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研究成果の概要（和文）：ウェルシュ菌はタイトジャンクションを障害するが、口腔扁平上皮癌では腫瘍内のウ
ェルシュ菌によりclaudin-4の細胞内移行によりYAPの活性化を誘導し、その結果、EMTと幹細胞性が亢進した。
同様にしてウェルシュ菌は大腸癌前癌病変SSA/P-Dの悪性化に寄与することが明らかになった。さらに、腎細胞
癌でもEphA2－PKCεによりウェルシュ菌に類似したclaudin-4の細胞内移行によるYAPの活性化がもたらされた。
このように、非タイトジャンクションclaudin-4－YAP経路は新たながん治療の標的となる考えられた。

研究成果の概要（英文）：Although C. perfringens impair tight junctions, in oral squamous cell 
carcinoma, intratumoral C. perfringens induced YAP activation through intracellular translocation of
 claudin-4, resulting in enhanced EMT and stemness. Similarly, C. perfringens was found to 
contribute to the malignant transformation of colon cancer precancerous lesions SSA/P-D. 
Furthermore, in renal cell carcinoma, EphA2-PKCε resulted in the activation of YAP by intracellular
 translocation of claudin-4, similar to C. perfringens. Thus, the non-tight junction claudin-4-YAP 
pathway may represent a novel target for cancer therapy.

研究分野：口腔衛生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
体内細菌叢の細菌と癌との関係は未だ不明な点が多い。この腫瘍－細菌連関の免疫や発癌への影響をタイトジャ
ンクションという切り口から解明することにより、新たな癌の悪性化機序を見出し、新規治療標的を抽出するこ
とを本研究の目的とする。本研究の結果は、腫瘍－細菌連関を標的とする口腔衛生、プロバイオティックスや分
子標的治療の開発に有用な知見をもたらすことが期待される。

※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。
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(1) 研究の背景 
われわれのグループでは抗クローディン 4 (CLDN4) 細胞外ドメイン抗体を樹立し (Kuwada M, 
Kuniyasu H, Cancer Lett. 2015)、その腫瘍に対する効果を検討してきた。抗 CLDN4抗体は、癌微
小環境におけるバリア作用を有するタイトジャンクションが障害され、抗癌剤の腫瘍組織内浸
透が促進されるとともに、腫瘍組織内に蓄積された EGFや VEGFなどの腫瘍促進性の増殖因子
などが腫瘍外に流出し組織内濃度が低下すること、および、同抗体が有する抗体依存性細胞傷害
活性 (ADCC活性) の 3面から腫瘍抑制効果を示した(Kuwada M, Kuniyasu H, Cancer Lett. 2015)。
タイトジャンクションと免疫細胞との関連について、タイトジャンクションの障害がリンパ球
などの免疫細胞の腫瘍内への浸潤と関連することが報告されている (Chae YK, Sci Rep. 2018)。
GVH 免疫反応ではタイトジャンクション障害による浸透性亢進が CD8 陽性 T リンパ球浸潤を
促進する (Chae YK, Sci Rep. 2018)。自己免疫疾患ではクローディンなどのタイトジャンクショ
ンタンパクの機能障害が、標的臓器へのリンパ球などの免疫細胞の組織浸潤を促進している 
(Zake T, Medicine. 2018)。一方、口腔内や腸管内の細菌叢に常在菌として存在する Clostridium 
perfringensは CLDN3 および CLDN4 に結合しタイトジャンクションを障害する（Mitchell LA, 
Toxins. 2010）。この点から、われわれは C. perfringensのがんに対する影響を検討した。 
 
(2) 研究の目的 
体内細菌叢の細菌と癌との関係は未だ不明な点が多い。この腫瘍－細菌連関の免疫や発癌への
影響をタイトジャンクションという切り口から解明することにより、新たな癌の悪性化機序を
見出し、新規治療標的を抽出することを本研究の目的とする。本研究の結果は、腫瘍－細菌連関
を標的とする口腔衛生、プロバイオティックスや分子標的治療の開発に有用な知見をもたらす
ことが期待される。 
 
(3) 研究方法 
C. perfringensの DNAの口腔扁平上皮癌および大腸前癌病変 SSA/P-Dの組織内存在を PCRで検
討した。口腔扁平上皮癌細胞株および腸上皮細胞株を Clostridium perfringens enterotoxin（CPE）
で処理し、その際のタンパク発現の変化を検討した。また、腎細胞癌細胞株で CLDN4のリン酸
化とリン酸化酵素を検討した。 
 
