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学位論文内容の要旨

  クローディンは、ヒ皮細胞のタイトジャンクション(TJ）を構成する主要な膜内罐陛蛋白質である。

現在20種を超えるクロー一ディンサブタイプが知られ、これらが組織特異的に分布し、TJにおける細

胞間隙の選択的な物質透過性と細胞間接着を担っている。クローディシq6は、ヒト家族性低マグ

ネシウム血症高カルシウム尿症（FHHNC）の原因遺伝子産物として同定され、腎尿細管にお

ける二価陽イオンの傍細胞輸送に関与すると推定されている。一方、クローディン－16遺

伝子（飽励霤みの完全欠損による黒毛和種牛の腎尿細管形成不全症の主徴は尿細管の異形成

による腎機能低下であり二価陽イオンの代謝異常は顕著ではなぃ。本研究では、牛クロー

ディン―16欠損症発症の分子基盤の解明を目的とし、牛クローディンー16の腎尿細管にお

ける局在、ならびに尿細管形成における機能の解析をおこなった。

  クローディン－16はヒ卜およぴマウスの腎尿細管において、ヘンレの太い上行脚部（TAL）

に特異的に発現することが明らかとなっているが、牛腎尿細管分節におけるクローディン

－16ならびに他のクローディンサブタイプの局在は明らかでない。そこで、まず、螢光抗

体法を用い牛腎尿細管におけるクローディン―16の分布、ならびにそれと共在するクロー

ディン分子種の同定を行った。その結果、牛クローディン－16は、Ta舳一Horsfa11糖蛋白

質（THP）陽性の尿細管、即ち、TALのTJ領域に限定して存在することが明らかになった。

また、他のクローディン分子群は、従来知られるマウス腎とは若干異なる分節特異的な分

布を示し、特に牛腎尿細管においてクローディン－4がTALおよび遠位尿細管に発現するこ

とが明らかとなった。これらのこ とより、牛腎尿細管においてクローディン－16はTALに

特異的に発現し、同分節でクローディン－3、－4、ならびにー10と共在しTJを形成すること

が判明した。‘

  牛クローディン－16欠損症の病態から、クローディン―16が尿細管形成過程において重

要な機能を有し、その欠損が胎生期の尿細管形成を障害することが推定される。そこで、

クローディン－16欠損症牛の胎生期における腎尿細管形成過程を解析する目的で、北海道

立畜産試験場との共同研究で、矼脚伊刋亜の受精卵移植によルクローディン―16を欠損し

た胎子 を作出し、その胎生期における腎尿細管の組織構築を飽 淵甜/梱体における腎と

比較した。斑伽配ルぐは胎生100日齢で特定の尿細管上皮の管腔側にクローディンー16．
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3， 4， な ら び に 10の 分 布 が 認 め ら れ た 。 CLDN16-/-胎 子 も ク ロ ー デ ィ ン ― 16の 欠 損 以 外 は

全 く 同 様 の 組 織 構 造 が み ら れ 、 100日 齢 、 あ る い は 出 生 直 前 の 270日 齢 の 腎 で も THP陽 性

で ク ロ ー デ ィ ン ― 3， 4， 10が 共 在 す る 明 瞭 な 尿 細 管 構 造 が 認 め ら れ た 。 こ の 時 期 の

CLDN16-/腎 で は 尿 細 管 構 造 の 乱 れ は み と め ら れ ず 、 他 の 主 要 ク ロ ー デ ィ ン 分 子 群 の RNA、

な ら び に 蛋 白 質 の 発 現 量 も 正 常 胎 子 と の 相 違 は み ら れ な か っ た 。 こ れ ら の こ と か ら 、 ク ロ

ー デ ィ ン ― 16欠 損 は 尿 細 管 組 織 構 築 自 体 に は 何 ら 影 響 し な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ れ

