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研究成果の概要（和文）： 

肺炎、心不全や ARDS などの疾患の原因の一つとして肺胞上皮細胞間のバリアの破綻があげら

れる。ブレオマイシンによる肺障害モデルで、claudin やその他のタイトジャンクションに関

連するタンパクの発現変化を観察した。タイトジャンクションに関連するタンパクは概ね低下

したが、特に、claudin-5、claudin-18 の発現の低下が顕著であった。また、これらの claudin

の発現を抑制する因子として、TGF-βであると予想した。実際、培養細胞を TGF-βで刺激する

と、上皮細胞・内皮細胞で細胞間結合に関係するタンパクの発現が低下した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

One of the pathological change of pneumonia, heart failure, and ARDS is thought to be 

a failure of barrier function of alveolar epithelial cells. We used bleomycin-induced 

pulmonary fibrosis model. After administration of bleomycin, expressions of tight 

junction-related proteins, especially claudin-5 and claudin-18 were down-regulated. We 

also analyzed the influence of transforming growth factor-β (TGF-β), a critical 

mediator of pulmonary fibrosis on tight junctions in vitro. The addition of TGF-β 

disrupted expressions of claudins. These results suggest that bleomycin-induced lung 

injury causes pathogenic alterations in tight junctions and that such alterations seem 

to be induced by TGF-β. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)上皮細胞のバリアとタイトジャンクショ

ン 多細胞生物では体内の環境はいくつか

のコンパートメントに分離されておりこの

恒常性が維持されることが体内の器官の機

能に重要と考えられる。特に上皮細胞では内

腔と外腔の境界にタイトジャンクションが

形成されており、コンパートメント間のバリ

ア機能を担っている。 

(2)肺胞上皮のバリア機能と間質性肺炎の急

性増悪 

肺炎、心不全、また、ARDS などの疾患では、

急速に肺胞腔内へ液体の漏出をきたし肺胞

を充満することにより急性の呼吸不全をき

たす。肺胞の バリア機能の低下の原因とし

てⅠ型肺胞上皮細胞の脱落や water channel 

や Na channel、Na/K/ATPase 等のポンプ機

能の低下、さらに肺胞上皮細胞間の結合の低

下が考えられる。タイトジャンクションの機

能の低下は air-fluid barrier の低下を意味

し急性呼吸不全の病態形成に関わっている

可能性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

(1)マウスの肺に claudin を発現させること

によりブレオマイシンによる肺障害とその

後の線維化を軽減できるかを検討する。 

(2)ブレオマイシンによる肺障害時に変化す

る細胞接着分子をマイクロアレイ等により

網羅的に検討する。 

(3)肺胞上皮に強く発現している claudin-18

に対してノックアウトマウスを作成し肺胞

の構造と維持に対する影響を検討する。 

 

３．研究の方法 

（1）マウス肺（in vivo）における claudin

の発現パターンの検討。 

 ①マウス肺におけるｍRNA の発現の検討 

マウス肺における claudinとタイトジャンク

ション関連タンパクの発現を検討するため

に、wild のマウス肺を採取しｍRNA を回収、

Northern blotting とおこなった。また、

Northern blotting で発現が確認されたもの

については、Real time PCR を行い、発現

の程度を確認した。 

 ②マウス肺における免疫染色による

claudin 発現パターンの検討 

Nothernblotting において発現が確認された

claudin について免疫染色を用いて発現部位

を確認する。 

 

 

(2)ブレオマイシンによるマウス肺線維症モ

デル 

 ブレオマイシンを腹腔内投与することに

より肺線維症モデルを作成。 

ブレオマイシンを 1日目、3 日目、5日目、7

日目に投与し肺線維症のマウスモデルを作

成する。 

作成したマウス肺について、タイトジャンク

ション関連タンパクの発現を免疫染色、

western blotting、real time PCR などの

手法を用いて解析する。 

(3)TGF-βのタイトジャンクションに対する

影響 

肺の障害から線維化の過程において TGF-β

が重要な働きをしていることはよく知られ

た事実である。TGF-βによる、上皮細胞と内

皮細胞のタイトジャンクションに対しする

影響を検討する。 

 

