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研究成果の概要（和文）：これまでに報告されている共焦点顕微鏡と3D構築ソフトを用いたマウス耳介上皮にお
けるタイトジャンクションの観測方法を基本として、より口腔粘膜上皮に適したタイトジャンクションの観察方
法を確立するために染色時間や試薬濃度のといった条件を検討した。その結果、1次染色時間を増加することで
従来の方法よりもより鮮明にマウス口腔粘膜のタイトジャンクションの構成タンパク質であるClaudin-1、
Claudin-4や裏打ちタンパク質であるZO-1の観察が可能となった。

研究成果の概要（英文）：On the basis of the reported cofocus microscope and observation method of 
the tight junction in the mouse auricle epithelium using the 3D construction software, I examined a 
condition such as one of reagent density so far at dyeing time to establish the observation method 
of the tight junction suitable for an oral mucosa epithelium more. As a result, observation of ZO-1 
which was Claudin-1 which was the constitution protein of the tight junction of the mouse oral 
mucosa than a conventional method more clearly, Claudin-4 and lining protein was enabled by 
increasing primary dyeing time.

研究分野： 口腔外科
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１．研究開始当初の背景 
 
タイトジャンクション(tight junction: TJ)は
上皮細胞、内皮細胞、中皮細胞において、細
胞膜側面の最頂端部に局在する接着装置で、
TJ の細胞表面関連蛋白は、裏打ち蛋白であ
る ZO-1、膜蛋白の occludin、claudin などの
junctional adhesion molecule が次々と発見
されている。口腔粘膜と類似する組織構築を
有する皮膚表皮においては、最表層の角質層
バリアと顆粒層に存在する TJ バリアの存在
が確認されており、両者が協働する事により、
強力なバリア機能を発揮していると考えら
れている。口腔粘膜上皮では頬粘膜や口底粘
膜のように角化層を欠く非角化粘膜におい
ても、様々な刺激に曝される過酷な環境の中
で防御機能が維持されている。これらの事実
は上皮 TJ では皮膚と異なる何らかのバリア
機構が機能している可能性が考えられる。一
方で、これら蛋白質の発現パターンの相違が
TJ バリア機能の制御に関わる(Van Itallie C, 
et al: J clin invest,2001.)事実や、炎症性腸疾
患における TJ 蛋白発現の変化により、バリ
ア機能障害がおきているという報告(Oshima 
T, et al: J Gastroenterol hepatol,2008.)もあ
り、慢性炎症を呈する様々な口腔粘膜疾患に
も同様のメカニズムが生じている可能性が
考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
口腔粘膜は生体内腔の組織でありながら自
己と外界との境界の役割をなす特殊性を有
する。その主な機能の一つとして、機械的刺
激や病原微生物、アレルゲンなどに対するバ
リア機能がある。皮膚や消化管上皮、血管内
皮に存在する TJ は細胞側面膜再頂端部に局
在する細胞間接着装置の一つで、バリア機能
とフェンス機能において重要な役割を果た
している。口腔粘膜上皮では存在が確認され
ているものの、その構造や分布の詳細は未だ
明らかにされていない。そこで、口腔粘膜上
皮において TJ および免疫担当細胞の三次元
的観察方法を確立することにより、口腔粘膜
特異的な防御機構と免疫機構の関係を明ら
かにし、更には免疫の関与する難治性口腔粘
膜疾患の病態解明につなげることを目的と
する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)マウス口腔粘膜における三次元的TJ構造
観察法の確立 
TJ構成蛋白質にはclaudinファミリー蛋白が
あり(Furuse M, et al.: Trends cell Biol. 
2006)、表皮においては Claudin-1 と-4 が発
現していることが既に示されている。本研究
では抗 Claudin-1、-4 抗体に加え、TJ 裏打ち

蛋白である抗 ZO-1 抗体を用いて、野生型マ
ウス口腔粘膜上皮を各種抗体でホールマウ
ント染色を行う。1 日毎における経時的な染
色程度（抗体浸透度）を確認することで、口
腔粘膜上皮における適切な染色条件を確立
する。（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 

(図 1) 
 
具体的な方法は以下の手順で行った。 
・Blocking buffer  
 [0.5%(w/v) saponin, 0.2%Triton X-100, 
2%FBS, 0.03%Sodium Azide/in PBS] 
・ Antibody diluent buffer [0.5%(w/v) 
saponin, 2%FBS/in PBS] 
・ Wash buffer [0.5%(w/v) saponin, 
0.03%Sodium Azide/in PBS 
 
