられ有棘層，顆粒層ではみられないこ
とが明らかとなった．タイト結合蛋白の発現
局在も顆粒層にみられるタイト結合蛋白が透
過性には重要であると考えられ，基底層優位
に発現するタイト結合蛋白発現と細胞間間隙
開大との相関についての検討は現在も継続し
て検討を行っている． 
またクローディンは２４種類も存在するこ

とからそれぞれのクローディンの恒常発現細
胞を樹立し，それぞれのクローディンの機能
解析を継続して検討している． 
本研究では，食道粘膜上皮防御機構を解析

する上で非常に有用と思われる食道粘膜上皮
様重層扁平上皮初代培養細胞系を世界で始め
て確立した．今後この培養系を使用すること
で種々の防御機構の制御を検討することが可
能であると思われる． 
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