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研究成果の概要（和文）：本研究では、｢上皮細胞がバリアー機能のあるシートを形成するとき、細胞間接着装置・ア
ピカル膜はどのような分子基盤で構造的・機能的に統合されて、巧妙な生体機能制御システムが創出されるか？｣ を課
題とした。まず第一に、細胞間接着装置タイトジャンクション(TJ)を構成するクローディン(TJ)の構造と機能について
、結晶構造解析や細胞・マウスレベルで解析を進めた。一方で、アピカル膜機能制御について、TJを起点として上皮細
胞シートアピカル膜直下全体に広がる『アピカル骨格構造』を見出した。総じて、上皮バリアシステムとして生体機能
を創出する『TJアピカル複合体』という研究分野を開拓した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to learn how reciprocal regulation between the 
cell-cell adhesion of tight junctions (TJs) and the apical membrane defines a unified epithelial system 
via the cytoskeleton and cell signaling in epithelial cell sheets. Claudins, the primary constituents of 
TJs, have critical roles as a structural component of the paracellular barrier. A recent crystallographic 
structural analysis revealed the molecular structure of claudin. Our recent knockout mouse analyses 
elucidated the physiological relevance of the paracellular barriers/permeability in many biological 
systems. On the other hand, we recently discovered that a network of microtubules existed just below the 
apical membrane of the epithelial cell sheet. Since this apical microtubule network appeared to be 
connected to TJs, we propose that the TJ-apical complex is critical for organizing the TJ and apical 
membrane systems, and thus for creating and regulating the epithelial barrier and biological systems.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景  
上皮細胞間接着や細胞極性形成の分子機構
の研究および、これらに関係した細胞膜蛋白
質や細胞骨格・シグナル系は、盛んに研究さ
れてきた分野である。アピカル膜に最も近接
する細胞間接着装置として、タイトジャンク
ション(TJ)が形成され、上皮細胞間にバリア
機能を持つ上皮細胞シートが形成される。TJ	 
やそのベーサル直下に形成されるアドヘレ
ンスジャンクション(AJ)の細胞間接着分子
として、クローディン(Cldn)やカドヘリンが
日本で同定され	 (Furuse	 et	 al.1998	 ;	 Hatta	 
et	 al.	 1985)、その機能解析が進んだ。一方、
アピカル膜の構築とその機能の研究も、｢ア
ピカル膜に特徴的な細胞骨格・シグナル系に
よる微絨毛構築や表層構造の構築｣／｢アピ
カル膜に局在する膜蛋白質であるレセプタ
ー、トランスポーターやチャネル等、の機能
制御｣などの観点から国内外で盛んに研究さ
れてきた。これらの研究は、癌や免疫関連な
ど種々の病態との関連でも、大いに注目され
ている。一方、接着分子やアピカル膜蛋白質
の異常による疾患と類似する病態が、接着分
子や膜蛋白質分子そのもの、あるいは、それ
らの直接の結合分子の異常によるものでは
ない事象がある。例えば、嚢胞性線維症
(cystic	 fibrosis)は、アピカル膜 Cl-チャネ
ルの変異によるが、細胞間接着の構築および
機能にも間接的に変化が生じる。しかし、上
皮細胞間接着装置とアピカル膜構築の遠隔
的な構造・機能上の明確な連携やその分子基
盤は未開拓である。最近、私共が進めた細胞
間接着装置・アピカル膜複合体研究のなかで、
以下のデータ(Ⅰ)－(Ⅲ)を得た。データ(Ⅰ)	 
－(Ⅲ)を総合して考察する過程で、｢上皮細
胞シートが形成されることで、細胞間接着装
置・アピカル膜の機能構造的協働関係が成立
し、新しい上皮生体機能が創出される｣とい
う考え方に至った	 (図)。	 
	 (Ⅰ)	 Cldn は、ZO-１を介する細胞骨格・シ
グナル系の制御下で重合して、細胞間接着装
置TJとその
機能として
細胞間バリ
アを構築す
る 。 Cldn	 
-2/15	 は、
TJ	 細 胞間
バ リ ア に
Na+ チ ャネ
ル様の透過
性を与える
(縦向き極
性/フロー)
こ と が 、
Cldn-2/15
ノックアウ
ト(KO)マウ
ス解析の結
果から示さ