①マウス口蓋粘膜の採取、背側を除去。 
②4%PFA 中で 60min 固定。 
③Blocking Buffer にて、緩やかに振盪、室
温にて 18 時間保管。 
④Antibody diluent buffer で希釈した 1 次
抗体を適量添加し、湿箱にて 37℃で 18 時間
保管。 
⑤Wash buffer で 37℃で 2 時間振盪を 3 回
繰り返す。 
⑥2次染色 2次抗体を適量添加し、湿箱にい
れ 37℃ で 18 時間保管。 
⑦Wash buffer で 37℃で 2 時間振盪を 3 回
繰り返す。 
⑧MOWIOL で封入し、室温にて遮光し保管。 
⑨共焦点顕微鏡(BZ-9000; Keyence)と 3D 構
築ソフト(TCS sp5; Leica)を用い、観察を行
う。 
 
(2)健常ヒト口腔粘膜の三次元的TJ構造観察
法の確立 
前項(1)で得られた実験結果を基に、健常ヒ
ト口腔粘膜上皮におけるプロトコルを確立
し、同様に TJ 構造を三次元的に観察するこ
とを次の目標とした。口腔粘膜上皮は部位に
より角化・非角化上皮に分類することができ
る。このため、表面バリア機能の脆弱と考え
られる頬粘膜や舌下粘膜などの非角化上皮
と口蓋、舌、歯肉といった角化上皮における
TJ 分布、また各種接着蛋白（claudin,ZO-1）
発現についてはリアルタイムPCR法なども用
いながら比較検討を行う。（図 2） 
 
 
 
 



 
 
 
 
 

（図 2） 
 
(3) 炎症性口腔粘膜疾患における TJ 構造と
免疫細胞局在の検討、正常像・臨床像との比
較 
さらに、前項(2)で得られた実験結果を基に、
口腔扁平苔癬やアフタ性口内炎などの慢性
炎症性粘膜疾患患者の生検組織を用いて、
claudin-1、-4、ZO-1、HLA DR によって免疫
染色を行い、正常粘膜との TJ や樹状細胞の
構造的変化や局在、構成蛋白の変化について
観察を行う。これに追加し、CD-3、-4、-8、
FOX P3、T-BET などに対する各種抗体で染色
を行い、免疫組織学的に免疫担当細胞の存在
や三次元的局在について観察を行う。得られ
た結果について clinical phenotype と
cellular typeの相関解析を実施することで、
口腔扁平苔癬の病型（clinical phenotype）
と本研究で得られた結果（cellular type）
の相関性について詳細な検討を行う。（図 3） 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 3） 

 
４．研究成果 
 
口腔粘膜における TJ の立体的な位置関係

は、いまだ明らかになっていない。そのため
マウス口腔粘膜におけるTJの存在を確認し、
その三次元的観察方法を確立することを第
一段階の目標としていた。これまでに報告さ
れているマウス耳介上皮における共焦点顕
微鏡と 3D 構築ソフトを用いた観測方法を基
本として、より口腔粘膜上皮に適した方法を
確立するために染色時間や試薬濃度といっ
た条件を検討した。その結果、1 次染色時間
を増加することでマウス口腔粘膜の TJ 構成
タンパク質である Claudin-1、Claudin-4 や
裏打ちタンパク質である ZO-1 の観察が可能
となった。今後の展望は、得られた実験結果
を基に健常ヒト口腔粘膜上皮におけるプロ
トコルを確立し、同様に TJ 構造を三次元的
に観察することが目標となる。現時点では実
験条件の検討までしかできておらず、今後、
口腔粘膜上皮を角化・非角化上皮に分類し、
表面バリア機能の脆弱と考えられる頬粘膜
や舌下粘膜などの非角化上皮と口蓋、舌、歯
肉といった角化上皮における TJ の分布、ま

た各種接着蛋白（claudin,ZO-1）発現につい
てはリアルタイムPCR法なども用いながら比
較検討を行う。 
さらに、本研究によって口腔粘膜上皮にお

ける新たな TJ 観察方法が確立された場合、
TJ と同時に免疫担当細胞の観察が可能とな
り、口腔粘膜上皮におけるバリア機構と免疫
応答の関連性を明らかにすることが期待で
きる。その結果、病変局所における炎症・自
己免疫応答機構の解明や、これまで病態が解
明されていない口腔扁平苔癬やアフタ性口
内炎などに代表される、慢性炎症を主体とす
る粘膜疾患のメカニズム解明に発展するこ
とが期待できる。また、各疾患の物理的バリ
アの障害機構を解明し、新たなバリア補完方
法を開発することで新しい診断・治療方法の
開発にもつながる可能性を有する。また、消
化器がんでは cadherin などの接着結合分子
が悪性度や予後に関与していることが知ら
れているが、近年 TJ 蛋白質である claudin
についても検討がなされ、その発現パターン
の違いが、悪性度、予後に関わっていること
が報告されている。同様に、口腔癌の悪性度、
予後についても TJ 構造や機能を解明するこ
とでその関連性が明らかになる可能性も考
えられる。さらには、効率的な経皮貼薬剤を
開発する上で上皮バリア構造を明らかにす
ることは重要視されており、本研究内容は高
効率の経口腔粘膜薬剤開発など、創薬分野に
おいても貢献できる可能性が考えられる。 
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