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研究成果の概要（和文）：スムースセプテートジャンクション (sSJ)は、節足動物内胚葉上皮の細胞間隙バリア
として機能する。我々は、sSJ構成分子Ssk、Meshの同定に続き、sSJ形成に関わる分子の同定を目的とした、
Meshの局在異常を指標としたショウジョウバエの遺伝学的スクリーニングを行った。その結果、テトラスパニン
Tsp2Aと一回膜貫通型タンパク質CG13704を同定した。Tsp2AとCG13704は共にsSJ構成分子であり、ショウジョウ
バエのsSJ形成と腸管上皮バリア機能に必要であることが分かった。さらに、Tsp2AとCG13704はSsk、Meshと協調
してsSJ形成を制御していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Smooth septate junctions (sSJs) are cell-cell junctions that regulate the 
paracellular pathway of the endodermally-derived epithelial cells in arthropods. Previously, we 
identified Ssk and Mesh as specific components of sSJs in Drosophila. To understand the molecular 
mechanisms involved in sSJ formation, we carried out a genetic screen of a Drosophila chromosomal 
deficiency stock and identified several strains defective in the localization of Mesh at sSJs. By 
analyzing these strains, we found that the genes encoding tetraspanin, Tsp2A and a novel single 
membrane-spanning protein, CG13704 were responsible for the phenotype. Both proteins specifically 
localized at sSJs and were required for sSJ formation as well as the barrier function of the midgut.
 Furthermore, we found that Tsp2A, CG13704, Ssk and Mesh form a complex and were interdependent for 
their sSJ localization. Therefore, we concluded that these sSJ-proteins act together to organize 
sSJs.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 動物の組織・器官の形態形成と恒常性の

維持には細胞間の堅固な接着が必要不可欠

である。細胞間接着の主役は、細胞接着分

子が細胞膜の特定の領域で集合して形成さ

れる細胞間接着装置である。例えば、上皮

は上皮細胞間の強固な接着に関わるアドヘ

レンスジャンクション、細胞間を介した物

質の漏れを防ぐ閉塞結合（脊椎動物のタイ

トジャンクション、無脊椎動物のセプテー

トジャンクション(SJ)）等を備えることに

より、密閉性の高いシートを形成し、身体

の内部と外部環境を分け隔てるバリアとし

て働くことができる。これまでに多くの細

胞間接着装置について分子基盤の基本形が

解明されている。しかし、細胞接着分子を

活性化させるプロセッシングの機構、細胞

膜上の特定部位に運搬し集積を誘導する機

構、裏打ちタンパク質や細胞骨格と繋げ装

置を完成形にするための機構など、細胞間

接着装置の形成を司る動的な制御機構につ

いては未だ不明な点が多い。 
 

２．研究の目的 

 私は、ショウジョウバエの腸管上皮に存

在する閉塞結合、スムース SJ (以下 sSJ)

の形成機構の解析を進めている。私は sSJ

に特異的に局在する細胞接着分子複合体

Mesh-Ssk の同定に成功し、この複合体が

sSJ 形成と腸管上皮バリア機能に必須であ

ることを証明した（Izumi et al., J.Cell 

Sci. 125, 4923, 2012; Yanagihashi et al., 

J.Cell Sci. 125, 1980, 2012）。続いて、

sSJ 形成を制御する遺伝子の同定を目的と

して、Mesh の sSJ 局在が失われることを指

標としたショウジョウバエ染色体部分欠失

系統の遺伝学的スクリーニングを行った結

果、Mesh の局在異常を示す 4種の染色体欠

失系統を同定することに成功した。Mesh 局

在異常を示す欠失系統の原因遺伝子の同定

を試みた結果、様々な膜タンパク質の機能

促進に関わるテトラスパニンのファミリー

タンパク質 Tsp2A、ロイシンリッチリピー

ト(LRR)タンパク質である CG4781、1 回膜貫

通タンパク質である CG13704 を候補遺伝子

として同定した。本研究では、Tsp2A, 

CG13704, CG4781 の機能解析を中心に進め、

sSJ 形成機構を明らかにし、細胞間接着装

置の新しい形成モデルの提唱を目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、主に Tsp2A, CG13704 の解析
を以下の方法により進めた。 

