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研究成果の概要（和文）：タイト結合は、体の内外を境し、外界刺激に対するバリアで、細胞にとっては極性を維持す
る細胞接着装置である。本研究ではヒト正常上皮細胞を用いて、以下を明らかにした。タイト結合機能の可逆的な変化
は、あたらしい薬物投与法の開発につながることが示唆された。タイト結合タンパクががん治療の標的分子となる可能
性が示唆された。タイト結合タンパクの免疫組織染色は、病理発生学や病理診断学に有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The tight junction, intercellular junction, works as barriers between outside and 
inside of the body, meaning one of drug delivery paths. In polarized cells, the junction performs to 
maintain cellular polarity. In this project showed the following points. Elastase of Pseudomonas 
aeruginosa causes transient disruption of tight junctions and downregulation of PAR-2 in human nasal 
epithelial cells. Tight junction protein claudin-4 is receptor of Clostridium perfringens 
enterotoxin（CPE） C-CPE recombinant peptides lacking cytotoxic activity also decreased the barrier 
function. These reversible changes of barrier function are highly applicable for developing new drug 
delivery techniques. Claudin-4 was up-regulated in human prostate cancer. Cytotoxic effect of CPE 
depended on the expression level of claudin-4 protein. In normal human prostate epithelial cells, 
however, the cytotoxic effect was barely detected. These findings suggest that CLDN-4 is a promising 
target of cancer therapy.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの身体は、上皮細胞によっておおわれ、外

界から隔絶されている。このような生体バリアの

本体は、細胞と細胞の隙間をシールするタイト結

合である。従ってタイト結合の機能失調は、浮腫、

黄疸、下痢といったヒトの病態と深く関わってい

る。更に、粘膜上皮細胞のタイト結合が物理的に

外来抗原の透過を防いでいることから、 最近で

は、自然免疫系の重要な要素として考えられてい

る。 また、タイト結合分子は、C 型肝炎ウイル

スやアデノウイルスなどのレセプターとしても

注目されている。タイト結合は、細胞間での物

質の透過を制御するバリア機能だけでなく、

細胞膜の頂領域と基底側領域の境界を形成

し、細胞膜上の蛋白質や脂質の拡散を防ぎ細

胞極性を維持するフェンス機能を有してい

る。  

我々は、タイト結合の形成機構と機能調節につ

いて研究を進めてきた。その結果、タイト結合形

成にはHNF-4a が重要な役割を果たすこと、神経

栄養因子 GDNF が 糖尿病網膜症の治療へ応用可

能なこと、小腸からのカルシウム吸収に

claudin(CLDN)2 と-12 が重要であることなどを

明らかにしてきた。一方、がん細胞は脱分化に伴

って細胞極性を失う。これは、タイト結合の形成

不全によるフェンス機能の低下によること、タイ

ト結合分子発現がエピジェネティックに抑制さ

れていることを明らかにした。 Occludinについ

ては、occludin ノックアウトマウスから樹立し

た肝細胞株を用いて、occludin がアポトーシス

に関与することを報告した。 

我々は更に、ヒト病態を理解するため、サイト

カインとタイト結合調節機構を調べてきたが、い

くつかのサイトカインの作用が、ヒト細胞と他の

動物細胞とでは反応が異なることが明らかにな

った。そのためヒト病態の理解には、ヒト正常上

皮細胞を用いることが必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト正常上皮細胞やヒトがん細胞

を用いて以下の点を解明する． 

(1) ヒト正常上皮細胞におけるタイト結合

分子の発現制御 

(2) ヒトがん細胞とタイト結合分子の発現

制御 

(3)治療標的分子としての Claudin4(CLDN4)

