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研究成果の概要（和文）：cldn-1, cldn-10aまたはcldn-10bを発現するHEK293細胞を共培養した。cldn-10aとcldn-10b
はtrans-interactionしたが、両者はcldn-1とはtrans-interactionできなかった。フリーズフラクチャーによる観察で
cldn-10aはP面付着型、cldn-10bはE面付着型のタイト結合を形成した。MDCK I細胞でcldn-10aを発現すると細胞間電気
抵抗値はほとんど変化しなかったが、cldn-10bの発現では顕著に減少した。

研究成果の概要（英文）：We established HEK293 cells, which does not form tight junctions (TJs), expressing
 RFP-cldn-1, RFP-cldn-10b, EGFP-cldn-10a or EGFP-cldn-10b. EGFP-cldn-10a- and RFP-cldn-1-expressing cells,
 EGFP-cldn-10b- and RFP-cldn-1-expressing cells, or EGFP-cldn-10a- and RFP-cldn-10b-expressing cells were 
co-cultured and examined by confocal laser scanning microscopy. Both EGFP-cldn-10a and EGFP-cldn-10b were 
not co-localized with RFP-cldn-1 in cell-cell contacts between heterotypic cells. In contrast, EGFP-cldn-1
0a was co-localized with RFP-cldn-10b. Using freeze-fracture electron microscopy, P-face-associated or E- 
face-associated TJ particles were observed in EGFP-cldn-10a- or EGFP-cldn-10b-expressing cells, respective
ly. When cldn-10a or cldn-10b was expressed in TJ-bearing MDCK I cells, cldn-10a did not alter trans-epith
elial electrical resistance (TER), but cldn-10b markedly reduced TER.
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１．研究開始当初の背景 
 
タイト結合構成膜蛋白 claudin (cldn) は 4

回膜貫通蛋白で 2つの細胞外ループECL1と

ECL2 を持ち、trans-interaction により対合

する。約 30 種ある cldn 蛋白ファミリーには、

対合できない cldn の組み合わせがあり、細胞

の癌化で cldn の発現パターンが変化し、癌の

予後と関連すると言われている。癌化によっ

て対合できない cldn の比率が増加して、タイ

ト結合の細胞間透過性が亢進することが原

因として考えられる。したがって、ECL1 と

ECL2 の機能の解明は重要である。cldn はタ

イト結合の基本骨格を形成する主要な膜蛋

白であり、30 以上の分子種はタイト結合の形

態形成と機能において、それぞれ特異的な働

きがあると考えられている。本研究では

cldn-10a と cldn-10b に注目して ECL1 の機

能を調べる。 
 
２．研究の目的 
 

cldn-10 には 10a と 10b という 2 種の

isoform がある。両者のアミノ酸を比較する

と、ECL1 が第二膜貫通領域に移行する直前

までは両者のアミノ酸配列は異なるが、それ

以後のアミノ酸配列は全く同じである。そこ

で、cldn-10a と-10b を使ってタイト結合の形

態、機能、cldn 分子間の相互作用の違いを解

析して、ECL1 のアミノ酸配列の違いによる

タイト結合の形態と機能に対する影響を調

べることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
緑色蛍光蛋白(EGFP)または赤色蛍光蛋白

(RFP)を N 末端に付与した融合蛋白

RFP-cldn-1, RFP-cldn-10b, EGFP-cldn-10a

または EGFP-cldn-10b を安定に発現する

HEK293 細胞（タイト結合を持たない細胞）

を作成する。これらを発現する細胞を以下の

３つの組み合わせで共培養し、局在を共焦点

レーザー顕微鏡で調べて、cldn 分子同士の

trans-interaction の有無を調べる：①

EGFP-cldn-10a と RFP-cldn-1、②

EGFP-cldn-10b と RFP-cldn-1、③

EGFP-cldn-10a と RFP-cldn-10b。次に、

EGFP-cldn-10a または EGFP-cldn-10b を発

現する HEK293 細胞をフリーズフラクチャ

ー法で観察して、タイト結合の膜内粒子の付

着が P 面型か E 面型かを調べる。最後に、

EGFP-cldn-10a または RFP-cldn-10b を、タ

イト結合を形成する MDCK I 細胞で発現し

て、細胞間透過性(TER)を調べる。 

 
４．研究成果 

 

１）trans-interaction の解析結果 

 

タイト結合を形成しない HEK293 細胞で以

下の cldn を発現する細胞を共培養して、異

種細胞間での接着部位におけるそれぞれの

局在を共焦点レーザー顕微鏡で調べた。共培

養の組み合わせ：① EGFP-cldn-10a と

RFP-cldn-1 、 ② EGFP-cldn-10b と

RFP-cldn-1 、 ③ EGFP-cldn-10a と

RFP-cldn-10b。その結果、①と②では、同種

細胞間にはそれぞれの cldn の局在が見られ

たが、異種細胞間にはいずれの cldn も存在し

なかった。しかし、③では同種細胞間にはそ

れぞれの cldn の局在が見られ、なおかつ、異

種細胞間にもそれぞれの cldn が局在した。以

上の結果から、少なくとも同じアミノ酸配列

を持つ ECL2 同士は trans-interaction でき

ることが示唆された。 

 

２）フリーズフラクチャー法によるタイト結

合の形態の解析結果 

 

 タイト結合を形成しない HEK293 細胞で

cldn-10a または cldn-10b を発現して、タイ

ト結合ストランドの形態をフリーズフラク

チャーで観察した。cldn-10a は、膜内粒子が



P 面に付着する P 面付着型のストランドを形

成し、E 面にはそれに対応する浅い溝が観察

された。一方、cldn-10b は、膜内粒子の大部

分が E 面の溝に付着し、P 面にも疎に点在し

た。以上の結果から、ECL2 のアミノ酸配列が

同一でも、ECL1 のアミノ酸配列が違うと、タ

イト結合の膜内粒子の付着パターンに影響

することがわかった。 

 

３）細胞間透過性(TER)の解析結果 

 

 cldn-1, -3, -4, -7 を発現し、タイト結合

を形成する MDCK I 細胞で cldn-10a または

cldn-10b を発現して細胞間透過性(TER)を調

べた。その結果、cldn-10a を発現すると TER

に大きな変化は認められなかった。しかし、

cldn-10bを発現するとTERが劇的に低下した。

細胞間のイオン透過性は ECL1 にある酸性お

よび塩基性アミノ酸が影響することがわか

っており、今回の結果はcldn-10aとcldn-10b

の ECL1 のアミノ酸配列の違いを反映してい

ると考えられる。 
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