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略語表 

 

CLDN, Claudin 

DEG, Differentially Expressed Genes 

FDR, False Discovery Rate  

GSEA, Gene Set Enrichment Analysis 

OS, Overall Survival  

POLR２A, RNA polymerase Ⅱ subunit A  

qPCR, quantitative PCR 

TCGA, The Cancer Genome Atlas  

TSVdb, TCGA Splicing Variants Data Base 
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要旨 

 

   Claudin (CLDN)ファミリーは tight junction の主要な構成タンパクであ

る。正常な肺胞上皮では CLDN-18.1 が発現しているが、一部の肺癌細胞で本来

は胃粘膜上皮に発現する CLDN-18.2 が異所性に発現していることが知られてい

る。本研究ではヒト肺腺癌における CLDN-18.2 の異所性発現の臨床的、分子生

物学的な意義を検討した。当院で手術を行なった肺腺癌症例の 6 %で CLDN-

18.2 の発現を認めた。in vitro の検証により、一部の細胞では CLDN-18.2 の発

現によって足場非依存性の増殖能や遊走能において優位性を獲得することが示

唆された。 
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序文 

 

1. 肺癌診療の現状 

   肺癌は臓器別の癌死の原因として世界的に最も頻度が高い[1]。毎年約

200 万人が新規に発症し、約 160 万人が死亡しているとされている[2-5]。病理組

織別には腺癌が最も多く、約 4 割前後を占めている[2]。EGFR、ALK、ROS1、

BRAF、MET の変異を標的とした分子標的治療薬や免疫チェックポイント阻害

薬の登場により患者の予後は改善傾向ではあるものの、1993 年から 2011 年まで

に診断された患者を対象とした日本国内の調査では、5 年相対生存率は 34.9 % 

(男性 29.5 %、女性 46.8 %)に留まっており[6]、肺癌の病態解明、新規の治療標

的の探索が引き続き求められている。 

 

2. クローディンファミリー 

 クローディン (Claudin; CLDN) は tight junction を構成する 4回膜貫通型

の膜タンパクである。1998 年に日本から世界で初めての報告が発表されて以来

[7]、これまでに 27 種類が報告され、このうち 23 種類についてヒトの正常臓器

での発現が確認されている。CLDN は上皮や内皮細胞に発現して傍細胞間隙の

バリア機能や分子輸送の調整機能を果たし、細胞の極性の維持に関与している
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[8-13]。表 1 に示す通り、CLDN の発現は臓器ごとに特異なパターンを有してい

る[14-16]。 

    

 

 

 

表 1. 正常組織における CLDN の発現パターン 

CLDN Tissue Specificity CLDN Tissue Specificity 

CLDN-1 Liver, Skin CLDN-15 Intestine 

CLDN-2 Brain, Gallbladder Kidney, Liver, 

Seminal vesicle 

CLDN-16 Kidney 

CLDN-3 Intestine, Thyroid gland, Lung CLDN-17 Esophagus, Salivary gland, Tongue, 

Vagina 

CLDN-4 Thyroid gland, Lung, Kidney CLDN-18 Lung, Stomach 

CLDN-5 Adipose tissue CLDN-19 Brain, Kidney, Placenta, Retina 

CLDN-6 Placenta, Testis CLDN-20 Low tissue specificity 

CLDN-7 Intestine, Lung CLDN-21 - 

CLDN-8 Breast, Kidney CLDN-22 Salivary gland 

CLDN-9 Brain, Pancreas, Pituitary gland, 

Placenta 

CLDN-23 Salivary gland 

CLDN-10 Kidney, Lymphoid tissue, 

Pancreas, Salivary gland 

CLDN-24 Kidney, Salivary gland 

CLDN-11 Brain, Ovary, Testis CLDN-25 Pituitary gland, Skin 

CLDN-12 Low tissue specificity CLDN-26 - 

CLDN-13 - CLDN-27 - 

CLDN-14 Kidney, Liver   

[14-16]を参考に作成した。 
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3. CLDN とヒトの疾患 

 CLDN はヒトのさまざまな疾患との関係が指摘されている[17]。例えば

C 型肝炎ウイルス (HCV) は肝細胞に侵入する際に CLDN-1 を co-receptor とし

て利用していることが分かっている [18]。この機序を標的として、CLDN-1 に対

するモノクローナル抗体によってHCVの肝細胞への侵入を阻止する研究も行わ

れている [19]。他にも、炎症性腸疾患と CLDN-1、-2、-18 の発現低下との関連

[11]、急性呼吸窮迫症候群と CLDN-18 の発現低下との関係などについても報告

されている[20]。 

 

4. CLDN と悪性腫瘍 

 さまざまなヒトの悪性腫瘍で CLDN の発現パターンが正常組織とは異

なっていることが知られている[21]。表 2 にこれまでに報告されている悪性腫瘍

と CLDN の発現パターンとの関係の一部を示す。 

 CLDN の発現パターンの変化が悪性腫瘍の形成、進展に果たす役割は多

様であり、かつ難解である。たとえば CLDN-1 はメラノーマや甲状腺濾胞癌、卵

巣癌では腫瘍促進的に機能することが知られている[22-24]。一方で、前立腺癌、

肺腺癌では腫瘍抑制的に機能することが報告されている[25-27]。さらには、同じ

乳癌であっても、エストロゲン受容体陽性の腫瘍では CLDN-1 が tumor 
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suppressive に、陰性の腫瘍であれば tumor promotive に機能していることが知ら

