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研究成果の概要（和文）：タイトジャンクション（TJ)の形成機構について、上皮細胞株MDCK細胞から５つのク
ローディン遺伝子を欠損させて樹立したTJ欠失上皮細胞にクローディンを再発現させて解析した。その結果、ク
ローディンのサブタイプには単独でTJを形成できるものと形成できないものがあること、ポア形成型が形成する
荷電選択的チャネルはそのサブタイプ単独で形成され、他のサブタイプの関与を必要としないこと、TJ形成の位
置決めには裏打ちタンパク質であるZO-1を必要としないことを明らかにした。さらに、TJの膜タンパク質クロー
ディンとJAM-Aが、上皮細胞間接着複合体の恒常性に協奏的に寄与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of tight junction (TJ) formation was analyzed by re-expressing
 claudin in TJ-deficient epithelial cells, which were established by deleting five claudin genes 
from the epithelial cell line MDCK cells. The results revealed that many claudin subtypes can form 
TJs by themselves, while some cannot; that the charge-selective channels formed by the pore-forming 
claudin subtypes are formed by the subtype alone and do not require the involvement of other 
subtypes; and that ZO-1, a scaffold protein interacting with claudins, is not required for 
positioning of TJ formation. Furthermore, we found that the TJ membrane proteins claudin and JAM-A 
cooperatively contribute to the homeostasis of the epithelial cell-cell adhesion complex.

研究分野：細胞生物学

キーワード： 上皮細胞　タイトジャンクション　クローディン　上皮バリア機能　細胞間接着

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タイトジャンクションが形成する細胞間隙の水溶性分子に対する透過バリアは、腸管バリア、皮膚バリア、血液
脳関門といった私達の生存に必須な生体内バリアを形作っている。したがって、タイトジャンクションの形成機
構について新しい知見を得た本研究は、きわめて基礎的であるが、基礎医学的に重要であるばかりでなく、タイ
トジャンクション形成の人為的コントロールにより医学応用を目指す研究にも重要な示唆を与える。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 上皮は様々な器官を形成して多様な機能を担いつつ、各上皮に共通する本質的な役割として
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維
持している。この上皮のバリア機能は、各器官の生理機能、恒常性維持、生体防御を支えており、
その形成・制御機構の理解は生物学・医学の重要な課題の一つである。上皮が十分なバリア機能
を発揮するためには、上皮細胞同士の隙間から物質が自由に漏れることを防ぐ必要がある。そこ
で、脊椎動物の上皮細胞はタイトジャンクション（TJ）とよばれる細胞間結合によって隣り合う
細胞の膜を密着させ、細胞の隙間を塞ぐ透過バリアを構築している。 
 TJ は、電子顕微鏡で同定されて以来、細胞生物学と生理学の分野で研究が進められ、特に、
機能単位を構成する接着分子クローディンファミリーの同定により研究が大きく発展した。そ
の結果、個体における TJ の意義や関連する病態がクローディンの機能や動態から解釈されつつ
ある。一方で、TJ が長らく形態学者の興味を惹いてきた理由の一つは、クローディンが作る機
能単位がさらに高次なレベルで組織化され、機能的な細胞構造として組み上げられていること
が、よりマクロな形態として見て取れることにある。細胞の構成分子の多くが明らかにされた現
在、分子群が集積した結果機能的な形態をもつ構造が作られるメカニズムを理解することが細
胞生物学における重要な課題となっているが、TJ に関してそのような知見はまだ断片的である。
TJ の形態形成に関して特に興味が持たれるのは、TJ が上皮細胞間接着複合体において、細胞接
着面の最も頂端側に細いベルトとして形成されること、また、細胞のタイプにより TJ の機能単
位である TJ ストランドの形状や数が大きくことなることである。しかし、このような TJ の形成
の形成メカニズムは不明である。 
  
