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要 旨 

 

【背景と目的】タイトジャンクション (Tight junction: TJ) は上皮細胞

同士を強固に接着する構造である。MDCK-IIなど単層上皮細胞を用いた研

究が主で、皮膚や口腔粘膜のような重層扁平上皮、特に頬粘膜の TJ研究は

ほぼない。第一章では頬粘膜の TJの分布について詳細に解析することを目

的とした。 

第二章では第一章で発見した皮膚と粘膜上皮における TJ分布の違いの機

序について、皮膚のターンオーバー速度に着目した。正常皮膚のターンオ

ーバーは、40-56日であるのに対し頬粘膜では 3.2-5.8日と早い。ターン

オーバー期間の異なる皮膚疾患、乾癬（ターンオーバー速度亢進）と扁平

苔癬（同低下）で TJ分布の変化を検証した。 

【材料と方法】第一章: TJ構成タンパクである claudin, occludin, 

zonula occludens (ZO) について網羅的に qPCR (quantitative 

polymerase chain reaction) を行った。ヒト正常皮膚、正常頬粘膜におい

てホールマウントサンプル、水平断切片を用いた免疫蛍光法、電子顕微

鏡、超解像顕微鏡を用いて TJ構成タンパクの観察を行った。またビオチン

透過試験を用いてマウス頬粘膜のバリア機能を評価した。siRNAを用いて

TJ構成タンパクをノックダウン (KD) し、バリア機能に与える影響を

transepithelial resistance (TER) 測定や paracellular flux 

measurement (PFM) で検証した。 

第二章: 正常頬粘膜と口腔扁平苔癬 (oral lichen planus, OLP）、正常

皮膚と乾癬組織に対して抗 ZO-1抗体を用いた免疫蛍光法を行い、画像解析

ソフトで分布を定量化した。各組織の細胞増殖能を Ki-67陽性率で評価し

た。マウスで細胞増殖能を増減させることで ZO-1分布の変化を評価した。

扁平苔癬は炎症細胞が基底細胞を標的とするため分裂細胞が減少する。こ

れを模倣すべくマイトマイシン C (mitomycin C: MMC) をマウスに腹腔内

投与した。一方、乾癬を模倣すべくイミキモドクリーム (imiquimod: IQM) 

を外用する乾癬モデルを用いて、ZO-1の分布を評価した。In vitroでも細

胞増殖を促進させ ZO-1の発現量、バリア機能への影響を検証した。 

【結果】第一章: マウス頬粘膜の qPCRでは、CLDN1（タンパク名：

claudin-1）、TJP1 (同：ZO-1) が高発現していた。ヒト正常皮膚の ZO-1は

顆粒層の 1-2層に限局し、claudin-1と共局在した。一方、頬粘膜の ZO-1

は粘表層直下の有棘層上部 1/3まで分布し claudin-1と中層で複数層にわ
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たり共局在した。マウス組織でもヒトと同様であった。水平断観察した

ZO-1の分布は、皮膚では細胞膜の全体に沈着し、顆粒層細胞の形を反映し

て六角形構造を呈したが、頬粘膜では部分的に途切れた線状に観察され

た。Z-stack画像を立体再構築すると、途切れるように観察された線状の

染色は、上下の層の細胞膜と連続していた。電子顕微鏡で頬粘膜の中層に

kissing pointを認めた。また超解像顕微鏡で ZO-1がドット状に検出さ

れ、claudin-1と共局在していた。ビオチン透過試験では claudin-1のみ

局在する下層ではビオチンは細胞間を通過した。一方、ZO-1の局在する部

分で徐々にトレーサーの拡散は減少した。培養細胞で TERは TJP1 KD で

20.3-21.7%、CLDN1 KDで 23.7-31.0%低下した (それぞれ controlに対し p

＜0.05）。PFM測定では、controlに対し TJP1および CLDN1 KDで蛍光強度

の有意差はなかった。 

第二章:上皮全体に対する ZO-1の分布領域は、頬粘膜及び OLPは 23%及

び 50%であった。皮膚及び乾癬では 16%, 31%であった。100 µm当たりの

Ki-67陽性細胞数は、頬粘膜 49.9, OLP 12.7 (p<0.001)、乾癬 62.6, 正

常皮膚 11.0 (p<0.001) であった。MMC投与マウスの頬粘膜の厚さは、ネ

ガティブコントロール (Dimethyl sulfoxide: DMSO) が 61-247 µmである

のに対し、5 mg/kgで 32-98 µm (p=0.006), 10 mg/kgで 25-72 µm 

(p<0.001) であった。ZO-1の分布は上皮全体に対し DMSOで 27%, 10 mg/kg

で 16%であった。IMQ外用マウス耳を水平断観察すると、vehicleでは ZO-1

が細胞膜上に規則的な六角形構造を呈するが、IMQ外用マウスの ZO-1は不

規則な多角形が観察された。EGF (epidermal growth factor: EGF) 刺激を

した培養細胞では、細胞増殖速度が促進したが、ZO-1のβ-tubulinに対す

る相対的発現量は減少した。 

【考察】第一章: Claudinは、細胞内タンパクである ZOファミリーと強固

に結合し TJストランドを形成してバリア機能を発揮する。本研究では粘膜

組織の ZO-1, claudin-1が共局在する領域に TJが存在すると考えた。

Claudin-1は皮膚及び頬粘膜でほぼ全層に局在するが、ZO-1の分布は皮膚

では顆粒層に限局していた。一方、頬粘膜では表層直下の有棘層上部 1/3

の深さまで局在し、claudin-1と粘膜の中層で複数層にわたり共局在し

た。ZO-1が細胞膜の全周でなく途切れるように観察されたが、これは z-

stack画像の立体再構築により、隣接する細胞の細胞膜へと ZO-1が連続す

ることが証明できた。これは皮膚と粘膜の ZO-1のリモデリングの違いと推

察する。ビオチン透過試験や、TJP1や CLDN1単独の KDでわずかに TERの

低下を認めているが、PFMでは蛍光強度に大きな差はなく TJP1や CLDN1は

他のサブタイプが TJのバリア機能を補完している可能性が考えられた。 
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第二章: マウス実験で MMCの投与により細胞増殖能を減速させ、IMQの

外用により細胞増殖能が加速することを確認した。免疫蛍光法では頬粘膜

及び乾癬では上皮全層に対して広く ZO-1が分布したが、皮膚及び OLPでは

ZO-1の分布は限局していた。すなわち MMC投与で OLPを、IMQ外用で乾癬

組織の増殖形態を模倣し、個々の疾患における TJ分布を再現していると判

断した。EGFを用いた細胞増殖実験で、細胞あたりの相対的 ZO-1の発現が

コントロールに比べ減少した。これは細胞増殖が促進した場合、細胞の全

周に ZO-1が発現する前に次の層で ZO-1が発現し始めると考えられ、増殖

の速い乾癬や粘膜の組織の結果を反映する。つまり、TJのリモデリングに

組織の増殖速度が影響している結果であると推察した。 

【結論】頬粘膜においては ZO-1の分布と免疫蛍光法の像が皮膚とは大きく

異なり粘膜表層直下の有棘層上部 1/3に不規則な線状構造として存在し

た。ZO-1の分布の変化は上皮ターンオーバー速度により規定されていた。

一方で、TJは複数層にわたり形成されバリア機能は保持されていた。 
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略 語 表 

 

本文中及び図表で使用した略語は以下の通りである。 

 

 

BM            Buccal mucosa 

CCD           Charge coupled device 

DAPI          4’, 6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM          Dulbecco's modified eagle medium 

DMSO          Dimethyl sulfoxide 

EGF           Epidermal growth factor 

FBS           Fetal bovine serum 

FITC          Fluorescein isothiocyanate 

GAPDH         Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HE            Hematoxylin & eosin 

hTERT         Human telomerase reverse transcriptase 

IBMK          Immortalized buccal mucosal keratinocyte  

IMQ           Imiquimod 

JAM           Junctional adhesion molecule 

MAL           Myelin and lymphocyte 

MARVEL        MAL and related proteins for vesicle traffic and 

membrane link 

MDCKII        Madin-Darby canine kidney II 

OLP           Oral lichen planus  

PBS           Phosphate-buffered saline 

PMA           Phorbol myristate acetate 

SDS           Sodium dodecyl sulfate 

SIM           Structured illumination microscopy 

TER           Trans epithelial measurement  

TJ            Tight junction  

ZO            Zonula occludens  
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諸 言 

 

細胞間接着や細胞極性の分子機構ないし細胞膜タンパク、細胞骨格、シグナ

ル伝達系はこれまで盛んに研究されてきた分野である。多細胞生物は上皮細胞

や内皮細胞に取り囲まれることにより、自己を内と外を区別する。また細胞間

を通過する物質の制御という観点から、細胞間の接着機構は本質的に重要なも

のとされてきた。脊椎動物においては接着結合、密着結合 (Tight junction: 

TJ)、ギャップ結合、デスモソームという４つの上皮結合様式が知られてい

る。TJは非カドヘリン依存性の細胞接着装置であり、上皮のバリア機能におい

て重要な役割を担っている (Natsuga, 2014)。皮膚バリア機能は、外-内 

(Out-In) バリアを担う角層と、内-外 (In-Out) バリアを担う TJに大別され

る。In-Outバリアの TJは、細胞間の水やイオンの体外への拡散を制御してい

る (Schneeberger and Lynch, 2004)。 

TJの破綻は様々な疾患群において知られており、例えば、悪性腫瘍の浸潤

(Okegawa et al., 2004)、遠隔転移 (Bendas and Borsig, 2012)、心血管系疾

患 (Jang et al., 1994)、炎症性腸疾患 (Jones et al., 1995) などがある。

他にも Clostridium perfringensが産生する毒素が TJの破綻を招き (Sonoda 

et al., 1999)、これが Crohn病を引き起こしている可能性が示唆されている 

(Banaszkiewicz et al., 2014)。 

TJを構成する分子は多岐にわたり、40以上のタンパクが同定されている

(Anderson and Van Itallie, 2009)。これまで多く研究されているものとし

て、細胞膜タンパクである occludin (Furuse et al., 1993), tricellulin 

(Ikenouchi et al., 2005), angulin (Higashi et al., 2013), JAMファミリ

ー (Bazzoni, 2003)、TJストランドを形成する主要分子である claudinファミ

リー (Furuse et al., 1998)、また、細胞内の足場タンパク Zonula occludens 

(ZO) ファミリー (González-Mariscal et al., 2000; Stevenson et al., 

1986) が知られている (図 1)。Claudinファミリーは臓器ごとに異なるサブタ

イプが発現するが、claudin-1については肝臓、肺胞、表皮、腸管、前立腺な

ど様々な組織での発現がみられる (Gunzel and Yu, 2013)。 

Claudinによる TJストランドのバリア機能は、同サブタイプ同士での結合で

強化され (Simon et al., 1999)、ZOファミリーは claudinのような膜貫通タ

ンパクを細胞骨格に固定する足場タンパクとして重要な機能を果たしている 

(Itoh et al., 1997) (図 1)。つまり、claudinファミリーによる TJのバリア

機能の形成は ZOファミリ―との相互作用によって調整されている (Umeda et 

al., 2006)。 
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今日まで TJに関する研究は多岐にわたるが、その多くが近位尿細管由来で

ある MDCK-II細胞 (Beutel et al., 2019; Furuse et al., 1999) や大腸がん

由来である CaCo-2細胞 (Suzuki, 2013) などの単層上皮を用いたものが多く

を占めている。生体内で単層上皮は胸膜、血管内皮、尿細管、消化管、卵管、

子宮などの多くの組織に分布しており、さらに単層上皮は重層化させる必要が

なく培養条件がシンプルであるため、細胞接着能のみに焦点を当てるのであれ

ば、単層上皮の TJを評価することは理にかなっている。これらのような理由

から単層上皮を用いた研究が主であった。一方で重層扁平上皮は生体内で皮膚

や口腔粘膜、食道、肛門、膣など、外的刺激を受ける組織に分布している。皮

膚では角層、口腔では唾液など、バリア機能の代わりとなりえる構造を有して

いる。重層扁平上皮のモデルを作製する場合、三次元培養技術が必要である。

すでに三次元培養皮膚の研究も盛んに行われているが、角層や TJを忠実に再

現できるモデルはほとんどない。 

本研究では、まず組織の TJ観察に始まり、培養細胞実験への将来的な展

開・応用へとつなげる研究を目指す。特に、重層扁平上皮の中で粘膜の TJは

組織観察の研究すらほとんどされていないのが現状であるため、重層扁平上皮

の解析については通常のヒトサンプルだけでなく乾癬の疾患モデルマウスの一

つであるイミキモドクリーム外用マウスなどを用いて、免疫蛍光法や、ホール

マウント免疫蛍光法による分布の評価、ビオチントレーサーを用いたバリア機

能評価、さらには電子顕微鏡や超解像顕微鏡を用いた詳細な観察を行う。重層

扁平上皮における TJについて詳細に解析することで、皮膚や粘膜疾患の病態

解明や創薬の足掛かりとすることを目的とする。 
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図 1 TJの模式図 