れており[28]、さまざまな要因により同じタンパクであっても全く逆の機能を果

たすことがある。 

 

 

 

 

表 2. 癌における CLDN 発現の変化 

 Expression 

Upregulated Downregulated 

CLDN-1 Brest (triple negative) 

Thyroid 

Pancreatic 

Brest (HER2 enriched) 

Hepatocellular 

Lung 

CLDN-3 Ovarian 

Prostate 

Pancreatic 

Glioblastoma 

CLDN-4 Ovarian 

Prostate 

Pancreatic 

 

CLDN-7 Gastric, Liver Thyroid, Breast, Prostate 

CLDN-18.1  Lung 

CLDN-18.2 Gastric  

[29-44]を参考に作成した。 
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5. CLDN-18 

 CLDN-18 は 3番染色体の長腕にコードされている 261 のアミノ酸から

成る CLDN ファミリーの膜タンパクである[45] (図 1)。CLDN-18 には 2 つの

splice variant が知られており、正常組織での発現パターンが異なる。このうち

CLDN-18.1 は正常な肺胞上皮細胞で発現している[46, 47]。もう一つの variant

である CLDN-18.2 は胃粘膜上皮に発現している[48]。両者は Exon-1 が異な

り、Exon-2 から Exon-5 までの配列は同一である。タンパクの構造としては N

末端から Extra cellular loop 1 の大部分までが異なり、Trans membrane 2以降の構

造が同一である。 

肺癌では正常な肺胞上皮に発現している CLDN-18.1 の発現が低下する

ことが知られている[49-53]。CLDN-18 をノックアウトしたマウスで肺腺癌が形

成されやすいとの報告があり[29, 54]、 CLDN-18.1 は肺胞上皮細胞の増殖、癌

化の抑制に関与していると考えられている[55, 56]。また、肺癌、膵癌、卵巣癌

の一部で、正常組織では発現していない CLDN-18.2 が異所性に発現しているこ

とが知られている[57-60]。病理組織の免疫染色で肺腺癌の 3.7 %で CLDN-18.2

が陽性であったとの報告もある[57]。CLDN-18.2 の異所性発現が肺腺癌に及ぼ

す影響については未解明である。 
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（A） (B) 

   

[45]を参考に作成した。 

 

6. CLDN-18 が腫瘍の形成、進展を抑制する機序 

 CLDN の異常が腫瘍の形成、進展に寄与する経路の一つは、tight 

junction の機能不全により本来細胞間間隙を通過しない物質の侵入を許し、結

果的に炎症が惹起されることによると考えられている[15, 61-64]。その一方

で、CLDN のノックアウトマウスで炎症所見を伴わない細胞増殖が起きること

が知られており、炎症惹起以外の経路による細胞の増殖促進も起きている可能

性が示唆されている[65, 66]。 

 CLDN の異常によるバリア機能不全、傍細胞間隙の物質輸送不全以外の

腫瘍形成経路として注目されているのが YAP/TAZシグナル伝達経路を介した経

路である。CLDN-18 は YAP や YAP suppressor large tumor suppressor kinase 1/2 

(LATS1/2)と結合して、YAP/TAZ を細胞膜直下に留めると共に YAP の働きを抑

制している[29]。CLDN-18 の発現が低下すると、結合が解除された YAP/TAZ は

核内に移行し、細胞増殖を促進する。もう一つの重要な経路は IGF-R1 を介した

図 1.  (A) CLDN-18 の Splice variant        (B) タンパク構造の模式図。 
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経路である。CLDN-18 は IGF-R1 を抑制する働きがあり、IGF-R1 を介した AKT

の活性化を抑制している。CLDN-18 の消失は IGF-R1 と PDK1 の活性化を起こ

し、PI3K/AKT経路を活性化するとともに、YAP の活性を引き起こして YAP に

よる PTEN の抑制が解除されることから、PI3K/AKT経路のさらなる活性化を引

き起こすことになる。図 2 に上記の経路を示す[67]。 

 また、胃癌においては CLDN-18_ARHGAP融合遺伝子の存在が指摘され

ており[68-71]、融合遺伝子の形成という経路も CLDN が悪性腫瘍の形成、進展

に関与する経路の一つとして注目を集めている。 

 

 

 

 図 2.  CLDN-18 と細胞内のシグナル伝達経路 
[33]を参考に作成した。 
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7. 治療標的としての CLDN-18 

 CLDNに対する特異抗体を用いた癌治療の研究がさまざまな癌腫を対象

に行われている[72-76]。大腸癌のモデルマウスを使って CLDN-4 に対するモノ

クローナル抗体である 4D3 を用いた研究では良好な腫瘍縮小効果を報告してい

る[77]。胃癌の研究では CLDN-18 に対するモノクローナル抗体 (Zolbetuximab 

(IMAB362))による治療が臨床試験段階にある [68, 69, 78]。現時点では肺癌の治

療において CLDN を標的とした治療薬は開発されていない。表 3 にこれまでに

報告されている CLDN を標的としたモノクローナル抗体の一部を示す。 

 

表 3.  CLDN に対するモノクローナル抗体 

Target Monoclonal 
Antibody 

Study Type Cancer 

CLDN-4 KM3900 in vivo Pancreatic, Ovarian 
CLDN-3, -4 KM3907 in vivo Pancreatic, Ovarian 
CLDN-3, -4 5A5 in vivo Pancreatic, Ovarian 
CLDN-18.2 IMAB362 Clinical Trial Gastric 
CLDN-6 IMAB027 Clinical Trial Ovarian 