２．研究の目的 
 
 本研究では、TJ がどのような仕組みによって組織化され、機能的な形態を構築できるのかを
解明することを目的とした。具体的に着目したポイントは以下の通りである。 
（１）TJ がベルトとして局所的に形成される仕組み 
 TJ の機能単位は、接着分子クローディンが隣り合う細胞の膜を密着させつつ紐状に重合した
TJ ストランドとよばれる構造である。この TJ ストランドがネットワークを形成し、一定幅のベ
ルトとして細胞側膜の頂端で細胞を取り囲むことにより、はじめて TJ は細胞間隙の透過バリア
として機能できる。このような TJ のマクロな構築には、TJ に隣接する細胞間結合であるアドレ
へレンスジャンクション(AJ)や細胞極性といった上皮細胞の本質が密接に関連すると考えられ
ており、実際にクローディンに結合する裏打ちタンパク質が必須であることが知られているが、
TJ 形成の位置決めのメカニズムの詳細についてはいまだ不明な点が多い。 
（２）TJ ストランドのパターンや数を規定する仕組み 
 細胞間隙の透過バリアとしての TJ の特性は各上皮の生理機能に応じて多様である。TJ の機能
特性の多様性を規定するもう一つの重要な要因は、細胞種ごとの TJ ストランドの数の違いであ
る。TJ ストランドのパターンも関係する可能性がある。一般に TJ ストランドの数が多ければバ
リアのはたらきも格段に強くなるはずであるが、各細胞が TJ ストランドの数やパターンを規定
するメカニズムには不明な点が多い。 
（３）TJ を含む上皮細胞間接着複合体の連続性 
 我々は、イヌ腎臓に由来する典型的な培養上皮細胞である MDCKⅡ細胞からゲノム編集技術に
よりクローディン 1,2,3,4,7 の遺伝子を欠損させることで TJ を欠失した上皮細胞である
Claudin quinKO細胞（挑戦的研究（萌芽）16K15226の成果により樹立）を樹立した。この細胞
から TJ の膜タンパク質 JAM-Aをさらに欠失させたところ（Claudin／JAM−A 欠失細胞）、本来、
上皮細胞では細胞周囲を連続的に取りまく ZO-1の細胞間接着複合体における局在（CJ 細胞の場
合、アドへレンスジャンクション）が部分的に不連続になることを見出していた（Otani et al. 
2019)。アドへレンスジャンクションは TJ 形成の前提となる細胞間結合であり、Claudin／JAM−
A 欠失細胞の細胞間接着の不連続性のメカニズムを解明することはベルト状の TJ の形態の形成
メカニズムの理解につながる。 
 
３．研究の方法 
 
 Claudin quinKO細胞（挑戦的研究（萌芽）16K15226の成果により樹立）に、クローディン 1, 
2, 3, 4, 7, 10a, 10b, およびカルボキシル末端の ZO−１結合ドメインを欠失させて FLAGタグ
を結合させたクローディン 3 をそれぞれ安定的に再発現させた細胞を樹立した。これらの細胞
における各クローディンサブタイプの発現は蛍光抗体法により確認した。TJ の形態は、これら
細胞をトランスウェルフィルター上に最密の状態で培養し、固定後に凍結割断レプリカ法によ



 

 

