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研究成果の概要（和文）：我々は上皮細胞の細胞間接着装置の主要構成因子であるクローディン(CLDN)とがんと
の関係に着目し、CLDN2が肺腺がん細胞の増殖能や抗がん剤耐性を亢進させることを解明した。また、抗がん剤
耐性細胞を樹立し、CLDN1も同様の効果をもつことを発見した。しかし、CLDN1・2を標的としたがん治療薬は未
開発である。
本研究において、ドッキングシミュレーション、分子間相互作用解析、細胞機能解析等を行い、CLDN1・2の発現
低下作用をもつ低分子化合物の開発に成功した。さらに、CLDN2の発現低下作用をもつ機能性食品成分を同定し
た。本研究により、がん予防と治療における新たな道が切り拓かれた。

研究成果の概要（英文）：We focused on the relationship between cancer and claudins (CLDNs), major 
components of tight junction in epithelia, and found that CLDN2 is involved in the elevation of 
proliferation and chemoresistance in lung adenocarcinoma cells. Similar effects were observed by 
CLDN1 overexpression. However, anticancer drugs targeting CLDN1/2 have not been developed.
In the present study, we performed docking simulation, intermolecular interaction analysis, cell 
function analysis, and so on, and successfully developed low molecular weight compounds, which can 
reduce CLDN1/2 expression in lung adenocarcinoma cells. Furthermore, we identified some functional 
food ingredients, which can reduce CLDN2 expression. A new path has been opened for cancer 
prevention and treatment by these studies.

研究分野： 生化学

キーワード： 肺がん　クローディン　機能性食品

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界的な高齢化社会の到来とともに、がんの罹患・死亡者数は増加の一途を辿っている。特に肺がんは自覚症状
が乏しく早期発見が困難であり、各がん種の中でアンメット・メディカルニーズが最も高い。近年、分子標的薬
や免疫チェックポイント阻害薬などが臨床利用され、肺がんの奏功率が向上している。しかし、治療薬への耐性
化、治療薬間の交差耐性、難治性がんの存在といった問題点は未解決である。さらに、抗体医薬は高価なため、
医療費の高騰が社会問題になっている。本研究で見出したCLDN1・2を標的とする機能性食品成分や低分子化合物
は、がん治療の課題解決に有用であると考えられ、臨床利用に向けた研究開発が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

(1) がん薬物治療の問題点 

世界的な高齢化社会の到来とともに、がんの罹患・死亡者数は増加の一途を辿っている。特に

肺がんは自覚症状が乏しく早期発見が困難であり、各がん種の中でアンメット・メディカルニー

ズが最も高い。近年、上皮細胞増殖因子受容体薬や免疫療法薬といった抗体医薬が臨床利用され

るようになり、肺がんの奏功率が向上している。しかし、治療薬への耐性化、治療薬間の交差耐

性、難治性がんの存在といった問題点は未解決である。さらに、抗体医薬は高価なため、先進諸

国では医療費の高騰が大きな社会問題になっている。新興国や発展途上国でもがん患者数の増

加が予測され、世界的な医療費の高騰が避けられない状況にある。このため、がんの予防と完治

に向けた新たな治療法の開発が急務である。 
 

(2) 肺がん治療における新たな標的分子の同定 

我々は上皮細胞の細胞間接着装置（TJ）の主要構成因子であるク

ローディン(CLDN) に着目し、正常肺組織に発現しない CLDN2 が肺

腺がん組織に高発現することを発見した (図 1、Biochim. Biophys. 

Acta, 2012)。さらに、CLDN2 は細胞増殖能・運動能を増加させる 

(Biochim. Biophys Acta, 2014) だけでなく、抗がん剤耐性を亢進

させることを解明した（Biochim. Biophys Acta, 2017）。また、

種々の抗がん剤耐性肺腺がん細胞を樹立し、CLDN1 発現が増加する

こと、CLDN1 が抗がん剤耐性を亢進させることを発見した 

(Biochim. Biophys Acta, 2018)。これらの知見により、CLDN1・2

はがん治療薬の新たな標的分子になると期待されるが、CLDN1・2 を

標的とした創薬研究は立ち上げ段階であり、未だ十分な成果が得ら

れていない。 

 