(4) 結果 
口腔内細菌叢の常在細菌である C. perfringens の口腔癌における
役割について検討した。クローディン（CLDN）4の発現を口腔扁

平上皮癌で調べたところ、57 例中
22 例（39％）が核に免疫反応性を
示した（図 1 左）。核 CLDN4 陽性
の症例は、陰性の症例よりも
癌の進行と強い相関を示し
た。腫瘍内嫌気性細菌の DNA
を PCR にて検討すると、C. 
perfringens菌陽性例の 81％で
核 CLDN4 発現が明らかにな
った（図 1右）。ヒト口腔扁平
上皮癌細胞株 HSC3 および
HSC4を CPEで処理すると、
CLDN4核移行が誘導され、上
皮間葉転換（EMT）、幹細胞、
細胞増殖、および浸潤能が増強された（図 2）。さらに、CPE 処理
により、YAPのリン酸化を抑制し、YAP核移行を促進し、さらに、
サイクリン D1および結合組織成長因子といった YAP標的遺伝子
の発現を増加させた（図 3）。さらに、YAP1、CLDN4、ZO-2の複
合体が CPE処理によって形成され、LATS1による YAP1リン酸化

を抑制し核内に移行し、YAP を活性化することが明らかになった（図 4）。したがって、口腔扁
平上皮癌における YAP の活性化は、悪性形質を促進する上で重要であると見なされた。本研究
から、口腔内衛生による嫌気性細菌の制御が YAP の活性化を抑制し、腫瘍の進行を抑制する可
能性が示唆された。 



このように、口腔内の C. perfringensが CLDN4のタイトジャン
クションからの遊離を介して YAPを活性化することを見出した。
次に腸内細菌叢の C. perfringens の大腸癌における役割を検討し
た。Sessile serrated adenoma/polyp with dysplasia (SSA/P-D) は、細胞
異形成を伴う SSA/Pで、大腸癌進展するリスクが高いとされてい

る。SSA/PD の 12 例では、E-cadherin の発
現が正常粘膜、SSA/P、管状腺腫（TA）に比
べ低く、CLDN4 の細胞内移行と YAP の核
内移行が観察された（図 5）。また、SSA/P-
D 病変から抽出した DNA には CPE 遺伝子
が検出されたが、SSAPや TAでは検出され
なかった（図 6）。ラット腸管上皮細
胞株 IEC6を低用量 CPEで処理する
と、CLDN4 が細胞膜から細胞質内
に移行した。細胞質内の CLDN4は、
TAZ、ZO-1、LATS、MSTと複合体

を形成していることが確認された（図 7）。また、CPE 処
理により YAP は ZO-2 と複合体を形成し、YAP のリン酸
化と核内移行が減少した（図 8）。YAP の活性化は、幹細
胞化、上皮間葉転換（EMT）を誘導した。BRAFV600E遺
伝子変異を有する HT29細胞は、低用量 CPE処理により、
増殖、浸潤能の増強、幹細胞性と EMT表現型の誘導を示
したが、KRASG13D遺伝子変異を有する HCT116細胞は
そのような変化を示さなかった。また、10例の大腸癌を
調べたとこ ろ、CPE（＋）、BRAF 変異（＋）例で EMT
と幹細胞の増加が観察された（図 9）。これらの知見は、
C. perfringens が YAP 活性化を介して SSA/P-D の悪性
化を促進する 可能性を示唆している。また、プロバイオ
ティクスや抗生物質による腸内フローラの制御の重要性が示唆
された。 
このように、タイトジャンクションから細胞質に移行した非タ
イトジャンクション CLDN4が細菌叢内の C. perfringensにより生
成され、YAPの活性化からがん化あるいは EMTをもたらすこと
を明らかになったため、さらに非タイトジャンクション CLDN4
生成の他の経路についても検討した。腎細胞癌では 2%で CLDN4

核内移行が認められたが、いず
れも進行癌であった。高転移性
ヒト腎細胞癌 SN12L1 では、核
分画に CLDN4 が見られたが低
転移株SN12Cでは認められなか
った。SN12L1では、
細胞膜 CLDN4 にリ
ン酸化は認められ
なかったが、細胞質
CLDN4 ではチロシ

ンとセリン残基にリン酸化が、核内 CLDN4ではセリ
ン残基のリン酸化が見られた（図 10）。SN12L1では、
EphA2/ephrinA1 による CLDN4 チロシンリン酸化が
CLDN4 のタイトジャンクションからの遊離と細胞
質移行をもたらした。さらに、PKCεは CLDN4セリ
ン残基をリン酸化し核内移行をもたらした。これに
対し、SN12Cでは EphA2/ephrinA1と PKCεは低発現であるが、それぞれを活性化することによ
り CLDN4の細胞質内移行と核内移行が誘導された（図 11）。さらに、CLDN4の核内移行に伴っ
て、CLDN4と結合した YAPの核内移行が生じ、EMT形質が誘導された。 
これらの所見から、タイトジャンクション障害による CLDN4 の細胞内遊離は YAP の活性化
を通じがんの悪性化のひとつのメカニズムとなることが示唆された。 
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