り透過型電子顕微鏡で観察した。 
 クローディンを再発現させて TJ を再構成させた Claudin quinKO 細胞の上皮バリア機能は以
下の方法で解析した。細胞をトランスウェルフィルター上に培養して、５日後に経上皮電気抵抗
を測定した。さらにフルオレセイン含む培地をトランスウェルの上側チャンバーに加えて、下側
チャンバーへの透過を蛍光プレートリーダーで計測し、傍細胞経路における流量を算出した。ま
た、ポア型クローディンのイオン透過における電荷選択性は、トランスウェルに培養した細胞を
フィルターごと切り出して、Ussing Chamberによって解析した（共同研究）。 
 Claudin／JAM−A 欠失細胞における細胞間接着複合体の不連続性のメカニズムを知るために、
Claudin／JAM−A 欠失細胞とコントロールの MDCKⅡ細胞に、GFPを結合させた ZO-1を外来的に安
定発現させた細胞を取得して、カバーグラス上に培養し、タイムラプス蛍光イメージングを行っ
た。さらに、Claudin／JAM−A 欠失細胞から、TJ のもう一つの膜タンパク質である CARを欠失さ
せた細胞を樹立して、ZO-1の分布を観察した。さらに、MDCKⅡ細胞、Claudins／JAM−A 欠失細胞、
Claudins／JAM−A/CAR 欠失細胞に、Ñ 末端に HA−tag， C 末端に FLAG-tagを結合した ZO-1を導
入し、これを安定的に発現する細胞を取得して、HA-tagと FLAG-tagの蛍光抗体法による染色と
STED 超解像顕微鏡による観察により細胞膜直下の ZO-1分子の配向を観察した。 
 
４．研究成果 
 
（１） Claudin quinKO細胞を用いて再構築した単独クローディンで形成される TJ の機能解析 
 Claudin quinKO細胞は、イヌ腎臓由来 MDCKⅡ細胞から、内在的に発現するクローディン 1, 2, 
3, 4, 7の遺伝子を欠損させることにより樹立された TJ欠失上皮細胞株である。Claudin quinKO
細胞に、これらクローディンを単独で戻し発現させて蛍光抗体法により確認したところ、いずれ
のクローディンも単独で細胞間接着部位に濃縮した（図 1A）。これら細胞を凍結割断レプリカ法
により電子顕微鏡観察したところ、全ての細胞で TJ に特徴的な構造である TJ ストランドが形
成されていることが明らかになった（図 1B）。それぞれの細胞の上皮のバリア機能と透過性を評
価するために、経上皮電気抵抗(TER)を測定したところ、クローディン 2発現細胞を除き、十分
な電気抵抗の上昇が見られた（図 1C）。次に分子量 332のフルオレセインをトレーサーとして傍
細胞流量を測定したところ、クローディン 2 発現細胞も含めて全てのクローディン発現細胞で
フルオレセインの透過が顕著に低下した（図 1D）。以上のデータは、Claudin quinKO細胞の樹立
時に MDCKⅡ細胞において欠損させた 5つのクローディンの全てが単独でTJを形成できることを
示しており、Claudin quinKO細胞における個々のクローディンサブタイプによる TJ の再構成の
実験系が有効であることを示す。興味深いことに、凍結割断レプリカ法で観察される TJ ストラ
ンドの形状はクローディンのサブタイプごとに異なり、クローディン 3 は曲率が高い曲線を描Cell Structure and Function

generates ion-selective channels by themselves, we established

claudin quinKO cells stably expressing mouse claudin-2, -10b, -15

(cation selective) or -10a (anion selective) (Fig. 7A). Immuno-

fluorescence staining revealed that all of these claudins were

localized at cell–cell contacts and well overlapped with occludin

in addition to localization at intracellular vesicles (Fig. 7B). TER

measurements revealed that the claudin quinKO cells expressing

each of claudin-2, -10b, -15 or -10a showed low TER similar to

that of claudin quinKO cells (Fig. 8A). On the other hand,

paracellular fluorescein flux of the claudin quinKO cells express-

ing each of these pore-forming claudin subtypes showed highly

reduced paracellular flux compared with claudin quinKO cells

(Fig. 8B). These results suggest that the claudin quinKO cells

expressing each of mouse claudin-2, -10b, -15 or -10a reconsti-

tuted continuous TJs with paracellular channel properties.