(3) がん微小環境の構築における CLDN の役割 

体内でがん細胞は微小環境を構築し、不完全な

血管形成によって微小環境内部は常に低酸素、低

栄養、低 pH のストレス状態にある。このストレ

ス環境が、抗がん剤耐性化の一因になるととも

に、抗がん剤開発における in vitro 実験と in 

vivo 実験の結果の解離を生み出す。近年、細胞を

三次元培養することによって in vivo 環境を模

倣した in vitro 微小環境を構築し、低酸素・低

栄養状態の微小環境内で作用する抗がん剤の開

発が進められている。微小環境内部のストレス状

態の形成に、グルコースやアミノ酸などの栄養素

の供給と代謝機構の変化が関与することが報告

されているが、その機序は不明である。肺組織に

おける CLDN と細胞間透過性の関係は不明である

が、申請者はCLDN2の発現が亢進した腸管細胞で、

低分子薬 (分子量が 500 Da 程度) の細胞間透過

性が低下することを見出した (Sci. Rep., 2017)。また、CLDN2 ノックアウトマウスでは、腸管

における栄養素の細胞間透過性が増加する。そのため、がん細胞に高発現する CLDN1・2 は、抗

がん剤、栄養素、代謝物の浸透に対するバリアを形成すると強く示唆されるが、微小環境の構築

や治療耐性化との関係はこれまで全く検討されていない (図 2)。 
 
２．研究の目的 

本研究では、抗がん剤耐性克服薬の開発に向け、下記の課題に取り組んだ。 

(1) CLDN1・2の異常発現を起点とする抗がん剤耐性化機序の解明 

(2) CLDN1・2の発現低下作用をもつ化合物の開発 



 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
ヒト肺腺がん由来 A549 細胞、PC3 細胞および RERF-LC-MS 細胞を、5% fetal calf serum (FCS) 

含有の Dulbecco’s Modified Medium (DMEM) で培養した。3～4日ごとにトリプシン溶液を用
いて剥離し、継代した。化合物を処理する際には、FCS フリーの DMEM に置換した。 
(2) RNA の抽出と cDNA の調製 
TRI reagent を用いて、細胞から RNA を抽出した。ReverTraAce を用いて RNA の逆転写反応を

行い、cDNA を調製した。 
(3) リアルタイム PCR 
THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix を用いて、リアルタイム PCR を行った。Ct値を算出後、内部標準

のβ-actin の値で補正し、コントロールに対する相対比で mRNA 量を示した。 
(4) 電気泳動とウエスタンブロット 
細胞からタンパク質を抽出後、10 または 12.5%アクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE により

タンパク質を分離した。PVDF 膜に転写後、一次抗体および HRP 標識二次抗体を反応させた。タ
ンパク質のバンドを化学発光後、C-DiGit を用いて検出した。ImageJ を用いてバンド強度を定量
し、内部標準のβ-actin の値で補正した。 
(5) 細胞間透過性の評価 
 細胞をトランスウェルに培養し、電解質イオン透過性を上皮膜間電気抵抗値（TER）で評価し
た。また、水溶性蛍光分子であるルシファーイエローを用いて、細胞間低分子透過性を評価した。 
(6) スフェロイド細胞の低酸素および酸化ストレスの評価 
 細胞を低接着丸底ウェルプレートに播種し、スフェロイドを形成させた。低酸素蛍光マーカー
の LOX-1、酸化ストレス蛍光マーカーの Cell Rox Deep Red をインキュベーションした。BZ-X800
蛍光顕微鏡を用いて蛍光画像を撮影し、ImageJ を用いて蛍光強度を測定した。 
(7) スフェロイド細胞の抗がん剤毒性の評価 
スフェロイド細胞に抗がん剤を 24時間処理後、CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay Kit

を用いて抗がん剤毒性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) CLDN1 結合薬の探索 
 CLDN1 立体構造を基に、FDA 承認化合物ライブラリー（約 1,700 種類の化合物）を用いて、ド
ッキングシミュレーションを実施した。結合エネルギーの低い化合物について、ウエスタンブロ
ット法で CLDN1 の発現低下効果を検討した。A549 細胞に 11 種類の候補化合物を処理したとこ
ろ、化合物 4（#4）と化合物 6（#6）が強い発現低下作用を示した（特許申請の都合上、化合物
名を非公開とする）。なお、#4と#6 は構造が似ており、同じ薬効をもつ化合物であった。 
 A549 細胞に#4 と#6 を処理したとこ
ろ、CLDN1 タンパク質量を濃度依存的
に低下させた（図 1）。同様に、PC3 細
胞と RERF-LC-MS 細胞において、CLDN1
発現の低下が観察された。次に、リア
ルタイム PCR 法を用いて mRNA 発現に
対する効果を検討した。#4 と#6 の処
理により、CLDN1 と CLDN2 の mRNA 量
が有意に低下した。一方、CLDN3、4、
9、12 の mRNA 量は有意に変化しなかっ
たため、#4 と#6 は CLDN1・2 に選択的
に作用することが示唆された。また、
#4 と#6 は CLDN1 に直接結合して発現
を低下させることを期待していたが、
予想に反して転写過程でも阻害作用
を示すことが示された。 
 タンパク質はユビキチン・プロテア
ソーム系またはリソソーム系の2つの
経路によって分解される。#4 と#6 による CLDN1 の分解機構を明らかにするため、ユビキチン・
プロテアソーム系阻害剤である lactacystin（LC）とリソソーム系阻害剤である chloroquine（CQ）
の効果を検討した。その結果、#4 と#6 による CLDN1 発現の低下は CQ 共処理によって抑制され
たが、LC は抑制効果を示さなかった。次に、エンドサイトーシス機構の関与を検討した。#4 と
#6 による CLDN1 発現の低下はクラスリン依存性エンドサイトーシス阻害剤である
monodansylcadaverine（MDC）の共処理により抑制されたが、カベオラ依存性エンドサイトーシ
ス阻害剤である methyl-β-cyclodextrin は抑制効果を示さなかった。以上の結果から、#4と#6
による CLDN1 発現の低下に、クラスリン依存性エンドサイトーシスとリソソーム系の分解機構
が関与することが示唆された。これまでに我々は、CLDN2 結合性低分子薬による CLDN2 発現の低
下に、クラスリン依存性エンドサイトーシスとリソソーム系の分解機構が関与することを見出

