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研究成果の概要（和文）：私たちの体表や管腔は上皮とよばれる細胞のシートにより覆われている。上皮をつく
る上皮細胞は敷石状に並んで強く接着しており、細胞同士が密着することによって、細胞間の隙間における物質
の漏れを防いでいる。本研究では、上皮細胞同士の密着部位のうち、３つの上皮細胞の角が接する部分を構成す
るタンパク質アンギュリンファミリーのはたらきを研究した。アンギュリンファミリーの１つを欠失させたマウ
スが内耳有毛細胞の変性による難聴を示すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The surface of our body is covered by the cellular sheet which is designated
 the epithelium. Epithelial cells are arranged like cobblestones and adhere with each other, thereby
 the leak of water-soluble substances through the intercellular space is restricted. In this study, 
we investigated the function of angulin family proteins constituting tricellular contacts, where the
 vertices of three epithelial cells meet. The mice lacking one of the angulin family proteins showed
 healing loss caused by the degeneration of hair cells in the inner ear.  

研究分野：細胞生物学

キーワード： 上皮細胞　細胞接着　タイトジャンクション　上皮バリア機能　遺伝性難聴　アンギュリン　トリセル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 上皮が体内のコンパートメントを仕切る
バリアとしてはたらくためには、敷石状に接
着した上皮細胞同士の隙間からの物質の漏
れを防ぐことが重要である。そのために、脊
椎動物の上皮細胞は、細胞間接着装置タイト
ジャンクション(TJ)によって細胞間隙をベル
ト状にシールしている。ところが、上皮細胞
シートの中には、2細胞間の接着部位以外に、
3つの上皮細胞の角（かど）が接する領域（3
細胞結合）が多数存在する。上皮の十分なバ
リア機能には 3細胞結合の細胞外空間も塞ぐ
必要があり、この領域に存在するトリセルラ
ータイトジャンクション（tTJ）とよばれる
TJ の特殊な構造がその役割を担っていると
考えられている。現在、tTJ の構成分子とし
て、2005 年に同定された膜タンパク質トリ
セルリン、申請者の研究グループが 2011 年
に同定したアンギュリンファミリー（アンギ
ュリン 1/LSR, アンギュリン 2/ILDR1、アン
ギュリン 3/ILDR2）が知られているが、TJ
に比べて tTJの研究は相当遅れている。本研
究開始前までに、培養上皮細胞を用いた研究
から、トリセルリン、アンギュリンともに上
皮細胞シートの強いバリア機能に必要なこ
と、アンギュリンがトリセルリンを tTJにリ
クルートする役割をもつことが明らかにな
っていた。また、トリセルリンがそのN末端
側細胞質領域により細胞のアクチン線維形
成に関与しうることが示されていた。しかし、
アンギュリンファミリーのサブタイプ間の
機能差、トリセルリンのリクルート以外にも
つ機能等、これら tTJ構成分子の詳細な機能
やふるまいについて、多くの点が不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 
 第一に、アンギュリンファミリーの tTJへ
の局在化、機能のための責任ドメインの決定、
局在化メカニズムの解明、各サブタイプ間の
機能差の解明、トリセルリンをリクルートす
る以外の機能の解明、第二に、トリセルリン
の上皮バリア、および TJ 形態の複雑化の両
機能を担う責任ドメインの解明を本研究の
目的とした。従来の RNA 干渉法によるノッ
クダウンではなく、ゲノム編集によってアン
ギュリン、トリセルリンを完全に欠失した培
養上皮細胞を樹立し、それらを用いて解析を
実施した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ゲノム編集によるアンギュリン及びト
リセルリンをそれぞれ欠失するマウス乳腺
由来培養上皮細胞クローンの樹立とその性
状の解析 
 アンギュリンファミリーのうちアンギュ
リン 1 のみを発現することが知られている

EpH4 細胞において、CRISPR/Cas9 法によ
り、アンギュリン 1あるいはトリセルリン遺
伝子に変異を導入した。蛍光抗体法により各
タンパク質が検出できなくなった細胞クロ
ーンを限界希釈法によりクローニングし、
PCR によりゲノムの変異導入領域を増幅し
て塩基配列を決定し、フレームシフト変異が
導入されてそれぞれの機能タンパク質が発
現し得ないことを確認して、アンギュリン、
あるいはトリセルリン欠失細胞とした。この
細胞のバリア機能を電気抵抗値（TER)測定に
よって、TJ 関連分子の発現や局在を蛍光抗
体法により評価した。 
 
（２）アンギュリンを欠失するイヌ腎臓由来
培養上皮細胞 MDCKII クローンの樹立とそ
の性状の解析 
 まず TALEN 法により MDCKII 細胞のク
ローディン 2遺伝子に変異を導入し、上記の
スクリーニング法によりクローディン 2欠失
MDCKII細胞を樹立して、この細胞における
TJ 関連分子の発現、局在、バリア特性を電
気抵抗、拡散電位、トレーサー拡散の測定に
より評価した。次に、クローディン 2 欠失
MDCKII細胞および親株の MDCKII細胞を
もとに、CRISPR/Cas9 法によりアンギュリ
ン 1遺伝子を欠失させた細胞を樹立し、その
性状を上記の方法により調べた。これら細胞
にアンギュリン 1の全長や変異分子を再発現
させ、tTJ の形態や上皮バリア機能を解析し
た。 
 