[79-83]を参考に作成した。 

 

 

 

 



 14 

8. 本研究の目的と概要 

 上記の背景を踏まえ、本研究ではヒト肺腺癌における CLDN-18.2 の異所

性発現の臨床的、分子生物学的な意義を検討することを目的とした。まず、肺腺

癌において CLDN-18.2 が異所性に発現している頻度を The Cancer Genome Atlas 

(TCGA)データベースや臨床検体を用いて検討した。また、CLDN-18.2 が異所性

に発現している症例の臨床的特徴を調べた。次に、CLDN-18.2 を強制発現させ

た細胞株を作成し、CLDN-18.2 が腫瘍促進的に作用するのか、腫瘍抑制的に機

能するのかを検討した。最後に、大規模データベースを利用して CLDN-18.2 を

異所性に発現しているヒト肺腺癌の遺伝子発現プロファイルを CLDN-18.2 低

発現なヒト肺腺癌のプロファイルと比較し、その特徴を検討した。 
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方法 

 

1. CLDN-18.2 の発現頻度と Overall Survival (OS)への影響についての解析 

1-1. TCGAデータベースを用いた発現頻度の解析 

TCGA の公開データベースを用いて肺腺癌における CLDN-18.2 の発現頻

度、Overall Survival (OS)との関連を解析した。TCGA に登録されている肺腺

癌、515 症例の RNA sequence (RNA-seq)のデータを用いた。CLDN-18.2 の

isoformごとのリード数は TCGA Splicing Variants Data base (TSVdb) [84]を用いて

取得した。 

 

1-2. 臨床検体を用いた解析 

1-2-1. 肺癌組織検体の採取と保管 

2007 年 3 月から 2013 年 12 月までに東京大学医学部附属病院呼吸器外科で

手術を行い、病理学的に腺癌と診断された 100症例の切除検体を解析に用いた。

研究計画は東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員会に「ヒトゲノム・遺

伝子解析研究倫理申請」を申請し (受付番号 : 1069)、承認を受けており、全

ての対象患者から術前にインフォームドコンセントを書面にて取得した。RNA

抽出は外科的切除検体の一部を切り分け、RNA later (Thermo Fisher Scientific, 
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Massachusetts, USA) で処理して 4 ℃で一晩保管し、RNA抽出までは-20 ℃で保

存した。 

 

1-2-2. 肺癌組織検体からの RNA抽出 

細切した肺癌組織検体を RNAiso Plus (Takara Bio, Kyoto, Japan) 1 mL と共に

セラミックビーズ入りチューブ (CK Mix kit Tube, Bertin Technologies, France)に

入れ、細胞破砕装置 Precellys 24 (Bertin)で破砕した。破砕後の細胞懸濁液を遠心

して上清を回収した。回収した上清にクロロホルム  (FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation) 200 µL を加えて懸濁、遠心したのち水相を回収し、イソプ

ロパノール (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation) 500 µL を加え、沈殿した

Pellet を 80 %エタノール (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)で洗浄し回

収した。回収した RNA は DEPC処理水で溶解し、Nano Drop 2000c (Thermo Fisher 

Scientific)で濃度を確認し、-80 ℃で保管した。 

 

1-2-3. cDNA合成、qPCR による CLDN-18 の発現定量 

CLDN-18.1 および-18.2 の発現量を quantitative PCR 法 (qPCR 法)によって定

量した。臨床検体から抽出した total RNA 1 µg を DNase (Thermo Fisher 

Scientific)で室温 15 分間処理したのち 25 mM EDTA 1 µL を加え、65 ℃ 15 分
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間の heat activation を行なった。続いて Random Hexamer (Thermo Fisher 

Scientific)、dNTP (10mM each, Thermo Fisher Scientific)を加えて 65 ℃で 5 分間

加温し、氷上で 1 分間 incubate した。上記産物に SuperScriptⅢ Reverse 

Transcriptase (Thermo Fisher Scientific)を加えて cDNA合成を行なった。合成した

cDNA は標的配列の Forward、Reverse Primer と共に THUNDERBIRD SYBR 

qPCR Mix (Toyobo, Osaka, Japan)を用いて 7500 Fast Real-Time PCR System 

(Applied Bio Systems, California, USA)で qPCR を行なった。各 Primer は Primer 

BLAST (NCBI-NIH, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)を用いて作成

し、正常肺組織 (First Choice Human Total RNA Survey Panel, Thermo Fisher 

Scientific)ないし正常胃組織 (Human Stomach Total RNA, Thermo Fisher Scientific)

の total RNA を用いて増幅効率を算出し、最も増幅効率の良い Primer set を採用

した。内在性コントロールとしては RNA polymerase Ⅱ subunit A (POLR2A)を

用いた。得られたサンプルの Ct値と内在性コントロールの Ct 値の差をとって

ΔCt値として相対定量法により発現量を比較した。使用したプライマーの配列

を表 4 に示す。 
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表 4. qPCR で使用したプライマー配列情報 

 Sequence (5’ – 3’) 

