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研究成果の概要（和文）：多細胞生物は、上皮細胞が互いに接着してできたシート構造である上皮細胞シートにより覆
われる。上皮細胞シートは、皮膚のように体外表面を覆うばかりではなく、小腸や肝臓のような体内の表面も覆いつつ
、個々の臓器として特定の機能を担う。本研究では、上皮細胞間接着装置であるタイトジャンクションが、如何に、臓
器が適切に働くための微小環境を構築し、その破綻が、生体機能に及ぼす影響について、特に、小腸に焦点を当てた。
小腸タイトジャンクションの透過性を担うクローディン２および１５をノックアウトすると、小腸内の電解質ホメオス
タシスが崩れ、栄養の吸収にさえ、大きな障害を導くことを示した。

研究成果の概要（英文）：Multicellular organism is surrounded by the epithelial cell sheets. Epithelial cel
l sheet is composed of epithelial cells which are adhered each other by cell-cell adhesion complex. Epithe
lial cell sheets cover inside and outside of our body and the play a biological specific role as organ lik
e skin, intestine and so on. In this research, I analyzed the tight junction mechanism, by which biologica
lly adequate microenvironment can be formed in our body. In this study, I focused especially on small inte
stine using clausdin-2 and -15 knockout mice. The claudin-2 and -15 knockout mice showed imbalanced electr
olytes of intestine induced malnutrition and infantile death.
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１．研究開始当初の背景 
➊イオン勾配に依存した物質輸送 
	 細胞内外のイオン濃度、特にナトリウム
とカリウムの値がほぼ逆であること（細胞
内ナトリウム濃度 5mM カリウム濃度
150mM、細胞外ナトリウム濃度 150mMカ
リウム濃度 5mM）は良く知られている。
この濃度差は、神経が活動電位を生じる時
に利用されたり、心筋が収縮する時に利用
され、生体の動的活動に欠くことのできな
い重要なシステムと考えられるが、興奮性
細胞に限らず体内の全ての細胞でもこうし
た濃度差が存在する。 
	 例えば腸管では、こうした細胞内外のナ
トリウム濃度勾配を利用してグルコースや
一部のアミノ酸の吸収を行う。その一方で、
腸管上皮シートは体内外の最初のバリアー
でもあるので、腸管上皮細胞間にある接着
装置タイトジャンクションによるバリアー
が欠かせない。しかしもしもこのバリアー
のイオン透過性が小さすぎると、細胞のバ
ソラテラル側にある Na,K-pump で細胞外
に排出されたナトリウムイオンは、上皮細
胞の基底膜側すなわち腸管の粘膜下に蓄積
し、腸管の管腔側には届かないことになっ
てしまう。これでは腸管からのナトリウム
依存的な栄養吸収が十分に行えない可能性
が高い。 
➋クローディンノックアウトマウスにおけ
るイオン環境の撹乱	 
	 申請者らは、タイトジャンクションのイ
オン透過性が低下したクローディンノック
アウトマウスを用いることで、こうしたタ
イトジャンクションを介した、粘膜下から
アピカル側へのナトリウムの拡散が、腸管
のイオンホメオスタシスにとって非常に重
要であることを示すことができた(下図) 
(Tamura et al.,2010. Gastroenterology)。 

	 クローディンは、タイトジャンクション
のイオン透過性の特性を決める本質的な膜
タンパク質である。クローディンは、ヒト
やマウスでは少なくとも 27 種類のサブタ
イプからなり、臓器によりその発現パター
ンを変えることで、上皮細胞シートの電気

的な特性などを変化させている。腸管にお
いても、小腸の上部から直腸にいたる領域
でのクローディンの発現パターンは様々に
変化する。例えば、１２指腸や空腸などの
上部腸管ではクローディン１５の発現は多
いが、大腸ではその発現は低下してしまう。
クローディン１５は、小腸では絨毛とクリ
プトの両方に発現するが、クローディン２
はクリプトにしか発現しない。これらは具
体的な例のごく一部であり、じっさいの生
体では、発生過程での発現パターン変化も
含まれ、より複雑に入り組んだ発現パター
ンを示す。しかし、こうした発現パターン
の変化すなわち、腸管の各部位、各発生／
成長過程での腸管バリアーの特性変化の違
いが、生体に取って生物学的にどのような
意味を持つかについては、十分には分かっ
ていない。 
➌上皮細胞シートタイトジャンクションが
つくるイオン濃度勾配と栄養吸収 
	 こうした特性の違いが持つ本質的な意味
の１つとして、栄養吸収の効率化が考えら
れる。ナトリウム勾配に直接依存したグル
コース吸収はもちろんであるが、他に例え
ば、腸管内のイオン環境は、そこに直接接
する上皮細胞の細胞膜電位を変化させる。
このことは、膜を横切る電位勾配を変化さ
せるので、例えばナトリウムの電位勾配を
変化させることで、ナトリウム依存的な栄
養素の輸送に影響を与える可能性がある。
さらに、こうしたイオン濃度勾配はそのイ
オンがタイトジャンクションを横切るとき
に生じる拡散電位を介して、他のイオンの
挙動に変化を与え得る。他に、膜電位の変
化は、上皮細胞内でのエンドサイトーシス
に変化を与えることが知られている。しか
し、腸管のイオン環境を恒常的に変化させ
るシステムそのものの樹立は難しく、イオ
ン環境の変化が栄養の吸収などの生体機能
にどのような影響を、どの程度生じるかに
ついては、正確な実験ができないでいた。 
 