（３）アンギュリン 2/ILDR1 遺伝子ノック
アウトマウスの表現型解析 
 アンギュリン 2/ILDR1 遺伝子欠失マウス
をKnock Out Mouse Project (KOMP)から入
手し、聴性脳幹反応による聴力の評価、走査
型電子顕微鏡による内耳の微細構造の観察、
蛍光抗体法による tTJ構成分子の発現と局在
変化の解析を行った。 
 
（４）トリセルリンが TJ 構造に与える影響
の解析 
 クローディン 1、2、3をそれぞれ外来的に
発現させて TJ 様構造を形成することができ
るマウスL線維芽細胞に、トリセルリン全長、
あるいは欠失変異体をさらに発現させた細
胞を樹立し、凍結割断レプリカ法により TJ
様構造を解析した。 
 
（５）腸管上皮特異的にアンギュリン 1を欠
失するマウスの表現型解析 
 Villin-Cre マ ウ ス と ア ン ギ ュ リ ン
1/LSRflox マウスを交配させることにより、
腸管上皮細胞特異的にアンギュリン 1を欠失
させたマウスを作出し、その表現型を腸管組
織の形態と Ussing chamberを用いた生理学
的測定により解析した。また、TJ の構成分
子の発現を蛍光抗体法により解析した。 
 



４．研究成果 
 
（１）アンギュリン及びトリセルリンをそれ
ぞれ欠失するマウス乳腺由来培養上皮細胞
EpH4のクローンの樹立とその性状の解析 
 ゲノム編集によりアンギュリン 1を欠失さ
せた EpH4 細胞を樹立することに成功した。
この細胞ではトリセルリンが tTJに集積でき
なかったことから、アンギュリン欠失細胞で
あることが確認された。一方、この細胞のバ
リア機能を評価するために TER を測定した
ところ、TER値がクローンによって大きくば
らつき、コントロールや親株と比較して一貫
した結果が得られないことがわかった。
EpH4細胞が遺伝的に不安定であることが原
因と考えられ、少なくとも TER 測定には向
かない細胞であると判断し、その後のバリア
機能の解析に使用することを断念した。 
 興味深いことに、アンギュリン欠失 EpH4
細胞では、蛍光抗体染色において TJ 構成分
子クローディンファミリーのうち、少なくと
もクローディン 3、クローディン 4、クロー
ディン 7の細胞間接着部位における集積が増
加していた。この結果は、tTJ アンギュリン
が 2細胞間の TJの形成にも関与することを
示唆する新しい知見であり、今後そのメカニ
ズムの解明が望まれる。 
 
（２）アンギュリンを欠失するイヌ腎臓由来
培養上皮細胞 MDCKII のクローンの樹立と
その性状の解析 
 ゲノム編集法の一種である TALENにより、
アンギュリン１を欠失させた MDCKII 細胞
を樹立することに成功したが、その上皮バリ
ア機能を TER 測定で評価したところ、
MDCKII細胞の TER値が低いために、アン
ギュリン１の寄与が判別できなかった。一方、
MDCKII細胞の低 TERの要因となっている
TJ の構成分子クローディン 2 遺伝子を欠失
させた細胞を TALEN作製して解析したとこ
ろ、TER値が 50倍上昇し、傍細胞経路の陽
イオン選択性が低下していることが明らか
になった (図１）。次に、この細胞を元に
CRIPR/Cas9法によってアンギュリン 1を欠
失させた細胞クローンを複数樹立した。上皮
バリア機能を調べたところ、これらのクロー

ンでは、上皮バリア機能がコントロールと比
較して約１桁低下すること、分子量 443の水
溶性トレーサーの透過性が上昇したことか
ら、アンギュリン１が十分な上皮バリア機能