CLDN-18.1 Forward CCAAGTGGTGGCGTTCC 

CLDN-18.1 Reverse GCCTACGATCATCAGGGCTC 

CLDN-18.2 Forward TTGGGGTTCGTGGTTTCACT 

CLDN-18.2 Reverse GCCTACGATCATCAGGGCTC 

POLR2A Forward GAAGGCCAAGCAGGACGTAA 

POLR2A Reverse GCAGAGGAGCCAGTCTTGTC 
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2. 細胞株を用いた CLDN-18.2 の機能解析 

2-1. 細胞株 

NIH-3T3、A549、H1975、HCC827 は American Type Culture Collection 

(Manassas, USA)から、Lenti-X 293T 細胞は Takara Bio USA, Inc (California, USA)

から得た。NIH-3T3、Lenti-X 293T は培地として DMEM + 10% FBS (Biowest, 

Missouri, USA) + Antibiotic-Antimycotic Mix (NACALAI TESQUE, INC. Kyoto, 

Japan)を用いた。A549、H1975、HCC827 は RPMI 1640 (FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation, Osaka, Japan) + 10%FBS (Biowest) + Antibiotic-Antimycotic 

Mix (NACALAI TESQUE, INC.)を用いた。いずれの細胞も 37℃、5% CO2の培養

器で培養を行なった。 
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2-2. ヒト CLDN-18.2 のクローニング 

 CLDN-18.2 の cDNA 配列から成るプラスミドベクター、pcDNA3.1+/C-

(K)DYK (OHu03374)を GenScript Biotech Corporation社 (New Jersey, USA)から得

た。 これを鋳型として、制限酵素 EcoRI の認識配列を付加した CLDN-18.2 の

Forward primer (ATATGAATTCATGGCCGTGACTGCCTG)、NotI の認識配列を付

加した Reverse primer (ATATGCGGCCGCTTACACATAGTCGGTG) を用いて

EcoRI-CLDN18.2-NotI配列を PCR 増幅した。PCR産物は 1% Agarose Gel で電気

泳動した上で当該 PCR産物のバンドを切り出し、Wizard SV Gel and PCR Clean-

Up System (Promega, Wisconsin, USA)を用いて精製した。 

 上記PCR産物とレンチウイルスベクター (CSⅡ-CMV-MCS-IRESS2-Bsd, 

Riken BRC, Ibaraki, Japan)を制限酵素 EcoRI と NotI で切断し、1:3 のモル比で T4 

ligase (New England Biolabs, Massachusetts, USA)を用いて ligation し、CSⅡ-CMV-

CLDN18.2-Bsdベクターを得た。ベクターの構造模式図を図 3 に示す。 



 21 

 

図 3.  CSⅡ-CMV-CLDN-18.2-Bsd 構造 
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2-3. レンチウイルス 感染 

   pCMV-VSV-G-RSV-Rev および pCAG-HIVgp (Riken BRC)をパッケージン

グプラスミドとし、作成したレンチウイルスベクターを用いて Lenti-X 293T 細

胞にリポフェクションを行なった。リポフェクションには HilyMax (Dojindo, 

Tokyo, Japan)を使用し、48時間後に培養上清をフィルター (Millex-HV 0.45 µm, 

Merck Millipore Ltd, New jersey, USA)を通過させて回収した。回収したウイルス

液を NIH-3T3、A549、H1975、HCC827 細胞に Polybrene (NACALAI TESQUE, 

INC.)と共に感染させた。感染の 48時間後から Blastcidin (FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation) による薬剤選択を行なった。また、薬剤選択後に細胞の

RNA を RNAiso (Takara Bio, Kyoto, Japan)を用いて抽出したのち、前述と同様の

手順で cDNA を作成し、リアルタイム PCR で CLDN-18.2 の発現を確認した。 
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2-4. Focus Formation Assay 

   CLDN-18.2強制発現細胞および empty vector を遺伝子導入したコントロ

ールの細胞を 6-well culture plate に 2 x 105 / well で播種し、37 ℃・5 % CO2の培

養器内で培養した。21 日経過後に Giemsa染色液 (FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation)で染色して撮像した。撮像した画像を Image J[85]に取り込

み、well全体の面積に占める Focus の面積を算出した。 

 

2-5. Cell Proliferation Assay 

 CLDN-18.2 を強制発現させた細胞株、および empty vector を遺伝子導入

したコントロールの細胞株をあらかじめ 10 cm dish 内で 80 % confluent程度にな

るように培養した。Day1 に各細胞を 6-well plate に 2 x 105 / well で播種した。

Day2 – day7 にそれぞれ triplicate で細胞数をカウントした。細胞数のカウントは、

Trypsin (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)で細胞を処理したのち、Trypan 

blue (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)で染色し、TC10 Automated Cell 

Counter Version 1.129 (BIO-RAD, California, USA)を用いて自動測定した。測定値

は “Alive count”のみを採用した。なお、day6、day7 測定用の細胞については、

day5 に培地交換を行なった。 
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2-6. Soft Agar Colony Formation Assay 

Bacto Agar (Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA)を超純水で

溶解し、各細胞の培地で希釈した。終濃度を 0.75% Agar とした Bottom Mix を

6-well plate に 2.5 ml / well で添加し、室温で Agar が凝固するまで放置した。各

細胞株はTrypsin処理をしたのち、遠心してpellet downし、培地を用いてpipetting

を反復しながら再懸濁し、Cell Strainer 40 µm (CORNING, New York, USA)を通

過させて個細胞化させ、2 x 105 / ml に調整した。これを 0.36%Agar に混和して

Top Mix を作成した。凝固した Bottom Mix の上に Top Mix を 1.5 mlずつ添加 

(終細胞数 4.5 x 104 /well)した。Day1- day15 まで隔日でコロニーの数を計測し

た。計測は BZ-X710 (KEYENCE, Osaka, Japan)の 4倍対物レンズを用いて 1well

あたりランダムに 10 枚の画像を撮影し、長径が 100 µm を超えるコロニー数

を計測して合計した。これを triplicate して平均値を求めた。 

 

