


上皮細胞は管腔側と基底側の間の浸透圧、静水圧の勾配に応答して経上皮輸送・細胞骨格・細胞

増殖・アポトーシス・細胞極性など様々な細胞機能の調節を行うことが知られている。しかし、上

皮細胞がこれらの環境変化を感知するメカニズムは未だによく分かっていない。本研究者のこれま

での研究結果から、上皮細胞のタイトジャンクションがこれらの環境変化の感知に関与する可能性

が示唆されている。本派遣ではこの可能性の検討をさらに進めてメカニズムを解明することを目的

として研究を行った。 

 上皮細胞のタイトジャンクションが浸透圧・静水圧などの環境変化の感知に関与する可能性を検

討する最も直接的な方法としては、タイトジャンクションを構成するタンパク質を遺伝子ノックア

ウトしてノックアウトが環境変化によって引き起こされる細胞応答にもたらす影響を調べる方法が

考えられる。しかしタイトジャンクションは非常に多種類のタンパク質から構成される複合体であ

るため、本研究の仮説を検討するには複数の遺伝子をノックアウトする必要があることが予想され

た。近年の遺伝子工学の発展によって開発された TALEN法や CRISPR/Cas9システムは遺伝子ノック

アウトの効率を劇的に改善させたが、培養細胞における遺伝子ノックアウトクローンの樹立ではタ

ーゲットとなる遺伝子の全てのアリルをノックアウトする必要があり、複数の遺伝子をノックアウ

トする際には薬剤選択が行えないなど様々な技術的な問題点があった。そこで、本研究ではまずノ

ックアウトクローンを樹立する方法の改善を目指した。 

 まず、本研究では複数の遺伝子をノックアウトする必

要があることを考慮してオフターゲット効果の少ない

TALEN 法を選択した。TALEN 法による遺伝子ノックアウ

トでは left armと right arm の 2つの TALENを細胞に

トランスフェクトする必要があるため、internal 

ribosome entry site（IRES）を用いて TALEN の left 

armと right armをつなげたコンストラクトを作成し、

このコンストラクトを puromycin に抵抗性の遺伝子を

有したベクターにクローニングした（図１）。このベク

ターを用いて一過性の薬剤選択を行うことによってノ

ックアウト効率の改善が得られた。 

しかし、一部の遺伝子は依然としてノックアウトが困

難であり、その原因として一部の遺伝子ではノックアウ

トが細胞の生存に不利に働いている可能性が考えられた。そこで上記のベクターに IRES を用いて

レスキュー遺伝子さらにつなげ、遺伝子がノックアウトされてもレスキュー遺伝子の発現がしばら

く続くためにノックアウトの影響が軽減されるようにした。このベクターを用いることによって一

部の遺伝子ではノックアウトの効率をさらに改善することに成功した。 

このベクターを用いてタイトジ

ャンクションストランドの主要な

構成タンパク質であるクローディ

ンのノックアウトを行い、MDCK細胞

に発現するクローディン-1, -2, -

3, -4, -7のノックアウトクローン

をそれぞれ樹立した。これらのクロ

ーンを解析すると、クローディン-1

のノックアウトクローンでは細胞

間接着部位の細胞骨格に著明な変

化が認められた（図２）。さらに、細

胞骨格の変化の程度にはクローン間

でばらつきが認められたが特に変化

の大きいクローンでは上皮の重層化

と重層化内部にタイトジャンクショ

ンを伴う管腔が形成される極性異常が認められた（図３）。同様の重層化や極性異常は上皮に静水圧

図１ TALEN法によるノックアウト効

率の改善のために作成したベクター。

left armと right armの TALENを IRES

でつなぐようにデザインされている。 

図２ クローディン-1ノックアウト細胞の免疫染色像。ノ

ックアウト細胞では細胞間接着部位の点状のミオシンがタ

イトジャンクション（Occludin）を挟んで二列に配列して

いる。Bar, 10µm。 



を基底側から加えた

時にも認められるこ

とから、上皮が細胞

外の静水圧を感知す

るメカニズムにクロ

ーディン-1 が関与

する可能性が示唆さ

れた。 

 これらの結果から

クローンディン -1

ノックアウト細胞では細胞間接着部位でアクトミオシンの収縮が亢進している可能性が考えられた

ため、ミオシンの ATPaseを阻害してその収縮を阻害する blebbistatinや Rho-associated protein 

kinase (ROCK-1)を阻害してミオシンの収縮を阻害する Y27632がクローディン-1ノックアウト細胞

