
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 15 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：  

 胸腺内自己寛容の成立に寄与する胸腺上皮細胞に特異的に発現するクローディン(Cld)-3,4

の機能を明らかにするために、まず Cld3と Cld4各々の単独ノックアウト（ＫＯ）マウスを作

製した。両マウスに異常を認めなかったためダブルＫＯマウスの作製に着手した。両遺伝子は

ゲノム上で４０Ｋｂｐしか離れていないため、Cld4KOの ES細胞に Cld3KOベクターを導入

する手法にて行ったところ、ダブルＫＯマウスを得ることが出来た。現在解析を行っている。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To investigate the function of claudin (Cld)-3, 4 in thymic epithelial cells, we first made 

single KO mice for each gene. There was no obvious defect in each single KO mice; thus 

we next tried to make double KO mice. Since the distance of each gene on genome is 

only 40Kbp, we made a strategy in which Cld3 Tg vector was introduced into Cld4KO 

ES cells. We have succeded in making double KO mice and now are analyzing the 

phenotypes on thymic organogenesis and T cell development.    
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１．研究開始当初の背景 

胸腺は発生学的には重層上皮細胞様の

原基に由来し、突起を伸ばした胸腺上皮が

形成する三次元網工により構築される上

皮性組織である。この点において胸腺は、

線維芽細胞および膠原線維の網工が主体

の他のリンパ造血系組織と大きく異なっ

ている。これまでＴ細胞の分化機構に関し
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て、様々な免疫関連分子やシグナル伝達分

子、液性因子の機能を中心に盛んに研究が

行われてきた。しかしながら、これらの重

要なシグナルを胸腺内で時空間的制御の

下にもたらす上皮細胞がどのようなメカ

ニズムで分化し、また機能の異なる各々の

上皮細胞が胸腺内の必要な場所にいかに

して配置されるのかなど、Ｔ細胞の分化選

択の異常による免疫不全や自己免疫疾患

の病因・病態の全貌を理解する上での根本

的な課題は未解決のままである。 

一方、成熟胸腺上皮細胞は典型的な上皮

細胞とその形態学的・機能的特徴を全く異

にしている。すなわち、上下の極性を有し

シートを形成して体内外の液体成分を区

画化するという上皮本来の性質と役割を

持たない。この事実は、胸腺上皮細胞の特

殊性を考える上で注目に値すべきことで

ある。この上皮細胞本来の機能の中心的役

割を果たすのが、上皮細胞特有の接着構造

タイトジャンクション（TJ）であり、近年

クローディン (Cld) 、オクルディン（Occ）

をはじめとしたその構成膜蛋白質が同定

され、急速に分子レベルでの解析が進んで

きている。Cldは極めて特異的に上皮細胞

に発現すること、また極性形成に関与する

細胞内蛋白質を結合することによる細胞

極性への関与も示唆されていることから、

その発現と局在は上皮細胞の機能と形態

を特徴付ける最もよい指標の一つである

といえる。 

  申請者はこれまでに、胸腺原基及び胸

腺上皮細胞に発現する TJ構成膜タンパク質

に着目し、胸腺髄質内に散在する一部の上

皮細胞が TJ 構成膜タンパク質である

Cld3,4および Occ を強く発現すること、ま

たこれらの分子を発現する髄質上皮細胞が

末梢自己抗原に対する免疫寛容に重要な役

割を果たす Autoimmune regulator (Aire)

遺伝子を発現する特殊に機能分化した細胞

であることを明らかにした。さらに、Cld3,4、

Occ は重層上皮様の構造をとる最も初期の

胸腺原基の頂端部に即した上皮細胞にのみ

高発現し、この頂端側由来の Cld3,4陽性上

皮細胞を中心に髄質領域が形成されること、

またこの発生初期の Cld3,4陽性細胞分画に

Aire陽性上皮細胞を含む髄質上皮細胞の前

駆細胞が含まれることを見出した (Nat 

Immunol. 2007 Mar; 8(3):304-311.)。しか

しながら、Aire陽性の特殊な髄質上皮細胞

のみが通常の上皮細胞と同様に上皮特異的

接着分子である Cld を発現する生理的意義

については明らかでなかった。 

 
２．研究の目的 

自己寛容に必須の胸腺上皮細胞に特異的

に発現する Cld3,4 の機能を明らかにするこ

とで、胸腺上皮細胞が担う免疫寛容と自己形

成の分子メカニズムの一端を理解する。 

 
３．研究の方法 

Cld3と Cld4のノックアウトマウスを作製

し、その表現型（胸腺組織形成、Aire陽性髄

質上皮細胞の発生・分化、Ｔ細胞の分化選択、

自己免疫疾患発症の有無等）を解析する。 

 
４．研究成果 

 まず Cld4 単独 KO マウスを作製し、その表

現型を解析した。Cld4KOマウスは、胸腺組織

構築、胸腺上皮細胞およびＴ細胞の分化に顕

著な異常を認めず、正常に発育した。自己免

疫疾患の発症率は加齢に伴い増加する可能

性があるため、１年齢以上の個体についても

解析を行ったが、抗核抗体・抗組織抗体検出

率に軽度の上昇傾向があるものの統計学的

に有意ではなかった。その一方でこれら老化

Cld4 KO マウスは１年齢以降、生存率の低下

を認めた。衰弱しつつある一年齢以上のマウ

スを解析したところ、片側性に、時に両側性

に水腎症を発症していた。また歳をとるにつ

れ両側性水腎症を呈する個体が増加するこ

とから、加齢に伴う死亡率の増加は両側性水



腎症による腎不全によるものと考えられた。

水腎の発症には、尿量の増加あるいは尿の排

出障害の可能性があるが、造影剤投与による

ivp により水腎発症に先立ち尿の滞留が認め

られたことから尿路の閉塞によるものと考

えられた。そこで尿路上皮の組織学的解析を

詳細に行ったところ、加齢マウスの尿路上皮

が過形成を起こしていることが分かった。し

たがって、Cld4KOマウスは加齢に伴い尿路移

行上皮が過形成をおこし、それに起因する尿

路の閉塞により水腎症を発症するものと考

えられる。これらの表現型は Cld4 の全身Ｋ

Ｏでのみ認められ、Ｔ細胞特異的 Cld4KO マ

ウスで認められなかったことから、腎及び尿

路上皮に発現する Cld4 遺伝子が欠失した結

果、タイトジャンクションの機能が破綻した

ことにより生じたものと考えられる。 

Cld3 と Cld4 はゲノム上で極めて近く（約

40Kbp）、本来の目的である Cld3/4 ダブルＫ

Ｏマウスを得るには通常の掛け合わせでは

確率的にほぼ不可能であると考えられたた

め、上述した腎尿路系の解析と並行して

Cld4KOマウス ES細胞にさらに Cld3KOのター

ゲティングベクターをエレクトロポレーシ

ョンするという手法を用いて、ダブルＫＯマ

ウスを得ることが出来た。現在胸腺組織、お

よび免疫系のフェノタイプについて解析を

行っている。 
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