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研究成果の概要（和文）：クローディンは密着分子の一つであり、組織特異的な組み合わせで発現し、様々な腫
瘍で異所性発現することから有用ながん診断マーカーとされる。しかしクローディンはファミリー内の相同性が
強く、他のクローディンと交叉しない、特異性の高い抗体を樹立することが比較的困難である。今回、クローデ
ィン12に対する特異抗体を樹立し、子宮頸癌組織138例の免疫染色、半定量的評価を行い、クローディン12発現
と臨床病理学的パラメータとの関連を評価した。その結果、クローディン12低発現は子宮頸癌の予後不良因子で
あることが明らかなとなった。クローディン12低発現は子宮頸癌の予後不良を予測するバイオマーカーである。

研究成果の概要（英文）：Within the claudin (CLDN) family, CLDN12 mRNA expression is altered in 
various types of cancer, but its clinicopathological relevance has yet to be established due to the 
absence of specific antibodies (Abs) with broad applications.　We generated a monoclonal Ab (mAb) 
against human/mouse CLDN12 and verified its specificity. By performing immunohistochemical staining 
and semiquantification, we evaluated the relationship between CLDN12 expression and 
clinicopathological parameters in cervical cancer tissues. The disease-specific survival (DSS) and 
recurrence-free survival rates were significantly decreased compared with those in the high CLDN12 
expression group. We also demonstrated, via univariable and multivariable analyses, that the low 
CLDN12 expression represents a significant prognostic factor for the DSS of cervical cancer 
patients. It can be concluded that a reduced CLDN12 expression predicts a poor outcome for cervical 
cancer.

研究分野：婦人科腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クローディン12低発現が子宮頸癌の予後不良因子であることを明らかにした。新規の抗クローディン12モノクロ
ーナル抗体は、多様ながん種や他の疾患におけるクローディン12発現の生物学的関連性を評価するために有用で
あると考えられる。近年、他のクローディンファミリーのがん診断マーカーとしての有用性も示されており、抗
体カクテルや抗体パネルによる層別化や新規の治療標的への応用が期待される。

※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．研究開始当初の背景 
 
クローディン（CLDN）は密着結合の主要な構成要素であり、26 種類以上からなるファミリー
分子である。CLDN は組織特異的な組み合わせで発現するが、腫瘍化により、発現パターンの
変化が見られることからがん診断マーカーとしての有用性が示されている。CLDN ファミリー
は腫瘍性病変に特異的で、かつ低分化癌でも発現が保たれる場合が多く、理想的ながん診断マー
カーと言える。 
申請者は The Cancer Genome Atlas データベースで、細胞間接着分子クローディン-12
（CLDN12）mRNAの高発現が子宮頸癌の予後不良因子である可能性が指摘されているこ
とに着目した。本研究では、子宮頸癌の手術検体を用いて CLDN12発現の臨床病理学的意
義を明らかにし、新規診断マーカー及び新規治療標的としての有用性を検証する。 
さらに、、The Cancer Genome Atlasデータベースにおいて CLDN16は卵巣癌で高発現を示す
ことが示されている一方で、卵巣癌と CLDN16発現に関連についての報告はほとんど見られな
い。ヒト CLDN16に対するモノクローナル抗体を樹立し、卵巣癌の手術検体を用いて CLDN16
発現の臨床病理学的意義、新規診断マーカー、および新規治療標的としての有用性を検証する。 
 
