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研究成果の概要（和文）：自己を免疫学的な攻撃対象とする自己免疫疾患は、いずれも治療が難

しい難病であるが、疾患の原因となる自己抗原が明確ではない場合が多い。一方、多くの自己免

疫疾患では、上皮細胞シートで囲まれた内部組織が炎症の主要な場である場合が多い。本申請で

は、クローディンをはじめとするタイトジャンクション構成蛋白質が自己免疫疾患の標的である

と想定し、クローディンノックアウトマウスと免疫不全マウスを用いて、クローディンに対する

自己免疫疾患モデルマウスを作製し、タイトジャンクション構成蛋白質と自己免疫疾患との関連

性について検討することを主な目的とした。	
 

 
研究成果の概要（英文）：Autoimmune diseases, in which tissues of the body are pathologically 
attacked by an individual’s own immune system, are presently difficult to cure completely. 
Autoimmunogens are suggested to exist in almost all known autoimmune diseases, but their identity is 
not known in many cases. Notably, many autoimmune diseases are accompanied by inflammation in 
epithelial tissues. In this project, we propose that claudin, a major tight junction protein, is a target 
immunogen in some autoimmune diseases. To clarify the relationship between claudin and autoimmune 
diseases, we sought to generate a claudin-targeted autoimmune disease mouse model. 
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１．研究開始当初の背景 
膠原病を始めとする自己免疫疾患は、生体防

御機構が自分自身へ向かってしまう反応に

より生じるとされるが、必ずしもその疾患の

原因となる特異的な抗原が同定されている

とは限らない。むしろ、免疫反応がシステム

として賦活化されていて、実際に疾患を惹起

している抗体とは異なる産生量の多い抗体

が、疾患関連抗体として検出されている場合

もあるのではないかと思われる。異なる自己

免疫疾患で同じ自己抗体が検出されたり、自

己抗体が検出されない場合もあるからであ

る。一方で、多くの膠原病は、シェーグレン

症候群の唾液腺上皮や涙腺上皮、強皮症の皮

膚の上皮、などのように上皮組織を標的とし

ている。 
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２．研究の目的 
私どもは、主に上皮細胞の細胞間接着装置タ

イトジャンクションを構成する細胞膜貫通

膜蛋白質クローディンを研究の対象のひと

つとしてきた。クローディンは、ヒトやマウ

スでは少なくとも 27 種類のサブタイプから
なるファミリーを形成する。クローディンな

くしてタイトジャンクションは形成されな

い。 

	
 自己免疫疾患の多くが成人してから発症

するという緩徐な進行過程を経ること(即ち
これまでに同定され得なかった低濃度の自

己抗体が原因となっている可能性があるこ

と)、上述のように腺構造などの上皮性組織を
標的とする場合が多いこと、天疱瘡におけ

るデスモソーマルカドヘリンのように細

胞間接着分子が自己免疫疾患の標的になっ

ている事実があること、などから、上皮細胞

間接着装置の主要構成膜蛋白質であるクロ

ーディンが、自己抗体の標的になる可能性

は十分考えられる。その場合、非常に少ない

抗体により、長年にわたり攻撃を受け、何ら

かのストレス等により顕在化する可能性も

あると考えられる。そこで、デスモゾーマル

カドヘリンに対する自己免疫疾患モデルマ

ウスと同様の手法を使用することで、クロー

ディン抗体を産生するマウスモデルを作製

し、ヒトの自己免疫疾患と同様の表現型が生

じるかどうか調べることを目指す。 

	
 私どもの研究室では、これまでに複数のク

ローディンノックアウトマウスやその他の

タイトジャンクション関連蛋白質のノック

アウトマウスの作製および解析を行ってき

た。自己免疫疾患モデルマウスは、こうした

ノックアウトマウスの存在下で初めて現実

的となる。申請者らは、これらのノックアウ

トマウスを用い、天疱瘡におけるモデルマウ

スと同様の手段を用いて、いろいろなサブタ

イプのクローディンを始めとするタイトジ

ャンクション関連蛋白質に対する自己抗体

産生マウスを作製することで、ヒトの自己免

疫疾患とタイトジャンクションとの関連を

考察する。 
 
３．研究の方法 
タイトジャンクション関連遺伝子のノック

アウトマウスが複数存在している。これらの

マウスで欠損する遺伝子由来のクローディ

ン蛋白質 (またはペプチド )を当該ノックア
ウトマウスにインジェクション・抗原感作し

脾臓を摘出後、その細胞画分を RAG2/JAK3
ダブルノックアウトマウスにインジェクシ

ョンすると、免疫寛容を免れた、該当クロー

ディン蛋白質を標的とする抗クローディン

抗体が RAG2/JAK3 ダブルノックアウト
マウスで産生されると想定される。即ち、ク

ローディンに対する自己免疫疾患モデルマ

ウスが作出される。 
	
 クローディンノックアウトマウスは複数

種類存在するが、表現型が予想されやすいク

ローディンから順に抗クローディン自己免

疫モデルマウスの作出を試みる。 
	
 RAG2/JAK3 マウスに脾臓細胞をイン
ジェクション後、１月、３月、半年、１年



 