ら の 結 果 か ら 、 ク ロ ー デ ィ ン -16の 欠 損 は TALを 構 成 す る 上 皮 細 胞 問 の TJの 選 択 的 な 物 質

透 遁 推 ヒ の 異 常 を き た し 、 出 生 後 の 尿 糸 睇 拳 購 築 崩 壊 に 関 わ る こ と カ 斗 白 甚 さ 加 メ 己

  こ の 仮 説 を 実 証 す る モ デ ル の ひ と っ と し て 、 マ ウ ス 胎 子 後 腎 の 器 官 培 養 系 が 有 用 と 考 え

ら れ た 。 そ こ で 、 妊 娠 12日 目 の マ ウ ス 胎 子 か ら 得 た 後 腎 を 器 官 培 養 し て 、 ク ロ ー デ ィ ン

分 子 群 （ ク ロ ー デ ィ ン 1-4， 8， 10， 11， 16） 、 な ら び に 同 じ く TJタ ン パ ク 質 で あ る オ ク ル

ー デ ィ ン と ZO-1の 発 現 動 態 を RT-PCR法 と 螢 光 抗 体 法 で 解 析 し 、 胎 子 腎 の 発 達 過 程 と 比

較 ・ 検 討 し た 。 8日 間 の 培 養 期 間 中 、 後 腎 に お け る ク ロ ー デ ィ ン -16を は じ め と す る ク ロ

ー デ ィ ン 分 子 群 の mRNA発 現 量 は 、 胎 子 腎 の 発 達 過 程 に み ら れ る の と 同 様 の 、 個 々 の 分 子

に 特 徴 的 な 変 動 を 示 し た 。 ま た 、 螢 光 抗 体 法 で の 観 察 で は 、 各 ク ロ ー デ ィ ン 分 子 が 特 定 の

尿 細 管 の 上 皮 細 胞 管 腔 側 に オ ク ル ー デ ィ ン 、 20-1と 局 在 を と も に す る こ と 、 即 ち TJ領 域

に 分 布 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、 マ ウ ス 後 腎 の 器 官 培 養 が 、 胎 子 腎 の 発 達

に と も な っ た ク ロ ー デ ィ ン 分 子 群 の 発 現 動 態 を 再 現 で き る 有 用 な モ デ ル で あ る こ と が 示

唆された。

  以 上 のよ うに 、 本研 究か ら クロ ーデ ィ ン― 16が 牛 腎尿 細管 TALに 特 異的 に発 現 する こと 、その欠損

は胎 生 期の 尿細 管 組織 構築 形 成自 体に は 影響 を及 ば さな ぃこ と が明 らかになった。 この結果は、黒毛

和種 制 こお ける ク ロー ディ ン －16欠損 に よる 腎尿 細 管形 成不 蝕 缶の 発壷が出生後の 尿細管ヒ皮細胞の

」崩壊によるこ とを明らかに示ず とともに、そオ切゛ゝクローディン-16のゥこ損によるTAL領域尿細管にお

ける管腔f~Iiト 遷誼fAi]内イオン 分布のバランスの 異常に起因する可能 性を示唆するものである。さらに

本 研 究 は 、 そ の 実 証 に 、 マ ウ ス 後 腎 の 器 官 培 養 系 が 有 用 と な る 可 能 性 を 示 し た 。
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（黒毛和種牛腎尿細管形成不全症（クローデイン-16欠損症）の分子病態）

  ク ローディンは、ヒ皮細膿ヨのタイトジャンクションOmを構成する主要：な膜内在性蛋白蟹Pであり、20種を超えるサプ

タイプめ溜揃躰鴇軸gに分布して′rJにおける細l描弼け曜労珀ゆ穿吻質透過性と紐雌擶懲潜を担っている。黒毛蠧廂辮‘の

腎 扇 卿 齢 鰯 切 詮 症 は 尿 細 管 異 形 成 と 問 質 性 腎 炎 に よ る 腎 機 能 低 下 を 主 徴 と す る 遺 伝 性 疾 患 で あ り 、 ク ロ

ー デ ィ ン -16遺 伝 子 （ CLDN1の の 完 全 欠 損 に 起 因 す る こ と が 知 ら れ る が 、 発 症 機 序 は 不 明 で あ る 。 本 研 究

で は 、 牛 ク ロ ー デ ィ ン -16欠 損 症 発 症 の 分 子 基 盤 の 解 明 を 目 的 に 、 健 常 個 体 、 ク ロ ー デ ィ ン -16欠 損 個 体

由来 牛腎とマウス後腎 器官培養系の組織学 的解析を行った。

  牛 ク ロ ー デ ィ ン -16欠 損 症 発 症 個 体 の 腎 で は 広 範 な 領 域 に 尿 細 管 の 異 形 成 が み ら れ る が 、 牛 腎 の 尿 細 管

分 節 に お け る ク ロ ー デ ィ ン -16の 分 布 や 異 形 成 と の 関 連 は 不 明 で あ る 。 そ こ で 、 ま ず 第 1章 で は 、 ク ロ ー

デ ィ ン -16、 な ら ぴ に マ ウ ス 腎 で の 存 在 が 明 ら か に さ れ て い る ク ロ ー デ ィ ン ‐ 1～ ‐ 4、 -10、 およ び -11に つ

い て 、 牛 腎 尿 細 管 に お け る 分 布 を 螢 光 抗 体 法 に よ り 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 牛 ク ロ ー デ ィ ン -16は 、

Tamm-Horsfall糖 蛋 白 質 (THP)陽 性 の 尿 細 管 、 即 ち 、 ヘ ン レ ル ー プ の 太 い 上 行 脚 (TAL)の TJに 限 局 し て 存

