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研究成果の概要（和文）：CLIC2は塩化物イオンチャネルタンパク質ファミリーの一種で、生物学的意義は不明
であった。本研究では、ラットを用いたin vivo実験でCLIC2の強制発現が予後を改善させることを示した。ま
た、CLIC2はC6細胞内ではゴルジ体または分泌顆粒に局在して細胞外に分泌され、MMP14に結合しその活性を抑制
することでがん細胞の転移浸潤を抑制することを明らかにした。一方で、正常脳組織においては主にマイクログ
リアに発現し、貪食能を亢進させることを見出した。CLIC2の発現誘導により悪性腫瘍の転移浸潤を抑制するこ
とに加え、脳腫瘍におけるマイクログリアでのCLIC2の機能解明を目指して研究を継続している。

研究成果の概要（英文）：CLIC2 was found as a member of a family of chloride ion channel proteins, 
and its biological significance was unknown. In this study, we show that forced expression of CLIC2 
improves prognosis in in vivo experiments using rats. We also showed that CLIC2 localizes to the 
Golgi apparatus or secretory granules in C6 cells and is secreted extracellularly, and that CLIC2 
binds to MMP14 and suppresses its activity, thereby inhibiting metastatic invasion of cancer cells. 
On the other hand, we found that CLIC2 is mainly expressed in microglia in normal brain tissue and 
enhances phagocytosis. In addition to suppressing further metastatic invasion of malignant tumors by
 inducing CLIC2 expression, we are continuing our research to elucidate the function of CLIC2 in 
microglia in brain tumors.

研究分野：脳腫瘍

キーワード： CLIC2　invasion　metastasis　MMP　brain tumor

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん・悪性腫瘍研究の中でCLIC2の機能を扱った原著論文は少ない。その中で、ラットモデルを用いてCLIC2が悪
性腫瘍の転移・浸潤を抑えることを見出し、そのメカニズムがMMP14の活性阻害であることを初めて示した。ま
た、同時に腫瘍細胞内のCLIC2と、正常組織内のCLIC2の働きが異なる可能性についても示した。CLIC2由来ペプ
チドは、MMP14に限局して作用する画期的な新薬候補となるものと期待している。

※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 
(1) Chloride intracellular channel protein 2 (CLIC2)は後生動物で広く保存されている CLIC
ファミリータンパク質の一つで、in vitro実験系では塩化物イオンチャネルを形成するとされて
きたが、実際に何をしているかはよくわかっていない。CLIC2 はこれまでにほとんど研究され
ておらず、特に腫瘍との関連では報告があまりない。 
 
(2) 愛媛大学医学系研究科分子細胞生理学講座では、Wistar ラットと C6 グリオーマ細胞株を
使用した浸潤性の高い膠芽腫モデル (Kobayashi et al., Neoplasia 2016)および、肺転移モデル
(Kuwabara et al., BBRC, 2018)を開発している。これらの原発巣、転移巣における RNA発現
の比較から CLIC2が転移浸潤の抑制に関わり、さらには正常組織や良性腫瘍が転移・浸潤を起
こさない理由となっていると予想された。 
 
(3) また、CLIC2は正常組織血管内皮細胞に特異的に発現しており、タイトジャンクションの維
持に重要な働きをしていることを報告した(Ueno, Ozaki et al, Tissue Barriers, 2019)。実際に、
脳腫瘍においても、髄膜腫 Grade Iの CLIC2発現は特に高く、膠芽腫や Grade II 髄膜腫では
低いことが判明し、CLIC2 発現の高さは PFS の長さと正の相関をしていた。CLIC2 のメカニ
ズムの追究を行なった結果、MMP14の内因性阻害剤として機能する可溶性タンパク質であるこ
とが明らかになった。 
 
(4) MMP14も転移浸潤を抑制する上で、極めて優れた標的であることは理解されているが、そ
の阻害剤は臨床応用には至っていない。CLIC2 由来ペプチドは、MMP14 に限局して作用する
ため、画期的な新薬候補となるものと期待された。 
 