 

など適宜時間を区切り、主に、組織学的およ
び生理学的、血液生化学的、免疫学的解析を
行う。 
	
 
４．研究成果	
 

研究に必要なクローディンおよびクローデ

ィン以外の数種のタイトジャンクション関

連遺伝子ノックアウトマウスは、すでに大

阪大学動物施設で飼育し、表現型の解析中で

あった。さらに、作製中のタイトジャンクシ

ョン関連マウスも存在した。また、自己抗体

産生マウスとして用いるRAG2/JAK3ダブ
ルノックアウトマウスは、熊本大学 CARD
より凍結胚の分与を受け、大阪大学医学系研

究科付属動物施設にて維持を進めた。 
	
 実験は、具体的には、主に、慶応大学皮膚

科学教室の天谷研究室の天疱瘡マウスモデ

ル作製方法に準じる。即ち、❶ノックアウト

マウスに、ノックアウトされた遺伝子産物蛋

白質をインジェクションする。野生型マウス

では免疫寛容の作用で抗体が産生されにく

いが、遺伝子欠損産物に対しては免疫寛容は

成立しないので、抗体が比較的容易に産生さ

れる。❷数回のブーストを経たのちに、脾臓

を摘出し、ホモジナイズする。RAG2/JAK3
ダブルノックアウトマウスの尾静脈から

インジェクションする。このホモジナイズの

中に、ノックアウトされたクローディンに対

する抗体を産生するリンパ球が含まれる。

RAG2/JAK3 ダブルノックアウトマウス
は、抗体のクラススイッチができない重症複

合型免疫不全マウスなので、尾静脈から移植

されたリンパ球は拒絶されずに生着し、抗体

の産生を続ける。このとき、両方のノックア

ウトマウスの遺伝的背景を揃えておくこと

で、タイトジャンクション関連蛋白質に対す

る自己抗体以外は産生を免れる。こうして、

特定のタイトジャンクション関連蛋白質に

対する自己免疫疾患モデルマウスが作出

できる。ただし、特定のクローディンに対す

る抗体ができずに、複数のクローディンをク

ロスして認識する抗体が産生される可能性

もあり得る。  ただし、このことは、むしろ
ヒトでの自己免疫疾患を模倣する可能性が

あり、ヒトの症状と比較する上ではメリット

になる可能性が高い。❸こうして、順次タイ

トジャンクション関連蛋白質を標的とする

自己免疫疾患モデルマウスを作出するが、あ

る特定のクローディンで表現型が得られな

いといって、他のクローディンが自己抗体と

して働かないとは言えない。何故ならば、ク

ローディンは、大きなファミリーを形成し、

それらが臓器特異的な分布を示しているか

らである。❹そのため、実験は存在する全て

のタイトジャンクション関連蛋白質のノ

ックアウトマウスについて行なう必要があ

る。ただし、それぞれのクローディンサブタ

イプの体内での臓器分布は、ほぼ明らかにさ

れているので、表現型と結びつきやすいクロ

ーディンを用いたモデルマウス作製から進

める予定とした。	
 ❺マウスの解析について

は、通常の観察を行いつつ、 RAG2/JAK3
ダブルノックアウトマウスへの脾臓由来

リンパ球インジェクション後、１月、３月、

半年、１年を目処に、剖検を行い、全身の組

織学的な解析を行い、組織構築の変化、炎症

の有無・程度、蛍光標識ラベル抗マウス抗体

を用いた蛍光自己抗体染色、などを行う。❻	
 

同時に、採血を行い、炎症の有無(CRP や
白血球画分 )/イムノグロブリン画分の変
化 /血沈などの検査を行う。さらに、通常
の膠原病マーカーの出現についても検討を

行う。 
	
 自己免疫疾患を含む表現型が得られた場

合には、その治療方法について検討を進める。

考えられる方法としては、１）自己抗原とし

た蛋白質を用いての抗体の吸着、２）抗原と

なるペプチドの投与による抗原抗体反応の

中和、などである。さらに、アトピー性皮膚

炎等のアレルギー性疾患の治療法として用

いられる脱感作療法の効果も検討すること

を目指した。 
	
 方法として、１;ノックアウトマウスにノッ

クアウトされた遺伝子産物蛋白質をインジェ

クションする。２;数回のブーストを経たのち

に、脾臓を摘出し、ホモジナイズする。

RAG2/JAK3ダブルノックアウトマウスの尾静

脈からインジェクションする。特定のタイト

ジャンクション関連蛋白質に対する自己免疫

疾患モデルマウスが作出できる。３;マウス解

析（組織病理学的解析、血液生化学的解析、

など）を継時的に行う、を計画した。自己免

疫疾患の標的としてのクローディンとして、



 

 

クローディン18胃型を考え、リンパ球の移植

を行う免疫不全ノックアウトマウスを試行し

た。十分な結果が得られなかった。しかしな

がら、本申請内容の検討は、SLEなどの上皮細

胞組織を標的とする自己免疫疾患の理解の向

上のために必要と思われ、他のノックアウト

マウスも含め、今後も検討を継続させたい。	
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