在 す る こ と 、 ま た 同 領 域 の TJに は 、 ク ロ ー デ ィ ン ． 3、 ・ 4、 な ら び に -10が 共 在 す る こ と を 明 らか にし た 。

  一 方 、 従 来 の 牛 ク ロ ー デ ィ ン -16欠 損 症 個 体 の 病 理 学 的 解 析 か ら ′ 、 ク ロ ー デ ィ ン -16は 尿 細 管 の 組 織 形

成 に 必 須 で 、 そ の 欠 損 が 尿 細 管 の 形 成 不 全 を 生 じ る こ と が 示 唆 さ れ る が 、 胎 子 期 か ら 新 生 子 期 に お け る 組

織 病 態 Iま 未 解 明 で 詳 細 は 不 明 で あ る 。 そ こ で 、 第 2章 で は CLDN16-ナ 胚 の 受 精 卵 移 植 に よ ル ク ロ ー デ ィ

ン -16を 欠 損 し た 胎 子 を 作 出 し 、 そ の 胎 生 期 に お け る 腎 尿 細 管 の 組 織 構 築 を CL， DN16湘 体 に お け る 腎

と 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 100日 、 180日 、 270日 、 い ず れ の 胎 齢 に お い て も 、 CLDN16-/-胎 子 の 腎 に THP

陽 性 で ク ロ ー デ ィ ン 3， 4， 10が 共 在 す る 明 瞭 な 尿 細 管 構 造 が 認 め ら れ 、 TAL領 域 が 正 常 に 形 成 さ れ る こ

と が 明 ら か に さ れ た 。 ま た 、 ネ フ ロ ン の 組 織 構 造 に も 異 常 は み ら れ ず 、 主 要 ク ロ ー デ ィ ン 分 子 群 の RNA

と 蛋 白 質 の 発 現 量 も CLDN16-/-胎 子 と 相 違 が を い こ と を 明 ら か に し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ク ロ ー デ ィ ン -16

の 欠 損 が 胎 子 期 に お け る 尿 細 管 組 織 構 築 自 体 に は 何 ら 影 響 し な い こ と 、 し た が っ て 、 尿 細 管 異 形 成 は 出 生

後 の 尿 細 管 組 織 の 崩 壊 に 起 因 す る こ と を 明 確 に 示 す も の で あ る 。 胎 子 期 に お け る 正 常 な 組 織 構 築 と 出 生 後

の 組 織 崩 壊 は 、 ク ロ ー デ ィ ン -16欠 損 に 基 づ く TAL領 域 上 皮 細 胞 間 TJに お ける 選択 的 物質 圀画 生 の異 常め 鉢 疾

患発 症の原因となるこ とを示唆するもので ある。

  第 3章 で は 、 こ の 仮 説 を 実 証 す る モ デ ル と し て 、 マ ウ ス 胎 子 後 腎 器 官 培 養 系 の 有 用 性 を 検 討 し た 。 妊 娠

12日 目 の マ ウ ス 胎 子 か ら 得 た 後 腎 を 培 養 し 、 ク ロ ー デ ィ ン 分 子 群 （ ク ロ ー デ ィ ン 1-4， 8， 10，11， 16)、 な

ら ぴ に 同 じ く TJ夕 ン パ ク 質 で あ る オ ク ル ー デ ィ ン と ZO-1の 発 現 動 態 を RT-PCR法 と 螢 光 抗 体 法 で 解 析

し 、 胎 子 腎 の 発 達 過 程 と 比 較 ・ 検 討 し た 。 8日 間 の 培 養 期 間 中 、 後 腎 に お け る ク ロ ー デ ィ ン -16を は じ め
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とするクローディン分子群のmRNA発現量は、胎子腎の発達過程にみられるのと同様の、個々の分子に

特徴的な変動を示した。また、螢光抗体法での観察では、各クローディン分子が特定の尿細管の上皮細胞
管腔側にオクルーディン、ZO-1と局在をともにすること、即ちTJ領域に分布することが示された。これ

らの結果より、マウス後腎の器官培養が、クローディン分子群の発現動態や機能を再現できる有用なモデ

ルであることが示された。
  本職は、黒毛蠧晦輯‘のCLDN16欠損による腎尿細管形蔽オ強撒油生後の尿細管構築の崩壊によって生じること

を網目し、さらに発症懴鰔への基盤となる知見を提供するものであり、多様なTJ蛋白質の異常に基づく疾患の分

子機構l目に大きく貢献するものである。したがって、審査員一同は、上記博士論文提出者大田寛の博士論文
が北海道大学大学院獣医学研究科規程第6条の規定による本研究科博士論文審査等に合格と認めた。
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