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研究成果の概要（和文）：無脊椎動物の上皮では、セプテートジャンクション(SJ)と呼ばれる細胞

間接着構造が上皮細胞間の水溶性分子の自由拡散を防ぎ、バリア機能の重要な一端を担う。本

研究では、節足動物の内胚葉由来上皮に存在するスムース SJ (sSJ)に特異的に局在する新規の

細胞間接着分子 Mesh を同定し、この分子が sSJ の構造と腸上皮細胞のバリア機能に必須である

事を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： Septate junctions (SJs) are specialized intercellular junctions, which 
restrict the free diffusion of solutes through the paracellular route in invertebrate epithelia. Here, we 
identified a novel cell adhesion protein Mesh and found that this protein is essential for the 
formation of endoderm-specific SJs, smooth SJs and the intestinal barrier function in Drosophila 
midgut. 
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１．研究開始当初の背景 

 多細胞生物の体は、細胞が相互に密接する

事により二次元に並んでシートを形成した

上皮によって成り立っている。様々な器官を

形作る上皮の本質的な役割の一つが、器官の

恒常性を保つ為にその中側と外側を分け隔

てる機能であり、いわゆるバリア機能と呼ば

れている。上皮がバリアとして十分に機能す

るには、上皮細胞間の隙間を介した物質の自

由拡散を防ぐ必要がある。そのために、上皮

細胞は閉塞結合（occluding junction）と総称

される細胞間接着装置を持ち、細胞間を密閉

している。バリア機能の破綻は組織の不全や

癌化の原因ともなるため、閉塞結合に関わる



機構の解明は医学的にも重要である。動物界

には閉塞結合が２種類存在するが、一つは脊

椎動物の上皮細胞が持つタイトジャンクショ

ン(TJ)であり、もう一つは昆虫をはじめとす

る無脊椎動物の上皮細胞の持つセプテートジ

ャンクション(SJ)である。機能的には同じバリ

ア機能を司る閉塞結合とはいえ、TJ と SJ で

は形態が大きく異なるため、それぞれを構成

する蛋白質群も異なると思われていた。しか

し、共通の膜蛋白質の存在が明らかとなり、

TJ と SJ に共通した閉塞結合形成、維持シス

テムの存在が示唆された。この事は、それま

で独立した機構として解析が進められてい

た 2 つの閉塞結合の研究を融合させ、形態の

多様性の中に潜む閉塞結合の形成、維持に関

わる普遍的なメカニズムについて、新たな展

開が可能である事を示している。また、共通

性以外の部分もより明確になる事により、動

物界における閉塞結合の多様性の意義につ

いても新たな進展が期待される。 
 
２．研究の目的 

 本研究では普遍的な上皮細胞接着機構の

分子レベルでの解析が盛んに行われている

ショウジョウバエの遺伝学的手法を利用し、

その上皮細胞の中でも、表皮などの外胚葉上

皮と比べ解析が遅れている内胚葉上皮のス

ムース SJ（sSJ）をモデルに、その構成蛋白

質の同定を試みる事で、閉塞結合形成の普遍

的分子機構の解析への発展を目指した。 

 
３．研究の方法 

 当研究の最初の目標は、節足動物門の閉塞

結合セプテートジャンクション(SJ)の分子構築

を明らかにするとともに、そのバリア機能に

おける役割を検討する事である。分子構築を

解明するためには、未知の閉塞結合構成分子

の同定が必要である。その第１段階として、

本研究では、節足動物内胚葉由来上皮（中腸）

がもつ sSJ の構成分子を、カイコの中腸を用

いて同定を試みた。カイコを用いるのは、生

化学的手法による分子同定のための材料を

安価で大量に確保でき、かつゲノム情報も利

用可能だからである。次に、同じ節足動物で

あり、遺伝学的操作の容易なショウジョウバ

エの相同分子を同定し、その変異体の解析に

進んだ。 

（1）カイコ中腸細胞膜分画に対するモノク

ローナル抗体の作製 

①カイコ５齢幼虫（内部の大部分を中腸が占

める）の中腸を単離し、ホモジナイズによっ

て細胞を破砕し、ショ糖密度勾配遠心によっ

て細胞膜分画を得た。この sSJ を含む膜分画

をラットに免疫し、P3 ミエローマと細胞融

合させてモノクローナル抗体を作製した。 

②それぞれのハイブリドーマの培養上清を

用いてカイコ中腸の凍結切片を蛍光免疫染

色し、sSJ の部位に反応するものをスクリー

ニングした。スクリーニング陽性のハイブリ

ドーマは細胞を単一クローン化したのち、そ

の抗体を含む培養上清を得た (Clone 75/77)。 

（2）免疫沈降法によるカイコ sSJ 局在蛋白

質の同定 

 カイコ中腸細胞膜分画より可溶化した蛋

白質を、sSJ を認識するモノクローナル抗体

(Clone 75/77)により免疫沈降し、SDS-PAGE

後のクマシーブルー染色により分子量約 80k

の抗原タンパク質と思われるバンドを検出

した。このバンドを含むゲルを切り出して、

質量分析装置によるアミノ酸配列予測を経

て、データベースを利用し蛋白質を同定した。

これを Mesh と名付けた。 

（3）ショウジョウバエ相同分子のクローニ

ング 