To investigate their channel properties in more detail, we

measured electrophysiological parameters, including trans-

epithelial conductance and dilution potential, of the claudin

quinKO cells expressing claudin-2, -10b, -15, or -10a in Ussing

chambers (Fig. 9). Cells containing TJs with an ion channel

property were expected to show not only moderately reduced

transepithelial conductance compared to claudin quinKO cells,

but also remarkably increased dilution potential. In our dilution

potential experiment, the potential difference was measured

upon diluting the apical side of the cell layer with a solution

containing half the concentration of NaCl (75 mM) compared to

the basolateral side (150 mM). Thus, TJs containing cation-

selective channels or anion-selective channels should have

shown a negative or positive dilution potential, respectively. As

shown in Fig. 9A, transepithelial conductance decreased in all

the claudin quinKO cells expressing claudin-2, -10b, -15, or -10a

compared to claudin quinKO cells. Furthermore, a negative

dilution potential was observed in the cells expressing claudin-2,

-10b or -15, while a positive dilution potential was observed in the

cells expressing claudin-10a (Fig. 9B). These results suggest that

TJs formed with claudin-2, claudin-10b or claudin-15 have a

paracellular cation channel property, while those formed with

claudin-10a have a paracellular anion channel property. To

analyze the channel properties in more detail, ion selectivity

(PNa/PCl) was calculated from the dilution potential using the

Fig. 5 Freeze-fracture replica images of claudin quinKO cells and

claudin quinKO cell clones expressing exogenous dog claudin-1, -2,

-3, -4, -7, -12, or -16

(A, B) Continuous belts of TJ strands were observed at the most

apical region of the lateral membrane in claudin quinKO cell clones

expressing exogenous dog claudin-1, -2, -3, -4, and -7, but not in

claudin quinKO cells (A) and those expressing exogenous dog

claudin-12 and -16. (B) Stepping stone-like structures were often

observed along the most apical part of the lateral membrane in the

claudin-16-expressing cells, (B, arrowheads). All images are placed

with microvilli on top. Scale bars: 500 nm.
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Goldman-Hodgkin-Katz equation. Comparing the diffusion

coefficient (molar ionic conductivity) of Na+ and Cl– in solution,

Na+ mobility is 50.11 Scm2eq–1and Cl– mobility is 75.23 Scm2eq–1

(Marlon and Lando, 1974). Thus, the ratio of PNa/PCl through a

simple pore without charge selectivity is 0.66, and TJs containing

cation-selective pores or anion-selective pores show PNa/

PCl>0.66 or PNa/PCl<0.66, respectively. Based on this criterion,

claudin-2, -10b and -15-expressing cells showed cation selectivity

(PNa/PCl>0.66) (Fig. 9C), while claudin-10a-expressing cells

showed anion selectivity (PNa/PCl<0.66) (Fig. 9C, D), consistent

with previous reports (Tamura et al., 2011; Yu et al., 2009; van

Itallie et al., 2006). Claudin quinKO cells have a PNa/PCl of about 1

(Fig. 9C, D), meaning these cells basically show no

permselectivity for cations or anions, which could be due to the

large pore size of JAM-A-mediated cell–cell contacts lacking

claudin-based TJs (Otani et al., 2019). Claudin-2-expressing cells

showed larger PNa/PCl than claudin-15-expressing cells revealed

by the significant difference in the dilution potential between

them (Fig. 9C). These results demonstrate that the expression of

only a single claudin subtype is sufficient to reconstitute a

charge-selective paracellular ion channel at TJs.

Discussion

Characterization of claudin quinKO cells
In this study, we used claudin quinKO cells as TJ-competent

epithelial cells to reconstitute TJs of individual claudin subtypes.