 

図 1 CLDN1 発現に対する#4 と#6 の効果 



しており、CLDN1・2 は共通の経路を介して分解
が促進されることが示唆された。 
 蛍光免疫染色法を用いて、CLDN1 とタイトジ
ャンクションの裏打ち蛋白質である ZO-1 の細
胞局在を調べた。コントロール条件下、CLDN1 と
ZO-1 は細胞隣接部位のタイトジャンクション
に共局在した（図 2）。#4 処理によりタイトジ
ャンクションにおけるCLDN1の蛍光は減弱した
が、ZO-1 の分布は変化しなかった。#4と CQ の
共処理により、CLDN1 の蛍光は細胞質内に分布
した。また、#4 と MDC の共処理により、CLDN1
はコントロール条件下と同様にタイトジャン
クションに分布した。ウエスタンブロットの結
果も考慮すると、MDC の共処理により CLDN1 の
エンドサイトーシスが抑制され、リソソーム系
で分解されにくくなるため、発現量の低下も抑
制されることが示唆された。また、CQの共処理
により CLDN1 の発現低下は抑制されるが、タイ
トジャンクションに分布しないため、細胞間バ
リア機能の改善には寄与しないことが示唆さ
れた。 
 水晶振動子マイクロバランス解析（QCM）法を
用いて、#4と CLDN1 タンパク質の直接的な結合
を解析した。その結果、灌流液に#4 を添加する
と、周波数が変化し、ネガティブコントロール
として BSA を灌流したところ、周波数は変化し
なかった。以上より、#4は CLDN1 タンパク質に直接的に結合することが明らかになった。 
 
(2) 細胞機能に対する#4の効果 
 これまでに我々は、肺腺がん細胞において CLDN1 が細胞間バリア機能を増強することを見出
した。#4による CLDN1 発現の低下が細胞間バリア機能に及ぼす影響を解明するため、A549 細胞
をトランスウェルに培養し、電解質イオンと低分子化合物の細胞間透過性を調べた。#4 処理に
より TER は有意に変化しなかったため、CLDN1 は電解質イオンに対するポアやバリアを形成しな
いことが示唆された。一方、ルシファーイエローとアントラサイクリン系抗がん剤であるドキソ
ルビシンの透過性は、＃4処理によって増加した。以上の結果から、CLDN1 は低分子バリアを形
成し、このバリア機能は#4により阻害されることが示された。 
 微小環境の in vitro モデル系として、スフェロイドが利用される。本研究では、肺腺がん細
胞を丸底ウェルプレート（PrimeSurface96U、住友ベークライト社）に播種し、スフェロイドを
形成させた。低酸素プローブの LOX-1 を用いて、スフェロイド内の低酸素度に対する#4 の効果
を検討したところ、25%程度低酸素度が軽減した。低酸素ストレスマーカーである hypoxia 
inducible factor-1α（HIF-1α）と nuclear factor-erythroid 2-related factor 2（Nrf2）
の発現量をウエスタンブロット法で調べたところ、#4 は濃度依存的に Nrf2 発現を低下させた
が、HIF-1α発現を有意に変化させなかった。また、Nrf2 の標的遺伝子である HO-1 や NQO-1 の
発現も、#4 処理により低下した。以上の結果から、#4 はスフェロイド内の低酸素ストレスを軽
減し、Nrf2 シグナルを抑制することが示唆された。 
 ドキソルビシンは緑色の蛍光を発するため、その蛍光強度を指標としてスフェロイド内の蓄
積量を算出した。ドキソルビシンの濃度に依存して、スフェロイド内の蓄積率は増加した。さら
に、#4 の共処理によりドキソルビシンの蓄
積率が有意に増大した。上述のように、#4は
CLDN1 が形成する低分子バリアを阻害する
ため、スフェロイド内へのドキソルビシン
の移行量が増大することが示唆された。次
に、ATP 含量を指標として細胞生存率を算出
した。ドキソルビシンの濃度に依存し、がん
細胞の生存率は低下した（図 3）。さらに、
#4 の共処理により細胞生存率の低下が増強
した。同様の結果が、白金製剤であるシスプ
ラチチンやイリノテカンの活性代謝物であ
る SN-38 の処理によって得られた。以上の
結果から、スフェロイドにおいて#4 は抗が
ん剤耐性を改善することが明らかになっ
た。 
 がん微小環境の深部は、慢性的かつマイ

