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研究成果の概要（和文）：上皮バリアは、タイトジャンクション(TJ)による上皮細胞間バリアと上皮細胞アピカ
ル膜のアピカル面バリアで形成され、物質移動の制限と選択的透過を行う。近年、両バリアの機能的な連携が生
体機能構築に必要不可欠であることが明らかになりつつあり、また、アピカル面バリアに存在するトランスポー
ターによるTJ細胞間バリア制御を標的とした薬剤が臨床試験段階にある。しかしながら、両バリアの連携の分子
基盤は不明である。本研究では、TJの裏打ちタンパク質を軸に両バリアの連携機序の分子基盤を明らかにし、上
皮バリアシステムの新規構築原理の提示につながった。

研究成果の概要（英文）：Epithelial barrier consists of barrier functions of tight junctions (TJs) 
and apical membranes. Recently, it has been reported that these barriers co-operatively function to 
organize biological systems. Furthermore, an apical transporter, which regulate the barrier function
 of TJs, is a therapeutic target of hyperphosphatemia. However, molecular mechanisms underlying 
structural and functional connections between these barriers is unclear. In this study, we have 
revealed that a scaffold protein of TJs links barrier functions of TJs and apical membranes. This 
provides the novel mechanism of an organization of the epithelial barrier.

研究分野：細胞生物学
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ル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、両バリアの連携が生体に不可欠であり、その異常は病態に直結することが明らかになりつつある。創薬標
的としても注目されている両バリアの連携についての研究は、特にその連携の分子基盤について未開拓領域であ
り類似研究は存在しない。。分子、細胞、マウス個体レベルで両バリアの連携に着目した本研究は、上皮バリア
システムの構築原理に新局面を開き、多様な疾患に対する新規創薬基盤となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

生体は大小様々な区画に分かれ、各区画は、上皮細胞シートによる「上皮バリア」により、

内部環境を外部からの摂動に対応させ、種々の生体機能を発揮する。上皮バリアは、タイトジャ

ンクション(TJ)による上皮細胞間バリアと上皮細胞アピカル膜のアピカル面バリアで形成され、

物質移動の制限と選択的透過を行う（図 1）。近年、TJ 細胞間バリアとアピカル面バリアの機能

的な連携が生体機能構築に必要不可欠であることが明らかになりつつある（図 2）。また、アピ

カル面バリアに存在するトランスポーターによる TJ 細胞間バリア制御を標的とした薬剤が臨床

試験段階にある（図 2）。しかしながら、両バリアの連携の分子基盤は不明である。こうした状

況の中、研究代表者は TJの裏打ちタンパク質の cingulin が、TJ とアピカル膜トランスポーター

NHE3 や CFTR を構造的・機能的にリンクすることを見出した。本研究では TJ の裏打ちタンパ

ク質 cingulinを軸に両バリアの連携機序の分子基盤を明らかにし、上皮バリアシステムの新規構

築原理を解明する。本研究は上皮バリアの統合的理解を促し、上皮バリアの新しい操作基盤の開

拓を目指す。 

 

２．研究の目的 

本研究では「TJ 裏打ちタンパク質 cingulin による細胞間バリアとアピカル面バリアの連携

機構の解明」を目的する。細胞間バリアとアピカル面バリアにより形成される上皮バリアの重要

性は認知されているが、その理解は十分ではない。理由の一つとして、両バリアは歴史的には別

個独立に解析が進められてきており、連携という視点が欠如していたことが挙げられる。 

 

３．研究の方法 

上皮細胞モデルにて、CrisprCas9 システムを用い、TJ 裏打ちタンパク質 cingulin 欠失細胞

(cingulin KO)や cingulin KO へ cingulin を再発現させた細胞(cingulin Revertant)を樹立する。これ

らの細胞株を用い、TJ 裏打ちタンパク質 cingulin によるアピカル膜トランスポーターNHE3 の局

在化制御とその分子基盤、細胞間バリアとアピカル面バリアの機能制御を明らかにする。 



４．研究成果 

マウス乳腺由来培養上皮細胞株 Eph4 細

胞にて、CrisprCas9システムを用い、cingulin欠失

細胞(cingulin KO)や cingulin KO へ cingulin を再発

現させた細胞(cingulin Revertant)の樹立に成功し

た。これらの細胞株にて、NHE3のTJ近傍やアピ

カル膜への局在が cingulin KOにて消失し、cingulin 

Revertant にて著しく増加することを見出した(図

3)。これらの結果から、TJ 裏打ちタンパク質

cingulinがアピカル膜トランスポーターNHE3

の局在化に必要であることが明らかになり、

TJ 細胞間バリアとアピカル面バリアの連携メカニズムに関する重要な所見が得られた。 

cingulin による NHE3 の局在化制御に関する分子メカニズムを明らかにするため、NHE3 と

cingulinとの相互作用を調べた（図 3）。その結果NHE3が cingulinと相互作用し、特にNHE3のC末胞質

ドメイン(約400アミノ酸)を介することが明らかになった。NHE3のC末側細胞質ドメインは、NHE3のア

ピカル膜への局在化を制御し、その分子基盤に関する知見が蓄積している。重要な分子基盤として、本ド

メインがEzrin、NHERF、CHPなどの scaffold分子との結合を介し、アピカル膜脂質 PIP2やアピカル膜直

下の細胞骨格と相互作用することが知られており、これらの因子と NHE3 との相互作用を cingulin が制御

する可能性が示された。 

当初の研究計画では予定していなかったが、TJ の裏打ちタンパク質とアピカル膜トランスポー

ターの相互作用を解析する過程で、新規 TJ 相互作用因子として細胞骨格関連因子を同定し、こ

れまで知られてこなかったメカニカルな TJ構築/制御システムの提示にも貢献した(Yano T, ・・・, 

Tanaka H, ・・・, Tsukita S.EMBO J. 2021. 40(2):e104712.; Konishi S, ・・・, Tanaka H, ・・・, Tsukita 

S. Life Sci Alliance. 2019. 2(4):e201900414.)。さらに、TJの細胞間バリアとアピカル面バリアが連携する

事例の探索を進めた。その結果、生体が有する最も強固なバリアのひとつである血液脳関門において、TJ

と水チャネルが機能的・構造的に連携する可能性が得られた。in vitro 細胞系、in vivo マウス個

体レベルでの検討を重ねたところ、特定の条件下で TJ構築を誘導すると、水チャネルが TJ近傍

に集積することを明らかにした。これらの成果から、両バリアの連携が神経病態を制御し、中枢

神経系を保護する可能性が得られた。 

近年、両バリアの連携が生体に不可欠であり、その異常は病態に直結することが明らかにな

りつつある。創薬標的としても注目されている両バリアの連携についての研究は、研究代表者を

含むいくつかのグループにより行われているだけであり依然として不明な点が多い。特にその

連携の分子基盤についての研究は未開拓領域であり類似研究は存在しない。分子、細胞、マウス

個体レベルで両バリアの連携に着目した本研究は、上皮バリアシステムの構築原理に新局面を

開き、多様な疾患に対する新規創薬基盤となることが期待される。 
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