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論  文  内  容  の  要  旨  

タイトジャンクション（TJ）は上皮組織が有する細胞間接着装置の一 つである。このTJに局在するタンパク質群のなか  

で，ZO－1はTJの裏打ちタンパク質として存在し，4回膜貫通タンパク質であるoccludinやclaudin，そして細胞骨格であ  

るアクチンと結合している。その他にも，様々なタンパク質がZO－1に結合することが報告されている。そこで，TJにお  

けるZO－1の役割を詳細に解析するため，マウス上皮細胞株であるEph4細胞のZO－1遺伝子をgeneTtargeting法により  

欠損させ，その表現型を解析した。   

まず，電子顕微鏡による形態観察をおこなったところ，ZO－1KO細胞（KO）において，野生型（WT）と遜色のない  

TJが形成されていた。しかし，蛍光免疫染色による観察では，TJに局在するタンパク質ZOL2とcingulinにおいて顕著  

な差が見られた。KOではWTと比較して，ZO－2はTJへより高濃縮しており，道にcingulinはTJへ濃縮していなかっ  

た。ZO－2のタンパク発現量をウエスタンプロットで確認すると，WTとKOで差は見られず，またZOq2の蛍光免疫染  

色において，WTはKOと比較して，より細胞質側が濃く染色された。これらのことから，KOで観察されるZO－2のTJ  

への高濃縮は，ZO－2の局在する場所が細胞質側からTJ側へシフトしたものと推測された。CingulinはZO－1，一2，－3に  

結合するという報告があるが，KOでcingulinがTJへ濃縮されていなかったことを考えると，少なくとも細胞レベルで，  

CingulinがTJヘリクルートされるためには，ZO－1は必須であると推測された。アドヘレンスジャンクション（AJ）に局  

在するタンパク，E－Cadherin，α－，β－Catenin等においては，すべてKOとWTは同じ染色像であった。   

ZO－1の上皮極性形成における役割を調べるべく ，Ca switch法を行い，蛍光免疫染色により経時観察した。KOでは  

WTと比べ，ClaudinやoccludinのTJへの濃縮が明らかに遅くなっていた。ZO－1はTJの形成過程で重要な働きをして  

いることが示唆された。この現象がTJの機能にどのような影響を及ぼしているかを，Ca switchを行った時のFITC－de＿  

Ⅹtranの透過性を指標に調べた。KOでは，WTと比べて透過性が上昇していた。TJ形成の遅れが，直接TJ機能の一つで  

あるバリアー機能にも影響していることが推測され，免疫染色の結果と相関が認められた。   

ZO－1はジャンクション形成初期には，E－Cadherinとcolocalizeすることが知られている。そこで，Ca switch時のET  

cadherinを免疫染色して観察したが，KOとWTで変化は見られなかった。また，KO細胞でE－Cadherinの接着活性に変  

化があるかどうかを調べるため，aggregationassayを行ったかが，Wildとの差は観察されなかった。   

つぎに，ZO－2のZO－1に対するredundancyを確認するため，ZO－1KO細胞にHAtag付きZO－2を過剰発現させた。  

しかし，TJ形成およびcingulinの染色のいずれにおいても，KO細胞と同様の表現型を示した。ZO－2はZOTlの機能を  

相補できないことが示唆された。   

以上より，ZO－1はTJ形成の促進に重要な働きをしており，この機能はZO－2に相補されないことが明らかとなった。  
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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一つで，上皮細胞のもっともアピカル側に存在している。上皮細胞シ  

ートによって仕切られた2つの区画は，TJによって厳密にシールされている。TJに局在するタンパク質群のなかで，ZO  

－1はTJの膜裏打ちタンパク質として存在し，4回膜貫通タンパク質であるクローデイン，そして細胞骨格タンパク質で  

あるアクチンと結合している。本研究では，TJにおけるZO－1の役割を解析するため，マウス上皮細胞株であるEph4細  

胞を用いた遺伝子破壊法を開発し，ZO－1遺伝子欠損細胞を得て，その表現型を解析した。   

電子顕微鏡による形態観察をおこなったところ，ZO－1KO細胞（KO）において，野生型（WT）と遜色のないTJが形  

成されていた。しかし，蛍光免疫染色による観察では，TJに局在するZO－1結合タンパク質のZO－2とテングリンにおい  

て変化が見られた。WTと比較してKOでは，ZO－2はTJへ高濃縮し，一方，チ ングリンはTJへ局在することができな  

くなっていた。興味深いことに，KO細胞ではTJ形成時にクローデインやZOT2のTJへの濃縮が遅くなっていた。また，  

この遅れと村応して，細胞間の透過性が克進していた。以上より，ZO－1はTJ構成タンパク質と協調して，TJの形成促  

進を図り，上皮細胞シートの区画化に重要な働きをしていることが示唆された。   

以上の研究は，TJの分子レベルでの機能解析に新しい道を拓くものであり，基礎医学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認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成17年1月21日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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