Occludin (緑), claudin (赤) はそれぞれ 4回細胞膜を貫通し、C末端側の

細胞質内で ZO-1 (灰色) と結合する。ZO-1は細胞質内で F-actin (紫) と結合

する。JAMは 1回膜貫通タンパクで ZO-1とも細胞質内で結合している。 
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第 一 章 

頬粘膜の ZO-1 は上皮内複数層に連続性に局在する。 
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諸 言 

皮膚は角層、顆粒層、有棘層、基底層で構成され、外気にさらされている。

TJは多くの哺乳類皮膚において存在することが知られている (Brandner et 

al., 2002)。例えばマウス耳皮膚においては顆粒層の第二層に限局して TJが

存在している (Yokouchi et al., 2016) (図 2)。一方、口腔粘膜も重層扁平上

皮であるが、皮膚と異なり、外気ではなく粘液にさらされており、組織学的に

咀嚼粘膜、被覆粘膜、特殊粘膜という 3つのカテゴリーに分類される。咀嚼粘

膜は角層を有し組織学的に皮膚と類似しており、舌・硬口蓋・歯肉などでみら

れる。被覆粘膜は角層を有さず、頬・唇・肺胞などでみられる。特殊粘膜は舌

乳頭上の味蕾が神経終末と共局在している。角層を有さない頬粘膜は、基底層

及び有棘層は皮膚と共通しているが、顆粒層に対応するものが中間層、角層に

対応するものを表層と表現する (Ten Cate and Nanci, 2008)。口腔粘膜にお

ける TJの分布、構造、機能の研究はごく少数であり、それらはヒト食道、ウ

シ歯肉、ウシ舌 (Langbein et al., 2002) のような前述の角化粘膜を解析し

ているものが多い (Shi et al., 2018)。一方で頬粘膜のような非角化粘膜に

関する研究は化学療法患者における TJの破綻が示唆された報告があるが 

(Wardill et al., 2016)、正常組織に対する詳細な研究はない。本研究ではま

ず、ヒト及びマウスの頬粘膜を用いて、免疫蛍光法や電子顕微鏡などを用いて

詳細に TJ関連タンパクを観察することを目的とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 皮膚における TJの分布 

皮膚は角層 (Stratum corneum: SC)、顆粒層 (Stratum granulosum: SG)、

有棘層 (Stratum spinosum: SS)、基底層 (Stratum basale: SB)に分かれてお

り、TJは顆粒層の 2層目 (SG2) の SG1側に限局して存在する。
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方 法 

【実験動物】 

本研究の動物実験は北海道大学大学院医学研究院の機関審査委員会の承認を

得て、北海道大学動物実験に関する規定に従って行った (#15-0166, #19-

0164）。C57Bl/6マウスは Clea (東京、日本) から購入した。マウスは生後 6-8

週齢のものを使用した。マウスに対する麻酔は PBS (Phosphate-buffered 
saline): 2.9 mL/kg, 塩酸メデトミジン: 0.3 mg/kg (共立ファーマ、東京、

日本)、ミダゾラム: 4 mg/kg (アステラス製薬、東京、日本)、ブトルファノ

ール酒石酸塩: 5 mg/kg (Meiji Seikaファルマ、東京、日本) を混合して調製

し、うち 100 µLをマウス腹腔内投与した。また麻酔拮抗薬として、PBS: 4.4 

µL/kg、アチパメゾール塩酸塩: 3.0 mg/kg (共立ファーマ) を混合して調製

し、100 µLを腹腔内投与した。 

 

【ヒト検体】 

北海道大学大学院医学研究院の施設内倫理審査委員会によってヒト研究のすべ

てを承認された (医 14-063、医 15-025）。この研究はヘルシンキ宣言に則り実

施した。ヒト頬粘膜及び皮膚サンプルは参加者またはその法定後見人により書

面にて同意を得た。その際に包括同意書及び研究同意書に署名を頂戴したのち

に採取及び使用した。頬粘膜は全体で 15サンプル (平均 65.3才、男性 6、女

性 9) であり、これらはすべて組織学的に正常頬粘膜と診断した。8サンプル

には炎症細胞浸潤はほぼ認めず、７サンプルはわずかに炎症細胞浸潤が認めら

れた (表 1）。 
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表 1 ヒト頬粘膜サンプル 

sample  age/sex location  inflammation  

No1 69F Buccal  ± 

No2 58F Buccal  ± 

No3 60F Buccal  - 

No4 52F Buccal  - 

No5 91F Buccal  - 

No6 83M Buccal  - 

No7 64F Buccal  - 

No8 67F Buccal  ± 

No9 67M Buccal  - 

No10 70F Buccal  - 

No11 49M Buccal  - 

No12 78M Buccal  ± 

No13 84M Buccal  ± 

No14 67F Buccal  + 

No15 76M Buccal  ± 

 

【定量的 PCR (quantitative polymerase chain reaction; qPCR)】 

マウス組織からのトータル RNAは RNeasy kit (74104; Qiagen, Hilden, 

Germany) を用いて抽出した。トータル RNAから cDNAを作製するにあたり

superscript IV (18090010; Invitrogen, Carlsbad, CA) を使用した。作製し

た cDNAは SYBR®Green (4309155; Thermo Fisher Scientific) による定量化及

びメルトカーブ作製のため、StepOnePlus (4376374; Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA) を用いて qPCRを行った。qPCRに使用したプライマ

ーは Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, IA) から購入し、リス

トを以下に示す (表 2)。インターナルコントロールとしては glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) を使用した。TJに関連する遺伝子の

GAPDHに対する相対的な発現レベルをΔΔCT法で算出した。 

  



13 
 

表 2 使用したプライマーのリスト 

  Forward 5’→3’ Reverse 5’→3’ 

mCLDN1 TGGGGCTGATCGCAATCTTT CACTAATGTCGCCAGACCTGA 

mCLDN2 GAAAGGACGGCTCCGTTTTC CAGTGTCTCTGGCAAGCTGA 

mCLDN3 CCTAGGAACTGTCCAAGCCG CCCGTTTCATGGTTTGCCTG 

mCLDN4 CCACTCTGTCCACATTGCCT CTTTGCACAGTCCGGGTTTG 

mCLDN5 GTTAAGGCACGGGTAGCACT TACTTCTGTGACACCGGCAC 

mCLDN6 CAGTCTCTTTTGCAGGCTCGG GGTCAGGACGATCCCCAAGA 

mCLDN7 GAGCGGTGAAGCGGGTC GCCAAGCATGGCCATTGAAA 

mCLDN8 GCAGTGCAAGGTCTACGACT CATTCCGAGGATGGCTGTCA 

mCLDN9 CTCCTCTGCTGTACGTGTCC GAAGCCTCAGCCTCACACAT 

mCLDN10 GCAGGAGCTTCTCTCTGCAT AGCCCATTCTGGGTGTCTTG 

mCLDN11 CCACCTGCCGAAAAATGGAC CACGTAGCCTGGAAGGATGAG 

mCLDN12 CCCGTTTCCGAGTCTTTTGC GATAATCTGGACCTCCTCGGC 

mCLDN13 TGCAGAGACTTTCCCCGTTG GCTGGCCATCAAACATCTAAGG 

mCLDN14 TGGTGTCCTTGCTGTGTCTC CCCGCAGGAAGCCTGAC 

mCLDN15 AACGTGGGCAACATGGATCT CCACAGGCTCCAGCAAGTAT 

mCLDN16 TGTTGGATGGTGAACGCTGA ACCACCAGCTTCAAGGGATG 

mCLDN17 AGTGTCAGCTTTCATCGGCA TTCCAGTACCGGAGGGAGAG 

mCLDN18 ACACCAGATGACAGCAACTTCA AAGCCAGTGCTGGCCTTAAA 

mCLDN19 CTGCCAGAGAACCTGTTGTT TGGAACCCTGGCCTTTACAC 

mCLDN20 GCACTGGGATGTTTAGCTGC CCCCAAGCAGACAGAACACA 

mCLDN22 CAGTCGGACTTGGTAGGCTC GAACTTGTGTCTGAGGCGGA 

mCLDN23 AGCTCAAGGTTGGATTCCCG CTCAAGCACATCCATCGGGT 

mCLDN24 CTTCAGAACGGCCATGCAATC CCCATGGTCCAGTTCTCCATC 

mTJP1 GATGTTTATGCGGACGGTGG CATTGCTGTGCTCTTAGCGG 

mTJP2 AGGAGGACGTGCGGGAA TGGAATCCTTCTGCAGGGTC 

mTJP3 AAGCTTGACAGCGGGTGG ATGGCCTCCAGAGACAGCTA 

mOCLN CCCCTCTTTCCTTAGGCGAC AAGATAAGCGAACCTGCCGA 

mMARVELD2 GCCGCGCAGGTGTGAAA ACTATAGCCCCTGTCCCGAA 

mMARVELD3 ACGGGCTTCGGAAAGATACG CATCTGGCAGCAGGCTCTC 

GAPDH ACCATCTTCCAGGAGCGAGA GACTCCACGACGTACTCAGC 
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【免疫蛍光法】 

ヒト及びマウスの正常皮膚及び頬粘膜は、クリオマウント (Cryomount I, 

33351; Muto Pure Chemicals、東京、日本) を用いて凍結標本として包埋し

た。包埋した凍結標本はクリオスタット (Leica CM1950, Leica Biosystems, 

Wetzlar Germany) を用いて 5 µmに薄切し、プレパラート上で 15分以上風乾

した。その後 PBSで 15分以上洗浄した後にブロッキングおよび固定、透過処

理を挟まずに一次抗体をアプライした。37℃で 60分間反応させたのちに PBS

で 5分×3回洗浄した。二次抗体及び核染色をアプライしたのちに 37℃, 60分

反応させた。再度 PBSで 5分×3回洗浄した。最後に包埋 (TA-006-FM; Thermo 

Fisher Scientific) して蛍光顕微鏡で観察した (BZ9000, Biorevo; Keyence, 

Osaka, Japan)。 

使用した抗体は一次抗体として、抗 ZO-1抗体 (PA5-19090, dilution 1: 

200, Thermo Fisher Scientific)、抗 claudin-1抗体 (ab15098, dilution 1: 

200, abcam, Cambridge, UK)、抗 claudin-4抗体 (ab53156, dilution 1: 

200, abcam)、抗 occludin抗体 (ab216327, dilution 1: 200, abcam)。二次

抗体として Alexa Fluor® 488標識ロバ由来抗ヤギ抗体 (A-11055, dilution 

1: 200, Thermo Fisher Scientific)、Alexa Fluor® 594標識ロバ由来抗ウサ

ギ抗体 (ab150068, dilution 1: 200, abcam)。核染色として DAPI (4’, 6-

diamidino-2-phenylindole, D3571, 0.5 µg/mL, Thermo Fisher Scientific) 

を使用した。 

 

【HE染色】 

前述で作製した凍結標本の HE染色を行った。クリオスタットで 5 µmの厚さ

になるよう凍結切片を作製し、標本を 20%/vホルマリン (133-10311; 

