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研究成果の概要（和文）：タイト結合蛋白のうち膜貫通蛋白オクルディンには、C-末側に分子内

ジスルフィド結合(s-s 結合)があり、細胞膜上ではより s-s 結合形成の割合が多くなる事を見

出した。さらにオクルディンの細胞外ループのシステインを変異させると蛋白発現量が減少し、

この部位での s-s 結合がオクルディンの安定性に重要と考えられた。またシステイン変異オク

ルディンの共免疫沈降で、野生型には沈降されない蛋白が検出され、今後の解析が期待される。

その他、膜裏打ち蛋白 Zo-1 の s-s 結合を介した二量体形成性の可能性を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：We found that occludin, a transmembrane protein found in tight 

junctions, had an intra-molecular disulfide bond in its cytoplasmic tail of the c-terminus 

and that the ratio of disulfide bond formation depended on its sub-cellular location. 

In addition, we discovered that a disulfide bond in the extracellular loop of occludin 

might affect its stability. Co-immunoprecipitation with occludin containing a cysteine 

mutation revealed an associated with some kinds of protein that might regulate disulfide 

bond formation. We also found that zo-1, another tight junction protein, might have 

dimerized via a disulfide bond. 
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１．研究開始当初の背景 
 タイト結合は上皮組織や血管内皮に存在
する細胞間構造であり、バリア機能やシグナ
ル伝達、細胞極性形成などの機能を持つ。従
来までタイト結合の機能は、その構成蛋白の
組み合わせや、蛋白リン酸化経路についての

機能解析が主であった。またタイト結合蛋白
のうち、オクルディン(Occludin)やトリセル
リン(Tricellulin)の機能は不明であった。
申請者は実験の中で Occludin にジスルフィ
ド結合(s-s 結合)が存在する可能性を見出し、
Occludin やタイト結合の機能、形成メカニズ
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ムに何らかの関連があると仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではタイト結合蛋白、特に Occludin
や Tricellulin などの MARVEL ファミリー膜
貫通蛋白に着目して、タイト結合にあるジス
ルフィド結合の存在意義を解明する事を目
的とする。 
 
３．研究の方法 
概要：本研究では培養細胞を用いて、タグを
付加したタイト結合蛋白を発現させ、その性
質を検討した。また、それぞれの蛋白につい
てシステイン変異を導入して、野生型との性
質の違いを検討した。 
(1) タグ(eGFP、FLAG など)を付加したタイト

結合膜蛋白を発現するベクターの構築 
① タイト結合膜蛋白（特に Occludin、

Tricellulin）と eGFP や FLAG、HA
との融合蛋白を発現するプラスミド
ベクターを作成した。eGFP や FLAG
の付加部位については C-末、N-末を
選択した。 

② タイト結合蛋白のシステイン部位
（例えば、Occludin では 7か所）を
各々アラニンに変換した発現ベクタ
ーを作成した。 

(2) タグ付加タイト結合膜蛋白の発現、細胞

内分布の観察 

① (1)で作製した遺伝子を、ヒト培養細

胞（SiHa、AMOC2、MCAS、HuCCT1、

HEK293T などの上皮系細胞）に導入

し、一過性発現や安定発現株を作成

した。 

② 蛍光免疫染色、蛍光顕微鏡により観

察し、タグ標識抗体で発現蛋白の細

胞内分布を確認した 

③ 細胞表面のビオチン化を利用し、細

胞膜上の蛋白発現量を測定した。 

(3) タイト結合膜蛋白のジスルフィド結合の

検討 

① 融合蛋白を還元条件、非還元条件で

ウエスタン解析し、ジスルフィド結

合を検討する。 

② 細胞膜分画、細胞質分画に分けて、

量的比較をする。 

③ タイト結合蛋白のシステイン部位変

異ベクターを上皮細胞に導入、ウエ

スタン解析でジスルフィド結合形成

の有無を検討した。 

(4) タイト結合蛋白と相互作用を持つ、

thioredoxin family 蛋白の検出 

① ジスルフィド結合形成の見られる蛋

白について、システイン変異型と野

生型それぞれについて共免疫沈降を

行った。 

② 得 ら れ た 蛋 白 を 電 気 泳 動 や

MALDI-TOF MS 解析を行い、Occludin

と 相 互 作 用 を 持 つ 蛋 白 、 特 に

thioredoxin family 蛋白の同定を試

みた。 

 

