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研究成果の概要（和文）：本研究では上皮細胞が静水圧や浸透圧などの細胞外環境の変化に応じて様々な細胞機
能の調節を行うメカニズムの解明を試みた。
MDCK細胞において、タイトジャンクション構成タンパク質のクローディン-２が、管腔側と基底側の浸透圧差の
感知して経上皮イオン輸送や細胞骨格・細胞形状を調節するメカニズムに関与することが明らかとなった。さら
に、クローディン-２とクローディン-４をダブルノックアウトした細胞の樹立にも成功し、その生理学的機能を
明らかにした。
これらの研究結果は細胞外環境変化の感知と細胞機能調節のメカニズムの解明に寄与するととも、今後の癌治療
などへの臨床応用にもつながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, I attempted to elucidate the mechanism of the regulation of 
epithelial functions by the extracellular environment.
In MDCK cells, I revealed that claudin-2, transmembrane proteins in tight junctions, act as the 
sensor of the osmotic gradient between apical and basal sides to regulate several cell functions 
including transepithelial transport and cytoskeleton. Furthermore, I succeeded in establishing 
claudin-2 and claudin-4 double knockout cells and revealed the physiological role of claudin-4.
This study elucidates the mechanism in the epithelial cells to sense extracellular environment and 
regulate cell functions. This study also contributes to set a foundation for the clinical 
application for the cancer therapy in the future. 

研究分野：呼吸器内科
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１．研究開始当初の背景 

上皮細胞の細胞外環境は絶えず変化してお

り、上皮細胞は細胞外の浸透圧・静水圧など

の変化に応じて細胞機能の調節を行うと考

えられる。一方、慢性炎症が生じるとアラキ

ドン酸代謝産物やサイトカインなどによっ

て毛細血管の透過性が亢進し、間質の静水圧

が上昇する。慢性炎症が癌の危険因子となる

ことは多くの組織で知られているが、静水圧

と癌の関係については未だによく分かって

いない。本研究代表者は、基底側の静水圧の

上昇が上皮の重層化・極性異常・増殖亢進な

どの癌化と共通する変化を引き起こすこと

を報告している。しかし、上皮細胞が静水圧

などの細胞外環境の変化をどのようにして

感知して様々な上皮機能の調節を行うのか、

その詳細なメカニズムについては未だによ

く分かっていない 

 

２．研究の目的 

上皮細胞が浸透圧・静水圧などの細胞外環

境の変化を感知して上皮機能を調節するメ

カニズムを明らかにする。本研究代表者はこ

れまでに上皮の管腔側と基底側の浸透圧や

静水圧の差が上皮機能に大きな影響を及ぼ

すことを報告している。これらの浸透圧・静

水圧の差は、上皮細胞のタイトジャンクショ

ンで勾配が形成されるため、タイトジャンク

ションが浸透圧・静水圧の差の感知に関わる

可能性があると考えられる。そこで、本研究

では特にタイトジャンクションに注目して、

上皮細胞による細胞外環境の感知メカニズ

ムについて検討を行った。 

 

３．研究の方法 

 培養上皮細胞を用いて、浸透圧などの細胞

外環境の変化が上皮細胞に及ぼす影響を検

討した。さらに、TALEN 法を用いてタイト

ジャンクション構成タンパク質を遺伝子ノ

ックアウトした細胞を樹立して、タイトジャ

ンクションの細胞外環境感知における役割

について検討を行った。 

 

４．研究成果 

 イヌ腎上皮のモデル細胞である MDCK 細

胞を用いて管腔側・基底側の浸透圧の変化が

上皮機能に及ぼす影響について検討を行っ

た。その結果、管腔側を基底側と比較して低

浸透圧としたときに、タイトジャンクション

の陽イオン選択性が低下するとともに、細胞

骨格・細胞形状の変化が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、タイトジャンクション構成タンパク

質であるクローディン-2 をノックアウトし

た細胞を用いて同様に細胞外の浸透圧変化

が与える影響を検討した。その結果、クロー

ディン-2 をノックアウトした細胞では、管腔

側を低浸透圧とした時にもタイトジャンク 

図 1：浸透圧によるタイトジャンクシ

ョン透過性の変化 

管腔側の低浸透圧によってタイトジャン

クションの陽イオン透過性の低下が認め

られた。 

図 2：浸透圧による細胞形状の変化 

管腔側の低浸透圧によって、細胞間接着

部位における秒単位の bleb 構造の出

現・消失が認められ、アクチン・ミオシ

ンの細胞骨格にも変化が認められた。 
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図 3：管腔側の低浸透圧時のタイトジ

ャンクション部分の bleb 形成 

透過型電子顕微鏡像・凍結割断レプリカ

像。管腔側を低浸透圧とした時にタイト

ジャンクション近傍で特徴的な bleb 構

造の形成が認められた。 



 