Mildform 10N, Wako) に浸し、2分間室温で固定した。PBSで洗浄した後に、

標本をメイヤーズヘマトキシリン (30002; 武藤純薬) で 3分間染色した。蒸

留水で洗浄した後、標本を 1%エオジン Y (32001; 武藤純薬) で 1分間染色し

た後に 99.5%エタノールで 3分間脱水処理を行い、キシレンに 3分浸した後に

マリノール (4197193; 武藤化学) 溶液で包埋した (Kamaguchi et al., 

2018)。 
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【電子顕微鏡標本作製】 

頬粘膜における TJの存在を示すために電子顕微鏡で kissing pointを同定

することとした。透過電子顕微鏡は過去の文献に基づき包埋、観察を行った 

(Takashima et al., 2019)。マウスの頬粘膜を 2%グルタールアルデヒド溶液に

浸し、固定後に 1%四酸化オスミウムで再度固定、脱水処理後に Epon821で包埋

した。このプロセスは花市電子顕微鏡技術研究所に依頼した (愛知、日本）。

70 nmの超薄切片を酢酸ウラニルおよびクエン酸鉛で染色し、透過型電子顕微

鏡で観察した (H-7100; Hitachi, 東京、日本)。 

 

【超解像顕微鏡】 

Plan Apo VC×60対物レンズ (NA1.40、ニコン) とマイクロスキャニングス

テージ (BI XY ステージ、中央精機株式会社、東京、日本) を備えた構造化照

明顕微鏡 (N-SIM、ニコン) を使用して観察した。蛍光画像は CCDカメラ 

(ORCA-Flash 4.0 v3、浜松ホトニクス) によって撮影した。この観察は北大ニ

コンイメージングセンターの協力を得て行った。 
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【ホールマウント免疫蛍光法】 

TJの局在を水平方向から観察すべくホールマウント免疫蛍光法を行った。過

去の文献を参考に (Kubo et al., 2013) 以下のごとく改変して行った。 

正常なマウスの口腔粘膜と耳の皮膚を 95%エタノールで室温 60分間固定し

た。次に、真皮または固有層から上皮シートを剥離するために、組織を、1.8 

mMカルシウム (14040-133; Thermo Fisher Scientific) を含む PBS中の

1,000 PU/mLの濃度のディスパーゼ I (386-02271; Fujifilm、東京、日本) の

溶液に浸し、4℃で一晩インキュベーション後、上皮シートを機械的に剥がし

た。シートを 10%ウシ血清アルブミン (最終濃度 5%) と 0.25% オクトキシノー

ル (TritonTMX-100; Sigma-Aldrich, St Louis, MO) (最終濃度 0.125%) の溶液

に 4℃で 18時間浮遊させた。次に、サンプルを PBSで洗浄し、抗 ZO-1抗体を

アプライし、4℃で一晩インキュベートした。翌日、サンプルを PBSで洗浄

し、Alexa Fluor488、室温で 60分間インキュベートした。 PBSで洗浄した

後、2.4 g Mowiol (81381-250G; Sigma-Aldrich、St Louis, MO）、6.0 gグリ

セロール、1.6 mL 1.5 M tris-HCl (pH8.8) および 16.4 mLの蒸留水の混合液

でサンプルを包埋した。共焦点顕微鏡 (FV1000、オリンパス、日本) を用いて

画像を撮影した。 

ホールマウント免疫蛍光法の代わりに水平スライス切片を作製した。皮膚お

よび口腔粘膜を包埋剤 (Cryomount I, 33351; Muto) に水平に包埋した。クリ

オスタット (Leica CM1950, Leica Biosystems) により、厚さ 5 µmの切片を

作製し、前述のように免疫蛍光法を行った。 

 

【ビオチン透過試験】 

口腔粘膜 TJのバリア機能はこれまでにも報告があるように (Yokouchi et 

al., 2015) ビオチントレーサーを用いた方法を改変し、in vivoで評価した。

10 mg/mL EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (21355; Thermo Fisher Scientific) 

に調製した 1 mM CaCl2 (C-34006; PromoCell, Germany) を含む PBS中の 50 

µLをマイジェクターシリンジ (SS-05M2913; Terumo Corporation, Tokyo, 

Japan) で口腔内粘膜下層に注射した。前述の麻酔下で C57BL/6Jマウスの頬粘

膜にビオチントレーサを投与し、次に、前述の麻酔薬拮抗薬で覚醒させた。 

60分後、マウスに再度麻酔を行い安楽死させた後に、頬粘膜サンプルを採取

し、クリオマウント (Cryomount I, 33351; Muto Pure Chemicals) に浸し、

クリオスタット (Leica CM1950、Leica Biosystems) で切片化した。Texas 

red標識ストレプトアビジン (189738, dilution 1: 300, Merck) を二次抗体

の溶液にさらに混合し、免疫蛍光法を行い、蛍光顕微鏡画像を撮影した 

(BZ9000, BioRevo; Keyence)。  



17 
 

 

【培養細胞】 

我々のグループが樹立、不死化した頬粘膜細胞を使用した (immortalized 

buccal mucosal keratinocyte; IBMK) (Kamaguchi et al., 2019)。細胞は

CnT-PR培地 (#CnT-PR; Cellntec, Bern, Switzerland) を用いて、37℃, 5% 

CO2下で培養した。 

 

【RNA干渉】 

以下に使用した siRNAのリストを示す (表 3)。siRNAを用いて TJ関連遺伝

子を in vitroでノックダウンした。siRNAは 10 nMで使用した。スクランブル

コントロールを含め siRNAはすべて IDTより購入した。IBMKに

lipofectamin3000 (L3000015; Thermo Fisher scientific) を用いて siRNAを

トランスフェクションした。ノックダウン効率はウエスタンブロッティング法

で推定した。 

表 3 siRNA のリスト 

  Sence 5’→3’ Antisence 5’→3’ 
hCLDN1 ① GACUCCUUGCUGAAUCUGAtt UCAGAUUCAGCAAGGAGUCaa 

hCLDN2 ② ACCUCUUACCCAACACCAAtt UUGGUGUUGGGUAAGAGGUtg 

hTJP1 ① CGAUCUCAUAAACUUCGUAtt UACGAAGUUUAUGAGAUCGct 

hTJP1 ② CUGUCAUACUUUGACCGAAtt UUCGGUCAAAGUAUGACAGct 
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【ウエスタンブロッティング法】 

細胞溶解バッファー・RIPA buffer (Thermo Fisher scientific) 100 μLに

つき 1 μLのインヒビターカクテル (sigma) を混合して調製した。対象細胞

を PBSで 3回洗浄した後に細胞溶解バッファーをアプライ、10分間氷上で静置

したのちにセルスクレーパーを用いて各ウェルの細胞をかきとり、融解液を回

収、4℃, 20000 g, 25分遠心の後に上清を回収し、5×sodium dodecyl 

sulfate (SDS) サンプルバッファー (250 mM Tris-HCl (pH6.8)、8% SDS、

0.1% Bromophenol blue、40% glycerol、100 mM DTT) と混合した。混合液は

95℃、5分ボイルしサンプルとした。10%ポリアクリルアミドゲルを用いて

SDS-PAGEで分離、ニトロセルロース膜 (BioRad) へ転写した。2% skim milk

で 60分、室温でブロッキングし、一次抗体をアプライ、4℃で一晩インキュベ

ートした。Tris-bufferd saline (TBS) + polysorbate20 (Tween®20; P1379-

500ML; Sigma-Aldrich, St Louis, MO) (TBS-T) で 5分×3回洗浄した後に二

次抗体をアプライ、室温で 60分反応させた。再度 TBS-Tで 5分×3回洗浄後に

ECL-plus (GE Healthcare) と室温で 5 分間反応させ、LAS-4000 mini (富士

フイルム) でシグナルを検出した。一次抗体として抗 claudin-1抗体 

(ab15098, dilution 1: 1000, abcam)、抗 ZO-1抗体 (ab216880, dilution 1: 

5000, abcam)、抗β-tubulin抗体 (ab6046, dilution 1: 5000, abcam)、二次

抗体として Horseradish peroxidase標識 anti-rabbit IgG (dilution 1: 

5000, Invitrogen) を用いた。 

 

【Trans epithelial resistance (TER)測定】 

In vitro でのバリア機能の評価として細胞シートでの TER測定がある。過

去の文献を一部改変し (Otani et al., 2019) 細胞シートの TER測定を行っ

た。IBMKは Millicell Hanging Cell Culture Inserts (0.4 µmポアサイズ、

MCHT24H48、Merck) で、CnT-PR培地 (＃CnT-PR; Cellntec) を使用して 2〜3

日間培養した。培地を CnT-PRから 10% Fetal bovine serum (FBS) を含むダル

ベッコ改変イーグル培地 (Dulbecco's modified Eagle medium, DMEM; Gibco, 

Gaitgibohersburg, MD) に変更し、2日間培養した。インサート内外間の電気

抵抗は、Millicella®ERS-2電気抵抗システム (MERS00002, Merck) を用いて測

定した。サンプルの TERを計算するために、ブランク値を測定値から差し引

き、次に Transwellフィルターの面積を掛けて、単位面積抵抗 (Ω・cm2) を求

めた。 

  



19 
 

【Paracellular flux measurement】 

細胞シートを通過する蛍光色素の強度を測定することで、外―内のバリア機

能を評価することができる。過去の文献にのっとり (Otani et al., 2019)、

一部改変を加えた。IBMKを Millicell Hanging Cell Culture Inserts 

(Merck) を用いて上記の方法で培養した。さまざまな分子量の蛍光共役デキス

トランをインサート内にアプライし、細胞シートを通過した FITC-デキストラ

ン溶液の蛍光強度を測定した。次の蛍光共役トレーサーを頂端側に適用した: 

200 µMフルオレセイン (065-00252、富士フイルム)、200 µM 4-kD FITCデキ

ストラン (FD4, 60842-46-8; Sigma-Aldrich)、および 50 µM 40-kD FITCデキ

ストラン (FD40, 60842-46-8; Sigma-Aldrich)。頂端および基底チャンバー内

の培地の量は、それぞれ 100および 1000 µLとした。チャンバーを 37℃ 5% 

CO2下で 1時間インキュベートした。 SpectraMax Paradigmマルチモードマイ

クロプレートリーダー (Molecular Devices, CA) を使用して、頂端チャンバ

ーと底部チャンバーのトレーサー蛍光強度を測定した。下側の蛍光に対する比

率は、頂端側に基づいて計算されました。比率= (底 (サンプル) /頂端 (サン

プル) ) × (頂端 (control) /底 (control) )。 

 

【統計解析】 

グループ間の統計的な有意差は、分散検定にて等分散であれば Student t検

定、等分散でない場合には Welch t検定を用いて分析した (JMP, SAS 

institute, NC)。p<0.05を統計的に有意と判定した。 
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結 果 

1. マウス頬粘膜では CLDN1、4、17、TJP1の mRNAが高発現していた 

 

はじめに、TJを構成する分子は多岐にわたるため、どの分子に着目するかを

判断すべくマウス頬粘膜において mRNAレベルでの解析を行った。過去の文献

でも解析がなされている、claudinファミリーをコードする遺伝子である

CLDN, occludinファミリーをコードする OCLNないし MARVEL、ZOファミリーを

コードする TJPについて網羅的に qPCRを行った。Claudinファミリーにおいて

CLDN1, 4, 17、が高発現していた。ZOファミリーの中では TJP1が TJP2-3より

も発現上昇がみられたため、以降はこれらの分子に絞って解析を進めていくこ

ととした (図 3)。 

 

 

図 3 マウス頬粘膜における mRNAの発現レベル 

マウス頬粘膜 (N=5) を採取し、claudinファミリー、occludinファミリ

ー、ZOファミリーをコードする遺伝子のプライマーを用いて qPCRを行った。

インターナルコントロールは GAPDHを用いた。  
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2. ヒト頬粘膜では粘膜表層直下の有棘層上部 1/3に ZO-1が分布していた 

 

前述の mRNA発現レベルの解析より膜タンパクでは CLDN1、足場タンパクでは

TJP1遺伝子の発現が多くみられたため、claudin-1および ZO-1に着目して解

析を進めた。ヒト正常皮膚サンプルの凍結切片を用いて抗 ZO-1抗体、抗

claudin-1抗体を用いた免疫蛍光法を行った。代表的な染色像を以下に示す(図

4)。正常皮膚では ZO-1が角層直下、顆粒層の 1-2層にみられた (図 4-a, 

a’)。一方 claudin-1については基底細胞の底面を除いた基底層、有棘層、顆

粒層の細胞膜に染色された (図 4-b, b’)。ZO-1と claudin-1は顆粒層で共局

在していた (図 4-c, c’）。 

 

 

図 4 ヒト正常皮膚の抗 ZO-1 抗体、抗 claudin-1抗体を用いた免疫蛍光法 

(a)抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(a’)(a) の強拡大像。白三角: ZO-1の検出部位。 