 
図 2 CLDN1 の細胞局在に対する#4 と

種々阻害剤の効果 

 

図 3 がん細胞の生存率に対する#4 の効果 

A
TP

 c
on

te
nt

  (
%

)

0

120

0

40

5 10

DXR  (µM)

0 µM #4

10 µM #4

80

100

60

20

5 µM #4

∗∗
NS

## ##
###



ルドな低酸素・低栄養のストレス状態であり、がん細胞にとって有利な生存環境である。微小環
境に存在するがん幹細胞は抗がん剤に耐性性を示し、再発の大きな原因となる。幹細胞には
CD133、Oct4、ALDH などの分子が高発現しており、これらは幹細胞マーカーとして利用される。
スフェロイド細胞から調製した RNA を用いて、これらの発現をリアルタイム PCR 法で調べたと
ころ、#4処理により CD133 と ALDH の発現量が有意に低下した。さらに、フローサイトメトリー
解析において、CD133 陽性細胞の割合が、#4処理によって有意に低下した。以上の結果から、#4
はスフェロイドにおける幹細胞の生存を阻害することが示唆された。 
 以上、本研究において CLDN1・2 の発現低下作用をもつ低分子化合物を同定した。この化合物
は抗がん剤耐性克服効果をもつ世界初のがん治療薬になることが期待される。今後、動物実験や
安全性を評価し、臨床利用に向けた研究を加速させる必要がある。 
 
(3) CLDN2 の異常発現を改善する食品成分の探索 
CLDN2 の発現低下作用を

もつ機能性食品成分を探索
し、カフェイン、フィセチ
ン、シアニジンなどを見出
した。A549 細胞にカフェイ
ンを処理したところ、濃度
依存的に CLDN2 のタンパク
質量が低下した（図 4）。ま
た、CLDN2 の mRNA 発現に対
する効果を調べたところ、
カフェインによる抑制効果
は30%程度であり、タンパク
質量に対する効果よりも小
さかった。そこで、タンパク
質翻訳阻害剤であるシクロヘキシミドを用いて、CLDN2 タンパク質の安定性に対するカフェイン
の効果を検討した。シクロヘキシミド処理により時間依存的に CLDN2 タンパク質量が減少し、こ
の効果はカフェインの共処理によって増強した。また、カフェインによる CLDN2 タンパク質量の
減少は、リソソーム阻害剤であるクロロキンの共処理により阻害された。以上の結果から、カフ
ェインは CLDN2 タンパク質の安定性を低下させ、リソソーム分解を促進することが示唆された。 
 
(4) 細胞機能に対するカフェインの効果 
A549 スフェロイド細胞にカフェインを処理したところ、Cell Rox Deep Red および LOX-1 の

蛍光強度が低下した。また、Nrf2 の発現量は減少したが、HIF-1αの発現量は有意に変化しなか
った。そのため、カフェインによる Nrf2 発現の低下は、酸化ストレスの軽減によることが示唆
された。 
A549 スフェロイド細胞にドキソルビシンを処理したところ、濃度依存的に蓄積量と抗がん剤

毒性が増加した。これらの効果はカフェインの共処理によって増強した。同様の結果が、ヒト肺
腺がん由来 RERF-LC-MS 細胞でも観察された。以上の結果から、カフェインは CLDN1 発現の低下
を介して、抗がん剤耐性を改善することが示唆された。 
 以上、本研究において CLDN2 の発現低下作用をもつ食品成分を複数同定した。これらの成分を
含む食品を積極的に摂取することにより、がん悪性化の予防に繋がることが期待される。今後、
疫学調査や動物実験などを行い、がん悪性化の予防効果をもつ機能性食品を開発することによ
り、健康長寿社会の構築に繋がることが期待される。 
 

 

図 4 CLDN1・2 発現に対するカフェインの効果 
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