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論 文 内 容 の 要 旨

タイトジャンクション (tightjunction:TJ)は,細胞間接着装置のひとつで,脊椎動物の上皮や血管内皮細胞に存在し,

物質が細胞間を通って移動するのを防ぐバリアーとして機能している｡ さらに,細胞膜を基底膜側と外腔側 (basolateral

andapicalside)に分けるフェンスの役割も持ち細胞極性に関与するとも言われる｡

1998年に発見された,claudin-1,2はTJを構成する膜蛋白であるが,機能的にもTJのバリア機能を担うことがわかって

きている｡

現在では18種のClaudinが同定され,それらは4つの膜貫通部位と2つの細胞外部位を持つことが特徴である｡ この中で

ち,Claudin-4はこれまで食中毒の原因となりうる腸毒素;clos廿idium perfringensenterotoxin(CPE)のreceptorとして

知られていた｡CPEはそのC末端 (C-CPE)で細胞表面に発現しているレセプターに結合しN末端で細胞膜に孔をあけ

ることで細胞の透過性を上げ,細胞体の膨癌と細胞死を起こす｡加えて,RVPl(ratγentralprostate-1)として知られて

いたelaudin-3もCPEのレセプターとなりうることが報告されている｡

最近の報告では,Claudin-1と4を発現させたMDCK細胞とC-CPEを反応させるとClaudin-4の発現の減少とバリア

機能の阻害がみられる｡ このことは,C-CPEによりTJバリア機能の調節の可能性があることを示唆した｡

この方向性で研究を進めるために,まずClaudin側の結合部位を探し,任意のclaudinを選択的に調節する可能性を追求

した｡

今回の実験では,CPEが結合しないcaludin-1と結合するClaudin-3の組み合わせによるキメラ蛋白を作製し (CLl1/3,

CL-3/1),それをL細胞に発現させ,毒素に対する反応を検討した｡まず,キメラ分子の発現を免疫蛍光抗体法とウェス

タンブロットにて確認した.その後,培地にCPEを加えるとCL-3とCL l/3を発現する細胞のみに特徴的な形態変化と

細胞死が見られた｡これより,Caludin-3の第2細胞外部位 (ECloop2)が結合部位として期待された｡

次に,部位を放り込むためと,結合活性を測定するため,ECloop-2の GSTfusionprotein∵を作製し,invitro結合テ

ツセイ (overlayassay)を行い ECloop-2の18アミノ酸という短いドメインとC-CPEとのニトロセルロース膜上での結

合が確かめられた｡

実際に人体の組織では,それぞれの臓器に異なった複数のClmdinが発現しており,複数のclaqdinがさまざまな組み合

わせでTJに発現し,物質の透過性を調節していると考えられる｡ 今回の研究により,claudinによるTJの制御機構の解明

の手がかりが得られた｡

さらには,毒素部分を持たないC-CPEを利用して,細胞レベルでのTJの調節だけでなく固体レベルでの,たとえば血

液脳関門での薬物移行の新しい方法をもたらす可能性がある｡
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

タイトジャンクション (TJ)は,細胞間接着装置のひとつで,脊椎動物の上皮や血管内皮細胞に存在し,物質の細胞間

移動に対するバリアーとして機能している｡

1998年に発見された,クローデインー1,2はTJに構造的にも機能的にも必須の膜蛋白である. 現在では18種のクローデ

インが同定され,それらは4つの膜貫通部位と2つの細胞外部位を持つ｡

これまでに,ある種のクローデインを発現させた細胞とクロス トリデイウム腸毒素 (CPE)を反応させるとクローデイ

ンの発現の減少とバリア機能の阻害がみられることがわかっている｡

今回,CPEが結合しないクローデイン-1と結合するクローデイン-3の組み合わせによるキメラ蛋白を作製し,それを

線維芽細胞系のL細胞に発現させ,毒素に対する反応を検討した結果,クローヂイン-3の第2細胞外部位が結合部位とし

て予想された｡

さらに,第2細胞外部位の融合蛋白質を作製し,CPEとの生体外結合アッセイを行い,結合部位と結合活性を明らかに

した｡

以上の研究は,複数のクローデインが発現しているTJの制御の解明に貢献し,細胞レベルだけでなく固体レベルでの,

たとえば血液脳関門での薬物移行の研究に寄与するところが多い｡

したがって本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと思われる｡ なお,本学位授与申請者は,平成13年1月

29日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け合格と認められたものである｡
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