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研究成果の概要（和文）： 

本邦では依然として胃癌の罹患率は高く，ピロリ菌感染がその発生にかかわっているが，胃癌
発生はピロリ菌感染者の数%のみである．本研究では，胃癌の発生や悪性度にかかわる因子とし
て細胞と細胞の接着をつかさどるタイト結合蛋白に注目した．胃癌では，クローディン 3の発
現低下が癌細胞の増殖能と相関し，また胃に比較的特異的に発現しているクローディン 18の胃
癌浸潤先進部での発現低下と悪性度が相関していることを初めて明らかとした． 
 
研究成果の概要（英文）： 
The morbidity of gastric cancer is still high in Japan, and it is know that Helicobacter 
pylori infection is involved in the development of gastric cancer. However, the incidence 
of gastric cancer in Helicobacter pylori infected people is a couple of %. We focused 
on tight junction proteins as the factor related to the development of gastric cancer 
and the malignancy. Down-regulation of claudin-3 was associated with proliferative 
potential of gastric cancer cells. Furthermore, down-regulation of claudin-18 at the 
invasive front of gastric cancer was associated with the proliferative and invasive 
potential, suggesting that they have pivotal roles in gastric cancer progression. 
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１．研究開始当初の背景 
本邦において胃癌は依然として高い罹患率を
示し，ピロリ菌の関与は明らかであるものの
全ピロリ菌感染者が胃癌を発生するわけでは
なく，胃癌の発生はピロリ菌感染の数%のみで
ある．ではこの胃癌発生に関与する他因子は
何であるのか？われわれは，少なくとも 27種

類のファミリーを形成するタイト結合蛋白：
クローディン（CLDN）の中に，CLDN18が胃に
比較的特異的に発現し，萎縮腸上皮化生胃粘
膜上皮細胞では発現が消失し，劇的に発現変
化することを見出し（図１），胃癌発生と進展
におけるタイト結合蛋白の発現制御が重要で
あると考え，着眼した． 
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図１．胃癌における CLDN18 の発現 
 
 
２．研究の目的 
タイト結合蛋白は細胞間のバリア機能や細胞
極性の維持に重要な役割を果たしており，そ
の発現は，癌を含む種々の疾患で特徴的な変
化を示す．クローディンは，タイト結合の構
成や機能に重要な役割をはたしており，少な
くとも 27のサブタイプからなり，臓器特異的
に発現し，組織特異的な生理機能調節に関与
していると考えられている．さらにクローデ
ィンの発現変化が炎症や腫瘍の増殖を含めた
様々な病態にも関与している可能性が示され
ているが，依然その詳細は明らかでない． 
本研究は，胃癌発生に関わる動的に変化す

る細胞間接着装置，特にタイト結合蛋白：ク
ローディンの機能と発現制御を明らかとし，
胃癌の発生と進展予測への関与を検討し，そ
の発現制御による診断と治療応用を検討する
ことを目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
(1) 内視鏡的粘膜切除(EMR)，内視鏡的粘膜下
層剥離術（ESD），及び外科的手術により切除
された胃腫瘍組織でのタイト結合関連蛋白の
発現解析 

胃腺腫，高分化型腺癌，中分化型腺癌を対象
とした．サンプルは 10%ホルマリンで固定し，
パラフィン切片を作成し HE 染色を行った．上
皮細胞の増殖能を評価するために，Ki67 免疫
染色を行い，それぞれの病変でラベリングイ
ンデックス（Ki67-LI）を算出した．上皮にお
けるタイト結合蛋白の局在を評価するために
CLDN3,4,7,18の蛍光免疫染色を行った．染色
された細胞の割合によって，クローディンの
発現をスコア化して評価した．サンプルの病
理組織結果や臨床的背景は隠した状態で，2
人の独立した研究者によりスコアを評価した．
腸上皮化生を伴わない胃粘膜と腸上皮化生粘
膜，癌病変部に対して評価を行った．粘膜下
層まで浸潤した病変については，粘膜下層浸
潤先進部におけるそれぞれのタイト結合蛋白
の発現と Ki67-LIについても解析を行った． 
(2) ノックダウンによる CLDN18の機能解析 
ノックダウンは siRNA の手法を用いて胃粘膜
上皮細胞の CLDN18 の発現を抑制した．ノック
ダウンの確認は，western blotting あるいは
RT-qPCR にて行った．ノックダウンが確認さ
れたところでその細胞の形態変化，増殖能の
変化，細胞間透過性の変化，浸潤能の変化を
検討し，胃癌細胞における CLDN18の機能を検
討した． 
 
 
４．研究成果 

正常胃粘膜，腸上皮化生粘膜あるいは胃癌細

胞にはCLDN1, CLDN3, CLDN4, CLDN7，CLDN18

が発現し，それぞれの発現は，劇的に変化す

ることが明らかとなった．CLDN3, CLDN4, 

CLDN7のタイト結合における発現は腸上皮化

生のない胃粘膜と比べて腸上皮化生粘膜と早

期胃癌で有意に高いことが明らかとなり，増

殖マーカーであるKi67発現（Ki67-LI）はCLDN3

と有意に逆相関し，CLDN4,CLDN7とは相関を認

めなかった．さらに胃癌の粘膜病変部と粘膜

下層浸潤先進部においてクローディンの発現

程度を比較すると粘膜下層浸潤癌でのCLDN3

と7の発現は，粘膜内病変部と比較して粘膜下

層浸潤先進部で有意に低かった．CLDN3と

CLDN4の発現には有意な正の相関を認めたが，

CLDN3とCLDN7の発現に有意な相関は認めなか

った（Okugawa T, Oshima T, et al. Dig Dis 

Sci. 2012）． 

CLDN18の胃上皮細胞における発現は，腸上
皮化生のない胃粘膜と比べて腸上皮化生粘膜
と早期胃癌で有意に低いことが明らかとなり，
さらに早期胃癌での CLDN18 の発現は，腸上皮
化生のない胃粘膜と比べて有意に低いことが
明らかとなった．胃癌の粘膜下層浸潤先進部
では，CLDN18 の発現が Ki67-LIと有意に逆相
関し，粘膜下層浸潤先進部における CLDN18の
発現低下が，癌の浸潤や転移にかかわってい
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る可能性が考えられた（図２）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 このことを証明するために CLDN18 を発現
する胃癌細胞株に CLDN18 siRNA を処理し，
CLDN18発現を低下させると，癌細胞増殖と浸
潤能が有意に増加することが明らかとなり，
CLDN18の発現低下が，胃癌の浸潤や転移にか
かわっていることが初めて明らかとなった
（図３）． 
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