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研究成果の概要（和文）：上皮組織は、異なる環境を分けるバリアとして働く。このバリア機能はタイトジャン
クション( TJ )と呼ばれる細胞間接着装置によって担われる。 TJは生体内におけるバリア機能に必須の役割を
果たしており、その分子構築については精力的に研究が行われてきたが、TJがどのようにして形成されるかにつ
いては未だにほとんど不明であった。我々は、マウス上皮組織由来の分泌液中にTJ形成を誘導する液性因子が存
在することを見出し、新規ペプチドを同定した。本研究では、このペプチドの培養上皮細胞におけるバリア形成
の評価、炎症モデルに対する投与の効果を検証するとともに、その産生メカニズム・作用メカニズムを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Epithelial barriers that prevent dehydration and pathogen invasion are 
established by tight junctions (TJs), and their disruption leads to various inflammatory diseases 
and tissue destruction. Despite extensive studies on the structural and functional bases of TJ, the 
mechanism by which TJ formation is induced remains unclear. Here, we discovered TJ-inducing peptides
 (JIPs) in mice and humans. In a mouse intestinal epithelial injury model established by dextran 
sodium sulfate (DSS), mouse or human JIPs administration restored TJ integrity and strongly 
prevented colitis. Our study has revealed TJ-inducing anti-inflammatory physiological peptides that 
play a critical role in tissue repair and proposes a novel therapeutic strategy for TJ-disrupted 
diseases. 

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでTJ形成をトリガーする因子が生体内に存在するのか、ほとんど不明であった。本研究では、我々が本研
究の準備段階で見出していたTJを形成誘導するペプチドの機能解析および作用機序の解明を行なった。本ペプチ
ドによるバリア形成メカニズムの解析を通じ、生体由来因子による上皮バリアの形成・維持の理解に迫ることが
可能になり、基礎生物学の発展に寄与するものと考えられる。さらに本ペプチドは、炎症を始めとするバリア破
綻が原因となる様々な病態に対する創薬ターゲットとして治療にも寄与することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景  

上皮組織は体表面、管腔、体腔などの表面を覆う細胞シート

であり、体内と外界、あるいは体内の内部環境を隔てるバリアと

して機能する。そのバリア機能を担うのが細胞間接着装置であ

るタイトジャンクション（TJ）である（図 1）。TJ の構成因子である
claudin ファミリーのノックアウトマウスは、胎生致死や脱水、難聴
などの病態を示すことから、TJ は生体内におけるバリア機能に
必須の役割を果たしているといえる。TJ 構成因子の分子構築が
解明されつつある一方で、TJがどのようにして形成されるかにつ
いては未だにほとんど不明であった。研究代表者はこれまで

に、上皮細胞における TJ および TCJ（トリセルラージャンクショ
ン；3 細胞間接着を担う）の構築基盤とその機能を明らかにして
きた（Masuda and Oda et al., J. Cell. Sci. 2011, Oda et al., J. Cell. 
Sci. 2014, Oda et al., J. Biol. Chem. 2020）。その過程で、上皮細胞のバリア獲得メカニズムの解明はこ
の分野の重要な課題であると考えていた。 

 

２．研究の目的 

本研究の準備段階において、マウス発生過程におけ

る皮膚構築に着目し上皮重層化とバリア形成を時空間

的に観察していたところ、外因性因子によって TJが形成
されるのではないかという着想を得た。そこで、培養皮膚

細胞A431を用い、羊水、羊膜を始めとする様々なマウス
上皮組織由来分泌液を培養液中に添加すると、TJ バリ
ア形成が誘導されることを見出した（図２）。これらの結果

は、上皮・中皮組織由来の分泌液中に TJ形成を誘導す
る因子が存在するという全く新しい概念を提示するもの

である。研究代表者はさらに、その因子はペプチドであ

ることを突き止め、配列の同定に成功した。そこで本研究

では、この分泌型 TJ 形成誘導ペプチドを軸にした上皮
組織のバリアシステム形成機構とその役割を明らかにす

ることを目的とした。 
 
３． 研究の方法 

(i) 分泌型TJ形成誘導因子の同定と培養上皮細胞を用いた解析 

マウス腹膜組織の培養上清は、陰イオン交換カラム・C18カラムを用い精製し、質量分析解析

を行なった。ペプチドはSyn Peptideに受託合成を依頼した。A431細胞、EpH4細胞、MCF7
細胞、HT29細胞に合成JIPペプチドを添加し、免疫染色、FITC-dextranを用いたparacellular 
flux assayおよびTER測定を行なった。 

(i) 炎症モデルマウスに対するJIP投与の評価 

実験動物として、清水実験材料より購入した 8週齢の ICR雌マウスを用いた。22+2℃の
動物飼育室にておがくずを敷いたプラスチックケージ内で飼育した。デキストラン硫酸ナ

図１上⽪細胞のバリアを担うタイ
トジャンクション(TJ)

 
 
図１ 上⽪細胞のバリアを担うタ
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図 2 上⽪組織分泌液による TJ 形成 
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トリウム（DSS）（富士フィルム和光純薬）は水道水で 4%に溶解した。実験には、コントロ
ール群と DSS処理群を準備した。コントロール群には水道水を自由飲水させた。DSS処理
群には 4%DSS を自由飲水させた。JIPペプチドは、2.3 mg/kg/day皮下投与した。コントロ
ール群には vehicle（HBSS）を投与した。実験 10日目にマウスの大腸をサンプリングし、肛
門側から 3cm切り出した。組織を液体窒素で凍結後、5umの薄切切片を作成し、H&E染色
により組織学的評価を行なった。また、Gr-1抗体による免疫染色を行った。腸管バリア機能
の測定は、マウスに 4 kDa FITC-dextranを経口投与し、4時間後に回収した血漿中の蛍光強
度をプレートリーダーにて測定した。腸炎の病態は、下痢と血便の各スコアを合計した

