
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 6 月 13 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：近年、TNF-α が癌組織自体により生産され、内因性の腫瘍プロモー

ターとして機能することが解明されつつある。本研究では、“Claudin-1 は TNF-α による胃癌

腹膜転移進展シグナルにおけるメディエーターとして機能する”という実験仮説の検証を行っ

た。胃癌細胞株（MKN28、MKN45）を TNF-α 処理したところ、Claudin-1 の発現レベルが上昇し

た。Claudin-1 siRNA を導入した MKN28 において、TNF-α 処理後の Claudin-1 発現増強効果が

抑制された。TNF-α 処理、Claudin-1 siRNA 導入の有無別に、DNA マイクロアレイによる網羅

的解析を試みたところ、TNF-α により発現変化した遺伝子のうち約 70%が、Claudin-1 のノッ

クダウンにより抑制された。また、microRNA マイクロアレイを行ったところ、TNF-α により発

現変化した microRNA のうち約 87%が、Claudin-1 のノックダウンにより抑制された。また、

Claudin-1 siRNA 導入細胞における、細胞増殖抑制効果、アポトーシス増強効果、細胞遊走・

浸潤能抑制効果を見出した。DNAマイクロアレイの結果をPathway解析したところ、MMP7、TGFBR1、

TNFSF10 を含む Cellular movement network が Claudin-1 に関連したトップネットワークとし

て抽出された。これらの結果より、Claudin-1 が単なる密着結合蛋白としてではなく、TNF-α

による腫瘍活性化シグナルを伝達するメディエーターとして機能することが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：TNFα has been known to be produced in cancer cells as an endogenous 
tumor promoter, and involved in epithelial-mesenchymal transition. However, Claudin-1 
is well known as one of tight junction proteins, recent studies also showed that the 
expression of Claudin-1 increased during tumor progression in cancer cells. In this study, 
we investigated the association between TNFα and Claudin-1 during tumor progression in 
human gastric cancer cells. Claudin-1 was significantly increased upon TNFα treatment 
in gastric cancer cells, and down-regulation of Claudin-1 using siRNA inhibited 70% of 
TNFα-induced gene expression and 87% of microRNA expression. Further, knocking-down of 
Claudin-1 decreased cell proliferation, migration and invasion, and increased apoptosis. 
Pathway analysis showed that cellular movement, including MMP7, TGFBR1 and TNFSF10, was 
the top-ranked signal network. In conclusion, Claudin-1 behaves as a crucial signal 
mediator in TNFα-induced gene expression and cell migration in gastric cancer cells. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、TNF-αが癌組織自体により生産され
、内因性の腫瘍プロモーターとして機能する
ことが解明されつつある。我々はこれまで、
肺癌細胞株において、Claudin-1が単なる密着
結合蛋白としてではなく、TNF-αによる腫瘍
活性化シグナルを伝達するメディエーターと
して機能することを解明してきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、“Claudin-1 は TNF-α による胃
癌腹膜転移進展シグナルにおけるメディエ
ーターとして機能する”という実験仮説の検
証を行う。その結果から、新たな腹膜播種形
成メカニズムを解明し、斬新な治療概念を構
築することを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
1. ヒト胃癌細胞株における TNF-α による
Claudin-1 発現制御機構の有無の検討 
ヒト胃癌細胞株（MKN-28, -45）を TNF-α で
処理し、Claudin-1 の mRNA・蛋白発現変化を
定量的 RT-PCR、ウェスタンブロット法で解析
する。また、TNF-α 処理の有無別、Claudin-1 
siRNA 導入の有無別に Claudin-1 の mRNA・蛋
白発現変化を解析する。 
2. ヒト胃癌細胞株における TNF-α・
Claudin-1 経路関連遺伝子制御機構の解明 
TNF-α・Claudin-1 経路により制御される遺
伝子を解明するため、TNF-α 処理、Claudin-1 
siRNA 導入の有無別に MKN28 をサンプリング
し、DNA マイクロアレイ、microRNA マイクロ
アレイによる網羅的解析を試みる。 
3. Claudin-1 を介するヒト胃癌細胞増殖・ア
ポトーシス・遊走・浸潤能制御機構の解明
Claudin-1 siRNA の導入により胃癌細胞の
Claudin-1 発現レベルをコントロールし、細
胞 増 殖 (direct count) ・ ア ポ ト ー シ ス
（PI-AnnexinV ２重染色）・細胞遊走・浸潤
能（Boyden chamber）に対する効果を検討す
る。さらに、DNA マイクロアレイの結果を
Ingenuity Pathway Analysis で解析し、関連
ネットワークに抽出された遺伝子発現変化
を定量的 RT-PCR で解析することにより、具
体的な細胞遊走・浸潤制御機構を解明する。 
 