 同定したカイコの蛋白質のアミノ酸配列

情報を元に、ショウジョウバエのデータベー

スを検索し、ショウジョウバエ相同分子の

cDNA を得た。ショウジョウバエ mesh 

cDNA は、トランスジェニックフライ作製用

に pUAST ベクターに、さらにショウジョウ

バエ培養細胞への発現用に pMT-V5His 



(Invitrogen)に組み込んだ。 

（4）Mesh の抗体作製 

 Mesh の抗体を作製するために、pGEX ベ

クターに Mesh の C 末部位をコードする

DNA を組み込み、GST 融合タンパク質を大

腸菌で発現誘導し精製した。これを抗原とし

てウサギ及びラットに免疫し、ポリクローナ

ル抗体を作製した。これらの抗体を用い、蛍

光免疫染色法及び免疫電子顕微鏡法により、

細胞内局在部位の解析を行った。 

（5）mesh の変異系統及び発現抑制系統の作

製 

①mesh のショウジョウバエのトランスポゾ

ン 挿 入 変 異 系 統 が ス ト ッ ク セ ン タ ー 

(Bloomington stock center)に存在したため、

それを取り寄せ、抗体によって Mesh 蛋白質

の発現が抑制されている事を確認し、解析に

用いた。 

②GAL4-UAS システムで発現誘導するトラ

ンスジェニックフライ系統を作成するため

に、pUAST-mesh をショウジョウバエ胚に注

入し系統を作製した。 

（6）mesh の変異体及び発現抑制系統を用い

た機能解析 

 上記ショウジョウバエ系統の表現型を、中

腸の発生、機能の観点から、胚及び幼虫の中

腸に焦点を当て解析した。特に sSJ の状態を

DLG、LGL の挙動を観察する事により確認

した。また、sSJ の形態を電子顕微鏡によっ

て観察した。さらに、バリア機能に影響して

いるかを調べる為に、エサと同時に加えたト

レーサー（ローダミンーデキストラン）が中

腸から体くうに漏れるかを観察した。 

（7）Mesh 蛋白質の細胞接着誘導能の検討 

 ショウジョウバエ培養細胞 S2 細胞に

Mesh を発現させ、細胞接着誘導能の指標と

なるアグリゲーション形成能を検討した。 
 
 
４．研究成果 

 無脊椎動物である節足動物の内胚葉由来

上皮としてカイコ中腸を材料に、スムースセ

プテートジャンクション(sSJ)が多く含まれる

細胞膜分画を単離し、これに対するモノクロ

ーナル抗体を作製した。その結果、sSJ 部位

を認識する抗体の獲得に成功し（Clone 

75/77）、続いて免疫沈降と質量分析により抗

原蛋白質の同定を試みた所、１回膜貫通型で

多くの細胞間接着蛋白質に見られるイムノ

グロブリン様構造(Ig 様構造)を持つ蛋白質を

同定した。Mesh と名付けたこの蛋白質は、

同じ節足動物であるショウジョウバエのみ

ならず、線虫や哺乳類など進化的に保存され

ている蛋白質である事が判明し、多細胞生物

の上皮バリアに普遍的に関与する蛋白質で

ある事が期待された。ショウジョウバエの

Mesh に対する抗体を作成しその発現パター

ンを調べた所、内胚葉系の上皮に特異的に発

現する事（図 1）、さらに免疫電子顕微鏡法に

より sSJ に特異的に局在する事が判明した

（図 2）。 

 

 

 

 

図 1. ショウジョウバエ胚の中腸に特異的

に発現する Mesh 

         

       図 2.抗 Mesh 抗体による 

        １齢幼虫中腸上皮細胞の 

        免疫電顕像 
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 次に、ショウジョウバエ mesh 遺伝子のト

ランスポゾンの挿入による遺伝子変異系統

をストックセンターから取り寄せて解析を

進めた。その結果、次の事が明らかになった。

（1）この変異系統は 1 齢幼虫期に致死に至

る事より、mesh は生存に必須の遺伝子であ

る。 

（2）変異系統の中腸 sSJ において、SJ のマ

ーカーである LGL の局在が異常になる。一

方、別の SJ マーカーである DLG は正常に局

在する。 

（3）電子顕微鏡による観察により、中腸上

皮細胞の sSJ に異常が認められた（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. 野生型、mesh 変異体の 1齢幼虫中腸

上皮細胞の電子顕微鏡観察像 

 

（4）上記の表現型は、GAL4-UAS システム

による Mesh の中腸部位への特異的な発現に

よりレスキューされる。 

 このように、Meshは節足動物内胚葉の sSJ

の重要な構成分子であり、その形成に深く関

与する因子である事が分かった。また、RNAi

により Mesh の発現を抑制した 1 齢幼虫は、

エサと同時に加えたトレーサー（ローダミン

ーデキストラン）の中腸からの漏れが観察さ

れた事より、Mesh が中腸バリア機能に関与

する事も明らかになった。さらに、ショウジ

ョウバエの培養細胞である S2 細胞に Mesh

を強制発現させると細胞間接着が誘導され

る事から、Mesh は新規の細胞接着蛋白質で

ある事も分かった。内胚葉系上皮の sSJ に特

異的に局在し機能する蛋白質として、我々は

以前にSskという 4回膜貫通型蛋白質を同定

しているが、Mesh の sSJ 局在は Ssk と相互

依存的であり、共沈実験において両者は複合

体を形成することも分かった。以上の結果よ

り、Mesh は細胞間接着分子として Ssk と協

調し、中腸 sSJ の形成に中心的な役割を果た

すことで、節足動物の内胚葉系上皮のバリア

機能に関与していることが分かった。 
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