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研究成果の概要：上皮細胞の細胞間接着装置は、隣り合う細胞膜の最も頂端側に位置するタイ

トジャンクション（TJ）と、それの基底側に位置するアドヘレンスジャンクション（AJ）から

主に構成されている。TJ の細胞膜裏打ちタンパク質である ZO-1/2/3 の TJ および AJ における

役割を、マウスと細胞を使って、調べた。その結果、ZO-1 は、胚発生の初期段階で組織形成に、

また AJ の形成にも重要な働きをしていることが明らかとなった。
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１．研究開始当初の背景
TJ は、接着分子クローディンが重合する
ことによって形成され、上皮細胞間の間隙
を物質が自由に通り抜けないようにするバ
リア機能を司っている。クローディンの細
胞内領域は足場蛋白質である ZO-1 と ZO-2
と結合し、これらの分子を介してアクチン
細胞骨格と連結している。また、TJ には細
胞極性因子が集積しており、TJ は細胞極性
に重要な役割を果たしていると考えられて
いる。しかし、TJ がどのような機構で AJ の
アピカル側に形成されるかは不明であり、
細胞極性因子のTJ局在化機構も明らかにな

っていない。

２．研究の目的
私共は、これまでに、相同組み換え法で
ZO-1 を ノ ッ ク ア ウ ト し 、 さ ら に
RNAinterference（RNAi）法で ZO-2 をノック
ダウンした上皮細胞(ZO-1(ko)/2(kd))を作
製し、ZO-1/ZO-2 の機能解析を行ってきた。
その結果、クローディンの重合による TJ の
形成は、ZO-1/ZO-2 が司り、かつ、その重合
が行われる位置をも決定していることを見
出した。また、TJ が形成されないにもかかわ
らず、上皮細胞の極性は維持される一方、一
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群の細胞極性因子はラテラル膜に一様に分
布することも見出した。つまり、ZO-1/ZO-2
分子が細胞極性因子の局在化にも重要な役
割を果たしていることを明らかにした。しか
し、ZO-1/ZO-2 分子が AJ のアピカル部（本来
の TJ の場所）に局在するメカニズムや
ZO-1/ZO-2 分子と細胞極性因子との連結機構
は未解明のままである。これらの点を明らか
にし、上皮細胞の細胞極性形成機構を解明す
ることを目的とした。

３．研究の方法
(１) 前述のとおり、私共が作製した
ZO-1(ko)/2(kd)上皮細胞を利用して、分子生
物学的、細胞生物学的解析を行った。

(２) 個体レベルで ZO-1/ZO-2 の機能を明ら
かにするため、ZO-1 ノックアウトマウスの表
現型を解析した。

(３) 微小管は、細胞の極性形成に重要な働き
をしていることが知られている。そこで、微
小管の観点から極性機構を理解するために、
質量分析装置を用いた微小管結合蛋白質の
解析を行った。具体的には、ラットの脳から
微小管と共沈する蛋白質を調製し、イオン交
換カラムクロマトグラフィーを用いて分画
化し、引き続き質量分析を行うことによって
解析した。

４．研究成果
(１) ZO-1/ZO-2 依存的ミオシン-2 の AJ への
局在
TJ は AJ に依存して形成されることが知ら
れており、ZO-1/ZO-2 はまず AJ のコンポーネ
ントとの結合を介して AJにリクルートされ、
その後 AJから離れて TJの場所を決定すると
考えられる。そこで、AJ に局在する分子であ
る E-カドヘリン、アクチン、およびミオシン
-2 の局在を、ZO-1(ko)/2(kd)細胞において調
べるため、免疫染色を行った。その結果、
ZO-1(ko)/2(kd)細胞においては、本来 AJ に
組み込まれるべきミオシン-2 が、AJ から分
離していた（図１）。

図 1 上皮細胞における E-カドヘリン、ア
クチン、およびミオシン-2 の局在

ZO-1(ko)/2(kd)細胞において、ミオシン-2 が
AJ から分離していたが、RhoA, Rac1 および
Cdc42 のドミナントアクティブを強制発現さ
せると、RhoA のドミナントアクティブを発現
させた細胞では、ミオシン-2 が AJ に組み込
まれた（図 2）。よって、ZO-1/ZO-2 は、膜タ
ンパク質と細胞骨格を連結する膜裏打ち蛋
白質としてだけでなく、RhoA を介したシグナ
ル伝達蛋白質としての役割をも有し、上皮細
胞間接着装置の高次構造の形成を制御する
ことが示唆された。

図 2 ZO-1(ko)/2(kd)細胞における RhoA,
Rac1およびCdc42のドミナントアクティブの
強制発現



(２) ZO-1/ZO-2 ノックアウトマウスの解析
これまで、細胞レベルで ZO-1/ZO-2 の解析
を行ってきたが、個体レベルでの解析を行う
ため、ZO-1 ノックアウトマウスを作製し表現
型を解析した。
その結果、ZO-1 ノックアウトマウスは、
・ 受精後 8.5 日（E8.5）から発育成長が遅
れ始め、E11.5 までには、すべての胚で致
死であった（図 3, 4）。
・ 絨毛膜と尿膜の癒合に異常が認められた。
・ E9.5 において、脊索、神経管および尿膜
においてアポトーシスが顕著に認められ
た。
・ ファミリー蛋白質である ZO-2 または
ZO-3 の発現パターンには、なんら異常は
認められなかった。
・ 卵黄嚢において、血管新生に異常が認め
られた。
以上の結果から、胚発生の初期段階で、ZO-1
は組織形成に重要な働きをしていることが
示唆された。

図 3 8.5-10.5 日胚の形態

図 4 胚のジェノタイプ解析

(３) 微小管結合蛋白質の探索
微小管は、細胞極性、分裂、運動、小胞体
輸送のような様々な細胞の機能に重要な役
割を果たしていることが知られている。上皮
細胞においては、微小管はマイナス端とプラ
ス端の極性を保ちながらアピカル-基底軸に
沿って走行している。また、ZO-1(ko)/2(kd)
細胞においては、TJ が形成されないにもかか
わらず、細胞極性が維持されることを以前に
明らかにした。そこで、微小管側から極性形
成の機構を理解することを目的とし、微小管
に結合する分子を、質量分析装置を用いて探
索した。391 種の蛋白質を同定し、これらの
蛋白質を12のカテゴリーに分類した（図5）。
微小管結合蛋白質(MAPs)やモーター蛋白質
を含む微小管細胞骨格蛋白質 57 種、他の細
胞骨格蛋白質 66 種、中心体蛋白質 4 種、シ
ャペロン 10 種、ゴルジ体蛋白質 5 種、ミト
コンドリア蛋白質 7 種、核酸結合蛋白質 62
種、核蛋白質 14種、リボゾーム蛋白質 13種、
小胞体輸送蛋白質 28 種、別の機能あるいは
局在を示す蛋白質 83 種、新しい蛋白質 42 種
であった。これら蛋白質のうち、6 つの蛋白
質を培養細胞に発現させたところ、3 つは中
心体や線毛の新しいコンポーネントである
ことが明らかになった（図 6）。今回用いた方
法は、微小管に直接あるいは間接的に結合す
る蛋白質を同定するのに適している。今回の
解析結果は、微小管を基盤とした機能と構造
の解析に役立つものと考えられる。今後、本
方法を用いて、極性形成機構の解明へと発展
させていきたい。



図 5 同定した蛋白質の局在や機能をもとに

した分類

図6 新規微小管結合蛋白質centleinの中心
体局在
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