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研究成果の概要（和文）：マウスF9幹細胞やマウスES細胞において、クローディン－６は他のタイト結合分子の発現を
誘導し、成熟した上皮細胞へ分化誘導することが分かった。また、クローディン－６の細胞間接着部位への局在、クロ
ーディン－６の２番目の細胞外ドメインとC末端細胞質内ドメインの前半部分、特に１９６番目と２００番目のチロシ
ン残基が、上皮分化誘導能に重要であることを明らかにした。更に、クローディン－６は、SFKsと相互作用し、１９６
番目と２００番目のチロシン残基がリン酸化されることで、上皮分化誘導シグナルを惹起していることを明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：We hypothesis that claudin-6 (Cldn6), tight junction protein, function as the coor
dinator in the differentiation from stem cells to epithelial cells. In mouse F9 stem cell lines and embryo
nic stem cells, the expression of Cldn6 increased other tight junction protein and induced the differentia
tion to mature epithelial cells. Moreover, the localization of Cldn6 to cell-cell adhesion, second extrace
llular domain of Cldn6, and 196 and 200 tyrosine residues in C-terminal intracellular domain of Cldn6 were
 essential for Cldn6-induced epithelial differentiation. In addition, Cldn6 interacted with src-family kin
ases (SFKs), and then activated SFKs phosphorylated 196 and 200 tyrosine residues in Cldn6. These results 
indicate that Cldn6 and SFKs cooperatively induced the signaling for epithelial differentiation.
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１．研究開始当初の背景 

幹細胞は全ての細胞の供給源となり、組
織・臓器の形成・維持・修復を可能としている。
上皮細胞では、タイト結合・アドへレンス結合・
デスモソームからなる細胞間接着装置がよく
発達しており、高度の細胞極性を有する組織
構築がみられ、これによって上皮は異なる内
部環境を持つ生体コンパートメントを隔て、病
原体や異物の侵入を防ぐとともに、方向性の
ある物質交換を行う。したがって、幹細胞が上
皮細胞に分化するためには、細胞接着や細
胞極性を獲得する必要がある。しかし、幹細
胞を効率よく上皮細胞に誘導する方法や、そ
の分子メカニズムについては、未だ不明な点
が多い。 

申請者所属研究室では、細胞間接着装置
タイト結合の膜貫通分子であるオクルディン
やクローディンファミリーについて、各種
cDNA の単離や特異抗体の作製を進め、上
皮細胞における発現や機能、制御機構との
関連を明らかにしてきた (Kubota et al., Exp 
Cell Res, 2001; Chiba et al., Exp Cell Res, 
2003; Satohisa et al., Exp Cell Res, 2005; 
Chiba et al., J Cell Biol, 2006; Chiba et al., 
Sci STKE, 2006; Fujita et al., Mol Biol Cell, 
2008)。この過程において、タイト結合膜貫通
分子クローディン‐6 が、幹細胞の上皮分化過
程で発現が著しく誘導されることを発見し、ク
ローディン−６が上皮分化過程において、機
能していることが示唆された。 

 
２．研究の目的 

本研究では、タイト結合膜貫通分子であるクロ
ーディン−６と src -family kinases (SFKs)に着目
して研究を進め、幹細胞の上皮分化誘導にお
いて、クローディン−６シグナルという新たな分子
メカニズムを明らかにすることを目的としている。 

 
３．研究の方法 
  マウスF9幹細胞株、マウスES細胞にクローデ
ィン−６を過剰発現させた細胞株や、クローディ
ン−６の各ドメインの欠損体、チロシン残基のアラ
ニン置換体を発現する F9 幹細胞株を樹立した。
これらの細胞において、上皮分化の有無を位相
差顕微鏡、電子顕微鏡によって観察した。また、
タイト結合分子や極性関連分子、微絨毛構成分
子の発現をウェスタンブロット法や RT-PCR 法に
て、局在については蛍光免疫染色法にて解析

した。食中毒菌 Clostridium perfringens の腸毒
素（CPE）の C 末ペプチドは、発現プラスミドを大
腸菌にトランスフェクションし、作製した。また、ク
ローディン−６と SFKs との相互作用は、免疫沈
降法や PLA アッセイにて検証した。 
 
４．研究成果 
 クローディン−６をマウス F9幹細胞やマウ
ス ES細胞に発現させた結果、クローディン−
６は他のタイト結合分子の発現を誘導し、成
熟した上皮細胞へ分化誘導することが分か
った。また、クローディン−６を細胞間接着
部位から除外出来る食中毒菌 Clostridium 
perfringens の腸毒素（CPE）の C末ペプチド
を作製した結果、クローディン−６の細胞間
接着部位への局在が、上皮分化誘導に重要で
あることが示唆された。 
 次に、クローディン−６の様々な変異体を
発現する F9 幹細胞株を樹立し、解析を行っ
た結果、クローディン−６の２番目の細胞外
ドメインとC末端細胞質内ドメインの前半部
分、更に１９６番目と２００番目のチロシン
残基が、上皮分化誘導能に重要であることを
明らかにした。 
 更に、SFKs の阻害剤の添加によって、クロ
ーディン−６の上皮分化が顕著に抑制される
ことや、活性化 SFKsはクローディン−６と相
互作用すること、上皮分化を誘導できないク
ローディン−６変異体では、活性化 SFKs との
相互作用が減少することを明らかにした。こ
れらの成果から、クローディン−６は、SFKs
と相互作用し、１９６番目と２００番目のチ
ロシン残基がリン酸化されることで、上皮分
化誘導シグナルを惹起していることが示唆
された。 
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