４．研究成果 
(1) タグ(eGFP、FLAG など)を付加したタイト

結合膜蛋白を発現するベクターの構築 
① タイト結合蛋白のうち、Occludin、

Tricellulin 、 MARVELD3 、 Zo-1 、
claudin-1、claudin-4 について、
eGFP や FLAG、HA などのタグを付加
した蛋白を発現するベクターを作
成した。 

② Occludin については、全てのシステ
インについて、アラニン変異ベクタ
ーを作成した。Tricellunlin、Zo-1
についてもいくつかのシステイン-
アラニン変異ベクターを作成した。 

(2) タグ付加タイト結合膜蛋白の発現、細胞

内分布の観察 

① ウウェスタン解析で、Occludin や

Zo-1、claudin については、上記の

上皮系細胞いずれにも良好な発現

が 得 ら れ た 。 Tricellulin や

MARVELD3 などは MCAS、HuCCT1、SiHa

などで解析に充分な発現を示した

が、AMOC2 では弱い発現が見られる

のみであった。 

② 蛍光顕微鏡での観察では、タグのう

ち 、 C- 末 に FLAG を 付 加 し た

OccludinやTricellulin、claudin-4

は細胞膜上への発現が確認できた。

N-末にeGFPを付加したoccludinや

Tricellulin は細胞質の一部に集積

が見られ、野生型とは異なる分布で

ある。 

③ Occludin のうち、細胞膜上に存在す

るのは、総量の約 10％程度である。

また、claudin-4 は 1％程度、

claudin-3 は 5％程度である。

Occludin と claudin-4 については、

FLAG タグ付きと野生型で、細胞表面

での蛋白量に有意差が明らかでな

い。 

(3) タイト結合膜蛋白のジスルフィド結合

の検討 

① N 末 eGFP タグ、C 末 FLAG タグを付

加したタイト結合蛋白のうち、

Occludin には明らかな、分子内ジス

ルフィド結合が見られた。また、

Zo-1 の一部ではジスルフィド結合



 

 

を介した二量体形成性を認めた。

Tricellulin、MARVELD3、claudin-4、

claudin-1 については、明瞭なジス

ルフィド結合を確認できなかった。 

② Occludin に存在するシステインの

全ての部位について、アラニン変異

型と比較した。うち、216 番目と 237

番目のアミノ酸を変異させた

Occludin は蛋白発現が他に比べて

極端に低下した。また、アラニンに

変異させたアミノ酸の近傍に新た

にシステインを加え、ジスルフィド

結合を回復させると、Occludin 蛋白

発現が回復する。これは蛋白翻訳後

の分解作用を受けていることを示

唆している。 

③ Occludin のうち、409 番目と 500 番

目のシステインを変異させると、

(3)①で見られたような酸化型

Occludin が見られなくなり、この部

位でジスルフィド結合を形成する

事が示された。他のシステインの変

異では酸化型 Occludin 形成は阻害

されない。 

 

(4) タイト結合蛋白と相互作用を持つ、

thioredoxin family 蛋白の検出 

① Occludin-FLAG のうち分子内ジスル

フィド結合が見られる野生型とジ

スルフィド結合が欠損した409番目

と 500 番目のシステイン-アラニン

変異型について、抗 FLAG 抗体を用

いて共免疫沈降、SDS-PAGE をした。

うち、409 番目システイン変異型に

のみ、45kDa～70kDa の範囲で、他に

は見られないバンドを確認できた。 

② 現在解析中である。 
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