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研究成果の概要（和文）：上皮細胞間のイオンの透過性は、膜電位の変化やその変化が細胞内にどうした影響（例えば
、カルシウム濃度の上昇や成長因子受容体のリン酸化など）を与えるかについての解析はほとんどない。
　本研究では、上皮細胞のタイトジャンクションが電流の抵抗や通路となることで、細胞の膜電位を制御すると思われ
るが、特に、微小環境プロトン濃度が、細胞間透過性／上皮細胞シート電位に影響し、フィードバック的に細胞間の透
過性をも制御する可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：The effects of ion or water permeability through epithelial tight junction is not 
well understood.
 In this research, the aim is to clarify the biological functions and it's mechanisms regulated directly 
or indirectly by the properties of intercellular tight junction in epithelial cells.One of the most 
interesting biological function is pH dependency, especially dependency of lower pH of basal side culture 
medium on TER. It suggests there is some special mechanism which works as a sensor residing only in basal 
side of cells.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
１２指腸潰瘍では、潰瘍周囲の細胞が特殊

に変化して修復のための EGFを分泌する

細胞に分化したり、細胞競合では周囲の細

胞にアポトーシスのシグナルを送る。こう

した細胞どうしの密接なインタラクション

の分子機構は、増殖にともなって互いに押

し合うメカニカルな刺激や、接着分子から

のシグナル、などで理解する試みがなされ

てきた。細胞の接着阻害（コンタクトイン

ヒビション）と呼ばれる現象は、細胞生物

学者の興味から、長い間研究の対象となっ

てきたが、現在でも十分な理解は得られて

いない。 

 コンタクトインヒビション、１２指腸潰

瘍周辺の修復細胞、細胞競合いずれも上皮

細胞がつくるシートで生じる現象である。

私の所属する教室では、長い間、上皮細胞

間接着装置の解析を進めてきた。その過程

で、細胞間のイオンの透過性は、細胞の密

度の影響を受けること、通常タイトジャン

クションをイオンが通過するときには、そ

の電荷選択性から、拡散電位とよばれる電

場が生じること、さらに考えられることは、

局所のイオン環境や膜電位、アピカルとベ

ーサルの膜電位のバランスまで崩す可能性

があることである。しかし、膜電位の変化

やその変化が細胞内にどうした影響（例え

ば、カルシウム濃度の上昇や成長因子受容

体のリン酸化など）を与えるかについての

解析は皆無といってよい。 

 上皮細胞のタイトジャンクションが電流

の抵抗や通路となることで、細胞の膜電位

を制御し、細胞内のシグナルへつながると

考える本概念は、新しく斬新と思われる。

本申請では、本仮定が正しいかを調べる。

本仮説が正しかった場合には、十分に掘り

下げた研究に進む。 
 
２．研究の目的 
神経や筋などの興奮性細胞における膜電位

や活動電位の生物機能上の重要性は良く知

られている。一方で、一般的な上皮細胞も

十分な静止膜電位を持ち、例えば、小腸の

吸収上皮細胞では、糖やアミノ酸の吸収で

利用される。組織間質に存在する繊維芽細

胞とは異なり、上皮細胞は細胞間接着装置

で接着する。興味深いことは、最もアピカ

ル側に存在するタイトジャンクション TJ

は、クローディンと呼ばれる膜タンパク質

の網目構造により連続して囲まれることで

ある。このストランドと呼ばれる構造は、

電気の抵抗となるので、アピカル膜とベー

サル膜を電気的に隔離するが、膜電位の変

化におけるタイトジャンクションの機能は

知られていない。 

 本萌芽研究では、非興奮性上皮細胞にお

ける膜電位の細胞内シグナルとしての重要

性を、特に、タイトジャンクションの視点

から検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞の密度の乱れから生じる電位・

電流および生じるイオン環境・細胞内シグ

ナルの測定系の樹立および計測 

＝MDCK-1（イヌ腎臓由来上皮細胞）およ

び EpH4（マウス乳腺上皮細胞）培養細胞

を、12穴のフィルター膜上に播種し、細胞

の密度ごとに、経上皮細胞シート電気抵抗

(TER)を測定した。 

（２）本培養条件では、アピカル膜側と、

ベーサル側の培養液の条件を変更すること

ができるが、ベーサル側の pHを 2程度ま

で低下させると、TERが大きく低下し、細

胞間の透過性の亢進が認められた。一方、

アピカル側の pHを変化させても、細胞間

の透過性は変化しなかった。pHの変化は、

ベーサル側で 0.5程度であっても、TERに

影響を及ぼした。 

 なお、ベーサル側およびアピカル側の培

養液中の血清濃度を 0.05%程度の濃度まで

低下させても、上皮細胞シートの抵抗は維



持された。 

（３）申請者の所属する教室で解析された

胃型クローディン 18のノックアウトマウ

スの胃では、胃酸が、タイトジャンクショ

ンの機能障害により、胃酸粘膜下へ漏出す

ることで、胃炎が発症する。このとき、タ

イトジャンクションがつくる野生型では見

られる緻密なタイトジャンクションストラ

ンドが消失する。上皮細胞のベーサル側の

pH変化は、上皮細胞のバリア機能にもさ

らに影響を与える可能性が示唆された。  

（４）生理学的な経上皮膜電位は、数mV

の電位であり、プロトンのアピカル側およ

びベーサル側で、生じる電位も、同程度で

ある。 

 pH変化が惹起する膜電位などの変化の

センス機構については、今後明らかにして

いきたい。 

 

４．研究成果 
（１）MDCK-1をフィルター膜上に播種し、
細胞の密度により電気抵抗を測定すると、細
胞密度の上昇に連れて、上皮細胞シートの電
気抵抗（TER）の増加が認められた。 
（２）密度に応じた TERは、100-8000Ω・
cm2程度となる。 
（３）培養条件の微小環境を種々変化させ、
上皮細胞シート抵抗への影響を観察した。無
血清条件では、TERの低下が見られた。 
 最も高感度で、TERに影響を及ぼしたのは、
pHの変化であった（図１）。 

（４）pHのアピカル側の低下では、TERに
影響はほぼ認められなかった（図２）。 
 一方、ベーサル側の pH低下では、TERの
低下が認められた。特に、この変化は、pH
の低下の割合に依存し、pH=6.9への低下で
も、TERの低下が認められた（図３）。 
（５）こうした変化は、Claudin-18stノック

アウトマウスの胃炎での、慢性活動性胃炎の
急性炎症の持続が、胃内腔から胃粘膜下への

胃酸の漏出にともなって炎症が惹起される
とともに、バリアの障害が持続しやすい蛍光
をつくる 
ものと推察される。 

（６）アピカル側とベーサル側のイオン濃度
勾配により生じるプロトン電位は、数mV程
度で、細胞内へのシグナルを導くことが示唆
された。 
（７）シグナル伝達については、今後、さら
に解析を進める。 
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