に及ぼす影響を検討した。その結果、blebbistatin や Y27632 処理によってミオシンの構造変化が

元に戻ることが確認された（図４）。これらの結果から、クローディン-1 のノックアウト細胞では

ROCK-1経路を介して細胞間接着部位の収縮力が亢進していることが示唆された。 

クローディンは C末端に PDZ 結合ドメインを有しており、タイトジャンクションに局在する様々

なタンパク質と結合することが知られている。クローディンと結合するタンパク質の中で ZO タン

パク質はクローディンだけで

なくアクチンや細胞骨格の調

節に関わる様々なタンパク質

と結合することが知られてい

る。そこで、クローディン-1と

ZO タンパクをダブルノックア

ウトしたクローンを樹立し、そ

の影響を検討した。 

クローディン-1 と ZO-1 をダ

ブルノックアウトしたクロー

ンでは、細胞骨格の変化が比較

的弱かったクローン（KO1 クロ

ーン）と変化が強かったクロー

ン（KO2クローン）のいずれにお

いても細胞間接着部位の細胞骨

格の変化がより顕著になった

（図５）。さらに、タイトジャン

図３ クローディン-1 ノックアウト細胞の免疫染色像（垂直断面像）。細

胞骨格の変化が顕著なノックアウトクローン 2, 4, 5（KO2, KO4, KO5）で

は上皮の重層化が認められ、重層化内部に形成された管腔にはタイトジャ

ンクション構成タンパク質の ZO-1が局在している。Bar, 10µm。 

図４ blebbistatin, Y27632 がクローディン-1 ノックアウト細胞の細胞骨格に及ぼす影響。

Blebbistatin や Y27632 を 2 時間処理することによってミオシンの構造変化がコントロール細胞

と同程度まで元に戻ることが確認された。Bar, 10µm。 

図５ クローンディン-1 と ZO-1 のダブルノックアウトクロー

ンの免疫染色像。ダブルノックアウトクローンでは細胞間接着

部位のミオシンが細胞内全体に広がり、核を囲むように配列し

ている。Bar, 10µm。 



クションの細胞間隙で物

質の透過を調節するバリ

アとしての機能を評価し

たところ、電荷選択性は完

全に失われており、4kDaの

デキストランの透過性も

著明な増加が認められた

（図６）。これらの結果か

ら、クローディン-1と ZO-

1 のダブルノックアウト

によってタイトジャンク

ションのバリア機能がほ

ぼ失われていることが示

唆された。 

 一方、クローディン-1

と ZO-2 や ZO-3 とのダブ

ルノックアウトでは、細

胞骨格の変化が比較的少なかっ

た KO1 クローンではダブルノッ

クアウトによって細胞骨格の変

化が弱くなったのに対して、細胞

骨格の変化が強かった KO2 クロ

ーンではダブルノックアウトに

よって細胞骨格の変化がより顕

著になった（図７、８）。また、

ZO-2や ZO-3とのダブルノックア

ウトはクローディン-1 単独のノ

ックアウトと比較してタイトジ

ャンクションのバリア機能に明

らかな変化はもたらさなかった。

これらの結果から、ZO-2 や ZO-3

は細胞骨格を適度に調節するこ

とに寄与する可能性が示唆され

た。 

 最後にクローディン-1と ZOタ

ンパクのダブルノックアウトが

クローディン-1 ノックアウトで

認められた上皮の重層化に及ぼ

す影響を検討した。その結果、ZO-

1, -2, -3のいずれもダブルノッ

クアウトによって上皮の重層化

を認めなくなった（図９）。 

図６ 4kDa デキストランの透過性。クローンディン-1 ノックアウトク

ローン 1（KO1, 左グラフ）では軽度の透過性増加が見られただけだっ

たが、ZO-1 とのダブルノックアウトによって約 100 倍の透過性増加が

認められた。クローディン-1ノックアウトクローン 2（KO2, 右グラフ）

では約 10倍の透過性増加が認められたが、ZO-1とのダブルノックアウ

トクローンではコントロールと比べて約 100 倍の透過性増加が認めら

れた。ZO-2や ZO-3とのダブルノックアウトクローンではクローディン

-1単独のノックアウトと比較して 4kDaデキストランの透過性に著明な

変化は認められなかった。 

図７ クローンディン-1と ZO-2のダブルノックアウトクローンの

免疫染色像。詳細は本文参照。Bar, 10µm。 

図８ クローンディン-1と ZO-3のダブルノックアウトクローンの

免疫染色像。詳細は本文参照。Bar, 10µm。 

