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研究成果の概要（和文）：本研究において、マウス胚性幹細胞株やマウス幹細胞（ES細胞）用いて、細胞間を接
着する機能を持つクローディン－６分子が幹細胞の上皮分化を誘導することを明らかにした。また、そのメカニ
ズムとして、クローディン－６は、細胞内シグナル伝達分子であるSrc、Blkと直接的に結合し、活性化させるこ
とで、下流分子PI3K、Akt、mToRを介して核内受容体であるレチノイド受容体へとシグナルを伝え、上皮分化に
必要な分子の発現を制御することを解明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified that claudin-6, cell-cell adhesion protein, 
induces the differentiation from stem cells to epithelial cells using mouse embryonic stem cell line
 and mouse embryonic stem cells. Moreover, we identified the mechanism that claudin-6 activated Src 
and Blk, a intracellular signaling molecule by directly interaction and subsequently activated 
PI3K、Akt and mToR. Claudin-6-induced signaling cascade arrived in retinoid receptor, a nuclear 
receptor,  and regulate the expression of the epithelial differentiation-related molecules. 

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 幹細胞の運命は、種々の転写因子、成
長因子、小分子、細胞接着によって制御
される。申請者の研究室でも、核内受容
体スーパーファミリーに属する転写因
子であるレチノイド受容体及び
hepatocyte nuclear factor 4 (HNF4) が
幹細胞の上皮分化を誘導することを明
らかにしている (Chiba et al., J Cell Biol, 
1997; Chiba et al., Mol Cell Biol, 1997; 
Kubota et al., Exp Cell Res, 2001; Chiba et 
al., Exp Cell Res, 2003; Satohisa et al., Exp 
Cell Res, 2005; Chiba et al., J Cell Biol, 
2006; Chiba et al., Biochim Biophys Acta, 
2008; Ichikawa-Tomikawa et al., J Biomed 
Biotechnol, 2011)。しかし、幹細胞の上皮
分化誘導機構については、未だ不明な点
が多い。 
 上皮細胞では、タイト結合・アドへレ
ンス結合・デスモソームからなる細胞間
接着装置複合体が発達しており、高度の
細胞極性を有する組織構築がみられる。
したがって、幹細胞が上皮細胞に分化す
るためには、細胞間接着や細胞極性を獲
得する必要がある。一方、細胞間接着分
子が幹細胞の上皮分化に関わるかにつ
いては、殆ど分かっていない。 
 申請者は最近、胎生期上皮組織で最も
早期に発現するタイト結合分子クロー
ディン−６(Cldn6) に着目し、この単一分
子による細胞間接着シグナルがマウス
胚性幹細胞 (ES 細胞) 及び F9 幹細胞の
上皮分化を誘導することを発見した 
(Sugimoto and Tomikawa-Ichikawa et al., 
PLoS ONE, 2013。また、この新規上皮分
化誘導機構について、現在までに、1)ク
ローディンの対合に関わる第２細胞外
ドメインと、シグナル伝達を担う C末端
細胞内ドメイン、特に C 末前半にある
196番目と 200番目のチロシン残基が必
要不可欠である、2) 活性化型 Src-family 
kinases (SFKs)がクローディン−６と細胞
間接着領域において相互作用し、上皮分
化を誘導する、3) クローディン−６の上
皮分化誘導シグナルは、HNF4やレチノ
イド受容体といった核内受容体とクロ
ストークする、ことを明らかにしている
(Tomikawa-Ichikawa et al., in preparation;)。 
しかし、クローディン−６と相互作用す
る SFK 分子の同定など、この新規上皮
分化誘導機構の詳細は不明である。また、
他のクローディン分子の上皮分化誘導
能の有無や、クローディンによる細胞間
接着シグナルがマウス胚や成体幹細胞
の上皮分化過程においても機能してい
るかについては、未解決のままである。 

２．研究の目的 
  本研究では、上皮分化を誘導するクロー 
 ディンシグナルの全貌を解明し、幹細胞の 
 新規上皮分化誘導機構を提唱することを 
 目的とする。具体的には、クローディン− 
 ６と相互作用し、上皮分化に機能する SFK 
 分子の同定、その下流シグナル分子を明ら 
 かにする。更には、他クローディン分子の 
 関与やクローディン−６が成体幹細胞にお 
 いても上皮分化を誘導するかを検討する。 
 