(b)抗 claudin-1抗体を Alexa Fluor® 594標識二次抗体で検出。 

(b’)(b) の強拡大像。 

(c) (a) と (b) のマージ画像。核染色: DAPI (青)。 

(c’)(c) の強拡大像。  
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ヒト頬粘膜についても同様に抗 ZO-1抗体、抗 claudin-1抗体を用いた免疫

蛍光法を行った。代表的な染色像を以下に示す (図 5)。ZO-1は粘膜の最外層

から上 1/3までに細胞膜上に線状に染色された (図 5-a)、claudin-1は基底層

を避け細胞膜を取り囲むように、下 3/4まで染色された (図 5-b)。ZO-1と

claudin-1は粘膜の中層付近で複数層にわたって共局在していた (図 5-c)。 

 

 

図 5 ヒト正常頬粘膜の抗 ZO-1 抗体、抗 claudin-1抗体を用いた免疫蛍光法 

(a)抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(b)抗 claudin-1抗体を Alexa Fluor® 594標識二次抗体で検出。 

(c)(a) と (b) のマージ画像。核染色： DAPI (青)  
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図 5 (c) の強拡大像を示す。抗 ZO-1抗体を用いた免疫蛍光法では、

claduin-1のように細胞膜の全周で検出されるわけではなく、細胞膜上に線状

または点状に観察された (図 6)。 

 

 
図 6 ヒト正常頬粘膜の抗 ZO-1 抗体、抗 claudin-1抗体を用いた免疫蛍光法の

拡大像 

(a) 抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出、抗 claudin-1抗体

を Alexa Fluor® 594標識二次抗体で検出しマージした画像。核染色: 

DAPI (青)、白点線: 最外層、基底層、ZO-1が検出された最下層、

claudin-1が検出された最上層。 

(a’)(a) の黄四角部の拡大像。 
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3. マウス頬粘膜において ZO-1 は点状ないし線状の染色が不規則に観察された 

 

代表的なマウス組織の HE染色の像を示す (図 7)。マウス正常皮膚では表皮

は 1-2層であり顆粒層は角層直下に 1層のみ認めた (図 7-a)。頬粘膜と皮膚の

移行部の組織では表皮は 5-8層程度で、顆粒層はあまり目立たないが、角層を

認めた (図 7-b)。頬粘膜では複数層の上皮を有し、顆粒層は目立たず、角層を

有さない (図 7-c）。  

 

 
図 7 マウス正常皮膚、粘膜移行部、正常頬粘膜の HE 染色 

(a)マウス正常皮膚の HE染色。 

(b)マウス正常皮膚粘膜移行部の HE染色。 

(c)マウス正常頬粘膜の HE染色。  
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マウス正常皮膚における抗 ZO-1抗体、抗 claudin-1抗体を用いた免疫蛍光

法の像を示す (図 8)。ZO-1は角層直下の 1層に限定して観察された (図 8-a, 

a’)。Claudin-1は基底細胞の底面を避け、細胞膜上に検出された (図 8-b, 

b’)。ZO-1及び claudin-1は顆粒層直下で共局在していた (図 8-c)。 

 

 

図 8 マウス正常皮膚の抗 ZO-1 抗体、抗 claudin-1抗体を用いた免疫蛍光法 

(a)抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(a’)(a) の強拡大像。白三角: ZO-1の検出部位。 

(b)抗 claudin-1抗体を Alexa Fluor® 594標識二次抗体で検出。 

(b’)(b) の強拡大像。 

(c)(a) と (b) のマージ画像。核染色: DAPI (青)  
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抗 ZO-1抗体、抗 claudin-1抗体を用いてマウス正常皮膚粘膜移行部の ZO-1

及び claudin-1を検出した (図 9)。ZO-1は角層直下の 3-4層に限定して観察

された (図 9-a, a’)。Claudin-1は基底細胞の底面を避け、細胞膜上に検出

された (図 9-b, b’)。ZO-1及び claudin-1は顆粒層直下から 3-4層にわたり

共局在していた (図 9-c)。 

 

 

図 9 マウス正常皮膚粘膜移行部の抗 ZO-1抗体、抗 claudin-1 抗体を用いた免

疫蛍光法 

(a)抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(a’)(a) の強拡大像。 

(b)抗 claudin-1抗体を Alexa Fluor® 594標識二次抗体で検出。 

(b’)(b) の強拡大像。 

(c)(a) と (b) のマージ画像。核染色: DAPI (青)。 
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マウス頬粘膜の抗 ZO-1抗体及び抗 claudin-1抗体による免疫蛍光法の像を

示す (図 10)。ZO-1は最外層から上 3/4程度に局在し、線状あるいは点状の染

色が不規則に観察された (図 10-a, a’)。Claudin-1は基底細胞の底面を避

け、基底層から下 4/5程度に局在し、細胞膜上に検出された (図 10-b, b’)。

ZO-1及び claudin-1は粘膜の中層で複数層にわたり共局在していた (図 10-

c)。 

 

図 10 マウス正常頬粘膜の抗 ZO-1 抗体及び抗 claudin-1抗体を用いた免疫蛍

光法 

(a)抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(a’)(a) の強拡大像。 

(b)抗 claudin-1抗体を Alexa Fluor® 594標識二次抗体で検出。 

(b’)(b) の強拡大像。 

(c)(a) と (b) のマージ画像。核染色: DAPI (青)。 
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qPCRでは CLDN4の発現も上昇していたため、マウス頬粘膜を用いて

claudin-4と ZO-1の二重染色も行った (図 11)。ZO-1は細胞膜上、上 2/3程度

に検出され、claudin-4は細胞膜上、ほぼ全層で検出された。ZO-1と Clauidn-

4は複数層で共局在した。 

 

 
図 11 マウス正常皮膚粘膜の抗 ZO-1抗体、抗 claudin-4抗体を用いた免疫蛍

光法 

 

(a)抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(b)抗 claudin-4抗体を Alexa Fluor® 594標識二次抗体で検出。 

(c)(a) と (b) のマージ画像。核染色: DAPI (青)。  
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4. ZO-1は水平面の観察で規則的な六角形を呈するが、頬粘膜では不規則な多

角形パターンを呈した 

 

これまでは組織の垂直切片を用いて抗 ZO-1抗体による免疫蛍光法の像を観

察し、ZO-1は線状の染色が不規則に検出されることが分かった。続いて、水平

切片ないしホールマウント免疫蛍光法を行い水平面でどのように観察されるか

を確認した (図 12)。ホールマウント免疫蛍光法、水平切片、水平切片の見え

方のシェーマを示す (図 12-a, d, g）。ホールマウント免疫蛍光法では皮膚で

は細胞膜上に観察され、規則的な六角形を呈した。顆粒層の側面では一部顆粒

状に観察された (図 12-b)。一方で頬粘膜のホールマウント免疫蛍光法では細

胞膜上で線状に観察されるものの、それが取り囲む構造は不正な多角形であ

り、さらにその線は不規則に途切れるように観察された。一部細胞膜上に顆粒

状に観察された (図 12-c）。水平断切片で観察すると、皮膚では規則的な六角

形構造を呈し (図 12-e)、頬粘膜においては不規則な多角形構造が観察された 

(図 12-f)。垂直切片において皮膚では線状に 1層だけ観察される (図 12-h)一

方で頬粘膜では不規則で細胞膜を 1周しないような線状の沈着を認めた (図

12-i)。 
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図 12 抗 ZO-1抗体を用いたマウス正常皮膚、頬粘膜のホールマウントサンプ

ル及び、水平、垂直切片の免疫蛍光法 

(a)ホールマウントサンプルのシェーマ 

(b)マウス正常皮膚のホールマウントサンプルにおいて抗 ZO-1抗体を Alexa 

Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(c)マウス正常頬粘膜のホールマウントサンプルにおいて抗 ZO-1抗体を Alexa 

Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(d)水平切片のシェーマ 

(e)マウス正常皮膚の水平切片において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識

二次抗体で検出。 

(f)マウス正常頬粘膜の水平切片において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標

識二次抗体で検出。 

(g)垂直切片のシェーマ 

(h)マウス正常皮膚の垂直切片において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識

二次抗体で検出。 

(i)マウス正常頬粘膜の垂直切片において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標

識二次抗体で検出。  
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正常頬粘膜では水平方向から観察しても ZO-1は不規則な線状に観察され

た。ホールマウント免疫蛍光法や、水平切片ではある 1面のみを観察すること

になる。このためこれまで観察してきた不規則な線状構造の三次元的な連続性

を確認するため z-stack画像を取得し立体再構築した。細胞膜の一部で途切れ

て観察された ZO-1は、周囲の隣り合う細胞の細胞膜へ連続していた (図 13）。 

 

 

図 13 抗 ZO-1抗体を用いたマウス頬粘膜のホールマウント免疫蛍光法の z-

stack画像 

左:マウス正常頬粘膜のホールマウントサンプルにおいて抗 ZO-1抗体を

Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

右: 左の四角の中を基底層側から顆粒層側に向けて 0.5 µm間隔で撮影し

た。三角: ZO-1の検出部。 
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5. マウス正常頬粘膜に kissing point が存在した 

 

これまでの免疫蛍光法の結果、正常頬粘膜では ZO-1が不規則に分布し、正

常皮膚とは異なるパターンを呈していた。このため、頬粘膜に TJが存在する

かを確認すべく、透過型電子顕微鏡にて TJに相当する kissing pointの観察

を行った。サンプル観察部位はおよび頬粘膜の中層であったが、下記に図示す

るとおり、明瞭な kissing pointを確認した (図 14)。 

 

 

図 14 マウス正常頬粘膜の透過型電子顕微鏡写真 

矢印: kissing point、D: デスモソーム  
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電子顕微鏡で確認した kissing pointを超解像顕微鏡 N-SIMを用いて観察し

た。N-SIMによる観察では蛍光顕微鏡で線状に見えていた ZO-1がドット状に沈

着しており、それぞれが線状の claudin-1と共局在していた (図 15)。 

 

 

図 15 抗 ZO-1抗体、抗 claudin-1 抗体を用いたマウス正常頬粘膜の免疫蛍光

法、N-SIMによる観察 

マウス正常頬粘膜において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で

検出。抗 claudin-1抗体を Alexa Fluor® 594標識二次抗体で検出。N-SIMで撮

影した。  
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6. マウス正常頬粘膜において、内-外のバリア機能は保たれていた 

 

電子顕微鏡および N-SIMの観察において頬粘膜に TJが存在することが確認

できた。続いて、そのバリア機能についても評価すべくビオチン透過試験を行

った。ビオチンは基底層側から体表に向かって徐々に減衰しながら拡散した 

(図 16-a)。Claudin-1, 4が局在する層をビオチンは通過した (図 16-b, c）。

ZO-1の局在する層の下 2-3層をビオチンは通過したが、徐々にビオチンは徐々

に減衰した (図 16-d, d’)。Occludinが検出された層 (白三角) よりも 2-3

層下でビオチンの検出が途絶えた (図 16-e, e’)。 

 

図 16 マウス頬粘膜のビオチン及び TJ関連分子の免疫蛍光法 

(a)ビオチンを texas-red標識の streptavidinで検出した。 

(b)抗 claudin-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。ビオチントレ

ーサーを texas-red標識 streptavidinで検出した。核染色：DAPI (青) 

(c)抗 claudin-4抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。ビオチントレ

ーサーを texas-red標識 streptavidinで検出した。核染色：DAPI (青) 

(d)抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。ビオチントレーサ

ーを texas-red標識 streptavidinで検出した。核染色：DAPI (青) 

(d’)(d) の強拡大像。  

(e)抗 occludin抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。ビオチントレ

ーサーを texas-red標識 streptavidinで検出した。核染色：DAPI (青) 

(f)(e’) (e) の強拡大像。 
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皮膚粘膜移行部も同様にビオチンと ZO-1及び clauidin-1の関係を観察し

た。ビオチンは基底層から体表に向かって徐々に減衰した (図 17-a）。ビオチ

ンは ZO-1の局在する層を 2-3層通過したが、徐々に減衰し、完全には通過し

なかった (図 17-b)。一方ビオチンは claudin-1の局在する層を通過した (図

17-c)。 

 

 