れた(Tamura	 et	 al.Gastroenterology,	 2011;	 
Wada	 et	 al.	 Gastroenterology,	 2012)。血
管側から小腸内腔向きに透過した Na+は、ア
ピカル膜のグルコース・アミノ酸トランスポ
ーターについて、Na+共輸送により駆動し、
栄養素を細胞内に輸送する。このような TJ
とアピカル膜機能の協働は細胞骨格・シグナ
ル系により制御されることが予想された。	 
	 (II)	 TJ および AJ に局在するシグナル分子
である Rho-GEF 結合性の ARHGEF11 および
Tara は巧妙に TJ/AJ と	 CR(Circumferential	 
Ring)アクチン線維系のシグナル経路に関わ
る(Yano	 et	 al.	 J.	 Cell	 Biol.	 2011	 ;	 Itoh	 
et	 al.	 Proc.	 Natl.	 Acad.	 Sci.、2013)。予
備的データでは、さらにアピカル膜を裏打ち
するアクチン線維や微小管のネットワーク
を制御する細胞骨格・シグナル系を構築した。	 
	 (Ⅲ)以前アピカル膜繊毛基底小体に局在
し、繊毛形成に重要だと報告した Odf2	 
(Ishikawa	 et	 al.	 Nat.Cell	 Biol.2005)のノ
ックアウトマウスの解析から、多繊毛基底小
体に付随する構造体である Basal	 Foot は、
Odf2 に依存して形成されることが明らかと
なった(Kunimoto	 et	 al.	 Cell	 2012)。	 
	 これらの事項を踏まえ、本研究では、｢細
胞間接着装置側からの解析｣と、｢細胞アピカ
ル膜構築の解析｣の２つの方向性でその分子
基盤と機能解析をすすめる。そして、細胞骨
格・シグナル系を介した両者の接点や協働関
係を解析することを目指して、上皮細胞シー
トシステム構築の新しい考え方の基礎を築
くことを目的とした。	 
	 
２．研究の目的  
１．細胞間接着装置・細胞骨格・アピカル膜
複合体の解析（｢細胞間接着装置側からの解
析｣）：上皮細胞アピカル膜を取り囲むように
発達する AJ/TJ	 のコンビネーションは絶妙
で｢細胞シートを形成する AJ｣と｢細胞間バリ
アを形成する TJ｣とに役割分担される(Umeda	 
et	 al.	 Cell	 2006;	 Yano	 et	 al.J.Cell	 Biol.	 
2011;	 Nelson	 et	 al.2013)。この過程は細胞
骨格・シグナル系で時空間的に統制され、協
働して｢縦向き極性｣を誘導する。一方で、
AJ/TJ	 はリンクする細胞骨格・シグナル系を
介して、アピカル膜細胞骨格・シグナル系と
リンクし、機能的に協働している。本研究で
は、❶	 細胞間接着分子や細胞骨格の構築を
制御するシグナル分子の解析、及び、❷	 TJ	 接
着分子クローディン・細胞骨格複合体の解析
の 2 課題を中心に｢細胞間接着装置側からの
解析｣を進めた。	 
2.	 細胞間接着装置・アピカル膜複合体の解
析（｢細胞アピカル膜構築の解析｣）:アピカ
ル膜構築は、｢横向き極性｣としての平面極性
(planar	 cell	 polarity	 :	 PCP)が明らかにな
るに伴い、細胞間接着も関わる問題として、
新たな局面を迎えている。PCP	 コア蛋白質や
エフェクター蛋白質には、細胞間接着分子も
含まれる(Devenport	 &	 Fuchs	 Nat.	 Cell	 Biol.	 



 

 

2008)。アクチン線維や微小管が PCP	 エフェ
クターとして機能していることを示唆する
データも知られている(Werner	 et	 al.	 J.	 
Cell	 Biol.	 2011;	 Devenport	 2014)。私共
で以前同定したアクチン結合性 ERM(ezrin	 
/radixin/moesin)蛋白質や、基底小体 Basal	 
Foot	 構成蛋白質 Odf2	 を軸にアピカル膜細
胞骨格・シグナル系の解析を進め、TJ/AJ	 と
のリンク様式を検討する。ここでは、❶	 ア
ピカル膜を裏打ちするアクチン線維の解析、
❷	 アピカル膜の微小管・繊毛構築の解析の 2	 
課題を進めた。	 
	 ｢上皮細胞がシートを形成するとき、細胞
間接着装置・アピカル膜が、どのようにして
生体システムに機能構造的に統合され、どの
ように巧妙な生体機能制御システムが創出
されるか？｣の課題を解決することを目的と
した。	 
	 