(4)マウス肺より肺胞上皮細胞を分離し一次

培養を行う。 

肺胞上皮細胞の培養細胞株では、claudin-18

の発現が確認されなかった。そのため、マウ

ス肺より肺胞上皮細胞を分離し、一次培養を

行った。 

 

 

４．研究成果 

(1)マウス肺における claudin の発現 

①Nothernblotting 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nothernblotting の結果からは、マウスの肺

では特に claduin-3、claudin-5、claudin-18 

の発現が高い。 

 

②マウス肺免疫染色 

Claudin-3、claudin-5、claudin-18 が強く発

現しているが、claudin-3 は気道であり、

claudin-5 は血管内皮細胞、claudin-18 は肺

胞上皮細胞に強く発現している。 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) ブレオマイシンによるマウス肺線維症

モデル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブレオマイシン腹腔内投与によりブレオマ

イシン投与後 14 日目には肺に線維化病変が

形成される。CD34 で血管を免疫染色したが、 

線維化病変周囲で血管の消失を認めた。 

 

①� ブレオマイシン投与後のタイトジャンク

ション関連タンパクの変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ブレオマイシンの投与により、タイトジャン

クション関連タンパクの mRNA が低下する。

特に、claudin-3、claudin-5、claudin-18 の 

ｍRNA の発現が低下する。 

 

 

 

ブレオマイシンの障害後、

claudin-5,claudin-18 のｍRNAは時間ととも

に回復する。ただし、Occludin のｍRNA は

claudin のｍRNA に比較して長期間、発現の

低下が遷延する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

個体差が大きいが、タンパクレベルでも低下

を確認した。 

 

(3)TGF-βのタイトジャンクションに対する

影響 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TGF-βで肺胞上皮細胞の培養細胞株である

A549 を 刺 激 す る と 、 上 皮 間 葉 転 換

（epithelial mesenchymal transition 

:EMT)が誘導される。EMT の結果、タイトジャ

ンクション関連タンパクである occludin が 

消失した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ヒトの血管内皮細胞の一次培養細胞である

  

 

 

 

 

 



 

 

HUVECs を TGF- β で 刺 激 す る と 同 様 に

cludin-5 の発現が抑制される。 

これらの事実は、上皮細胞、内皮細胞ともに 

タイトジャンクションが TGF-βによりコン

トロールされていることを意味する。 

 

(4)マウスの肺胞上皮細胞の分離と一次培養 

肺胞上皮細胞の培養細胞株は surfactant 

protein を産生しない、cluadin-18 の発現を

認めないなど、性質が変化しており本来の肺

胞上皮細胞と異なる。上皮細胞の機能の研究

のため、マウス肺から肺胞上皮細胞を分離し

一次培養することを目指した。CD45 を利用し

negative selection を行い、肺胞上皮細胞

を分離した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

分離された肺胞上皮細胞のタイトジャンク

ションに claudin-18 が発現している。 

これまでの実験で、マウス肺胞上皮細胞の分

離と一次培養の方法をほぼ確立した。今後、 

さらに、claudin-18 を siRNA による抑制など

の実験を行い、肺胞上皮細胞における

claudin の機能解析を進める。 

 

これまでの実験の結果、肺で特に発現の高い

claudinが claudin-3,claudin-5、claudin-18

であることが判明した。さらに、このうち

claduin-18 が肺胞上皮細胞に発現が強かっ

た。さらに、ブレオマイシンによる肺障害時

には、タイトジャンクションに関係するタン

パクの発現が低下することが示された。 

また、TGF-βは、上皮細胞、血管内皮細胞の

両方でタイトジャンクションをコントロー

ルする因子であることが示唆された。しかし、

上皮細胞におけるタイトジャンクションの

機 能 は い ま だ 不 明 確 で あ り 、 実 際 に

claudin-18 の低下が上皮細胞のバリア機能

の低下につながるのかは証明されていない。 

また、タイトジャンクションを修飾すること

により、肺障害や肺の線維化が軽減できるか

どうかは今後の課題である。 
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