図 17 マウス正常皮膚粘膜移行部のビオチン及び ZO-1、claudin-1との二重染

色 

(a)ビオチンを texas-red標識の streptavidinで検出した。 

(b)抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。Texas-red標識

streptavidinでビオチンを検出した。核染色：DAPI (青) 

(c)抗 claudin-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。Texas-red標

識 streptavidinでビオチンを検出した。核染色：DAPI (青) 
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7. TJP1および CLDN1のノックダウンにより TERが低下した 

 

マウス正常頬粘膜の ZO-1は不規則に分布するが、内－外のバリア機能を有

していると思われた。次に、ZO-1ないし claudin-1が頬粘膜のバリア機能に与

える影響を、培養細胞を用いて検証した。TJP1および CLDN1を、それぞれ

siRNAを用いてノックダウンし、その細胞を用いて TER測定することでバリア

機能を評価した。IBMKに siRNAをそれぞれトランスフェクションし qPCRで

TJP1及び CLDN1の mRNA発現を評価したところ、TJP1は 87-90% (図 18-a)、

CLDN1は 85.4-85.5% (図 18-b) のノックダウン効率であった。 

 

 

図 18 IBMK に siRNA をトランスフェクションした際のノックダウン効率を

qPCRで評価した 

(a)IBMKに TJP1の siRNAをトランスフェクションし、TJP1の発現量を control 

siRNAと比較した。 

(b)IBMKに CLDN1の siRNAをトランスフェクションし、CLDN1の発現量を

control siRNAと比較した 
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ウエスタンブロットでタンパク量のノックダウン効率を評価した。 

ウエスタンブロットのバンドの intensityを Image Jで定量化した。タンパク

レベルでのノックダウン効率は TJP1が 85-87% (図 19-a)、CLDN1が 84-98% 

(図 19-b)であった。 

 

 

図 19 IBMK に siRNA をトランスフェクションした際のノックダウン効率をウ

エスタンブロットで評価した 

(a)IBMKに TJP1の siRNAをトランスフェクション 上: ウエスタンブロットの

バンド、下: ウエスタンブロットのバンドを Image Jで定量グラフ化した 

(b)IBMKに CLDN1の siRNAをトランスフェクション 上: ウエスタンブロット

のバンド、下: ウエスタンブロットのバンドを Image Jで定量グラフ化し

た 
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siRNAは機能していたため、これらの細胞をインサートに播種したのちに細

胞シートの TERを測定した。TJP1のノックダウンは 20.3-21.7%の TERの低下

を認め (p<0.05)、CLDN1のノックダウンは 23.7-31.0%の TERの低下を認め

た。これらは controlに対して有意な低下であった (p<0.05) (図 20)。 

 

 

図 20 TJP1 及び CLDN1 をノックダウンした際の TER の変化 

TJP1, CLDN1を siRNAを用いてノックダウンした。ノックダウンした細胞を

インサート内に播種、培地変更の後に TERを測定した。siRNAそれぞれの TER

値を controlの TER値で比をとった。 
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8. TJP1, CLDN1 をノックダウンしても paracellular flux は変化しなかった 

 

TJP1及び CLDN1をノックダウンした IBMKを用いた細胞シート上に、FITC標

識デキストランを投与し、細胞シートをどの程度通過するかを評価した。異な

る分子量の FITC標識デキストランを細胞シートの頂端側にアプライし、通過

したデキストランの蛍光強度を測定し、頂端側の蛍光と比較した。Control 

siRNA処理した細胞シートの頂端側に対する蛍光強度の比は、40 KDa, 4 KDa, 

およびフルオレセインでそれぞれ 0.002, 0.017, および 0.021であった。TJP1

ノックダウン細胞は、それぞれ 0.002, 0.007, 0.014であった。TJP1, 2ノッ

クダウン細胞は、それぞれ 0.002, 0.007, 0.013であった。 CLDN1ノックダウ

ン細胞は、それぞれ 0.002, 0.007, 0.011。CLDN1, 2ノックダウン細胞は、そ

れぞれ 0.002, 0.007, 0.019であった（図 21）。Control siRNA処理した細胞

の蛍光強度と比較して、いずれの分子量においても TJP1および CLDN1ノック

ダウン細胞の蛍光強度に有意差はなかった。 

 

 

図 21 TJP1 及び CLDN1 をノックダウンした細胞シートを通過した蛍光色素の

量 

FITC標識デキストラン (40-KDaデキストラン、4-KDaデキストラン、および

フルオレセイン) を細胞シートの頂端側にアプライした。頂端側の蛍光強度に

対して細胞シートを通過した蛍光強度の割合を算出した。 
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図 22 ヒト正常皮膚の抗 claudin-17抗体を用いた免疫蛍光法 

抗 claudin-17抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。核染色: 

DAPI (青)。 
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考 察 

第一章ではヒトとマウスの頬粘膜にける TJタンパクの局在ないし分布を調

べた。TJは多数の膜タンパク及び足場タンパクファミリ―から構成されてお

り、どの分子に着目して解析していくべきかを判断する必要があった。このた

め、qPCR法を用いて mRNA発現レベルでのスクリーニングを行った。その際、

過去の文献でも報告の多い claudinファミリー、occludin ファミリー、ZOフ

ァミリーの中でどのサブタイプに注目すべきかを判断した。Occludin は TJ関

連 MARVELタンパクとも表記され、marvelD1-3までのサブタイプがある 

(Raleigh et al., 2010)。この marvelD1は occludinと同義であり、今回は遺

伝子名を OCLN, MARVELD2, 3と表記した。qPCRの結果から、claudin ファミリ

ーでは CLDN1は最も発現が多く、次いで CLDN4, 17の発現が多くみられた。

CLDN17がコードする claudin-17については過去の報告が乏しいため、市販抗

体を購入して免疫蛍光法を行ったが (dilution 1: 200, ab232333, abcam)、

細胞膜への染色が得られず、膜に染色される claudin-1とパターンが異なるた

め、本研究での解析は省略した (図 22)。最も発現レベルの高かった細胞内足

場タンパクの TJP1がコードする ZO-1および膜タンパクの CLDN1がコードする

claudin-1に着目して解析を進めた。粘膜に多いとされる CLDN4がコードする

claudin-4についても免疫蛍光法の像を提示した。 

粘膜の免疫蛍光法の結果から、claudin-1と ZO-1は、それぞれ基底層からの

4分の 3と最外層からの 3分の 1に分布していた。特に口腔粘膜における ZO-1

の染色分布は、皮膚とは大きく異なっていた。これは、ホールマウント免疫蛍

光法から、ZO-1が隣接する上層に続いていることを示していた。頬粘膜の ZO-

1は皮膚とは異なり不規則に分布しているが、ビオチン透過試験での in vivo

での小分子、および TER 測定からの in vitroでのイオンに対してバリア機能

を有していることを証明した。ただし、前述の qPCRデータから着目する分子

を限定しており、すべての分子をチェックしなかったため、この研究では in 

vivoまたは in vitroにおいてバリア機能が完全に皮膚と同等であるかは定か

ではない。さらに今回の in vitroの実験は単層の上皮を模倣しているため、

in vitroのバリア構造は重層扁平上皮である in vivoと完全に同じであるとは

言えないだろう。 

皮膚においてケラチノサイトは基底層で立方体、顆粒層で扁平になり、顆粒

層で TJが形成される。対照的に、頬粘膜では、扁平な細胞ではなく立方体上

の細胞が中間層と表層に配置されている。本研究では口腔粘膜の ZO-1は主に

中間層から表層に染色された。この中間層から表層は、皮膚の顆粒層よりもは

るかに肥厚している。このような組織学的な違いは、皮膚と粘膜の間の ZO-1
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の分布の違いを反映していると考えられる。頬粘膜の ZO-1の水平断切片の染

色が不規則で細胞膜を全周に取り囲まず、途切れるように観察された。これは

in vivoで解釈するのは困難であった。過去の研究で TJの動的観察とコンピュ

ータシミュレーションにより、細胞がターンオーバーするとき、その細胞の周

りでだけタイトジャンクションは一時的に二重になり、新しいバリアが形成さ

れてから古いバリアが消えることで、細胞が入れ替わってもバリアはなくなら

ない。また、規則正しく立体的に配列した細胞どうしで、互いの位置とタイミ

ングを合わせながら順序立って細胞が入れ替わることで、皮膚全体でのバリア

機能が保持されていることが分かっている(Yokouchi et al., 2016)。その結

果、皮膚の ZO-1は、顆粒層に限局して存在し、規則的な六角形として観察さ

れる。粘膜上皮も同様に TJリモデリングシステムがあると予想される。本研

究で得られたホールマウントサンプルないし水平切片の免疫蛍光法の像から、

粘膜の TJは連続的に複数層にわたり形成されている。しかし、皮膚と異なり

細胞全周を取り囲むことはない。このため、ZO-1の分布は不規則な多角形の外

観を示すと解釈した。 

口腔粘膜は、分化の程度によって、歯肉のような角化粘膜と頬粘膜のような

非角化粘膜の 2つの異なる領域に分類できる。皮膚の角質層と口腔粘膜の粘膜

層が最も強い外-内バリアとして機能するが、TJは内-外のバリアとして機能す

る。皮膚とは異なり、頬粘膜の ZO-1は閉じた六角形の構造を示していない。

開いた不規則な多角形の構造であるが、バリア機能を有していた。本研究で

は、透過型電子顕微鏡にて TJと解釈される kissing pointが頬粘膜の中間層

に複数みられた。これは TJが存在することを示すだけでなく、顆粒層付近の

皮膚と異なり、粘膜中層にも TJが存在することを示した。このことは、超解

像度顕微鏡 (N-SIM画像) でも、ドット状の ZO-1が細胞膜の claudin-1に部分

的に共局在していることで裏付けされ、電子顕微鏡画像を補助する技術となり

えた (Shao et al., 2011)。 

粘膜の In-Outバリア機能の評価で、ビオチントレーサーは ZO-1が局在する

層の下から 2-3の層を通過したのちにブロックされた。対照的に claudin-1は

ビオチントレーサーの浸潤を妨げなかった。このことは、claudin-1単独でバ

リア機能は発揮せず、ZO-1の裏打ち構造は必須であることを示唆している。ま

た、バリア機能は、分子量の大きさも重要な要素である。そこで、in vitroで

イオンや高分子量分子に対するバリア機能を評価した。siRNAを用いて TJP1ま

たは CLDN1をノックダウンされた細胞シートは、TERの有意な減少を示した。

この結果は、TJP1または CLDN1がイオンバリアに重要な影響を与える可能性を

示している。対照的に、大分子に対するバリア機能は TJP1または CLDN1ノッ

クダウンは影響しなかった。これは、マウスの頬粘膜がビオチントレーサーを
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ブロックしているという、in vivoの結果と一致していた。過去の報告では、

複数の TJ関連タンパクを同時にノックアウトすると、大分子に対するバリア

が破綻することが知られている (Otani et al.2019）。本研究の結果から、頬

粘膜の TJでは、1つの分子をノックダウンしてもバリア機能に影響はなく、フ

ァミリー内の他の分子 (ZO-2, ZO-3など) が補完していると考えた。 

  



44 
 

第 二 章 

重層扁平上皮における ZO-1 の分布は 

上皮のターンオーバー速度に依存する 
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諸 言 

第一章では頬粘膜と皮膚で ZO-1の分布と染色パターンが異なることを報告

したが (Imafuku et al., 2021)、その機序については明言することはできな

かった。第一章で得られたホールマウントサンプルや水平切片の免疫蛍光法の

像から、粘膜では複数層の細胞に ZO-1が線状に連続性に局在し TJを形成する

ことが示唆された。皮膚と粘膜でこのような差が生じる理由として、私は「組

織のターンオーバー期間の違いが ZO-1の分布と染色パターンの違いに関与す

る」という仮説をたてた。一般的に、頬粘膜のターンオーバー期間は 3.2-5.8

日 (Cutright and Bauer, 1967) に対して、皮膚では 40-56日(Halprin, 

1972)と大きな差がある。そこで、正常組織に対してターンオーバー速度の変

化する皮膚疾患と比較することで、ZO-1の分布の違いを検証できると推察し

た。炎症性皮膚疾患の一つ乾癬は皮膚のターンオーバー期間は 4-5日と大幅に

短縮することが知られている (Lowes et al., 2014)。一方、扁平苔癬は基底

細胞が炎症細胞浸潤により障害されるためターンオーバー期間は延長する 

(Lehman et al., 2009)。さらに、マイトマイシン Cは DNA複製を阻害するこ

とで、細胞の増殖を低下させることができる。一方でイミキモド外用マウスは

乾癬モデルマウスとしてよく用いられており (Gilliet et al., 2004)、細胞

増殖を加速させることができる。これらの薬剤やマウスモデルを使用すること

で in vivoで ZO-1の発現量の変化が生じるかを検証した。 

TJの分布が変化する原因を探ることで、バリア機能が破綻する様々な疾患の

病態解明や治療法開発へとつなげていく。  
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方 法 

【実験動物】 

本研究の動物実験は北海道大学大学院医学研究院の機関審査委員会の承認を

得て、北海道大学動物実験に関する規定に従って行った (#15-0166, #19-

0164）。C57Bl/6マウスは Clea (東京、日本) から購入した。マウスは生後 6-8

週齢のものを使用した。マウスに対する麻酔は PBS (Phosphate-buffered 
saline): 2.9 mL/kg, 塩酸メデトミジン: 0.3 mg/kg (共立ファーマ、東京、