Disease Activity Indexにより評価した。すなわち下痢と血便の程度をそれぞれ３段階に分類
して評価した。下痢は、Score0:普通便、Score1: ピンセットで掴むと便が崩れてしまう下痢
便、Score2: ピンセットで掴むことができない激しい下痢便とした。血便は、Score0:普通便、
Score1:便の表面のみに出血が見られる便、Score2:便の表面と内部の両方に出血が見られる
便、とした。 

(ii) 産生・作用メカニズムの解明 

MMP-1, MMP-8, MMP-9は APMA（1mM）で活性化した後、最終的に 40 µMになるよう
に調整したヒト alpha1-antitrypsinに加え 37℃で 24時間反応させた。サンプルは 20%Tricine
ゲルで電気泳動を行い、銀染色および質量分析解析を行なった。組織におけるMMP阻害解
析では、腹膜や腸組織の conditioned medium を採取する際に GM6001（50 µM）あるいは
vehicleを加え、回収した。ターゲット G13に対する siRNAを A431細胞、EpH4細胞に導入
し、claudinの免疫染色、TER測定などによりバリア機能を評価した。 
 

４． 研究成果 

(ii) 分泌型TJ形成誘導因子の同定と培養上皮細胞を用いた解析 

予備的解析において、TJ 形成誘導因子として alpha1-antitrypsin の C 末端由来の 35 アミノ酸か

らなるペプチドの同定に成功しいていた。本研究ではさらに、alpha1-antitrypsin の C 末端由来 36, 
40 アミノ酸からなるペプチドの同定に成功し、それぞれを JIPm35, JIPm36, JIPm40 と名付けた。

合成 JIP ペプチドを A431 細胞培養液に添加すると、claudin-1 が細胞境界に濃縮して局在するよ

うになり、TJ-like strand が誘導されることがわかった。様々な培養上皮細胞に合成 JIP ペプチド

を添加し、TER（経上皮電気抵抗値）の測定を行い、バリア機能の評価を行った。JIP 添加によ

り EpH4 細胞では最大 2.2 倍、MCF7 細胞では最大 8.2 倍、HT29 細胞では最大 9.9 倍の TER 値の

上昇が見られた。一方で A431 細胞では JIP 添加により TER 値の上昇は見られず、A431 細胞で

は完全な TJ は誘導されないことがわかった。しかしながら、A431 細胞において合成 JIP ペプチ

ド添加すると FITC-dextran の透過性が下がったことから、一定のバリア機能は亢進していると

考えられた。これらの結果より、JIP により誘導される TJ の機能性ついては、cell-context dependent
であると考えられた。 

(iii) 炎症モデルマウスに対するJIP投与の評価 

生体における JIP の効果を検証するため、炎症モデルマウスに対して合成 JIP ペプチドを投与

し、病態を評価するとともに TJ バリア形成が促進されるかを検討した。腸管上皮に傷害を起こ

す薬剤として DSS を用い、マウスに飲水させることで DSS 誘導性の急性大腸炎を起こした。大



腸組織の HE 染色により、DSS 飲水によ

りクリプト構造が崩壊するが、JIP を隔日

皮下投与するとクリプト構造が保持され

ることがわかった（図３）。また、血中

FITC-dextran 濃度の測定により腸管バリ

ア機能の評価を行なったところ、DSS に

より低下したバリア機能が、JIP 投与によ

り回復することがわかった。これらの結

果と一致して、① 糞便をスコア化して得

られる Disease Activity Index は DSS で高

値になるが、JIP 投与でコントロールと同

程度に回復すること、② 好中球の上皮細胞層への浸潤が JIP 投与により抑えられること、③ DSS
による体重減少が JIP 投与により抑えられること、④ DSS による死亡率の上昇が JIP 投与によ

り抑えられることがわかった。 

（iii）産生・作用メカニズムの解明 

続いて、JIP の産生メカニズムの解明に取り組んだ。これまで alpha1-antitrypsin を切断するプ

ロテアーゼとして、Matrix metalloproteinase（MMP）を含むいくつかのセリンプロテアーゼが報

告されていた。精製 alpha1-antitrypsin と MMP-1, -8, -9 を反応させたところ、約~5 kDa の断片が

検出され、質量分析により C 末端 37 アミノ酸のペプチドが同定された。また、MMP阻害剤を

用いた解析から、JIP の産生には MMP が関与していることがわかった。作用メカニズムについ

ては、ドイツマックスプランク分子細胞研究所のグループと共同研究を実施し phase separation
などの様々な検討を行った結果、JIP はアクチンの再編成を担うことがわかり、直接のターゲッ

ト分子 G13 の同定に成功した。A431 細胞および EpH4 細胞を用いて G13 の過剰発現あるいは

ノックダウンを行い、JIPを介したTJの形成にG13が必要十分であることを示すことができた。

さらに G13 の in vitro activation assay を行ったところ、JIP は G13 を直接活性化することがわか

った。加えて、JIP は細胞の形質膜上に局在し、膜に挿さることでこのターゲット G13 を活性化

すると考えられた。 
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図 3. DSS誘導性腸炎マウスへのJIP投与により、
症状が緩和する
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