図９ クローディン-1と ZOタンパクのダブルノックアウトクローンの免疫染色像（垂直断面像）。

ZOタンパクとのダブルノックアウトによって重層化は認められなくなった。Bar, 10µm。 



 以上の結果から、 

・MDCK細胞では、タイトジャンクションのストランドを構成する主要なタンパク質であるクローデ

ィンの中でクローディン-1だけが細胞骨格の調節に関わる 

・クローディン-1 は ROCK を経由した signaling pathway を介してミオシンの収縮を抑える方向で

細胞骨格の調節を行う 

・クローディン-1による細胞骨格の調節はタイトジャンクションのバリア機能にも影響する 

・ZO-1も細胞骨格の調節やタイトジャンクションのバリア機能に関与しており、クローディン-1と

のダブルノックアウトによってタイトジャンクションのバリア機能はほぼ失われる 

・ZO-2, ZO-3は細胞骨格の微調節に関与しており、状況によってミオシンの収縮の促進または抑制

のいずれにも働く 

・クローディン-1は上皮の重層化や極性の調節にも関与しており、ノックアウトによってクローデ

ィン-1 が失われれると重層化が認められるようになることから重層化を抑制する方向に働くと考

えられる 

・クローディン-1 と ZO タンパクのダブルノックアウトによって重層化が認められなくなることか

ら、ZOタンパクは重層化を促進する方向に働くと考えられる 

ことが示唆された（図１０）。 

 本研究ではクローディン-1 のノックアウトクロー

ンに上皮の基底側から静水圧を加えたときに見られ

る重層化や極性異常と同様の変化が認められた。上皮

が管腔側と基底側の間の静水圧の勾配を感知するメ

カニズムについては、タイトジャンクションはその勾

配の境界に位置してバリアとして機能することやこ

れまでの研究結果から、タイトジャンクションが細胞

外環境（静水圧の勾配）のセンサーとして機能する可

能性が示唆されているが（Tokuda and Yu. Int J Mol 

Sci. 2019）、本研究結果はこの可能性をさらに支持す

ると考えられる。 

 さらに、クローディンの中でも特定のクローディン

が静水圧を感知して重層化を引き起こす反応に関与して促進あるいは抑制に働く可能性や、静水圧

を感知するメカニズムにタイトジャンクションの裏打ちタンパク質である ZO タンパクが関与する

可能性を示唆している。 

 今後は癌細胞などを用いてさらに検討を進めることでさらなるメカニズムの解明や臨床応用に向

けた知見の蓄積を目指している。具体的には、 

・癌細胞で知られている既知の signaling pathwayとの関連の検討 

・本研究で認められた細胞骨格の変化が静水圧による重層化反応との関係の検討 

・多くの癌組織では CLDN 発現パターンの変化が認められるが、これらの発現パターンの変化と静

水圧による重層化反応との関係の検討 

などを考えている。本派遣ではこれらの研究の前提となるメカニズムを解明することができ、申請

書にも記載した将来的に癌治療における新たな治療戦略の開拓に寄与する研究の土台となる重要な

結果が得られたと考えている。このような機会をいただいたことに深く感謝している。 

 本研究者はこれらの成果を The Kidney Institute’s 2018 Fall Retreat, EB meeting, Pre-EB 

Epithelial Transport Meeting for Young Researchers 2019, 2019 Kidney Institute Retreatで

発表し、2019 Meritorious Research Travel Award（Epithelial Transport Group of the American 

Physiological Society）を受賞した。また International Journal of Molecular Sciencesに上皮

が静水圧などを感知するメカニズムについての総説を報告した（Tokuda S, Yu ASL. ‘‘Regulation 

of epithelial cell functions by the osmolality and hydrostatic pressure gradients: a 

possible role of the tight junction as a sensor’’）。上記の研究結果は論文投稿に向けて準

備を進めている。 

図１０ 本研究で得られた結果のまとめ。 

詳細は本文参照。 
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