日本)、ミダゾラム: 4 mg/kg (アステラス製薬、東京、日本)、ブトルファノ

ール酒石酸塩: 5 mg/kg (Meiji Seikaファルマ、東京、日本) を混合して調製

し、うち 100 µLをマウス腹腔内投与した。また麻酔拮抗薬として、PBS: 4.4 

µL/kg、アチパメゾール塩酸塩: 3.0 mg/kg (共立ファーマ) を混合して調製

し、100 µLを腹腔内投与した。 

 

【ヒト検体】 

北海道大学大学院医学研究院の施設内倫理審査委員会によって人研究のすべ

てを承認された (医 14-063、医 15-025）。この研究はヘルシンキ宣言に則り実

施した。ヒト頬粘膜及び皮膚サンプルは参加者またはその法定後見人により書

面にて同意を得た。その際に包括同意書及び研究同意書に署名を頂戴したのち

に採取及び使用した。ヒト正常皮膚 (N=3）、ヒト乾癬組織 (N=3)、ヒト正常頬

粘膜 (buccal mucosa: BM) (N=3)、ヒト口腔扁平苔癬 (oral lichen planus: 

OLP) (N=3)。 
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【HE染色】 

ヒト検体の HE染色は、北海道大学病院病理部の検体を使用し、マウス検体

の HE染色は Morpho Technology社への外注にて行った。 

 

【免疫組織化学】 

ヒト皮膚及び頬粘膜検体をホルマリン固定後パラフィンに包埋した標本を厚

さ 3 µm で連続切片とし, キシレンと段階希釈したアルコールによって脱パラ

フィン化した．TBSで洗浄し，切片を Dako EnVision FLEX Target Retrieval 

Solution (pH 9.0) (K8004, DAKO)で 95℃, 20分間反応させ、抗原賦活化を

行った。切片を H2O2でブロッキングし、抗 Ki-67抗体(NB600-152, dilution 

1: 200, Novus Biologicals)と 60分間反応させ、HRP標識の抗ウサギ IgGポリ

クローナル抗体 (ヒストファインシンプルステイン MAX-PO (MULTI), 424151, 

ニチレイバイオサイエンス)で 30分間反応させた後、発色の為に 5分間 DAB 

(3,3’-diaminobenzidine, 425011, ニチレイバイオサイエンス) と反応させ

た。カウンター染色としてヘマトキシリン染色を行い、1.5分間反応させた。

(Fujimura et al., 2021)。 

 

【免疫蛍光法】 

第一章に追加して、本研究で用いた抗体は一次抗体として抗 Ki-67抗体 

(NB600-152, dilution 1: 200, Novus Biologicals)、抗 ZO-1抗体 

(ab216880, dilution 1: 200, abcam)、二次抗体として、FITC-anti-rabbit 

IgG (234, dilution 1: 200, MBL) を第一章と同様の方法で使用した。 

 

【細胞培養】 

不死化ヒト角化細胞を購入した (Ker-CT®, ATCC)。ヒトケラチノサイトは

KGMTM-Gold Keratinocyte Growth Medium BulletKitTM (#00192060, Lonza 

Bioscience, Switzerland) 中、 37℃, 5% CO2下で培養した。培養中に使用し

た試薬は PMA (phorbol myristate acetate, P1585-1MG, sigma) および EGF 

(epidermal growth factor, AF-100-15, PeproTech, NJ) を用いた。 
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【TER測定】 

ヒトケラチノサイトは Millicell Hanging Cell Culture Inserts (0.4 µm

ポアサイズ、MCHT24H48、Merck) で、KGMTM-Gold Keratinocyte Growth Medium 

BulletKitTM (#00192060, Lonza Bioscience, Switzerland) 中、 37℃, 5% CO2

下で 2-3日培養し、培地を KGMTM-Goldから 10% Fetal bovine serum (FBS) を

含むダルベッコ改変イーグル培地 (Dulbecco's modified Eagle medium, 

DMEM; Gibco, Gaitgibohersburg, MD) に変更し、2日間培養した。インサート

内外間の電気抵抗は、Millicella®ERS-2電気抵抗システム (MERS00002, 

Merck) を用いて測定した。サンプルの TERを計算するために、ブランク値を

測定値から差し引き、次に Transwellフィルターの面積を掛けて、単位面積抵

抗 (Ω・cm2) を求めた。 

 

【3次元培養】 

ヒトケラチノサイトは Millicell Hanging Cell Culture Inserts (0.4 µm

ポアサイズ、MCHT24H48、Merck) を用いて、KGMTM-Gold Keratinocyte Growth 

Medium BulletKitTM (#00192060, Lonza Bioscience, Switzerland) 中、 

37℃, 5% CO2下で 2-3日培養し、インサート内の培地を破棄、その後インサー

ト外の培地を CnT-Prime epithelial 3D airlift medium (#CnT-PR-3D; 

Cellntec)に変更し 10日間培養した。 

 

【画像解析】 

免疫蛍光法の輝度解析に Image Jの plugin “Extract maxvalue”を使用 

(千葉大学、北畑教授より提供）。 
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【マイトマイシン C投与マウス】 

過去の文献を参考に一部改変を加え実施た (Palomo et al., 2018)。マイト

マイシン C (富士フイルム株式会社) を購入し、PBSを溶媒として 2 mg/mLに

溶液を調製した。C57BL/6Jマウスに 5-10 mg/kgのマイトマイシン C溶液を

腹腔内注射し 10日後に安楽死させ、口腔粘膜組織を回収した。投薬前と安楽

死前で体重測定を行った。 

 

【イミキモドマウスモデル】 

5%イミキモドクリーム (持田製薬株式会社) を C57BL/6Jマウス耳の背側に

連続 4日間外用した。対側耳は vehicleとしてワセリンを外用した。毎日耳の

厚さを pocket thickness gauge (Mitutoyo Europe GmbH, Dusseldorf, 

Germany) を使用して測定した。外用開始から 4日後に安楽死させ、サンプル

を回収した。 

 

【ウエスタンブロッティング法】 

一章と同様の方法でライセート回収、サンプル調製を行った。 
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結 果 

1. ZO-1の分布はヒト正常頬粘膜と OLP で異なり、ヒト乾癬組織と正常皮膚で

も異なっていた 

 

ヒト正常頬粘膜及び OLPの代表的な HE染色を示す。正常頬粘膜と OLPの上

皮の厚さを比較すると正常頬粘膜では平均 664 µm、OLPでは平均 195 µmとな

り OLPの上皮は菲薄化していた (図 23-a, c)。抗 ZO-1抗体を用いた免疫蛍光

法では、頬粘膜では最外層から粘膜上皮の 1/2程度まで検出され、不規則な点

状ないし線状に観察された (図 23-b, b’)。OLPでは最外層から粘膜の 1/5程

度まで ZO-1が検出され、点状及び線状の沈着がみられた (図 23-d, d’)。 

 

図 23 ヒト正常頬粘膜及び OLP の HE染色及び抗 ZO-1抗体を用いた免疫蛍光法 

(a)ヒト正常頬粘膜 (BM) の HE染色。 

(b)正常頬粘膜において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検

出。 

(b’)(b) で四角の領域の強拡大像。 

(c)ヒト OLPの HE染色。 

(d)OLPにおいて抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(d’)(d) で四角の領域の強拡大像。  



51 
 

次に、ヒト乾癬組織及びヒト正常皮膚の代表的な HE染色を示す (図 24-a, 

c)。表皮の厚さを比較すると、乾癬組織では平均 410 µm、正常皮膚では 52 µm

と明らかに表皮の厚さが異なっていた (図 24-a, c)。抗 ZO-1抗体を用いた免

疫蛍光法では、乾癬では角層直下から表皮全層の 1/3程度まで検出され、細胞

膜の一部を取り囲むような線状及び点状の沈着がみられた (図 24-b, b’)。正

常皮膚では顆粒層付近から 1-2層まで ZO-1がみられ、細胞膜を取り囲むよう

に観察された (図 24-d, d’)。 

 
図 24 ヒト乾癬組織及びヒト正常皮膚のＨＥ染色及び抗 ZO-1 抗体を用いた免

疫蛍光法 

(a)ヒト乾癬組織の HE染色。 

(b)乾癬において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(b’)(b) で四角の領域の強拡大像。 

(c)ヒト正常皮膚の HE染色。 

(d)正常皮膚において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(d’)(d) で四角の領域の強拡大像。  
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上皮全層に対する ZO-1が検出される範囲を定量化するために Image Jの

pluginである”Extract Maxvalue”を使用した。正常頬粘膜と OLPの抗 ZO-1

抗体を用いた免疫蛍光法の像を示す (図 25-a, c, c’)。これらの画像を用い

て pluginを使用し、輝度の推移をグラフ化した (図 25-b, d)。上皮全体の輝

度をとり、ZO-1が検出されている箇所は最大輝度の 75%をカットオフとして設

定した。頬粘膜で ZO-1は上皮全体の約 50%に分布していたが、OLPでは約 23%

であった (図 25-e) (p<0.001)。 

 

図 25 ヒト正常頬粘膜及び OLP 組織で ZO-1 が局在する範囲を定量化した 

(a)正常頬粘膜において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検

出。 

(b)Image Jを用いて上皮の全層の輝度を測定した。縦軸: 輝度、横軸: 角層か

らの距離、E: 上皮全体、Z: ZO-1が検出された範囲 

(c)OLPにおいて抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(c’)(c) の四角の領域の強拡大像。 

(d)Image Jを用いて上皮の全層の輝度を測定した。縦軸: 輝度、横軸: 角層か

らの距離、E: 上皮全体、Z: ZO-1が検出された範囲 

(e)(b) と (d) の Zと Eの距離の比をとりグラフ化した。  
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同様に正常皮膚と乾癬組織の抗 ZO-1抗体を用いた免疫蛍光法の像を示す 

(図 26-a, a’, c)。これらの画像を用いて pluginを使用し、輝度の推移をグ

ラフ化した (図 26-b, d)。正常皮膚で ZO-1は上皮全体の約 16%に分布してい

たが、乾癬では約 31%であった (図 26-e) (p=0.03)。 

 

図 26 ヒト正常皮膚及び乾癬組織で ZO-1が局在する範囲を定量化した 

(a)正常皮膚において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(a’)(a) の四角の領域の強拡大像。 

(b)Image Jを用いて上皮の全層の輝度を測定した。縦軸: 輝度、横軸: 角層か

らの距離、E: 上皮全体、Z: ZO-1が検出された範囲 

(c)乾癬において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(d)Image Jを用いて上皮の全層の輝度を測定した。縦軸: 輝度、横軸: 角層か

らの距離、E: 上皮全体、Z: ZO-1が検出された範囲 

(e)(b) と (d) の Zと Eの距離の比をとりグラフ化した。  
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正常頬粘膜に対して OLPの細胞増殖能が低下していること、さらに正常皮膚

に対して乾癬組織の細胞増殖能が上昇していることを確認するために、抗 Ki-

67抗体を用いた免疫染色を行った。代表的な染色結果を示す (図 27-a, b, d, 

e)。100 µm当たりの陽性細胞数を測定すると頬粘膜は 49.9、OLPでは 12.7と

有意差を認めた (p<0.001) (図 27-c)。乾癬では 62.6、正常皮膚は 11.0であ

り有意差を認めた (p<0.001) (図 27-f)。 

 