(1) Tsp2A, CG13704 の抗体を作製し、腸管

上皮細胞での発現及び細胞内局在を解析し

た。さらに、mesh あるいは ssk 変異系統に

おける細胞内局在の変化を検討した。 

(2) Tsp2A, CG13704の sSJ 形成への関与を

明 確 に す る た め 、 RNAi 系 統 又 は

CRISPR/Cas9 法を利用した変異系統作製を

試み、Mesh-Ssk の局在に与える影響を解析

した。 

(3)Tsp2A 及 び CG13704 変 異 系 統 に

GAL4-UASシステムを利用してGFP-Tsp2A又

は 13704-GFP の発現を誘導し、sSJ の形成

異常がレスキューされるか検討した。 

(4) Tsp2A及び CG13704変異系統の詳細な解

析を行った。特に腸管上皮細胞の sSJ の形

態を、電子顕微鏡により解析した。さらに、

ショウジョウバエ幼虫へのトレーサー浸透

実験（摂食させたトレーサーの体腔（腸外）

への漏れの有無で判断）を行う事により、

腸管上皮バリア機能への影響を解析した。 

(5) Tsp2A, CG13704と Mesh-Ssk との相互作

用の有無を検討するために、ショウジョウ

バエ胚及び幼虫を可溶化し、共免疫沈降実

験を行った。 
 
４．研究成果 
（研究の主な成果） 

(1)sSJ形成におけるTsp2Aの機能解析 

 Tsp2A はテトラスパニンファミリーに属

する四回膜貫通型タンパク質である（図 1）。 



 
Tsp2A の細胞内局在を明らかにするために

抗体を作製し、ショウジョウバエ腸管上皮

細胞を蛍光免疫染色した結果、Tsp2A は sSJ

に局在するタンパク質であることが分かっ

た（図 2）。 

 

Tsp2A の 機 能 を 解 析 す る た め に 、

CRISPR/Cas9 法により Tsp2A 変異系統の作

製を試み、Tsp2A 遺伝子に塩基欠失がある

変異系統を得ることに成功した。この変異

系統を抗 Tsp2A 抗体で蛍光免疫染色したと

ころ、Tsp2A の発現が失われていることが

分かり、Tsp2A 機能欠損の変異体が獲得で

きたことを確認した。この変異系統は幼虫

期に致死であることから、Tsp2A は生存に

必須な分子であることが分かった。Tsp2A

変異系統における Mesh、Ssk の局在を調べ

たところ、これらの分子は sSJ に局在でき

なくなっていることが分かった。透過型電

子顕微鏡により、腸管上皮細胞の sSJ 領域

を観察したところ、Tsp2A 変異系統では sSJ

が正常に形成されていないことが分かった

（図 3）。 

 

腸管バリア機能への影響を観察するために

Tsp2A 欠損ショウジョウバエ幼虫への蛍光

トレーサー浸透実験（摂食させたトレーサ

ーの体腔（腸外）への漏れの有無で判断）

を行ったところ、トレーサーが腸管から体

腔へ漏れていることが分かり、腸管バリア

機能の破綻を確認した。さらに、ショウジ

ョウバエ幼虫を可溶化し、共免疫沈降実験

を行ったところ、Tsp2A と Ssk、Mesh との

複合体形成を確認することができた。また、

Tsp2A は ssk、mesh の変異系統では sSJ に

局在できないことから、sSJ 局在に関して

Tsp2A は Mesh, Ssk と相互依存の関係にあ

ることが分かった。以上の結果より、新規

sSJ 構成分子 Tsp2A は Mesh、Ssk と協調し

sSJ 形成と腸管バリア機能を制御している

ことが明らかになった。また、テトラスパ

ニンタンパク質はパートナーとなる膜タン

パク質を集めることで、細胞膜にマイクロ

ドメインを形成することが知られているこ

とから、sSJ はテトラスパニン Tsp2A によ

ってパートナーの sSJ 構成分子(Mesh、Ssk)

が集合して形成された特殊な細胞膜マイク

ロドメインであることが示唆された。 



 