2-7. Adhesion Assay 

 あらかじめ 10 cm dish 内で 80% confluent程度に培養しておいた細胞を

trypsin処理して細胞を計数し、1 x 106 / well で 6 well Dish に播種した。37 ℃の

培養器内で 1時間培養したのち、PBS で 3回洗浄し、残った細胞を trypsin処理
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後に trypan blue で染色して TC10 Automated Cell Counter Version 1.129 (BIO-RAD, 

California, USA)で計数した。 

 

2-8. Migration Assay 

 各細胞はあらかじめ 10 cm dish 内で 80% confluent 程度になるように培

養した。24-well plate に Culture Insert 2well (ibidi GmbH, Gräfelfing, Germany)を静

置し、5 x 105 / ml に調整した細胞懸濁液を 70 µL / well で播種した。37℃、5% 

CO2の培養器内で 24時間培養したのち、Culture Insert をピンセットで取り除き、

各細胞の培地で洗浄して剥離細胞を除去した。BZ-X710 (KEYENCE)で gap を撮

像したのち、培養器内で一定時間培養した。培養時間は予備実験の結果から NIH-

3T3 は 24時間、A549 は 9時間、H1975 と HCC827 は 12時間とした。一定時間

経過後に再度撮影を行い、gap の大きさの変化を Image J を用いて計測した。 

 

2-9. 免疫染色 

2-9-1.  CLDN-18.2 免疫染色 

CLDN-18.2 を強制発現させた NIH-3T3 細胞株を Slide & Chamber 8 well 

(WATSON, Tokyo, Japan)に 5 x 105 / well で播種し、24時間 培養した。上清を吸

引したのち、methanol を 500 µL / well で添加し、-20℃で 15 分間 培養した。
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Methanol を吸引したのち、PBS で 3回 洗浄し、2% BSA in PBS を blocking buffer

とし、4 ℃で 30 分間の blocking を行なった。Blocking 後に PBS で ３回 洗浄

したのち、CLDN-18.2抗体溶液 (CLDN18 (43-14A) Assay; VENTANA, Roche, Basel, 

Switzerland)を 150 µL / well添加し、室温で 1時間 培養した。次に、蛍光標識二

次抗体 (Anti-mouse IgG #8890, Cell Signaling Technology, Massachusetts, USA)を

PBS で 1 : 400 に希釈し、150 µL / well で添加し、遮光環境下で 1時間 培養し

た。PBS で 3 回 洗浄した後に DAPI (Mounting Medium with DAPI, VECTOR 

Laboratories, California, USA)と共に封入して顕微鏡で観察した。 

 

2-9-2. アクチン染色 

細胞を Slide & Chamber 8well (WATSON, Tokyo, Japan)に 5 x 105 / well で

播種し、24時間 培養した。4% paraformaldehyde (NACALAI TESQUE, INC.)で固

定し、0.1 % Triton X-100 in PBS で膜透過処理を行なった。Phalloidin (Phalloidin-

iFluour 488 Conjugate, Cayman Chemical, Michigan, USA) 150 µL / well で染色した

後、PBS で 3回 洗浄し、DAPI と共に封入して顕微鏡で観察した。 
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3.  The Cancer Genome Atlas database を用いた in silico 解析 

3-1.   CLDN-18.2 の異所性発現の機序に関する解析 

 肺腺癌において CLDN-18.2 が異所性に発現する機序を検討した。TCGA

に登録されている肺腺癌症例について、DNA のメチル化に関するデータを

TCGAデータベースから取得し、CLDN-18.1 および-18.2 のプロモーター領域の

メチル化の状態を比較した。 

 

3-2.  CLDN-18.2 高発現症例の同定 

 CLDN-18 の isoform ごとの発現量は TSVdb [84]を利用して RNA-Seq デ

ータを元に解析した。上記で同定したCLDN-18.2高発現症例の症例番号をTCGA 

データベースで検索し、高発現症例 30 例、CLDN-18.1、-18.2 のいずれのリード

数もゼロの症例 30 例について RNA-Seq の全リードデータを TCGAデータベー

スから得た。得られた RNA-Seqデータは Bioconductor のパッケージである TCC 

[86-88]を用いて多次元尺度構成法 (Multi-Dimensional Scaling; MDS)および主成

分分析 (Principal Component Analysis; PCA)による解析を行い、CLDN-18.2 の機

能を反映すると思われる 2 群に分かれるように症例の取捨選択を行なった。最

終的にクラスター解析で CLDN-18.2 の高低で 2 群に分けることのできた各 18
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症例を解析対象とした。Differentially Expressed Genes (DEG) 解析の際には False 

Discovery Rate (FDR)を 5%とした。 

 

3-3. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 

 GSEA には GSEA version 4.1.0 [89]を用いた。上記の解析によって得られ

た DEG の遺伝子群を query として、Gene set と chip set にはそれぞれ c5.go. (bp 

or cc or mf) .v7.2.symbols.gmt、Human_ENSEMBL_Gene_ID_MSigDB.v7.2.chip を

用いた。 

 

