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研究成果の概要（和文）：上皮細胞間の密着結合は、細胞間の物質透過性を制御することのよってバリア機能を
担っています。細胞の動きや張力変化によって密着結合はつねに微細な破綻を生じていますが、それを修復して
バリア機能を維持している仕組みは不明でした。本研究で、膜タンパク質EpCAMが密着結合の材料であるクロー
ディン７と結合してバソラテラル膜上にプールしていること、破綻部位ではMASPセリンプロテアーゼファミリー
がEpCAMを切断してクローディン７を供給し密着結合を修復していることが明らかになり、上皮組織のバリア機
能を維持する仕組みの一端が解明できました。

研究成果の概要（英文）：Epithelial tight junctions (TJs) regulate the paracellular permeability of 
substances and maintain barrier function. Although TJs are challenged by cell movements and tension 
changes and undergo small breaks, the mechanisms that repair and maintain TJs have not been 
clarified. In this study, I discovered that a transmembrane protein EpCAM is complexed with 
claudin-7, a building block of TJs, and that EpCAM-claudin 7 complex is maintained on the 
basolateral membranes. Upon TJ break, membrane-anchored serine proteinase family proteinases cleave 
EpCAM and release the complexed claudin-7, which participates in the repair process of TJ breaks. 
This study uncovered a novel mechanism of epithelial barrier maintenance.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 密着結合（タイトジャンクション）
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞間接着装置の一つである密着結合は、体の中の異なる区画の間の液性成分の移動を制限・制御することによ
って上皮組織が正常な生理機能を果たせるようにしています。本研究は密着結合が、生じてしまった小さなキズ
を常に修復しているという新しい概念に基づき密着結合の維持機構の一端を解明しました。本研究成果は、密着
結合関連疾患の病態解明につながるとともに、この維持機構を一過的に阻害することにより、鼻腔や消化管など
の密着結合を一時的にゆるめて効率的に薬剤を送達する手法の開発などにつながる可能性があります。

※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 
 密着結合（タイトジャンクション）は上皮細胞のバ
リア機能を司る細胞間接着です（図１）。これまで、密
着結合を主体的に構成するクローディン分子が上皮
細胞の管腔側だけで重合する仕組みや、細胞周囲の力
学的な環境変化によって生じる微細な密着結合の損
傷が迅速に感知され修復される仕組みは明らかにな
っていませんでした（図２）。古典的な実験でプロテア
ーゼが新規の密着結合形成を惹起することが示唆さ
れていましたが、その具体的な仕組みは不明でした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「ラテラル膜領域のクローディンは何ら
かの未知の仕組みで未重合に保たれ、バリア機能が破綻
した時に迅速に重合して密着結合を修復するためのプ
ールとして保持されている」という作業仮説を立て、こ
れを検証することによって密着結合の恒常性維持の分
子機構の解明を目指しました。 
 
３．研究の方法 
(1)EpCAM ノックアウト細胞株の樹立と解析 
 クローディンをラテラル膜領域に保持する分子の候補として膜タンパク質 EpCAM を考え、ゲ
ノム編集によって EpCAM をノックアウトした MDCK II 細胞株を樹立しました。この細胞につい
てクローディンの局在やバリア機能を評価しました。 
(2)EpCAM を切断するプロテアーゼの検証 
 密着結合形成を惹起する活性を持つ膜繋留型セリンプロテアーゼのうち、MDCK II 細胞に発現
している４種類全てをノックアウトした細胞株を樹立し、EpCAM の切断状態やバリア機能につい
て評価しました。また、膜繋留型セリンプロテアーゼを阻害剤カモスタットで阻害した場合の表
現型についても解析しました。 
(3)生体内の上皮において密着結合の損傷修復が起きているのかを検証する。 
 
４．研究成果 
(1)CRISPR/Cas9法を用いてEpCAMノックアウト細胞株を樹
立しました。EpCAM ノックアウト細胞は、バリア機能の成
熟が少し遅れるものの、成熟した上皮シートを形成した時
のバリア機能は野生型と遜色ないことが分かりました
（data not shown）。しかし、さまざまなクローディンの局
在を調べると、もともとラテラル膜上に広く局在していた
クローディン７が密着結合に限局して局在するように変
化することが分かりました（図３）。また、EpCAM-FLAG 発
現細胞から FLAG 抗体を用いて EpCAM-FLAG を免疫沈降する

と、クローディ
ン７が共沈降
することから、
両者が複合体を形成してラテラル膜上に局在してい
ることが示唆されました。この複合体に対するプロ
テアーゼの影響を調べるため、細胞をトリプシン処
理して免疫沈降を行いました(図４）。すると、EpCAM
は濃度依存的に分解を受けますが、分解された EpCAM
はクローディン７と結合できなくなることが分かり
ました。EpCAM から解離したクローディン７は界面活
性剤（Brij97）不溶分画に移行しました。一般に、細
胞間接着分子は細胞間接着に組み込まれると界面活
性剤に溶けなくなることが知られており、トリプシ
ンで処理した MDCK II 細胞でクローディン７が重合
した染色像を示す（次ページの図５）ことと一致した
結果が得られました。 