(5) 従来、良性腫瘍がなぜ転移浸潤しないのか、さらに言えば、正常臓器・組織の細胞がなぜ、
他処に転移していかないのか、よくわかっていなかった。CLICファミリーは、後生動物に広く
保存されているため、生命現象の根幹に関わるものと想定されてきたが、その本質的な役割は不
明のままであった。組織や器官の分化が生じて以降は、正常細胞はその場所にとどまる必要があ
り、その根本的メカニズムの解明にも寄与できる可能性があると期待された。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、当初 CLIC2のMMP14活性抑制ドメインを同定し、安全で新規なMMP14阻
害剤開発に向けたプロトタイプとなることを示し、膠芽腫の浸潤抑制剤として使用することを
目指した。 
 
(2) しかし、特にグリオブラストーマの手術に臨床応用する場合、脳内の CLIC2 の生理的な分
布や機能についてあらかじめ理解する必要があると考え、まず正常Wistarラット及びヒト脳組
織における CLIC2の局在を調べた。その結果、CLIC2が主に発現していたマイクログリアに焦
点を当て、正常細胞においての CLIC2の機能を解明することも目的に追加した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) CLIC2を強制発現、あるいはノックダウンしたラット C6細胞およびマイクログリアの作製 
(2) ラット脳を用いた免疫染色による CLIC2発現部位の同定 
(3) ザイモグラフィやウエスタンブロッティングによるMMP 2およびMMP 9の活性・発現測
定 
(4) 遺伝子組み換え CLIC2タンパク質合成 
(5) CLIC2発現を変動させた細胞による invasion assay 
(6) ミトコンドリア機能測定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
(1) CLIC2が主に発現していたマイクログリアに対して LPSを投与すると、CLIC2と CD68、
Cathepsin S、F4/80など貪食関連遺伝子発現は低下し、逆に起炎症性サイトカインの発現は上
昇した。また、貪食実験や浸潤実験においては、CLIC2 タンパクの添加で貪食能および浸潤能
の亢進、CLIC2 ノックダウンによってそれらの抑制が確認された。また、CLIC2 添加により
MMP14およびMMP9の活性化が確認され、ノックダウンによって消失した。これらの結果か
ら、正常脳内における主たる CLIC2発現細胞であるマイクログリアでは、CLIC2はMMP活性
を上昇させることが示され、同時に浸潤能・貪食能亢進にも寄与すると考えられた(Choudhury, 
Ozaki, et al. Brain Sci 2022.)。 
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(2) また、CLIC2にはヒト、ラットともにエクソン１からの転写の有無により生じるスプライシ
ングバリアントが存在すると予想されたことから、2 種類のバリアント(予測分子量の大小によ
り CLIC2-L 及び CLIC2-S と呼称)をコードする cDNA に対するプライマーを調製して、RT-
PCRを行なった。その結果、実際に２種類の CLIC2の存在が明らかになり、CLIC2-Lは主に、
血管内皮細胞に発現することを見出した（未発表）。 
 
(3) 従来の常識と反して、CLIC2 は分泌タンパク質であって腫瘍細胞の MMP14 活性を抑制し
て、その浸潤能を低下させることを示した(Ozaki et al, Neoplasia 2021)。一方、CLICファミリ
ーの中で最も研究が進んでいる CLIC4は悪性脳腫瘍で高発現しているが、MMP14活性がなく、
逆に活性を亢進させた。ただし、正常脳内における主たる CLIC2発現細胞であるマイクログリ
アでは、CLIC2は MMP活性を上昇させることが示され、同時に浸潤能も上昇、貪食能も亢進
させた。今回の結果を踏まえると、グリオブラストーマ手術において腫瘍摘出時に生じた空間周
囲に CLIC2を散布するとした場合、腫瘍細胞の浸潤は抑制されるはずであるが、同時にマイク
ログリアの貪食能や運動能が亢進することになる。脳腫瘍時のマイクログリアの役割について
はよくわかっておらず、マイクログリアのこのような機能変化が脳腫瘍の進展にどのような影
響を与えるのか、また、CLIC2の新たなバリアントである CLIC2-Lの血管内皮細胞における役
割について一層の解明が必要となった。悪性腫瘍細胞で高発現している CLIC4の発現抑制と同
時に CLIC2の発現を誘導することで悪性腫瘍のさらなる転移浸潤を抑制することに加え、脳腫
瘍におけるマイクログリアでのCLIC2の機能解明を目指して研究を継続している。(Ozaki et al. 
Cancers 2022)。 
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