(2)sSJ形成におけるCG13704の機能解析 

 CG13704 は非常に短い細胞外ドメインを

持つ新規の一回膜貫通型タンパク質である

（図 4）。 

 

CG13704 の細胞内局在を明らかにするため

に抗体を作製し、ショウジョウバエ腸管上

皮細胞を蛍光免疫染色した結果、CG13704

も sSJ に局在するタンパク質であることが

分かった。CG13704 の機能を明らかにする

ために、CRISPR/Cas9 法により CG13704 変

異系統の作製を試み、CG13704 遺伝子に塩

基欠失がある変異系統を得ることに成功し

た。この変異系統を抗 CG13704 抗体で免疫

染色したところ、CG13704 の発現が失われ

ていることが分かり、CG13704 機能欠損の

変異体獲得に成功したことを確認した。こ

の変異系統は幼虫期に致死であることから、

CG13704 は生存に必須な分子であることが

分かった。CG13704 変異系統の中腸バリア

機能を解析するために、幼虫を利用した蛍

光トレーサー浸透実験を行ったところ、ト

レーサーの腸管から体腔への漏れが観察さ

れ、腸管バリア機能が破綻していることが

分かった。以上の結果より、CG13704 も sSJ

構成分子であると共に、sSJ 形成と腸管バ

リア機能を制御している分子であることが

明らかになった。さらに、CG13704 は、ssk、

mesh、Tsp2A の変異系統では sSJ に局在で

きないことが明らかになった。また、

CG13704 変異系統における Mesh、Ssk、Tsp2A

の局在を調べたところ、興味深いことに、

これらの分子はラテラル膜全体にわたって

局在していることが分かった（図 5）。 

 

これらの結果より、CG13704 は sSJ 形成の

際、一旦ラテラル膜に集まった Mesh、Ssk、

Tsp2A を、sSJ 領域に集合させるのに必要で

あることが示唆された。 

 

（得られた成果の国内外における位置づけ

とインパクト） 

 テトラスパニンファミリータンパク質に

ついては、これまで細胞間隙バリア機能を

担う接着装置の形成に関わるという報告は

無かった。Tsp2A の解析により明らかにな

った sSJ 形成への直接的関与は、テトラス

パニンファミリータンパク質のこれまで知

られていなかった全く新しい機能を示した

ものであり、上皮細胞間隙バリアの研究者

のみならず、テトラスパニンの研究者にも

大きなインパクトを与えた。それは、本論

文が J. Cell Sci. (2016) 129:1155-1164

に掲載されると同時に、注目論文として

同号の”IN THIS ISSUE”でも紹介された

ことからも明らかである。また、抗 Tsp2A

抗体は腸上皮細胞接着領域の優れたマーカ

ーとして、世界中の関連分野の研究者から



リクエストが来ている。 

 CG13704の解析については、まだ論文と

して発表はしていないが、学会レベルでは

発表している。その際、特に CG13704 の

担う新たな sSJ形成機構が注目された。 

 

（今後の展望） 

 これまでに我々が発見した sSJ 構成分子

Ssk, Mesh, Tsp2A, CG13704 の機能解析に

基づき、sSJ 形成機構の分子メカニズムに

ついて、より詳細な解析が可能になったと

考えている。つまり、単にこれらの分子が

形成機構に関わっているということだけで

なく、それぞれの分子がどの様な制御を受

けることが必要か（例えば、細胞内でのリ

ン酸化、プロセッシング、細胞外領域の糖

鎖付加、輸送経路の関与、等）、またそれぞ

れの分子がどの様な分子機能を持つか、を

解明することで、sSJ 形成の分子機構をさ

らに掘り下げることができると考えている。 

 また、本課題においては大きな進展を果

たせなかった、sSJ 形成関連因子 CG4781 に

ついても、今後解析を進めることで、sSJ

形成機構の興味深い知見を得ることができ

ると考えている。 

 

（新たな知見） 

 sSJ 構成分子 Ssk, Mesh, Tsp2A をショウ

ジョウバエ成虫腸管で発現抑制し腸管バリ

ア機能を破綻させた結果、腸管ホメオスタ

シス制御に sSJ 構成分子が重要な役割を果

たしていることが明らかになった。今後、

この興味深い知見についても解析を進めて

いきたい。 
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