４．研究成果 
胃癌細胞株（MKN28、MKN45）において、培養
時間・細胞密度の増加に伴い、Claudin-1 の
蛋白・遺伝子発現レベルが増強されることを
ウェスタンブロット法・定量的 RT-PCR 法で

確認した。これらの細胞を TNF-α 処理した
ところ、Claudin-1 の蛋白・遺伝子発現レベ
ルの増強が確認され、ヒト胃癌細胞株におい
て TNF-α による Claudin-1 発現制御機構が
存在することが明らかとなった（図 1）。ま
た、MKN28 に Claudin-1 siRNA を導入し、蛋
白・遺伝子発現抑制効果を確認した。さらに、
Claudin-1 siRNA を導入した MKN28 において、
TNF-α処理後のClaudin-1発現増強効果が抑
制されていることを確認した（図 2）。 
TNF-α 処理の有無別、Claudin-1 siRNA 導入
の有無別に MKN28 をサンプリングし、DNA マ
イクロアレイによる網羅的解析を試みたと
ころ、TNF-α 処理により mRNA 発現レベルが
2 倍以上に変化した遺伝子は、control/ 
Claudin-1 siRNA 導入細胞で 932/789 種であ
った（図 3）。両者を詳細に解析すると、TNF-α
により発現変化した遺伝子のうち約 70%が、
Claudin-1 のノックダウンにより抑制される
ことが明らかとなった。また、同条件で
microRNA マイクロアレイを行ったところ、
TNF-α 処理により microRNA 発現レベルが 2
倍以上に変化した遺伝子は、 control/ 
Claudin-1 siRNA 導入細胞で 378/191 種であ
った（図 4）。両者を詳細に解析すると、TNF-α
により発現変化した microRNA のうち約 87%
が、Claudin-1 のノックダウンにより抑制さ
れることが明らかとなった。これら、DNA マ
イクロアレイ・microRNA マイクロアレイの結
果より、TNF-α シグナル伝達におけるメディ
エーターとしての Claudin-1 の重要性示すと
同時に、TNF-α・Claudin-1 経路により、多
くの mRNA 発現、microRNA 発現が制御されて
いることが解明された。また、研究を進める
中で、Claudin-1 siRNA 導入細胞における、
細胞増殖抑制効果（図 5）、アポトーシス増
強効果（図 6）、細胞遊走・浸潤能抑制効果
（図 7）を見出した。DNA マイクロアレイの
結果を Ingenuity Pathway Analysis にて解
析したところ、MMP7、TGFBR1、TNFSF10 を含
む Cellular movement network が Claudin-1
に関連したトップネットワークの一つとし
て抽出された（図 8）。これらの研究成果は
既に学会で発表し、英文論文としてまとめて
いる。また同時に、他の癌細胞株を用いた基
礎的解析を行い、Claudin-1 が単なる密着結
合蛋白としてではなく、TNF-α による腫瘍活
性化シグナルを伝達するメディエーターと
して機能することを明らかにした (PLoS ONE. 
2012）。 
 



 

 

図 1 MKN28 における TNFα処理による 

Claudin-1 発現の増強 

図 2  TNF α /Claudin-1 siRNA 処理による

Claudin 1 の発現変化 

図 7 細胞遊走・浸潤能解析 

図 3 DNA マイクロアレイ結果 

図 5 細胞増殖解析 

図 6 アポトーシス解析 

図 4 microRNA マイクロアレイ結果 図 8 Claudin-1 関連ネットワーク 
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