ションの陽イオン選択性に顕著な変化は認

められなくなるとともに、細胞骨格や細胞形

状の変化も認められなくなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これらの結果から、MDCK 細胞において

クローディン-2 が浸透圧を感知するセンサ

ーとして機能しており、タイトジャンクショ

ンの透過性だけでなく細胞骨格や細胞形状

の調節にも関わることが示唆された。 

 タイトジャンクションが細胞外環境を感

知するメカニズムについてさらに検討する

ため、TALEN 法を用いて他のクローディン

をノックアウトした細胞の樹立を試みた。そ

の結果、クローディン-4 をノックアウトした

細胞の樹立に成功した。次にクローディン-4

ノックアウトが MDCK 細胞のタイトジャン

クションの機能に及ぼす影響を検討したと

ころ、野生株細胞と比較してタイトジャンク

ションの透過性に明らかな変化は認められ

なかった。この結果は本研究代表者がクロー

ディン-2 ノックアウト細胞を検討して報告

した、クローディン-2 が単独で MDCK 細胞

の透過性を決定している、という結果を支持

すると考えられた。 

クローディン-4 の機能を調べるため、さら

にクローディン-2 とクローディン-4 をダブ

ルノックアウトした細胞を樹立してタイト

ジャンクションの透過性への影響を検討し

た。その結果、クローディン-2 ノックアウト

細胞を長期培養した際にタイトジャンクシ

ョンの透過性が陰イオン選択的に上昇する

ことが見いだされた。さらに、クローディン

-4のノックアウトは培養6日目ごろの経上皮

電気抵抗の上昇や、長期培養時の陰イオン透

過性の増加のいずれにも著明な影響を及ぼ

さないことが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 本研究で得られた結果は上皮細胞が浸透

圧などの細胞外環境に応答して様々な上皮

機能を調節することを示しており、タイトジ

ャンクション構成タンパク質のクローディ

ンがこの調節メカニズムに関与することを

示唆している。本研究代表者は静水圧が上皮

細胞の重層化・極性異常・増殖亢進などの癌

化と共通する特性に影響を及ぼすことを見

出しており、本研究結果は静水圧によるこれ

らの上皮機能の調節メカニズムにもタイト

ジャンクションが関与する可能性を示唆す

図 4：浸透圧による上皮形状の変化に

おけるクローディン-2 の役割 

claudin-2 ノックアウト細胞では管腔側

の低浸透圧による bleb 形成が認められ

なくなった。Bar, 5µm 

図 5：クローディンノックアウト細胞

の樹立 

TALEN 法を用いて、クローディン-4 ノ

ックアウト細胞、クローディン-2・-4 ダ

ブルノックアウト細胞を樹立した。Bar, 

10µm 

図 6：クローディン-2 ノックアウト細

胞, クローディン-2・-4 ダブルノック

アウト細胞の経上皮輸送特性 

claudin-2 ノックアウト細胞では一旦経

上皮電気抵抗が著明に上昇したのちに

徐々に低下する変化が認められた。経上

皮電気抵抗低下に合わせて陰イオン透過

性の上昇が認められた。クローディン-4

のノックアウトはこれらの変化に明らか

な影響を及ぼさなかった。 



ると考えられる。さらに、本研究では 2 種類

のクローディンをノックアウトしたダブル

ノックアウト細胞の樹立にも成功しており、

これらの細胞やノックアウト細胞樹立技術

は今後の研究で上皮細胞が細胞外環境を感

知するメカニズムの解明を進めるために重

要な土台となると考えられる。 

 今後、本研究をさらに進めて上皮細胞が細

胞外環境を感知するメカニズムを明らかに

することは、癌発生についてこれまでの視点

とは異なった知見を与えるとともに、新たな

治療戦略の開拓にも寄与すると考えられる。 

 

５．主な発表論文等 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

は下線） 

 

〔雑誌論文〕（計２件） 

1. Tokuda S, Hirai T, Furuse M. 

‘‘Claudin-4 knockout by 

TALEN-mediated gene targeting in 

MDCK cells: claudin-4 is dispensable 

for the permeability properties of tight 

junctions in wild-type MDCK cells’’ 

PLoS One. 12: e01182521（査読有） 

2. Tokuda S, Hira T, Furuse M. ‘‘Effects of 

osmolality on paracellular transport in 

MDCK II cells’’ PLoS One. 11: 

e0166904. 2016（査読有） 

〔学会発表〕（計１件） 

1. Tokuda S, Hirai T, Furuse M. ‘‘Effects of 

claudin-2 and claudin-4 knockouts in 

MDCK II cells’’ International 

conference "Tight junctions and their 

proteins". Berlin, Germany. September, 

2016（口頭発表。査読有） 

 

６．研究組織 

(1)研究代表者 

徳田 深作（TOKUDA, Shinsaku） 

京都大学・医学研究科・医員 

       （   ） 

 

 研究者番号：00433277 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25781928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25781928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25781928

