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研究成果の概要（和文）： マウス大腸癌由来のCMT93-I細胞とCMT93-II細胞の比較解析の結果、

細胞間透過性が claudin-2 の発現で亢進することがわかった。これは、タイト結合の機能が発

現する claudin の組み合わせに依存することを示している。また、claudin-1 の細胞外第一ル

ープで保存された 54 番目と 64 番目のシステイン残基は、タイト結合ストランドの形成に必須

であることがわかった。54 番目のシステイン残基をアラニンに置換した変異体の発現は細胞間

電気抵抗を増加させることがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）： We found by comparative analysis of mouse rectum CMT93-I and -II 
cells that expression of claudin-2 caused increase of paracellular permeability. This 
suggests that tight junction function may depend on combination of claudin species 
expressed in the cells. We found that two cysteine residues (54C, 64C) conserved in the 
first extracellular loop of claudin-1 were necessary for the formation of tight junction 
strands and that replacement of 54C to alanine caused increase of transepithelial 
electrical resistance.  
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１．研究開始当初の背景 

タイト結合(TJ)を形成する膜蛋白 claudin

は、少なくとも 27 種からなるファミリーを

形成している。claudin は、N末端と C 末端

を細胞質側に向けて細胞膜を４回貫通し、２

つの細胞外ループ(ECL1, ECL2)と 1 つの細胞

内ループを持っている。一般的に、各組織の

上皮細胞には複数の claudin が発現しており、

それらの claudin の組み合わせと比率により、

その組織の TJ の形態と機能が決定されると

考えられている。さらに ECL1 と ECL2 が TJ

の形態と機能の制御に関与しているとされ

ているが、詳細は未だ明らかでない。 
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２．研究の目的 

（１）claudin-1 の ECL1 に変異を導入し、そ

れらの変異体を TJ を形成する MDCK II 細胞

および TJ を形成しない HEK 細胞で発現し、

TJ の形態と機能の変化を調べて ECL1 の機能

を調べる。 

（２）CMT93-II 細胞の内因性 claudin の発現

を変化させて細胞間透過性の変化を調べる

ことで、発現する claudin の組み合わせによ

る細胞間透過性制御機構を調べる。 

 

３．研究の方法 

（１）claudin family には ECL1 に W-GLW-C-C 

motif という保存されたアミノ酸がある。マ

ウスの claudin-1 の 54 番目と 64 番目のシス

テインの一方または両方をアラニンに置換

したものを C54A, C64A, C54&64A とする。こ

れらの変異体の N末端に EGFP を付与し、タ

イト結合を形成しない HEK 細胞で発現して、

タイト結合の形態をフリーズフラクチャー

法で調べる。また、タイト結合を形成する

MDCK II 細胞で発現して、細胞間透過性を TER

と 4 kDa FITC-dextran の flux で調べる。 

（２）CMT93-I と-II 細胞は、claudin-4, -6, 

-7, -12 を発現している。CMT93-II 細胞はさ

らに claudin-2 を発現し、その細胞間電気抵

抗(TER)は CMT93-I 細胞の約 1/7 であった。

protein kinase C の阻害剤で CMT93-II 細胞

の claudin-2 の発現を抑制し、細胞間透過性

の変化を TER により調べて、CMT93-I 細胞と

比較する。 

 

４．研究成果 

（１）claudin-1 の ECL1 変異体、EGFP-C54A, 

EGFP-C64A, EGFP-C54&64A によるタイト結合

の形態と機能の解析 

 

①タイト結合を形成しない HEK細胞でのタイ

ト結合の形態の解析：EGFP-C54A, EGFP-C64A, 

EGFP-C54&64Aを発現するHEK細胞をタイト結

合の裏打ち蛋白 ZO-1で蛍光免疫染色した（図

１）。3種の変異体は ZO-1 と共存し、細胞膜

に局在した。これらの細胞をフリーズフラク

チャー法により観察したが、タイト結合のス

トランドは認められなかった（データ省略）。

この結果から、claudin-1 の ECL1 のシステイ

ン残基は、タイト結合の形態形成に必須であ

るが、細胞膜への局在に対しては影響しない

ことがわかった。 

 

図１ EGFP-C54A, EGFP-C64A, EGFP-C54&64A

を発現する HEK 細胞の ZO-1 による免疫染色 

 
 

②タイト結合を形成する MDCK II 細胞でのタ

イト結合の機能の解析：EGFP-C54A, 

EGFP-C64A, EGFP-C54&64A を MDCK II 細胞で

発現すると、EGFP-C54A, EGFP-C64A は側面膜

に局在し、タイト結合領域には局在しなかっ

た。EGFP-C54&64A は、タイト結合領域には局

在し、ZO-1 と共存した（図２）。 

 

図２ EGFP-C54A, EGFP-C64A, EGFP-C54&64A

を発現する MDCK II 細胞の ZO-1 による免疫

染色 

 

今回用いた発現系では、培地からドキシサイ

クリン (Dox) を除去することで発現が誘導

される。EGFP-C54A の発現で細胞間電気抵抗 

(TER) が上昇したが、 EGFP-C64A または

EGFP-C54&64A の発現では変化がなかった(図

３)。イムノブロットによる解析で、内因性

の claudin-1, -2, -3, -4, -7 の発現量に大

きな変化はなかった（データ省略）。 

 

図３ GFP-C54A, EGFP-C64A, EGFP-C54&64A

を発現する MDCK II 細胞の TER 



 

 

 
 

4 kDa FITC-dextran の flux は、GFP-C54A, 

EGFP-C64A, EGFP-C54&64A の発現で変化がな

かった（図４）。 

 

図 4 GFP-C54A, EGFP-C64A, EGFP-C54&64A

を発現する MDCK II 細胞の 4 kDa FITC- 

dextran の flux 

 
 

これらの結果から、claudin-1 の細胞外第一

ループで保存されたシステインは、タイト結

合ストランドの形成に必須であるが、細胞膜

には輸送には関与しないことがわかった。こ

れらの変異体の発現で細胞間透過性に基本

的に変化はなかったが、GFP-C54A の発現での

み TER が顕著に増加した。TER 上昇のメカニ

ズムは不明だが、少なくとも MDCK II 細胞の

内因性の claudin の発現の変化によるもので

はないことはイムノブロットで確認してい

る。 

 

（２）CMT93-II 細胞の claudin-2 発現抑制に

よる細胞間透過性の解析 

 

マウス大腸癌由来のCMT93-I細胞とCMT93-II

細胞は claudin-4, -6, -7, -12 を発現する。

CMT93-II 細胞はさらに claudin-2 を発現し、

TER は CMT93-I 細胞の約 1/7 であった。この

ことから、claudin-2 の発現が TER の減少に

関与することが考えられた。CMT93-II 細胞を

PKC の阻害剤である Go6850 で阻害すると、

claudin-2の発現が抑制され、claudin-4, -6, 

-7 の発現は変化しなかった（図５）。 

 

図５ Go6850 による CMT93-II 細胞の 

claudin-2 の発現抑制 

 
 

CMT93-II細胞に0, 20, 50, 100 μMのGo6850

を投与し、48 時間まで経時的に TER を測定し

た（図６）。その結果、Go6850 の濃度依存的

に TER が上昇した。 

 

図６ PKC阻害剤Go6850によるTERの経時変

化 

 
 

これらの結果から、CMT93-II 細胞の細胞間透

過性の亢進は claudin-2の発現によることが

わかった。CMT93-I 細胞と CMT93-II 細胞の比

較解析の結果と考え合わせると、タイト結合

の機能が発現する claudin の組み合わせに依

存することが示唆される。 
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