 
(2)生体内や MDCK II 細胞の EpCAM は常に一部
が切断されていることから、EpCAM の切断（と
クローディン７の解放・重合）が密着結合の構
造や機能に何らかの役割を果たしている可能
性があると考え、切断を行っている責任プロテ
アーゼの同定を行いました。阻害剤スクリーニ
ングにより、膜繋留型セリンプロテアーゼ
（MASP）の阻害剤カモスタットが EpCAM の切断
を効率的に阻害することが分かりました（図
６）。さらに、MDCK II 細胞にカモスタットを６
時間作用させるとバリア機
能が有意に低下しました
（図７）。、この低下は、
EpCAM-KO細胞では見られな
いこと（data not shown）
から、膜繋留型セリンプロ
テアーゼが EpCAM を切断す
ることが、バリア機能の維
持に必要であることが示唆
されました。次に、20 種類
の MASP のうち、MDCK II 細
胞に発現している４種類の
MASPをすべてノックアウト
した MASP-qKO 細胞を樹立
しました（図８）。MASP-qKO
のバリア機能を経上皮抵抗
値で評価したところ、野生
型より著しく低下している
ことが分かりました（図
９）。また、MASP-qKO 細胞を
低濃度のトリプシンで処理
するとバリア機能が向上す
る（図１０）ことから、バリ
ア低下の原因はノックアウ
トによりプロテアーゼ活性が失われ
たことにあると考えられます。次に、
バリア機能が低下した部位を蛍光に
よって鋭敏にリアルタイムで可視化
できる ZnUMBA アッセイ（Stephenson 
RE et al, Dev Cell, 2019, Higashi 
T et al., JCS, 2023）を用いて MASP-
qKO と野生型細胞を混合培養し、バリ
ア機能の時間変化を観察しました（図
１１）。すると、qKO 細胞領域の方が有
意に高い頻度で、長時間の漏れ（バリ
ア機能の破綻）が生じていることが分
かりました。 
 

 



ZnUMBA 法で見られる短時間で修
復される密着結合の破綻をビオチ
ン化試薬で標識し、その破綻部位
周囲のクローディン７の重合状態
を調べると、野生型細胞ではちょ
うどビオチンラベルが侵入した部
分を包むようにクローディン７が
重合していることが分かりました
（図１２上）。しかし、MASP-qKO 細
胞では増加した破綻部位のどこに
もクローディン７の重合は見られ
ず（図１２下）、MASP による EpCAM
の切断によってクローディン７が
解放されることが密着結合の破綻
部位の修復に寄与していることが
強く示唆されました。また、この
実験において、三細胞間接着部位
では密着結合の破綻とは関係なく
クローディン７の重合が見られた
ため、三細胞間接着部位において
は MASP に依存しないバリア維持
修復機構が存在する可能性が示唆
されたため、今後の課題として追
求していきたいと考えています。 
(3)最後に、ここまで培養細胞を用
いて分かってきた仕組みが生体内
でも機能しているかを検証するた
め、マウスの小腸と大腸の切片を
界面活性剤で処理し、クローディ
ン７の重合状態を調べました。界
面活性剤なしの条件（図１３上）
ではクローディン７はラテラル膜全体に分布し、脱落細胞（矢印）周辺は少し濃くなっているも
のの大きな差が見られませんでしたが、界面活性剤処理によって未重合クローディン７を取り
除き重合成分だけを可視化（図１３下）すると、脱落細胞の膜上に強いシグナルが認められまし
た。脱落細胞は上皮シートから離脱する間、継続してバリア機能を維持するために周囲の細胞と
の間に密着結合を発達させる（Madara JL, JCB, 1990）ことが知られており、その部位で特異的
にクローディン７の重合が見られることから、プロテアーゼ-EpCAM-クローディン 7 の仕組みが
生体内においてもバリア機能の維持に働いている可能性が示唆されました。 

 



 
以上の結果をもとに、図
１４に示すモデルを提
唱しました。定常状態
（左）では EpCAM とクロ
ーディン７が複合体を
作ってラテラル膜に維
持されており、密着結合
が局所的に破綻する
（右）と MASP によって
EpCAM が切断を受けてク
ローディン７をリリー
スし、破綻部位に供給し
てバリア機能が修復さ
れます。 
 以上の結果は、JCB 誌
に 掲 載 さ れ ま し た
（Higashi T et al., 
JCB, 2023）。 
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