図 27 ヒト正常頬粘膜、OLP、乾癬、正常皮膚の抗 Ki-67抗体を用いた免疫染

色 

(a)ヒト正常頬粘膜 (BM) 

(b)ヒト OLP 

(c) ヒト正常頬粘膜 (BM) と OLPの 100 µm当たりの Ki-67陽性細胞数の比較 
(d) ヒト乾癬組織 
(e) ヒト正常皮膚 
(f)ヒト正常皮膚と乾癬組織の 100 µm当たりの Ki-67陽性細胞数の比較 
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8. マイトマイシン C を腹腔内投与したマウスの頬粘膜は菲薄化し、ZO-1が分

布する層が減少した 

 

OLPの組織が正常頬粘膜と比較して上皮の菲薄化がみられ、Ki-67染色から

も細胞増殖能が低下していると思われた。OLPと同様に口腔粘膜の細胞周期を

遅くするために、マイトマイシンＣ (mitomycin C: MMC) を用いた。マウス腹

腔内に MMCを 5-10 mg/kgで腹腔内投与し、10日後に頬粘膜を採取した。ネガ

ティブコントロールとしてジメチルスルホキシド (Dimethyl sulfoxide: 

DMSO) を使用した (図 28-a)。10 mg/kg投与したマウスの体重を MMCの投与前

と安楽死前で測定したところ、投与前の体重を 100%とすると DMSOで 110%、

MMC投与で 88%であった。MMC投与マウスの方が体重は低下傾向であったが、有

意差はなかった (p=0.07) (図 28-b)。 

 
図 28 MMC投与マウスの体重変化 

(a)MMCを投与する際のスケジュール 

(b)MMCないし DMSO投与前と安楽死前の体重変化 
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採取したマウスの頬粘膜の代表的な HE染色を示す (図 29-a, b, c)。頬粘膜

の最も厚みのある個所を測定し、グラフ化した。頬粘膜の厚さは DMSOで 61-

247 µm, 5 mg/kg投与群で 32-98 µm, 10 mg/kg投与群で 25-72 µmであった。

DMSOと 5 mg/kg (p=0.006), DMSOと 10 mg/kg (p<0.001), 5 mg/kgと 10 

mg/kg (p=0.033) とそれぞれ有意差を認め、MMC投与量に依存して頬粘膜の菲

薄化を認めた (図 29-d)。次に、粘膜上皮全層に対する顆粒層の比率を測定し

た。上皮全層を 100%とすると、顆粒層の割合は DMSO群で 63%, 5 mg/kgで

42%, 10 mg/kgで 22%であった。DMSOと 5 mg/kg (p<0.001), DMSOと 10 mg/kg 

(p<0.001), 5 mg/kgと 10 mg/kg (p=0.004) とそれぞれ有意差を認めた (図

29-e)。 

 
図 29 MMC投与後のマウス頬粘膜 

(a)DMSO投与後のマウス頬粘膜の HE染色。 

(b)MMC 5 mg/kg投与後のマウス頬粘膜の HE染色。 

(c)MMC 10 mg/kg投与後のマウス頬粘膜の HE染色。 

(d)MMCないし DMSO投与後のマウス頬粘膜上皮の厚さを測定しグラフ化した。 

(e)MMCないし DMSO投与後のマウス頬粘膜上皮全層に対する顆粒層の比をグラ

フ化した。 
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MMCの投与により頬粘膜の細胞増殖能が低下することを確認すべく、DMSO及

び MMC10 mg/kg投与後のマウス頬粘膜組織の抗 Ki-67抗体を用いた免疫蛍光法

をおこなった。代表的な結果を示す (図 29-a, b)。MMC 10 mg/kgを投与する

と、Ki-67の陽性細胞率が低下した。 

 

 

図 29 DMSO 及び MMC 投与後のマウス頬粘膜の抗 Ki-67 抗体を用いた免疫蛍光

法 

(a)DMSO投与後のマウス頬粘膜。 

(b)MMC 10 mg/kg投与後のマウス頬粘膜。 
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次に DMSOおよび MMC 10 mg/kg投与後のマウス頬粘膜の抗 ZO-1抗体を用い

た免疫蛍光法の像を示す (図 30-a, b)。Image J の pluginである”Extract 

maxvalue”を用いて上皮全体の輝度測定を行い、全層に対する ZO-1の層の比

率を測定した (図 30-a’, b’)。それぞれの比率は DMSOで 27%, 10 mg/kgで

16%であった (図 30-c) (p=0.037)。 

 

 

図 30 MMC及び DMSO 投与後のマウス頬粘膜における ZO-1 の分布 

(a)DMSOマウスにおいて抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検

出。 

(a’)Image Jを用いて上皮の全層の輝度を測定した (右）。縦軸: 輝度、横軸:

角層からの距離、E: 上皮全体、Z: ZO-1が検出された範囲 

(b)MMCマウスにおいて抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 

(b’)Image Jを用いて上皮の全層の輝度を測定した。縦軸: 輝度、横軸: 角層

からの距離、E: 上皮全体、Z: ZO-1が検出された範囲 

(c)(b) と (d) の Zと Eの距離の比をとりグラフ化した。 
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9. イミキモドクリーム外用マウスの耳は肥厚し、ZO-1が分布する層が増加し

た 

 

マウス正常耳皮膚にイミキモド (Imiquimod: IMQ) を外用して乾癬を誘導し

ZO-1分布の変化を検証した。連日マウスの耳の背側に IMQないし vehicleとし

てワセリンを外用し、４日目に安楽死させたのちに耳のサンプルを回収した 

(図 31-a)。Day4で vehicleの耳は大きな変化は見られなかったが、IMQでは淡

い紅斑及び鱗屑を付着していた。耳の厚さは、Day0で vehicleが 0.214-0.252 

mmであるのに対し IMQグループは 0.252-0.271 mmであった。Day4のサンプル

回収前に測定したところ、vehicleでは 0.209-0.258 mm, IMQでは 0.325-

0.434 mmであり、IMQ外用側の耳は有意に肥厚した (p<0.001) (図 31-b)。 

  

図 31 マウス耳皮膚に IMQ を外用した 

(a)IMQ外用のスケジュール 

(b)Day0に IMQクリームをマウスの耳背側に外用し、Day4までマウスの耳の厚

さを毎日計測した。 
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IMQを外用したマウス耳の HE染色を示す (図 32-a)。IMQを外用した側は角

層がコンパクトになり、表皮の肥厚とそれに伴う顆粒層の肥厚がみられた。顆

粒層の細胞１個当たりの厚さと横幅を測定したところ、vehicleを外用した身

側の耳の厚みは 0.49-1.8 µm, IMQを外用した耳の厚みは 3.03-7.07 µmとな

り、有意差を認めた (p<0.001) (図 32-b)。細胞の横幅については vehicleが

17.2-22.5 µm, IMQが 17.1-34.8 µmとなり、やや IMQの方が幅広になる傾向は

あったが有意差はなかった (p=0.06) (図 32-c)。 

 

図 32 IMQマウス耳皮膚の HE染色及び顆粒層細胞の大きさ 

(a)マウス耳皮膚の HE染色。 

(b)マウス耳皮膚の顆粒層細胞１個当たりの厚さの比較 

(c)マウス耳皮膚の顆粒層細胞１個あたりの横幅の比較 
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マウス耳皮膚の水平断切片を作製し、抗 ZO-1抗体を用いた免疫蛍光法を行

った。Vehicleを外用した耳では ZO-1が細胞膜上に規則的な六角形構造を呈し

た。一方で IMQを外用した耳では ZO-1で囲まれる形状が不規則な多角形を呈

した (図 33-a, b)。 

 
 

図 33 IMQマウス耳皮膚の水平断切片の抗 ZO-1 抗体を用いた免疫蛍光法 

(a)Vehicleマウスにおいて抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検

出。 

(b)IMQマウスにおいて抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次抗体で検出。 
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マウスの back skinを用いて同様に IMQマウスを作製した。Day4の写真を示

す。IMQ外用側は鱗屑を伴う紅斑を認めた (図 34-a)。抗 ZO-1抗体を用いた免

疫蛍光法での垂直切片及び水平切片の像を示す。垂直切片において vehicleで

は角層直下に ZO-1が検出されたが、IMQでは表皮の肥厚に伴い顆粒層から複数

層にかけて ZO-1が線状、一部点状に観察された (図 34-b, c)。水平切片で、

vehicleでは規則的な六角形状、IMQでは ZO-1が細かく不規則な線状に観察さ

れた (図 34-d, e)。 

 

図 34 IMQをマウス back skin に外用した時の抗 ZO-1抗体を用いた免疫蛍光

法 

(a)マウス back skinに IMQを外用し day4の写真。 

(b)Vehicleマウス back skin垂直切片において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 

488標識二次抗体で検出。 

(c)IMQマウス back skin垂直切片において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標

識二次抗体で検出。 

(d)Vehicleマウス back skin水平切片において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 

488標識二次抗体で検出。 

(e)IMQマウス back skin水平切片において抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標

識二次抗体で検出。 
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IMQを外用した時の細胞増殖能が増加しているかを確認すべく抗 Ki-67抗体

を用いた免疫蛍光法を行った。Vehicleと比較して IMQの方で Ki-67陽性細胞

の増加を認めた (図 35-a, b)。 

 

 

図 35 マウス back skin の抗 Ki-67抗体を用いた免疫蛍光法 

(a)Vehicleマウス back skinにおいて抗 Ki-67抗体を Alexa Fluor® 488標識

二次抗体で検出。 

(b)IMQマウス back skinにおいて抗 Ki-67抗体を Alexa Fluor® 488標識二次

抗体で検出。 
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IMQマウスにおいても正常粘膜同様に ZO-1が観察される像が不規則になるた

め、バリア機能を検証する目的でビオチン透過試験を行った。Vehicleではビ

オチントレーサーは基底層を通過したが、角層直下の ZO-1が局在していると

ころに一致してビオチントレーサーのシグナルは減衰した(図 14F-a)。IMQで

は基底層ないし有棘層の側面を通過し、ZO-1が局在する層を数層通過したが、

角層直下付近でビオチントレーサーのシグナルは減衰した (白三角) (図 36-

b)。 

 

図 36 マウス back skin のビオチン透過試験 

(a)Vehicleマウス back skinにおいて、抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識

二次抗体で検出。ビオチントレーサーを texas-red標識 streptavidinで検

出。基底膜 (白点線）。 

(b)IMQマウス back skinにおいて、抗 ZO-1抗体を Alexa Fluor® 488標識二次

抗体で検出。ビオチントレーサーを texas-red標識 streptavidinで検出。基

底膜 (白点線）。 
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10. In vitro で IMQ と PMA はヒトケラチノサイトを増殖させなかった 

 

In vivoで MMCを投与すると細胞増殖能を低下させ、IMQを外用すると細胞

増殖を促進させることが確認できた。これらの現象を in vitroで検証すべ

く、IMQ及び MMCを培養細胞に添加し細胞増殖能を変化させ、ZO-1のタンパク

レベルでの発現や TER測定を行いバリア機能にどれほど影響を与えるかを確認

した。 

ヒトケラチノサイトを 1×104個、12 wellプレートに播種し、DMSO, IMQ, 

MMCをそれぞれ投与した。3日間培養し、毎日細胞数を計測した。Day3の時点

での細胞数は DMSO, IMQ, MMCそれぞれ 12.8×104, 11.8×104, 0.13×104であ

った (図 37)。DMSOと IMQで有意差はなかった。 

 

 

図 37 IMQ, DMSO を投与した際の細胞数の推移 

Day0で 1×104個のヒトケラチノサイトを播種し、DMSO, IMQを最終濃度 100 

µM, MMCを最終濃度 1 µg/mLになるようにそれぞれ投与した。Day1-3での細胞

数をそれぞれ計測した。 
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Day0で 1×104個のヒトケラチノサイトを播種し、DMSO, IMQを最終濃度 100 

µM, MMCを最終濃度 1 µg/mLになるようにそれぞれ投与した。Day3の時点で細

胞溶解バッファーを用いてライセートを回収しウエスタンブロットを行った。

細胞数の推移と同様に MMCではβ-tubulinの減弱がみられ、それに伴い、ZO-1

の発現も低下した (図 38-a）。Image Jを用いて定量化し、β-tubulinに対す

る ZO-1の比率を算出したところ、DMSOが 52.3%, IMQが 51.8%, MMCが 40.9%

であった (図 38-b)。 

 