の可能性 

(4) ヒト組織診断におけるタイト結合分子

の免疫組織学的応用 

 
３．研究の方法 
培養細胞：摘出された組織より分離培養を行

った正常子宮内膜上皮細胞、 

手術で摘出したヒト組織から分離培養し、

hTERT 遺伝子導入により延命化したヒト正常

膵管上皮細胞とhTERT遺伝子導入により延命

化したヒト鼻粘膜上皮細胞、 

ヒト前立腺癌細胞株、ヒト膵癌細胞株 

ヒト組織：肝内胆管癌・肝外胆管癌・乳頭部

癌 66 例、その背景組織 63 例、併存する上

皮内病変(BilIN 1-3) 25 例、生検材料 58

例  

解析方法：RT-PCR、 western blot、共焦点

レーザ顕微鏡、電子顕微鏡、免疫組織化学、

各種シグナル伝達経路阻害剤、RNAi 法による

発現ノックダウン、経上皮細胞電気抵抗測定 

 
４．研究成果 

(1) ヒト正常上皮細胞におけるタイト結合

分子の発現制御 

① ヒト鼻粘膜上皮細胞に緑膿菌エラス

ターゼを作用させると、タイト結合分子

claudin(CLDN)1 、 -4 、 occludin 、

tricellulin が、30 分、1 時間で発現低

下し、4時間までに回復した。同様に上皮

バリア機能は一過性に低下した。エラス

ターゼ処置により PAR-1 に変化がなく、

PAR-2 でタイト結合分子と同様の変化を

示した。緑膿菌エラスターゼは、PKC、

MAPK、PI3K、JNK や NFκBを介し、タイト

結合タンパクのリン酸化およびタイト結

合分子の発現低下をもたらすこと、PAR-2 



はタイト結合の発現調節に関与し、その

低下はタイト結合蛋白の発現低下をもた

らすことがあきらかになった。緑膿菌な

どによりタイト結合機能が一時的に低下

した時に細菌やカビが体内に侵入し、さ

らなる感染がおこると考えられる。また、

薬物投与法の応用も期待できる。 

② イルソグラジンマレイン酸（IM）は、細

胞間ギャップ結合コミュニケーション

（GJIC）を活性化する。鼻粘膜上皮における

IM による GJIC 活性化とタイト結合バリア機

能への影響を検討した。IM は、GJIC 機能の

活性化により、ヒト鼻粘膜上皮細胞のタイト

結合タンパクを転写レベルで増加させ、上皮

バリア機能を亢進することができた。 IM は

TLR 3 刺激による一部のタイト結合蛋白の低

下を抑制した。 

③ ヒト正常子宮内膜上皮細胞では CLDN1、 

-3、 -4、 -7、 occludin の発現が確認され、

プロゲステロンに反応してCLDN3、 -4の増加

を認めた。この変化は、月経周期における変

化と同様であった。内膜癌細胞株は、エスト

ロゲンに反応1し、CLDN3、 -4の増加が認めら

れた。これらの変化には、MAPK 経路が関与し

ており、内膜癌細胞ではさらにヘッジホッグ 

経路も関与していた。 CLDN4 は、ウェルシュ

菌毒素（CPE）のレセプターであるが、正常ヒ

ト子宮内膜上皮細胞にはまったく殺細胞性を

示さず、子宮内膜癌細胞にのみ殺細胞性が認

められた。 

(2) ヒトがん細胞とタイト結合分子の発現

制御 

① TGF-βおよび低酸素で誘導した EMT に対

する PKCα阻害剤 の効果を、CLDN1 の変化を

指標に解析した。 PKCαは膵癌で高発現して

おり、PKCα阻害剤は EMT 誘導転写因子を抑

制し、EMT による CLDN1 などのタイト結合分

子の発現や、タイト結合機能の変化を抑制す

る効果があることが判明した。一方、正常細

胞では PKCα阻害剤はタイト結合分子の発現

を誘導したことから、細胞の分化を誘導する

可能性が示唆された。PKCαはタイト結合分

子の発現調節に強く関与し、膵癌細胞と正常

膵管上皮細胞は異なるメカニズムで制御さ

れていることが考えられた。 

② ヒト膵癌では、分化度が低下するに従い、

tricellulin が核に染色される細胞の割合

が増加した。Kaplan-Meier 生存曲線では、

tricellulin 核陽性群で、陰性群と比較して

5 年生存率が有意に短かった。更に低分化膵

癌細胞株(Panc-1)でtricellulinの核への局

在を細胞分画法、免疫電顕法を用いて確認し

た。Tricellulin の発現抑制、強制発現によ

り、Panc-1 では細胞増殖能・浸潤能が変化し

た。以上から、tricellulin は膵癌において

分化度低下に伴い核局在が増加し、核局在が

増殖能・浸潤能に関与している可能性が示さ

れた。 

(3) 治療標的分子としての CLDN4 の可能性 

① 食中毒の起因菌の一つであるウエル

シュ菌の産生する毒素 (CPE)の C 末ペプ

チド断片 (C-CPE)は、CLDN4 と強い結合性

をもち、細胞を傷害することなくそのバ

リア機能を阻害することが知られている。

C-CPE によるヒト鼻粘膜上皮バリア機能

の低下はCLDNの発現および局在の変化を

伴わず、主に MAPK 経路を介して調節され

ていることが分かった。本研究のシグナ

ル伝達経路を介した C-CPE のバリア機能

への影響を示した結果は、鼻粘膜の CLDN4

をターゲットとした drug delivery 

system の構築の基礎研究として非常に有

用であると考えられた。 

② ヒト前立腺癌では、CLDN4 を高発現し

ている。そこで CPE の細胞毒性を検討し

た。ヒト正常前立腺上皮は、CLDN4 を発現

しているが CPE 感受性をほとんど示さな

かった。一方前立腺癌細胞は、CLDN4 発現

の強さに伴って CPE 感受性が上昇した。

このことは CPE を用いて CLDN4 を標的と



した前立腺癌治療の可能性が示された。 

(4) ヒト組織診断におけるタイト結合分子

の免疫組織学的応用 

① ヒト肝硬変では、再生結節辺縁に CLDN7

陽性肝細胞が認められた。肝細胞の CLDN7 の

発現は新犬山分類に基づいた線維化のスコ

アが上がるほど増加した。肝細胞における

CLDN7 の役割を検討するために、マウス肝細

胞由来細胞株に CLDN7 を強制発現させた。

CLDN -7 の発現は、肝細胞や胆管上皮細胞の

いずれのマーカーにも影響を与えなかった

が、CLDN1、occludin の誘導によって肝細胞

における単層上皮としてのタイト結合を強

めていると考えられた。 

② 胆道生検での悪性診断の精度向上のため、

悪性診断の特異マーカーの CLDN8、 maspin、

p53 の免疫組織化学の発現様式を解析した。

CLDN 18、maspin、p53 はそれぞれ胆管・乳頭

部癌における優れた診断マーカーであった。

さらに 3抗体をパネル化し、積算値を用いた

ことでより良い判別能が得られた。二値化処

理を行っても良好な結果が得られた。生検診

断を含めた日常診療へ応用が可能と考えら

れた。 
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