に必要であることが確認された。 
 MDCKII 細胞（クローディン 2 欠失
MDCKII細胞を含む）では、tTJ領域におい
て tTJ 構成分子だけでなく、TJ 構成分子で
あるオクルディン、クローディンも基底側に
伸長した局在を示すことが明らかになった。
この結果をもとにマウス腎臓凍結切片にお
いて、集合管上皮の tTJ領域におけるオクル
ディン、クローディン 8の局在を蛍光抗体法
にて調べたところ、これら分子がトリセルリ
ンとともに基底側へ伸長して局在すること
が確認された。この結果は、電子顕微鏡観察
によってこれまで確認されていた tTJの形態
的特徴と一致する。したがって、MDCKII
細胞の実験系は tTJ構成分子の機能を解析す
るうえで、上皮バリア機能の観点からも、tTJ
の形態の観点からも、EpH4細胞より優れて
いることが明らかになり、以後の研究で用い
ることとした。 
 上記アンギュリン 1 欠失 MDCKII 細胞、
アンギュリン 1 欠失/クローディン 2 欠失
MDCKII細胞にアンギュリン 1の全長、変異
分子を戻した細胞を樹立して解析した結果、
アンギュリン 1の C末端に存在する PDZド
メイン結合モチーフ様の配列が tTJ重要な役
割を果たすことが明らかになった。すなわち、
アンギュリン 1の C末端は、tTJが基底側に
伸長するのに必要なこと、アンギュリン 1の
C 末端は少なくとも TJ の裏打ちタンパク質
である ZO-1 と結合すること、アンギュリン
1の C末端の有無は、現時点で我々が評価で
きる TER、分子量 443 の水溶性トレーサー
の透過性には影響しないこと、である。アン
ギュリンの C 末端の役割についてはこれま
で全く報告がなく、3 つのアンギュリンサブ
タイプ間の比較も含めて、今後も継続すべき
興味ある問題である。 
 一方、EpH4細胞、MDCKII細胞を用いて
CRISPR/Cas9 により開始コドン周辺のゲノ
ム配列をターゲットとしてトリセルリン欠
失細胞の取得を試みたが、翻訳領域の第 3メ
チオニンから翻訳されたと推測される部分
トリセルリンタンパク質が発現しており、こ
れが tTJ領域に局在することがわかった。こ
の部分タンパク質は構造からトリセルリン
の完全な機能を持つとは考えられないもの
の、tTJ に局在することを考え合わせると現
時点でこれをトリセルリン完全欠失細胞と
よぶことはできず、第 3メチオニンをターゲ
ットするゲノム編集を重ねて行う必要があ
り、継続中である。 
 
（３）アンギュリン 2/ILDR1 遺伝子ノック
アウトマウスの表現型解析 
 アンギュリン 2/ILDR1 遺伝子の変異がヒ
トの遺伝性難聴の原因となる報告を受け、ア
ンギュリン 2/ILDR1 遺伝子を欠失するマウ
スの解析を行った。このマウスは聴性脳幹反
応の測定から重度の難聴を示した。内耳コル
チ器の組織学的解析から、生後 12 日周辺で



有毛細胞変性が生じていることがわかり、こ
れが難聴の原因と推測された（図２）。興味
深いことにアンギュリン 2/ILDR1 の欠失に
より、アンギュリン 1が代償的にコルチ器の
tTJに発現し、トリセルリンも tTJに局在し

ていた。この結果は、アンギュリンファミリ
ーに、トリセルリンを tTJにリクルートする
以外の機能があり、その機能がアンギュリン
サブタイプ間で異なるという説をさらに強
く支持するものである。また、ILDR1遺伝子
変異に起因するヒト遺伝性難聴 DFNB42 の
病態の理解に重要な情報を与える。 
 
（４）トリセルリンが TJ 構造に与える影響
の解析 
 これまでに、クローディン 1をマウス L線
維芽細胞に発現させて形成される TJ 様構造
の形態がトリセルリンの重複発現により複
雑化すること（具体的には TJ ストランドの
T 字連結の増加とそれに伴う TJ ストランド
長の短縮）が示されていた。他のクローディ
ンについても同じ効果が見られるか、クロー
ディン 2、クローディン 3をそれぞれ発現す
るL細胞にトリセルリンを重ねて発現させて
凍結割断レプリカ法で調べたところ、いずれ
の場合も、TJ ストランドの形態の複雑化が
観察された。また、トリセルリンの C末端側
細胞質領域を欠失させた変異分子もこの機
能を保持していた。 
 
（５）腸管上皮特異的にアンギュリン 1を欠
失するマウスの表現型解析 
 腸管上皮特異的にアンギュリン 1を欠失す
るマウスにおいて、コントロールマウスと比
較して小腸が有意に長くなることを明らか
にした。太さも増加していた。特に炎症等は
見られず、絨毛の肥厚が観察された。Ussing 
chamber を用いて腸管上皮の透過性を調べ
たところ、アンギュリン 1欠失マウスでコン
ダクタンスおよび分子量 4000 の水溶性トレ
ーサーの透過の増加傾向が見られた。しかし、
このマウスにおける絨毛の肥厚の効果がコ
ンダクタンス増大の方向に加味されると推
測されることを考え合わせると、著しい透過
性の変化はないと考えられた。 
 腸管上皮特異的アンギュリン 1欠失マウス
の小腸では、予想通りトリセルリンの tTJに
おける局在が失われており、小腸上皮におけ
るアンギュリンサブタイプの発現はアンギ
ュリン 1のみであることが確認された。一方、
興味深いことに、コントロールマウスにおい
て小腸上皮細胞側底膜に存在し、蛍光免疫染

色レベルでは TJ 領域に局在が見られないク
ローディン 7が、アンギュリン 1欠失マウス
では明らかに TJ に濃縮していた。この予想
外の結果は、tTJの構成分子が 2細胞間の TJ
の形成にも関与することを示しており、両者
が関連するメカニズムの解明が今後の課題
となった。 
 
 以上のいずれの研究成果も tTJ研究におい
て新規な知見を含む。未発表の成果について
は国際学術雑誌への発表に向けて研究を継
続している。 
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