 

図 38 ヒトケラチノサイトに IMQ, MMCを投与した際のウエスタンブロット 

(a)Day0で 1×104個のヒトケラチノサイトを播種し、DMSO, IMQを最終濃度

100 µM, MMCを最終濃度 1 µg/mLになるようにそれぞれ投与した。Day3の

時点で細胞溶解バッファーを用いてライセートを回収し、ウエスタンブロ

ットを行った。 

(b)(a) のバンドを Image Jで定量化し、β-tubulinに対する ZO-1の発現量を

定量化した。 

  



67 
 

Day0でヒトケラチノサイトをインサートに 1×105/insertとなるよう播種

し、DMSOおよび IMQが最終濃度 100 µMとなるように投与した。Day3の時点で

TERを測定し IMQが in vitroでバリア機能に影響を与えるかを調べた。DMSO

で 34.2-38.1 Ω・cm2, IMQは 32.4-37.5 Ω・cm2であり、有意差はなかった 

(p＝0.614) (図 39)。 

 

 
図 39 細胞シートに IMQ を投与した時の TER 

Day0でヒトケラチノサイトをインサートに 1×105/insertとなるよう播種

し、DMSOおよび IMQが最終濃度 100 µMとなるように投与した。Day3の時点で

TERを測定した。 
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IMQは細胞増殖や ZO-1の発現量、バリア機能には影響を与えなかった。その

ため、別の乾癬モデルとして使われている PMAを用いて細胞増殖を促せるかを

確認した(Hvid et al., 2008)。Day3で細胞数をカウントすると、DMSOは

30.25×104, PMA 100 ng/mLは 21.50×104, PMA10 ng/mLは 20.00×104であっ

た。 DMSOと PMAの間に有意差を認めた (p=0.002) (図 40)。 

 

 
図 40 培養細胞に PMA を投与した際の細胞数の推移 

Day0で 1×104個のヒトケラチノサイトを播種し、DMSO, PMAを最終濃度 100 

ng/mL, 10 ng/mLになるようにそれぞれ投与した。Day1-3での細胞数をそれぞ

れ計測した。 
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11. EGF はヒトケラチノサイトを in vitro で増殖させたが、相対的な ZO-1 の

発現量は減少した 

 

乾癬モデルで使用されるような IMQ, PMAを投与しても細胞増殖がみられな

かったため、単に細胞増殖を加速させるべく EGFを使用した。 

1×104/wellで細胞を播種し、ネガティブコントロールとして PBS (EGF 0 

ng/mL)を使用した。Day3の時点で PBSが 2.1×104, EGF 10 ng/mLが 23.5×

104, EGF 50 ng/mLが 21×104, EGF 100 ng/mLが 25.9×104であった。PBSと

10 ng/mL (p=0.003), PBSと 50 ng/mL (p=0.031), PBSと 100 ng/mL 

(p<0.001) と有意に EGF群で細胞の増殖がみられた。EGF 10-100 ng/mLで各群

同士の有意差は認められなかった (図 41)。 

 

図 41 EGFを投与した時の細胞数の推移 

Day0の時点で 1×104/wellになるよう細胞を播種し、EGFを最終濃度 0 

ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mLになるようにそれぞれ投与した。

Day1-3で細胞数をそれぞれ計測した。 
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EGFは細胞増殖を促進させるため、三次元培養を行い、EGFが TERにどれほ

ど影響を与えるかを検証した。Day0でヒトケラチノサイトをインサートに

1×105/insertとなるよう播種した。Day3でインサート内の培地を廃棄し、イ

ンサート外を CnT-PR-3Dで満たした。その際に EGFを最終濃度 0 ng/mL, 10 

ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mLになるように投与した。Day14の時点で TERを測

定した。EGF0 ng/mLで 572 Ω・cm2, 10 ng mLで 679 Ω・cm2, 50 ng/mLで

769 Ω・cm2, 100 ng/mLで 820 Ω・cm2と濃度依存性に TERの上昇を認めた。

PBSと 10, 50, 100 ng/mL各グループで有意に TER上昇を認めた (p=0.005, 

p<0.001, p<0.001)。50 ng/mLと 100 ng/mLでは 100 ng/mLで TERが上昇する

傾向はみられたが、有意差はなかった (p=0.062) (図 42)。 

 

 

図 42 EGFが三次元培養において TER に与える影響 

Day0でヒトケラチノサイトをインサートに 1×105/insertとなるよう播種し

た。Day3でインサート内の培地を廃棄し、インサート外を CnT-PR-3Dで満たし

た。その際に EGFを最終濃度 0 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mLにな

るように投与した。Day14の時点で TERを測定した。  
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EGFがタンパクレベルで ZO-1に影響を与えるかどうかをウエスタンブロット

で確認した。β-tubulinは EGF投与に伴い徐々に発現が増加した。一方で ZO-

1は PBSの時点で最も発現量が多く、EGF投与に伴い減少した。グラフ化する

と PBSでは最もβ-tubulin当たりの ZO-1の発現量が多く、EGFを投与すると

ZO-1の発現割合は減少した (図 43)。 

 

 

 

図 43 培養細胞に EGF を投与した時のウエスタンブロット 

(a)培養細胞に EGF 最終濃度が 0 ng/mL, 10 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mLにな

るように投与し Day3の時点で細胞溶解バッファーを用いてライセートを回

収しウエスタンブロットを行った。 

(b)(a) のバンドを Image Jで定量、グラフ化した。 
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考 察 

第二章では、第一章で得た口腔粘膜と皮膚における ZO-1の分布相違の機序

解明に迫った。ヒトおよびマウスの皮膚・粘膜を用いた疾患モデルの検証か

ら、TJタンパクである ZO-1が上皮内の上層で複数層にわたり線状の構造とし

て観察されるのは、上下に存在する細胞と連続する線状の構造を形成している

ためであることが明らかとなった。その際、組織のターンオーバー速度の違い

に着目し、頬粘膜や乾癬といったターンオーバー速度が速い組織で ZO-1の分

布と染色パターンが複数層になることが示された。つまり、ZO-1の分布が変化

する理由として上皮の増殖速度が関与することが明らかになった。 

本研究では、皮膚と粘膜それぞれに対して、組織のターンオーバー速度が異

なる疾患あるいはマウスモデルを用いて ZO-1の分布の変化を検証した。具体

的には増殖が速い頬粘膜に対して細胞増殖能が低下する OLPあるいは MMCを投

与したマウス頬粘膜、一方、増殖が遅い皮膚に対して細胞増殖が速い乾癬ある

いはイミキモド外用乾癬マウスモデルを対比した。その結果、ZO-1の分布や染

色パターンは、我々の仮説通り増殖速度の相違により異なることが示された。 

今回、ZO-1の分布を定量化する方法を考案した。Image Jの pluginを用い

て、染色の輝度をプロットすることで ZO-1が分布する範囲を定量化すること

に成功した。これは、パラーメーターを微調整することで、その他の分子の研

究にも応用できる手法であり大きな意味を持つ解析手法である。 

OLPは基底細胞が炎症のターゲットとなり壊死することで分裂細胞が減少す

るが、本研究では抗がん剤 MMCを用いることで模倣した。一方、イミキモドマ

ウスモデルを乾癬マウスモデルを用いた。この乾癬モデルは、顆粒層を有し、

表皮突起の規則的な延長などヒトの乾癬の特徴的な所見をすべて満たすわけで

はない。しかし、前述したように細胞増殖という点においては Ki-67陽性率な

どからも、本研究の目的を検証するために使用できると判断した。 

ヒトおよびマウスの結果を、In vitro でより詳細を検証することを試み

た。同様に増殖速度を変化させることで TJタンパクの変化を観察できると推

察した。この際、ヒトテロメア逆転写酵素 (hTERT; Human Telomerase 

Reverse Transcriptase) 遺伝子を初代培養細胞に導入した不死化ヒトケラチ

ノサイト (KerCTの細胞株) (Vaughan et al., 2009) を使用した。この細胞

は、三次元培養を行うと、おおむね正常ヒトケラチノサイトと同様に取り扱う

ことが可能である (Cardinali et al., 2021)。マウスモデルに用いた IMQを

培養細胞でも同様に用いたが、ヒトケラチノサイトの増殖を誘発しなかった。

IMQは Toll-like receptor (TLR) 7/8のリガンドであり、強力な免疫活性物質

である (Beutner and Tyring, 1997) ため、尖圭コンジローマなどのウイルス
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性疾患の治療に用いられるが、ヒトケラチノサイトでは TLR7/8の発現がみら

れないことが知られている (Lebre et al., 2007)。このため、IMQマウス乾癬

モデルはヒトケラチノサイト単独では再現できず、炎症細胞を必要とすること

が推察された。また、PMAも乾癬モデルとして使用される一方で、培養細胞株

では細胞増殖を抑制する可能性が示唆されているため (Zhou et al., 2016)、

細胞増殖促進を再現できなかったと考えた。これを解決するため、より直接的

な細胞増殖作用がある EGFを用いて ZO-1の変化を検証した。細胞数の変化か

ら EGFが細胞増殖に影響することは明らかであった。TER測定は EGFの濃度に

依存して上昇がみられていたが、これは EGF投与により、三次元培養で作製し

た培養表皮の層数に影響していると考えられ、これも EGFの細胞増殖能を示唆

する結果と思われ、PBS及び EGF投与群では皮膚と乾癬ないし OLPと頬粘膜の

対応が成立すると考えられた。粘膜の ZO-1の免疫染色において不規則な線状

に、細胞膜の全周を取り囲まないように観察できたため、粘膜や乾癬の細胞１

個あたりに発現する ZO-1の量は減少していると思われた。そこでタンパク量

の比較は、ウエスタンブロットでβ-tubulinに対する ZO-1の発現量を比較し

た。予想通り EGFを投与すると、相対的に細胞 1個当たりの ZO-1の発現は減

少している結果だった。 

In vivoと in vitroの結果を総合すると、皮膚のようにターンオーバー期間

を十分に確保することができれば、顆粒層で細胞は扁平になり、ZO-1を十分に

発現することができ、顆粒層に限局する強固な TJを形成する。一方で、乾癬

や粘膜ではターンオーバー期間が短いため、顆粒層を形成せず細胞を扁平にす

る時間的猶予がない。そのため、細胞膜の全周に ZO-1を発現しきる前に次の

層を形成してしまうため、染色で見られるような細胞膜を完全に取り囲まない

ような不規則な線状の沈着を呈し、かつ、複数層にわたって ZO-1が存在する

と考えた。 
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結 論 

① ヒト正常皮膚及び正常頬粘膜では ZO-1の分布及び染色パターンが異なる。 

② 正常頬粘膜を水平断切片で観察すると ZO-1は線状の染色が不規則になるこ

とが観察され、細胞膜を全周に取り囲まない。 

③ ZO-1の染色分布やパターンは皮膚と著しく異なるが、正常頬粘膜もバリア

機能を有する TJが存在する。 

④ 正常頬粘膜に対し OLPでは細胞増殖能は低下し、一方で正常皮膚に対し乾

癬では細胞増殖能は促進される。 

⑤ OLPでは正常頬粘膜と比較して ZO-1の局在する層は減少し、乾癬では正常

皮膚と比較して ZO-1の局在する層は増加する。 

⑥ EGF投与下では、細胞増殖は見られるが、細胞 1個当たりの ZO-1の発現が

低下した。 

 

頬粘膜において ZO-1の分布や局在が皮膚と異なっていることを示した。上

皮のターンオーバー速度が ZO-1の分布に影響を与えている可能性を示唆して

いると考えた。 

第一章は頬粘膜についての解析であった。口腔粘膜疾患は多岐にわたるが、

口腔粘膜のバリア機能について未知な領域が多かったため、口腔粘膜疾患の病

態解明や創薬などの一助になることを期待している。 

第二章、特に二章の後半では、皮膚疾患の一つ乾癬に着目して ZO-1の解析

を行った。乾癬は欧米での有病率が特に高く、近年治療方針が劇的に変化して

いる疾患の一つである。TJなどのバリア機能に着目した治療法はないため、今

後は乾癬などの炎症性角化症のバリア機能についての解析や TJ関連分子につ

いて新たな治療法を模索したいと考えている。 
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