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背景および目的 
高等真核生物は、常に外界から微生物やウイルス、毒性化合物

などの進入により生命が脅かされている。そのため、危険な物質

の生体内への進入を阻止する様々なバリア機構が存在する。その

一つにTight Junction (TJ) と呼ばれる細胞間接着構造がある。
TJ は互いに密着したシート状の構造を形成して隣接した細胞
間を強く接着することで、上皮細胞間の隙間を介した物質の自由

な移動を防ぎ、外界の有害物質の侵入を阻止している。 
一方、医療分野では抗体やサイトカインなど、タンパク質主体

のバイオ医薬品の開発・使用が盛んになってきている。こうした

バイオ医薬品は一般に生体膜透過性が低く、注射といった侵襲的

投与法に頼らざるを得ない。そこでTJを可逆的に開口し、上皮
細胞間隙を介した非侵襲的薬剤投与 (Figure 1) が可能になれ
ば、患者のQOL (Quality of Life ; 生活の質)が改善すると考え
られる。よってTJ開口物質の探索を行うこととした。 

Figure 1. 可逆的TJ 開口による薬剤投与模式図 
 
材料および方法 
新規可逆的TJ開口物質をスクリーニングするに当たり、以下
の二種類のアプローチを用いた。 
 
アプローチ1. Aggregation assay 
	
 TJのバリア機能には、主に claudinと呼ばれる一群の 4 回貫
通膜タンパク質が隣接する細胞の claudin と結合し密着するこ
とが重要である。特に claudin-1 は皮膚や腸粘膜など薬剤吸収
に重要な部位での発現が確認されている。よって claudin-1同士
の結合を阻害する化合物が TJ 開口物質になり得ると考え、
claudin-1 の結合活性を阻害する化合物を探索する。 
【方法】 TJ 構造を持たないマウス L細胞に claudin-1を導入
し、claudin-1安定発現細胞を作製した。この細胞を弱く trypsin 
処理し、緩衝液中で浮遊させ穏やかに撹拌すると、claudin-1発
現依存的な細胞凝集ができる 1)。この claudin-1依存的細胞凝集
形成の阻害を指標に化合物スクリーニングを行った。 
 
 
 
 

アプローチ2. Ca2+ assay 
我々は唐辛子の辛み成分として知られているカプサイシンが、

腸管上皮細胞モデル系においてTJを可逆的に開口することを見
出し、その機構を明らかにしてきた。これまでの解析から、カプ

サイシンによる可逆的TJ開口に細胞内へのCa2+ 流入が重要で
あることが明らかになっている 2) 。そこで上皮細胞に Ca2+ 流
入を引き起こす化合物を探索する。 
【方法】単層形成させたMDCKII 細胞 (イヌ腎臓尿細管上皮細
胞) にCa2+ indicatorのFluo-8を取りこませ，薬剤添加ととも
にFluo-8の蛍光を経時計測した。Capsaicinと同程度のCa2+ 流
入を引き起こす活性を指標に化合物スクリーニングを行った。 
 
 
結果および今後の展望 
詳細は発表会にて紹介する。 
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