We have reported recently that exogenous mouse claudin-3

Fig. 6 Epithelial barrier function of claudin quinKO cells expressing exogenous dog claudin subtypes

(A) TER measurements of claudin quinKO cells, claudin quinKO cell clones with an empty expression vector (Cont), and claudin quinKO cell

clones expressing exogenous dog claudin-1, -2, -3, -4 or -7. (B) The paracellular flux of fluorescein in claudin quinKO cells, claudin quinKO cell

clones with an empty expression vector (Cont), and claudin quinKO cell clones expressing exogenous dog claudin-1, -2, -3, -4 or -7. (C) TER

measurements of claudin quinKO cells, and claudin quinKO cell clones expressing exogenous dog claudin-3, -12, or -16. (D) The paracellular flux

of fluorescein in claudin quinKO cells, and claudin quinKO cell clones expressing exogenous dog claudin-3, -12, or -16. (A–D) Data are shown as

mean ± standard deviation (SD) (n = 3). Data from claudin quinKO cells were compared with data from other clones by Dunnett’s test. **:

P<0.01, ns: not significant.

Reconstituing tight junctions in epithelial cells
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図１. (A) Claudin quinKO細胞にイヌクローディン1, 2, 3, 4, 7（dCldn)をそれぞれ安定的に発現させた細胞における各クローディンとオクルディンの蛍光
抗体法による二重染色像.  スケールバー：10 µm （B) Claudin quinKO細胞および(A)の各クローディンを発現する細胞の凍結割断レプリカ法による
TJの電子顕微鏡像.スケールバー：500 nm. （C) Claudin quinKO細胞および(A)の各クローディンを発現する細胞の経上皮電気抵抗（TER). （D) 
Claudin quinKO細胞および(A)の各クローディンを発現する細胞のフルオレセインの傍細胞流量



 

 

くが、クローディン 4, 7 は直線状であり、クローディンのサブタイプが TJ の形態に影響する
ことが示唆された（図 1B）。 
 この実験系を用いて、ポア形成型クローディンすなわち TJ に電解質が透過するチャネルを形
成するクローディンのサブタイプとし
て知られるクローディン 2, 10a, 10b, 
15 をそれぞれ単独で発現する細胞を樹
立したところ、いずれの細胞もフルオレ
セインの傍細胞流量は減少したが、TER
は低値であった。次に拡散電位を測定し
て TJ における荷電選択性を解析した結
果、クローディン 2, 10b, 15発現細胞
は陽イオン選択的、クローディン 10aは
陰イオン選択的であり、先行研究の知見
と一致した。これらの結果から、これら
のポア形成型クローディンが、他のクロ
ーディンとの相互作用を必要とせず、そ
れぞれ単独で荷電選択的なチャネルを
形成することができることが初めて示
された。一方、Claudin quinKO細胞には
相当量のクローディン 12, 16が発現し
ているが、これらクローディンは
Claudin quinKO細胞に強制発現させても TJ を形成できなかったことから、上皮細胞において単
独で TJ を形成できないクローディンがあることが示された（図 2)。 
 
（２）TJ 形成の位置決めにおけるクローディンと ZO-1の相互作用の意義 
 Claudin quinKO細胞はクローディンの機能解析にも使用できる。クローディン 3およびその
C 末端の ZO-1結合ドメインを欠失させた変異体を Claudin quinKO細胞に発現させて、TJ 形成
および上皮バリア機能を解析した。その結果、ZO−1 結合ドメインを欠くクローディンも細胞間
接着の最も頂端側に TJ を形成できることがわかった（図 3)。従来、クローディンによる TJ 形
成の位置は裏打ちタンパク
質 ZO-1 が決定し、ZO-1 と相
互作用するクローディンが
その位置にリクルートされ
ると考えられてきたが、この
通説にはあてはまらない機
構が存在することが示唆さ
れた。 
 一方、C 末端の ZO-1結合ド

メインを欠失させたクロー

ディン 3 変異体が Claudin 

quinKO細胞に形成するTJは、

一部に不連続性な部分があ

ること、細胞ラテラル面にも

TJ ストランドの断片が見ら

れることなど、野生型クローディン 3 には見られない異常も観察されており、TJ 形成における

クローディンと ZO-1の結合の重要性が示唆された。 

 