3-4. Pathway Analysis 

 Pathway Analysis には Bioconductor のパッケージである Pathview を使用

した。具体的には、Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes (KEGG)が公表して

いるパスウェイマップをダウンロードし、上記の解析により得られた DEG を

query として該当遺伝子をマッピングした。マッピングした遺伝子は M value の

値に応じて色分けをした。 
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4. 統計解析 

 統計解析はすべて Prism 8 version 8.4.3 (GraphPad Software, California, 

USA)を用いて行なった。臨床検体の OS の解析は Kaplan-Meier 法を用い、群間

の比較は Log rank test を用いた。連続変数の二群間比較は Mann-Whitney u test を

用いた。Cell Proliferation Assay、Soft Agar Focus Formation Assay では同一検体で

複数の時点のデータを取得したため、解析は two-way ANOVA を用いて行なっ

た。いずれの解析でも有意水準は 5%とした。細胞株を用いた実験は少なくとも

3回以上の独立した実験を行い、その結果は中央値と最小・最大値で示した。 
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結果 

 

1. CLDN-18.2 の発現頻度と OS への影響についての解析 

1-1. TCGAデータベースを利用した解析 

TCGA のデータベースを利用してヒト肺腺癌における CLDN-18.2 の異所

性発現の頻度と、CLDN-18.2 の発現有無が Overall Survival (OS)に与える影響を

検討した。TCGA のデータベースから得た腺癌症例の CLDN-18.2 の FPKM値

は図 4 の通りであった。CLDN-18.2 の異所性発現に関する既報[57]を参考に、

おおよそ同程度の頻度となるように FPKM値 100 をカットオフ値として 2群

に分けて解析したところ、CLDN-18.2 の発現頻度は 7.8 % (515 症例中の 40 症

例)であった。各群の患者背景を表 5 に、対象症例のドライバー変異の有無を表

6 に示す。患者背景は両群で差はなく、ドライバー変異については EGFR の変

異が CLDN-18.2低発現群で高い傾向にあったが、統計学的な有意差はなかった 

(Fisher’s exact test, P = 0.068)。また、CLDN-18.2 高発現群について、症例ごとの

ドライバー変異の詳細を図 5 に示す。Kaplan-Meier 法により OS を比較したと

ころ、両者に統計学的に有意な差は認めなかった (図 6)。 
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 CLDN-18.2 高発現 CLDN-18.2 低発現 

N = 40 % N = 475 % 

性別 (女性) 11 (27.5) 266 (56.0) 

人種 White 31 (77.5) 357 (75.2) 

 Black or African American 5 (12.5) 47 (9.9) 

 Asian 0 (0) 8 (1.7) 

 American Indian or Alaska Native 0 (0) 1 (0.2) 

 Undefined 4 (10.0) 62 (13.1) 

Stage Ⅰ 21 (52.5) 254 (53.5) 

Ⅱ 13 (32.5) 109 (22.9) 

Ⅲ / Ⅳ 5 (12.5) 105 (22.1) 

 Undefined 1 (2.5) 7 (1.5) 

表 5. TCGAデータベースから得た肺腺癌症例の患者背景 

図 4. TCGA に登録されている肺腺癌症例における CLDN-18.2 の FPKM値。 
FPKM 値の分布を参考に、100 をカットオフ値として高発現群と低発現群

の 2群に分けて以下の解析を行なった。 
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 CLDN-18.2 高発現群 (%) CLDN-18.2 低発現群 (%) 

EGFR 2 (5.0) 80 (16.8) 

ALK 3 (7.5) 33 (6.9) 

KRAS 14 (35) 152 (32.0) 

ROS1 1 (2.5) 32 (6.7) 

BRAF 2 (5) 45 (9.5) 

NTRK1 1 (2.5) 46 (9.7) 

RET 1 (2.5) 20 (4.2) 

MET 3 (7.5) 32 (6.7) 

ERBB2 3 (7.5) 17 (3.6) 

MAPK1 1 (2.5) 11 (2.3) 

表 6.  CLDN 18 発現高低別の Driver mutation の頻度 
   

図 5. CLDN-18.2 高発現症例の遺伝子変異詳細 
TCGA データベースにおいて CLDN-18.2 の発現が高い 40 症例について、 
ドライバー変異の有無を検索した。 
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図 6.  TCGA データベースを用いた CLDN-18.2 の発現有無による OS の比較 
TCGAデータベースの肺腺癌症例について、CLDN-18.2 の発現高低で 2群に

分けて Kaplan-Maier 法で OS を比較した。両者に統計学的に有意な差は見ら

れなかった。 
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1-2. 臨床検体を用いた解析 

1-2-1. 患者背景 

東京大学医学部附属病院で手術が行われ、病理学的に腺癌と確認された

100 症例について解析した。解析を行なった 100 症例の患者背景を表 7 に示す。

年齢の中央値は 70歳 (範囲は 34歳から 85歳)、50 人が女性、53 人が非喫煙者

であった。病期はⅠ期が最多で 80 人であり、Ⅱ期とⅢ/Ⅳ期はそれぞれ 8 人と 12

人であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 N = 100 
年齢 (median, years) 70 (34 - 85) 