 
２．研究の目的 
 
細胞間接着分子クローディン（CLDNs）の発現パターンは、腫瘍の診断マーカー及び予後マー
カーとして有用である。申請者所属研究室では CLDN6 高発現が子宮体癌の予後不良因子であ
ることを明らかにした。申請者は最近公開された The Cancer Genome Atlasデータベースにお
いて、細胞間接着分子クローディン-12（CLDN12）mRNAの高発現が子宮頸癌の予後不良因子
である可能性が指摘されていることに着目し、ヒト CLDN12に対するモノクローナル抗体を開
発した。本研究では、子宮頸癌の手術検体を用いて CLDN12発現の臨床病理学的意義を明らか
にする。 
また、The Cancer Genome Atlasデータベースにおいて CLDN16は卵巣癌で高発現を示すこと
が示されている一方で、卵巣癌と CLDN16 発現に関連についての報告はほとんど見られない。
ヒト CLDN16 に対するモノクローナル抗体を樹立し、卵巣癌の手術検体を用いて CLDN16 発
現の臨床病理学的意義を明らかにする。さらに卵巣癌細胞株を用いてて CLDN 16による腫瘍細
胞制御機構を解明して、新規診断マーカー及び新規治療標的としての有用性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 
ラットリンパ節法を用いて、CLDN12 に対するモノクローナル抗体を作製した。Western-blot
及び免疫染色により、確立したモノクローナル抗体が CLDN12を選択的に認識することを明ら
かにし、免疫染色用に染色条件の最適化を行った。手術を行った子宮頸癌症例のホルマリン固定
パラフィン包埋切片を CLDN12の免疫染色を行い、半定量的評価を行った。CLDN12発現と臨
床病理学的因子、予後との関連を検討した。また、CLDN16 についても同様にモノクローナル
抗体を作製し、同様に半定量的評価を行い、CLDN16 発現と臨床病理学的因子、予後との関連
を検討した。卵巣癌細胞株を用いて CLDN 16による腫瘍細胞制御機構を解明して、新規診断マ
ーカー及び新規治療標的としての有用性を検証する。 
 
 
４．研究成果 
Western-blot及び免疫染色により、確立したモノクローナル抗体が CLDN12タンパクを選択的
に認識することが明らかになった。子宮頸癌手術症例 138例中 112例（81.2％）が CLDN12高
発現、26例（18.8%）が CLDN12低発現を示した。CLDN12高発現群、CLDN12低発現群に
おける 5 年疾患特異的生存率はそれぞれ 82.8％、57.4％、また、5 年無再発生存率はそれぞれ
77.5％、57.4％であり、いずれも CLDN12 低発現は CLDN12 高発現に比べ有意に低下してい
た。また、単変量解析および多変量解析により、CLDN12 低発現は子宮頸癌患者の疾患特異的生
存の有意な予後因子であることが示された（それぞれ HR 3.412, p = 0.002, HR 2.615, p = 
0.029）。CLDN12 低発現は子宮頸癌の予後不良因子であることが明らかなとなった。 
また、CLDN16 についてもモノクローナル抗体が CLDN16 を選択的に認識することを確認した。本
抗体はヒト CLDN16 の第一細胞外ループに相当する 55-69 番目のアミノ酸を抗原とし作製した。
卵巣癌手術症例 114 症例中 CLDN16 高発現は 36 例（31.6％）、CLDN16 低発現は 78 例（68.4％）
であった。CLDN16 発現は病期、組織型、T分類、腹膜播種、再発に相関することが明らかなとな
った。CLDN16 高発現では無再発生存率が低下している傾向が見られた（p=0.1638）。さらに卵巣
癌細胞株 AMOC2 を用いて CLDN16 安定過剰発現する AMOC2：CLDN16 を作成した。Ki-67 抗体を用



いた免疫染色で増殖能を評価したところ、Ki-67 陽性細胞率は CLDN16 過剰発現により有意に亢
進した。また、トランスウェルアッセイにより、CLDN16 は AMOC2 の遊走能、浸潤能を更新する
ことが明らかなとなった。さらに、本抗体は細胞外ドメインを抗原としており、卵巣がん細胞株
に生きた状態で hCLDN16 抗体を処理すると、CLDN16 シグナルが細胞境界と細胞質内の両方に見
られることが明らかとなった。これは CLDN16 抗体が生きた細胞の未固定 CLDN16 蛋白にも結合
し、さらに結合した抗体がインターナライズされることが示され、抗体療法に応用できることが
期待できる。 
 
 
 

 
CLDN12 低発現は子宮頸癌の疾患特異的生存率、無再発生存率を低下させる。 
 

 
CLDN16 高発現は卵巣癌の無再発生存率を低下させる傾向がある。 
 

  
CLDN16 の過剰発現は細胞増殖能を亢進させる 
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