（３）上皮細胞間接着複合体のベルト状形態の維持における TJ 膜タンパク質群の役割 

 私たちは，典型的な培養上皮細胞として知られるイヌ腎臓由来 MDCKⅡ細胞からタイトジャン

クション(TJ)の膜タンパク質クローディンファミリー5 種の遺伝子を欠失させた Claudin 

quinKO細胞において、さらに TJ の膜タンパク質 JAM-Aの遺伝子を同時に欠損させると、この細

胞(Claudin/JAM-A KO細胞)では、細胞接着部位の頂端付近にベルト状に存在する普遍的な細胞

間接着複合体が部分的に破断することを見出していた。この現象の解明はタイトジャンクショ

ン形成のみならず、上皮細胞間接着複合体が細胞周囲を取り巻くベルトとして形成されるメカ

ニズムの理解にも寄与すると考えらえれることから、Claudin/JAM-A KO細胞の特性を詳細に解

析した。ZO-1-GFPを接着複合体のマーカーとして安定的に導入した CJ 細胞のタイムラプスイメ

ージングにより、Claudins/JAM-A KO細胞の細胞間接着の破断は細胞の 伸展や分裂に伴って生

じ、自然に修復されたことから、力学的ストレスが細胞間接着複合体の破断を引き起こしている

ことが示唆された（図 4)。 

 さらに、Claudins/JAM-A KO細胞にクローディン 1と JAM- Aの全長分子あるいはこれらの細
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were comparable. This may be due to heterogenous expression

of exogenous claudin-4 or the loss of the transgene in a small

number of the cells during propagation, which should be

considered a technical limitation in these types of experiments.

Our study demonstrated that claudin-4 or claudin-7 alone

creates TJs possessing a strong barrier function with high TER,

i.e. low conductance, although the barrier/channel property of

these claudins is still debatable. Claudin-4 was originally

reported as a claudin subtype with a barrier-forming property

when overexpressed in MDCK II cells (van Itallie et al., 2001).

Fig. 9 Electrophysiological measurements of claudin quinKO cells expressing pore-forming mouse claudin subtypes in Ussing chambers

Cells cultured to confluence on Transwell filters were mounted in Ussing chambers. (A) The electrical conductance of claudin quin KO cells and

those expressing mouse claudin-2, -10a, -10b, or -15. (B) NaCl dilution potential measurements of claudin quinKO cells and those expressing

mouse claudin-2, -10a, -10b, or -15. (C) The permeability ratio of Na+ to Cl–, (PNa/PCl) of claudin quinKO cells and those expressing mouse

claudin-2, -10a, -10b, or -15. (D) The permeability ratio of Cl– to Na+, (PCl/PNa) of claudin quinKO cells and those expressing mouse claudin-10a.

(A–D) Each dot represents an individual data point, the horizontal bar indicates the mean value, and the error bars represent SD. quinKO (n = 8),

+mCldn-2_1 (n = 4), +mCldn-2_2 (n = 4), +mCldn-10a_1 (n = 4), +mCldn-10b_4 (n = 2), +mCldn-10b_5 (n = 2), +mCldn-15_1 (n = 4), +mCldn-15_2 (n

= 4). Data were analyzed by one-way ANOVA, and Tukey’s multiple comparison test was used for the post hoc test. **: P<0.01; ***: P<0.001; ****:

P<0.0001.
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図2. ポア形成型マウスクローディンサブタイプ(mCldn)を安定的に発現させたClaudin 
quinKO細胞における拡散電位の測定値から算出したナトリウムイオン透過性と塩素
イオン透過性の比. 

A A’

B

C D

MV

図3. C末端のZO-1結合ドメインを欠失させたマウスクローディン３を安定的に発現するClaudin quinKO

細胞に形成されたTJの凍結割断レプリカ法による観察。Aはオリジナル写真で、A’はTJストランドを白
線で表示している。微絨毛(MV)がある頂端側にベルト状にTJストランドが形成されているが、これに加

えてラテラル面にも断片的にTJストランドが観察される。スケールバー：200 nm.