性別 (女性) 50 
Never Smoker 53 
Stage Ⅰ 80 

Ⅱ 8 

Ⅲ / Ⅳ 12 

表 7. 腺癌 100 例の患者背景 



 35 

1-2-1. 臨床検体での CLDN-18.1, -18.2 の発現と OS 

臨床検体を用いて CLDN-18.1 および-18.2 の mRNA の発現量を調べた。

発現量の結果を図 7 - 8 に示す。図 7 に示す通り、CLDN 18.2 は 6 症例 (6 %)で

特に高発現であり、既報や TCGA データベースでの結果と同程度の頻度であっ

た。qPCR の結果を確認するため、CLDN-18.2 高発現と判定した 3 症例と低発現

と判定した 3 症例について病理組織の免疫染色を行い、タンパクレベルでの

CLDN-18.2 の発現を確認した。図 9 に示す通り、qPCR の結果と一致したタンパ

クの発現を認めた。CLDN-18.1、-18.2 の発現量と病期の関係を検討するために

病期毎に発現量を集計し、分散分析を行ったところ統計学的に有意な差は認め

なかった (CLDN 18.1; P = 0.78, CLDN 18.2; P = 0.25)。結果を図 10 に示す。また、

CLDN -18.2 の発現量が高かった 6 症例の臨床的特徴を表 8 に示す。 

CLDN-18.2 が高発現している 6 症例とその他の 94 症例に分けて Kaplan-

Meier 法により全生存期間を比較したところ、両者に統計学的に有意な差は認め

なかった。結果を図 11 に示す。 
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  図 7. 手術検体 100 症例を用いた CLDN-18.1 発現量解析 
   手術検体から抽出した RNA を用いて qPCR により CLDN-18.1 の発現量を

定量した。 
  

  図 8. 手術検体 100 症例を用いた CLDN-18.2 発現量解析 
  正常な肺組織では発現していない CLDN-18.2 が 6 症例で強く発現していた。 
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  図 9. 組織標本を用いた CLDN-18.2 の発現確認 
  qPCR で CLDN-18.2 の発現が高いと判定した 3 症例（上段）と発現が低いと判

定した 3 症例（下段）について、組織標本を用いた CLDN-18.2 の免疫組織染

色を行った。qPCR で CLDN-18.2 の発現を認めた 3 症例ではタンパクレベルで

も発現があることがわかった。また、qPCR で CLDN-18.2 の発現が低いと判定

した 3 症例ではタンパクレベルでも発現がないことが確認された。 



 38 

 

 

  

 表 8. CLDN-18.2 高発現症例の患者背景 

 CLDN-18.2 高発現 CLDN-18.2 低発現 

 N = 6 % N=94 % 

年齢 (median, years) 72 (66 - 78)  70 (34 - 85)  

性別 (女性) 1 (17) 49 (52) 

Never Smoker 2 (33) 51 (54) 

Stage Ⅰ 5 (83) 75 (79) 

Ⅱ 0 (0) 8 (9) 

Ⅲ / Ⅳ 1 (17) 11 (12) 

術後経過 無再発終診 2 (33) 31 (33) 

無再発通院中 1 (17) 20 (21) 

再発 1 (17) 19 (20) 

不明 2 (33) 14 (15) 

BSC, 死亡 0 (0) 26 (28) 

 

図 10.  肺癌の Stageごとの CLDN-18.1 および-18.2 の発現量 
  分散分析を行なった結果、Stage による CLDN-18.1、-18.2 の発現量に統計学的な

差は認めなかった。 
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図 11.  全生存期間の比較 
  CLDN-18.2 の-ΔCt 値の大きい 6 症例とその他の 94 症例とで全生存期間につい

て Kaplan-Meier 法で比較した。統計学的に有意な差は認めなかった。 
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2. 細胞株を用いた CLDN 18.2 の機能解析 

2-1. CLDN-18.2強制発現細胞株の作成 

 NIH-3T3、A549、H1975、HCC827 にレンチウイルスベクターを用いて

CLDN-18.2 を強制発現させた細胞株から total RNA を回収し、qPCR によって

CLDN-18.2 の mRNA 発現量を定量し、control と比較した。いずれの細胞株にお

いても強制発現株で CLDN-18.2 の発現量が増加していることを確認した (すべ

て P < 0.001)。qPCR での発現解析の結果を図 12 に示す。 

   また、作成した細胞株を CLDN-18.2特異的な抗体を用いて免疫染色を

行ったところ、図 13 に示す通り CLDN-18.2強制発現株のみが染色され、タン

パクとして発現していることが確認された。 
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図 12.  CLDN-18.2強制発現株での発現量 
  CLDN-18.2 強制発現細胞とコントロール細胞から回収した RNA を用いて

qPCR により CLDN-18.2 の発現量を解析した。解析は Mann-Whitney u-test で
行なった。P < 0.001 を***で表示している。 

図 13.  CLDN-18.2 免疫染色 
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2-2. Focus Formation Assay 

   CLDN-18.2 による形質転換能を検討するため、NIH-3T3 の CLDN-18.2

強制発現株と empty vector 導入株を用いて、Focus Formation Assay を行なっ

た。結果を図 14 に示す。21 日後に染色をして Focus を計測したところ、

CLDN-18.2強制発現株とコントロール細胞とで、well の面積に占める focus の

面積の割合に有意な差は認めなかった。 
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図 14.  Focus Formation Assay 
 (A) NIH-3T3 を用いた Focus Formation Assay で 21 日経過後に Giemsa染色をし