３．研究の方法  
｢①細胞間接着装置側からの解析｣と、｢②細胞
アピカル膜構築の解析｣について、分子基盤と
機能の解析を進める。①は、(Ⅰ)細胞間接着分
子や細胞骨格の構築を制御するシグナル分子
の解析、(Ⅱ)	 TJ	 の接着分子クローディンの解
析を含む。②では、(Ⅰ)アピカル膜を裏打ちす
るアクチンフィラメントの解析と、特に(Ⅱ)
アピカル膜を裏打ちする繊毛基底小体/微小管
系の解析の2	 つの方向からの解析を行った。
①②のシステムについて、細胞骨格・シグナル
系による接点や協働原理を追求することによ
り、上皮細胞機能統合原理の基盤を確立した。	 

	 

４．研究成果	 
①（Ⅰ）細胞間接着分子や細胞骨格の構築を
制御するシグナル分子の解析：	 
・細胞間接着分子や細胞骨格の構築を制御す
るシグナル分子の解析	 
	 私共が見出した Tara	 (Trio-associated	 
repeat	 on	 actin)と ARHGEF11 は、各々AJ、
TJ に局在する。これらは、細胞レベルのノッ
クダウン解析で、TJ バリア機能の変化が確認
されている。そこで、TJ を構成するクローデ
ィンなどの分子の発現変化、アクチン circum	 
ferential	 ring 構築の解析、ミオシンリン酸
化などの解析を進めた。	 
・私どもが TJ に局在する蛋白質として見出
した ARHGEF11 が、ZO-1 に結合に依存して TJ
に局在し、perijunctional	 actomyosin	 ring	 
(PJAR)のリモデリングを介して接着機構の
集合とバリア形成制御に関わることを示し、
PNAS 誌に発表された（Itoh	 et	 al.,	 2012）。
これまで特に、TJ に関わるシグナル解析は少
なく、意義あるものである。また、キナーゼ
制御下にある蛋白質 cingulin の機能解析と
いった in	 vitro 解析も進めている。	 
・Rho の局在制御における TJ の役割を解析、
Rho 結合性の因子のひとつとして、細胞骨格
性のシグナル分子の解析を進めた。また、TJ

接着分子クローディン・細胞骨格複合体の解
析として、クローディンから、Rho 関連タン
パク質への結合のアルゴリズムの解析を進
めることができた。	 
・上皮細胞には centrosomal な微小管構造と
non-	 centrosomal な微小管構造があり、上皮
細胞が終分化すると non-centrosomal な微小
管構造が上皮細胞の上下に走行する事が知
られていた。	 
	 私共は、超解像顕微鏡を用いることで上皮
細胞のアピカル面直下に配向する non-	 
centrosomal な微小管構造が存在すること、
さらに、この微小管構造が TJ に、しかも微
小管	 の側面で結合することを新たに見出し
た。微小管と TJ は cingulin と呼ばれる TJ
構成蛋白質で結合し、cingulin が AMP 活性蛋
白質キナーゼ（AMPK）によりリン酸化される
ことで、微小管との結合活性をもつことを見
出した。	 

	 また、細胞の三次元培養法により、非リン
酸化型 cingulin を発現する細胞では、アピ
カル膜直下に配向する微小管構造の異常に
より細胞の形態形成に変化が現れることを
示した。	 
	 今後、生体における微小管の機能や役割に
ついてさらに明らかにすることで、AMPK から
TJ への新たなシグナル伝達経路と、生体の代
謝異常による疾病やがん化メカニズムなど
との関連、さらに、がん研究や代謝学の発展
に大きく貢献できることが期待される。	 
	 
①（Ⅱ）TJ	 の接着分子クローディンの解析：	 
・これまで腸管内グルコースの吸収と、それ
にカップルしたクローディン２、１５などの
発現による細胞間チャネル機能との相関な
ど、クローディン２や１５については、腸管
における働きについて、主に解析を進めてき
た。本研究では、さらに、肝臓におけるクロ
ーディンの役割についても解析を深めた。ク
ローディン２ノックアウトマウスでは、毛細
胆管部の水フローの透過性亢進および、関連
が示唆される胆石の形成が認められた(図)。	 



 

 

・Cldn の結晶構造解析は、創薬的な立場から
も非常に期待されていたが、膜蛋白質である
ことから、結晶構築が困難で、これまで報告
がなかった。今回、名古屋大学藤吉研究室、
東京大学濡木研究室および私共の３研究室
の共同で、チャネル型クローディン 15 およ
びクローディン 19 の結晶構造解析に成功し
た。TJ の細胞間イオンチャネルのイオン選択
の仕組みを構造学的に明示するとともに、ク
ローディン同士の cis 相互作用の仕組みなど
を示唆した。さらに、クローディンに対する
食中毒毒素の結合様式とその TJ ストランド
破綻方法についての論理的な示唆を与えた。
本成果は、Science誌に投稿された(Suzuki	 et	 
al.,	 Science,	 2014;	 Saitoh	 et	 al.,Science,	 	 
2015)。	 