 

 

胞間相互作用欠失変異体や ZO-1結合変異体を安定的に Claudins/JAM-A KO細胞に導入して観察

した結果、クローディン・JAM-Aによる細胞間接着の 安定化には細胞間での相互作用と ZO-1と

の連結の両方が必要であった。 

 超解像顕微鏡を用いて ZO-1 の分子構造を解析した結果、正常細胞では開いた構造をとる ZO- 

1 が、クローディン・JAM-A 欠損細胞ではより閉じた構造をとることが示唆された。さらに、

Claudin/JAM-A KO細胞からさらに TJ の膜タンパク質 CARを欠失させると、細胞間接着の破断が

増大し、MDCKⅡ細胞や Claudin/JAM-A KO細胞で観察された、細胞膜に N末端、細胞質側に C 末

端を向けた ZO-1の配向が失われた。これらの結果から、TJの膜タンパク質であるクローディン、

JAM-A、CAR は、協調的に 裏打ちタンパク質 ZO-1 の分子構造や配向を制御することにより、力

学的ストレスに対する上皮細胞間接着の安定性に寄与することが示唆された。 

Figure 2. Mechanical stress triggers junction breakage in claudin/JAM-A KO cells. (A) Snapshots from a movie of MDCK II cells expressing ZO-1-GFP. ZO-
1-GFP maintained its continuity while the cells underwent stretching. (B) Snapshots from a movie of MDCK II cells expressing ZO-1-GFP, wherein a cell
underwent cytokinesis. The junction continuity was maintained when cells underwent cytokinesis. (C) Snapshots from a movie of claudin/JAM-A KO cells
expressing ZO-1-GFP. ZO-1-GFP became discontinuous or fragmented when a cell underwent acute stretching (arrows). The junctions were subsequently
reassembled within 6 h. (D) Snapshots from a video of claudin/JAM-A KO cells expressing ZO-1-GFP. When a cell underwent cytokinesis, the junctions of the
neighboring cells became discontinuous or fragmented (arrowheads). The junctions were reassembled within 2 h. (E) Quantification of the cell circumference
(black) and ZO-1 intensity (green) during the cell stretching event in MDCK II cells shown in A. The ZO-1 intensity did not change significantly during the cell
stretching. (F) Quantification of the cell circumference (black) and ZO-1 intensity (green) during the cell stretching event in claudin/JAM-A KO cells shown in C.
The ZO-1 fluorescence intensity showed an acute reduction upon cell stretching. (G) Scatter plot of the cell stretching degrees and the ZO-1 intensity changes
in multiple cell stretching events in MDCK II cells (circles) and claudin/JAM-A KO cells (blue triangles). Junction breakage events were highlighted by the filled
blue triangles. In MDCK II cells, the ZO-1 intensity showed a mild reduction during cell stretching, which could have arisen from dilution of ZO-1 as the cell
circumference increased. In claudin/JAM-A KO cells, the ZO-1 intensity did not change markedly when the cells underwent <25% stretching. However, a large
reduction in ZO-1 intensity was observed when the cells were stretched by >25%, corresponding to the junction breakage events. The cells of interest are
highlighted by pseudocolor and asterisks. Time scales: h:min. Scale bars: 10 μm.
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図4. MDCKII細胞(A,B)およびClaudin/JAM-A欠失細胞(C,D)に安定的に発現させたZO-1-GFPの蛍光タイムラプスイメージング（時
間：分）. A,Cは細胞伸長時、B,Dは 細胞分裂時。MDCKII細胞では細胞の形態変化にかかわらずZO=1-GFPは連続して存在するが、
Claudin/JAM-A 欠失細胞では,細胞伸展時あるいは細胞分裂時にZO-1-GFPの線状の分布が一時的に消失し、その後回復する。
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