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研究成果の概要：ビタミン D 受容体ノックアウト (VDRKO)マウスの腸組織とビタミン D3

依存性ヒト腸上皮細胞株を用いて、活性型ビタミン D3が VDR を介して、腸上皮におけるタ

イト結合分子 claudin-2 及び claudin-12 の発現を誘導することを見出した。また、これらの

claudins が腸上皮細胞間でカルシウムイオン (Ca2+)の細胞間隙チャネルを形成し、Ca2+の通過

を制御することを突き止めた。本研究は、カルシウム代謝に新規の知見を加え、骨粗鬆症や

カルシウム代謝異常に対する新たな予防・治療戦略になることが期待される。 
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１．研究開始当初の背景 (2)タイト結合膜貫通分子 claudin (Cldn)は、

細胞間隙における分子やイオンの通過す

なわちタイト結合のバリア機能に必須の

蛋白で、第一細胞外ドメインの荷電アミノ

酸の種類、位置や数によって異なるイオン

選択性を有することが明らかになってき

た。また Cldn は、24 種類からなる遺伝子

ファミリーを構成し、組織や細胞によって

異なる種類の Cldn が発現していることが

(1) カルシウムイオンは腸上皮細胞から吸

収され、その経路には細胞内を通る

transcellular pathway と細胞間隙を通る

paracellular pathway が知られている。また

活性型ビタミン D3は、transcellular pathway

による Ca2+吸収を亢進させる最も重要な

ホルモンの一つである。しかし、paracellular 

pathway を介した Ca2+吸収に関わる分子や、

そのビタミン D3依存性は明らかではない。 



知られている。我々は先の研究で、Cldn1, 2, 

3, 4, 5に加えてCldn7, 8, 12, 13, 15が腸上皮

に発現し、特異的発現パターンと細胞内局

在を示すことを報告した。 
 
 
２．研究の目的 
１で述べた課題申請時の背景から、「腸上

皮に発現し且つ第一細胞外ドメインに負

電荷アミノ酸を多く有する Cldns、すなわ

ち Cldn 2, 7, 12, 15 のいずれかが、Ca2+の

paracellular channel として働き、Ca2+の細胞

間隙通過を制御する」、「これらの Cldns の

発現はビタミン D3 によって誘導される」

という仮説を立てて研究を行なった。 
 
 
３．研究の方法 

(1) 正常マウス(C57BL/6)とビタミン D 受

容体ノックアウト(以下 VDRKO)マウスの

十二指腸、空腸、回腸、結腸における Cldn2, 

7, 12, 15 の発現を RT-PCR 法とウエスタン

ブロット法、免疫染色法で解析した。 

(2) 小腸上皮の形質を有するヒト Caco-2

細胞を活性型ビタミン D3で処置して、

Cldn2, 7, 12, 15 の発現を RT-PCR 法とウエ

スタンブロット法、免疫染色法で検討した。   

(3) Caco-2 細胞において、活性型ビタミン

D3によって誘導される Cldn2 または 12 の

発現を RNAi 法で抑制し、電気抵抗値と

Ca2+の透過性を解析した。                     

(4) Cldn2, 7, 12, 15 を強制発現させた

Caco-2 細胞株を樹立し、その電気抵抗値と

Ca2+の透過性を解析した。 

(2) 各々crypt、villi から crypt の上皮タイト

結合領域に局在するCldn2及びCldn12の陽

性シグナルが、VDRKO マウスにおいて著

明に減弱あるいは消失していた。 一方

Cldn7 と Cldn15 の細胞内局在は、正常マウ

スとVDRKOマウスの腸管で変化がみられ

なかった。 

(3) マウスの腸上皮と同様に、ヒト Caco-2

細胞においても、Cldn2 及び Cldn12 の

mRNA とタンパクの発現がビタミン D シ

グナルによって誘導された。 

(4) ビタミン D3による Caco-2 細胞におけ

る電気抵抗値低下と Ca2+透過性亢進は、

Cldn2またはCldn12のノックダウンで抑制

された。この結果から、Cldn2 と Cldn12 は

腸上皮細胞間隙におけるビタミン D3 依存

性の Ca2+吸収に必要であると考えられた。 

(5) Cldn2 過剰発現株 2 株と Cldn12 過剰発

現株 2 株では、親株に比べて電気抵抗値が

有意に低下し、カルシウム透過性が有意に

上昇した。一方、Cldn7 強制発現株と Cldn15

強制発現株におけるカルシウム透過性は

親株とほぼ同等の値であった。 

   

(6) 活性型ビタミン D3が VDR を介して、

腸上皮におけるタイト結合膜貫通分子

Cldn2とCldn12の発現を誘導することを見

出した。また、Cldn2 と Cldn12 からなるタ

イ ト 結 合 が 腸 上 皮 細 胞 間 で Ca2+ の

paracellular channels を形成し、Ca2+の細胞

間隙通過を制御することを突き止めた 

（図 1）。 

 

  
  
４．研究成果 

 (1) Cldn2 と Cldn12 の mRNA 及び蛋白の発

現は VDRKO マウスの十二指腸、空腸、回

腸、結腸において著明に減弱していた。一

方 Cldn7 と Cldn15 の発現は、正常マウスと

VDRKO マウスの腸管で違いはみられなか

った。 

 

 

 
図１．Cldn2 と Cldn12 による腸上皮細胞間隙

における Ca2+通過の制御機構 
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