２．研究の目的 
	 グルコースやアミノ酸の吸収など、生体
に必須な栄養素の多くが上皮細胞のアピカ
ル側と細胞質内のナトリウムの濃度勾配を
駆動力として体内に吸収される。こうした
細胞内外のイオン濃度勾配を利用した生体
での輸送システムは、腸管におけるグルコ
ースやアミノ酸吸収のほかにも腸管におけ
るビリルビン吸収など多種類存在するが、
イオン濃度の勾配が崩れた場合の生体に対
する影響(逆にいえば、このイオン濃度勾配
の重要度)に関する、基礎的解析がほとんど
ない。 
	 本研究では、申請者が最近数年間解析を
進めてきた、腸管内イオンホメオスタシス
が崩れたマウスであるクローディン２、１
５ノックアウトマウスを中心に、特に「腸
管内イオン環境の変化」と「グルコースや



アミノ酸など栄養吸収」について詳細に検
討し、タイトジャンクションで規定される
生体イオン環境ホメオスタシスの生体機能
における重要性について検討した上で、さ
らにその応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
クローディン２、１５ノックアウトマウス

と野生型マウスにおける、腸管の各部位で
の栄養吸収とイオンホメオスタシスの関連
について検討した。具体的には、以下の検

討を進めた。 
a.これまでの申請者らの解析により、クロ
ーディン１５ノックアウトマウスでは、空

腸や回腸でのナトリウム濃度がおよそ
8mM と細胞内のイオン濃度程度にまで低
下していた。一方、１２指腸での濃度はお

よそ 30-40mMに留まった。SGLT1などグ
ルコース吸収のみとの連動であれば、１２
指腸でのナトリウム濃度がもう少し低濃度

になってよいようにも思われた。そこで、
どうしてより低濃度にまで低下しないかに
ついて、摘出腸管を用いた半生体環流実験

や２−チャンバーを用いた電気生理学的な
実験で検討する。クローディンの発現パタ
ーンの部位差から説明できるか否かも検討

する。さらに、本マウスを用いて、アミノ
酸吸収に対するナトリウム依存性吸収につ
いて検討する。アミノ酸は、ナトリウム依

存性と非依存性の２つの経路で吸収される
ことが知られている。クローディン１５ノ
ックアウトマウスでは、腸管内のナトリウ

ム濃度が大きく低下しているので、ナトリ
ウム依存性のアミノ酸吸収の効率が大きく
低下している可能性が高い。この点に付い

て、アミノ酸吸収実験を行う。 
b.クローディン２、１５ノックアウトマウ
スでは、腸管内イオン環境ホメオスタシス

の異常にともない、３大栄養素の吸収のバ
ランスが大きく偏っている可能性が高い。
クローディン１５は、腸管内ナトリウムイ

オンの不足によりグルコースとアミノ酸の
吸収が低下し、腸管内のナトリウム濃度に
は依存しない脂質の吸収は維持されると予

想された。ダブルノックアウトでの解析も
行い、栄養吸収と細胞間隙イオン透過性と
の関連を調べる。 
c.生体全体の電解質ホメオスタシス、水出
納、フラックスを統合し、クロードベルナ
ールの言う内部環境恒常性の大切さを理論

的に、定量性を持って説明したい。イオン
環境の重要性について、栄養の吸収から入
り、最終的には、生体全体の機能にとって

の「イオンホメオスタシスの重要性」につ
いて理解したい。 
	 
４．研究成果	 

クローディン２、１５ノックアウトマウス
と野生型マウスにおける、栄養吸収とイオ
ンホメオスタシスの関連について主に検討
した。 
a.小腸に発現する２つのイオン透過型クロ
ーディン２、１５の２重欠損マウスの作製
と解析を進めた。本ノックアウトマウスを
用いて、アミノ酸吸収に対するナトリウム
依存性吸収について検討すると、大きく吸
収が低下していることが確認された。アミ
ノ酸は、ナトリウム依存性と非依存性の２
つの経路で吸収されることが知られている
ので、ナトリウム依存性の吸収への依存度
の高さが示唆された。 
	 クローディン 15 ノックアウトマウスで
は、その便をみると、野生型マウスに比べ、
黒褐色状であった。そこで、便の内容物を
調べると、脂肪酸の含有量が上昇している
ことが確認された。脂肪酸の吸収は、一般
に、腸管内のナトリウムイオンなどの電解
質には依存しないと考えられている。その
ため、脂肪酸の吸収の低下を示唆する所見
は、驚きであった。興味深いことに、脂肪
の吸収に必要な胆汁酸は、回腸からナトリ
ウムイオン依存性に吸収される。以上の結
果から、クローディン２と１５の２重欠損
マウスでは、糖／アミノ酸／脂肪の３大栄
養素すべての吸収が低下し、結果として、
離乳期前後で致死となることが明らかとな
った。このことは、これまで栄養の吸収に
は唾液や胃液などの液中電解質で十分に補
われると考えられてきたが、上皮細胞間の
イオン透過機構を介して、血中から供給さ
れるナトリウムイオンが極めて大切である
ことが示された。 
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