・同定されているものの、機能未知であった
クローディン 21 の機能解析を進めた。本ク
ローディンは、サブタイプの中でも、イオン
の透過性を更新させる性質をもつクローデ
ィンで、その透過性の大きさが、サブタイプ
の中でも代表的なクローディン２や１５と
比べて遜色ないが、生体において、その発現
量は少なく、また、発生のある時期に、特定
の臓器での発現が上昇している可能性を見
出している。解析は進行中であるが、管系臓
器の組織構築上の必要性も考えられ、細胞骨
格の挙動との関連も興味が持たれる。	 

・クローディン７ノックアウトマウスについ
ては、腸管を主とした解析を進めている。通
常のイオンの透過性制御ではなく、やや大き
な分子サイズの透過性を制御し、その結果と

して、炎症等の病態に関わっている可能性が
示唆されている。本マウスでも、細胞骨格と
の関連が示唆された。	 
・クローディンノックアウトマウスの解析を
継続して行ってきた。腸管での解析に加え、
肝臓での解析も加わり、クローディンによる
生体システムでの役割をとくに微小環境レ
ベルで明らかにしつつある。胆汁分泌以上や、
胆石といった症状とも合わせて、解析を進め、
一部は論文投稿のリバイス段階にある。	 
・トリセルリンは、３つの細胞が合わさる部
分に主に局在する TJ 膜貫通蛋白質である。
トリセルリンは、クローディンと同じく４回
膜貫通ではあるものの、むしろ、マーベル配
列をもつオクルーディンに共通性が高い。本
解析では、トリセルリンの内耳での働きを、
ノックアウトマウスを用いて解析した。する
と、ヒトで示唆された通り、難聴を示したが、
聴覚に重要であるとされる内リンパ電圧に
は、野生型と比べ有意な差が見られなかった。	 
一方で、内有毛細胞にアポトーシスの亢進が
認められたが、その機序については今後の課
題となった。	 
・皮膚には、クローディン 1 の発現が多い。
クローディン 1のコンベンショナルなノック
アウトマウスは、皮膚からの脱水により、出
生１日目に致死となることが知られている。
一方、ヒトの解析などから、アトピー性皮膚
炎の原因として、皮膚クローディン 1の発現
低下とそれにともなうバリア異常が示唆さ
れてきた。	 
	 今回、さまざまな発現量をもつクローディ
ン変異マウスについて解析することで、クロ
ーディンの発現量と、病態の重症度との相関
について、解析を進めた。その結果、病態を
惹起するクローディン発現量の閾値のある
可能性が示唆された。また、クローディンの
発現量の低下にともなうバリア障害と、特定
の炎症細胞の浸潤度との間に相関関係のあ
ることを示した。この点は、これまでにない
新たな知見で、将来の治療法の発展などにつ
なげたい。	 
	 
②（Ⅰ）アピカル膜を裏打ちするアクチンフ
ィラメントの解析：	 
・期間上皮の基底小体の配行が見られるエズ
リンや Odf2 ノックアウトマウス（いずれも
私共が作製）におけるアピカルアクチン繊維
の走行や、TJ/AJ との相互作用について、蛍
光染色や電顕などの解析を行った。	 
	 



 

 

②（Ⅱ）アピカル膜を裏打ちする繊毛基底小
体/微小管系の解析の2	 つの方向からの解析：	 
・基底小体構造の分子基盤の解析および基底小
体と微小管との結合の分子基盤とその制御の
解析。基底小体の生化学的な分離や、Odf2 に
対する免疫沈降実験から、分子構築的解析を行
った。	 
・アピカル膜を裏打ちするアピカル骨格構造に
ついて、超解像顕微鏡などによる観察を新しく
加え、新規初見を得た。TJ を起点とした微小
管構築についてのはじめての知見も報告した
（Yano	 et	 al.,	 J.Cell.Biol.,2013）。他の骨
格系についても検討を進め、細胞間接着装置・
アピカル膜の機能的リンクについて新規性の
ある解析を進めることができた。	 
	 
以上、｢細胞間接着装置側からの解析｣と、｢細
胞アピカル膜構築の解析｣の２つの方向性でそ
の分子基盤と機能解析をすすめ、細胞骨格・シ
グナル系を介した両者の協働機能を明らかに
した。このような協働は、『TJ アピカル複合体』
と定義される生体バリアシステムを構築する
と考えられ、そのシステムは臓器により特異的
な生体機能を創出すると考えられた。	 
	 この新しく打ち出された研究方向性をさら
に極めていくことにより、将来的に、生体シス
テムに注目した新規生体上皮バリア医療を推
進することが可能となる。	 
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