３．研究の方法 
 恒常的またはコンディショナルにクロ
ーディン −６を発現する F9 幹細胞 
(F9:Cldn6及び F9 L32T2:Cldn6)を用いて、
クローディン−６による上皮分化誘導過
程における各 SFK分子の発現発現が認め
られた SFK分子に対する抗体を用いて免
疫沈降法を行い、抗活性化型 SFK抗体を
用いたウェスタンブロットによって、上
皮分化過程で活性化している SFK分子を
同定する。 同定された分子について、
shRNA ノックダウンやドミナントネガテ
ィブ体の発現導入により、クローディン−
６による上皮分化誘導への関与を明らか
にする。更に、上皮分化誘導に関わる SFK
分子とクローディン−６について、免疫沈
降法やリコンビナントタンパク質の作製
により、相互作用を検討する。 
 次に、細胞間接着シグナルによって活性
化されるシグナル分子としては、
PI3K-Akt、Rac、aPKC、JNK、JAKなどが
報告されている。そこで、これら分子の
特異的活性化阻害剤が F9:Cldn6細胞にお
ける SFKのリン酸化に及ぼす影響をスク
リーニングし、SFK の活性化に関わる分
子を同定する。 
 また、クローディンを F9 幹細胞に発
現させ、上皮分化が誘導されるかを検討
し、上皮分化誘導機能が認められたクロ
ーディンについて、クローディン−６と
同じメカニズムで上皮分化を誘導して
いるか解析する。 
 最後に、マウス腸管上皮の器官培養を
用いて、腸組織において発現が認められ
たクローディン分子の強制発現や
siRNAノックダウンを行い、腸管幹細胞
から腸上皮細胞への分化亢進または減
弱を検討する。更に、幹細胞マーカーと
上皮マーカー分子の免疫染色を行い、上
皮分化の効率と精度などを明確にする。 
 
４．研究成果 
 まず、恒常的またはコンディショナル
にクローディン−６を発現する F9幹細胞 
(F9:Cldn6及び F9 L32T2:Cldn6)を用いて、
クローディン−６と相互作用して上皮分
化を誘導する SFK 分子の同定を行った。
その結果、Src、Blk、HcK、Fgrがクロー



ディン−６発現とともに、活性化している
ことが分かった。また、HEK293 細胞に
クローディン−６と各 SFK 分子の遺伝子
を導入し、免疫沈降を行ったところ、Src
と Blk がクローディン−６と相互作用す
ることが分かった。更に、GDT 融合 Src
と Blk、FLAG tag融合クローディン−６C
末端ドメインのリコンビナントタンパク
を作製し、GST pull down法と ELISA法
により検討した結果、Srcと Blkはクロー
ディン−６C 末端ドメインと直接的に結
合することが明らかとなった。そこで、
CRISPR/Cas9 を用いて Src と Blk をノッ
クアウトしたF9:Cldn6細胞株を樹立した
ところ、それぞれのノックアウト細胞株
では、クローディン−６による上皮分化誘
導が顕著に減少した。 
 次に、SFK分子の下流シグナル分子の
同定を行った。様々な阻害剤を用いた検
討から、PI3K、Akt、mToR が SFK の下
流シグナル分子としてクローディン−６
の上皮分化誘導に機能していることが分
かった。また、核内受容体であるレチノ
イド受容体とエストロゲン受容体につい
て検討した結果、クローディン−６の上皮
分化誘導シグナルは核内受容体であるレ
チノイド受容体とクロストークすること
が示唆された。これらの結果から、クロ
ーディン−６は Src、Blk と直接的に結合
し、PI3K、Akt、mToRを介して、レチノ
イド受容体とクロストークし、上皮分化
を制御していることが明らかとなった。 
 最後に、他クローディン分子（くろー
で１〜８）を F9 幹細胞に発現させ、上
皮分化が誘導されるかを検討した。結果
として、クローディン−６と同程度に上
皮分化誘導するクローディン分子は認
められなかった。 
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