た画像。異なるレンチウイルス のバッチを用いて N = 5 で実験を行なった。

(B) 画像を ImageJ で解析し well に占める Focus の割合を算出し、比較した結

果。いずれの細胞株でも CLDN-18.2強制発現細胞とコントロールとの間に統計

学的に有意な差は認めなかった。 

(A) (B) 
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2-3. Cell Proliferation Assay 

   CLDN-18.2 の細胞増殖に与える影響について検討した。CLDN-18.2強制

発現細胞と empty vector をトランスフェクションしたコントロールの細胞を用

いて、細胞数の測定を行なった。いずれの細胞株においても、CLDN-18.2強制発

現細胞とコントロールの細胞との間で、細胞数に有意な差は認めなかった。結果

を図 15 に示す。
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図 15. Cell Proliferation Assay 
 いずれの細胞株でも CLDN-18.2強制発現株とコントロールとの間に統計学的

に有意な差は認めなかった。 
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2-3. Soft Agar Colony Formation Assay 

   足場非依存性の細胞増殖能を検討するため、個細胞化した細胞が低濃

度 agar を含んだ培地の中でコロニーを形成するかどうかを検証した。NIH-3T3

を用いた検討では CLDN-18.2強制発現株ではコントロールに比べて統計学的に

有意にコロニーの数が多かった (P < 0.001)。一方で、A549、HCC827 を用いて

同様の検討を行なったところ、強制発現株とコントロールとの間に統計学的に

有意な差は認めなかった。結果を図 16 に示す。 
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図 16.  Soft Agar Colony Formation Assay 
(A) 上段は day 0 の顕微鏡像。左下に拡大図を示す。CLDN-18.2強制発現株、

コントロールともに細胞が個細胞化している。下段は day 14 の顕微鏡

像。左下の拡大図に示す通り、細胞がコロニーを形成している。100 µm
を超える大きさのコロニーを計測対象とした。 

(B) 細胞株ごとに経時的なコロニー数の変化をプロットした。NIH-3T3 では

CLDN-18.2 とコントロールとの間に有意にコロニー数の差を認めた (P < 
0.001)。 

      NIH-3T3-CLDN18.2       NIH-3T3-empty 

       Day 0 

       Day 14 

 (A) 

 (B) 
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2-4. Adhesion Assay 

 Adhesion Assay を行い、CLDN-18.2 が細胞接着能に及ぼす影響を検討し

た。いずれの細胞株においても CLDN-18.2 強制発現株とコントロールとで統計

学的に有意な差は認めなかった。結果を図 17 に示す。 
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図 17. Adhesion Assay 
 細胞を播種した 1 時間後に培養プレートに接着した細胞数をカウントした。

いずれの細胞株を用いた実験においても CLDN-18.2 の強制発現細胞とコント

ロールとの間に統計学的に有意な差は認めなかった。 
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2-5. Migration Assay 

   CLDN-18.2 が細胞の遊走能に与える影響を検討した。NIH-3T3 では

CLDN-18.2強制発現株の方が細胞の移動速度、一定時間経過後の間隙の被覆率

が有意に高かった (移動速度 P = 0.032、被覆率 P = 0.016)。肺癌細胞株の

A549、H1975、HCC827 では強制発現株とコントロールとの間に有意な差は認

めなかった。結果を図 18 に示す。 
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図 18. Migration Assay 
(A) Migration Assay の顕微鏡画像。上段は culture insert を除去した直後。下段

は 24時間 incubate 後。(B) NIH-3T3 を用いた実験の結果。N = 5。(C) A549、
H1975、HCC827 を用いた実験の結果。いずれも N = 3。 
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2-6. アクチン免疫染色 

   細胞の形態、運動機能を評価するため、アクチンの免疫染色を行なっ

た。CLDN 18.2強制発現株とコントロール細胞とでは、細胞形態、アクチンの

分布に明らかな違いを認めなかった。図 19 に画像を示す。 

 

 

 

 

 

図▲ 

  

図 19. アクチン免疫染色の画像 

 

 

 

 

 

 

NIH-3T3-CLDN18.2 NIH-3T3-empty 
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3. TCGA data base を利用した in silico 解析 

3-1.  CLDN-18.1、-18.2 のプロモーター領域のメチル化 

CLDN-18.2 が異所性に発現する機序に関して、TCGA のデータを用いて

解析した。腫瘍部の組織検体においては CLDN-18.1 のプロモーター領域のメチ

ル化が起きている一方、CLDN-18.2 のプロモーター領域では DNA の脱メチル化

が起きていることがわかった。結果を図 20 に示す。 

 

 

 

 

図 20. CLDN-18 のプロモーター領域におけるメチル化の程度 
  赤線は腫瘍部、青線は正常組織の検体。黄色の円で囲んだ部分が CLDN-18.2

のプロモーター領域。緑の円で囲んだ部分が CLDN-18.1 のプロモーター領

域。横軸はゲノム DNA 上の位置、縦軸は DNA のメチル化を表す beta value
を示す。いずれも測定部位の Mean の値を plot している。正常では CLDN-
18.1 のプロモーター領域はメチル化の程度が低いが、腫瘍ではメチル化の程

度が増加している。CLDN-18.2 のプロモーター領域は逆に正常部でよりメチ

ル化されており、腫瘍部では脱メチル化されている。 



 53 

3-2. 解析対象症例の選択 

 in vitro の実験結果を踏まえ、大規模データベースを用いて CLDN-18.2

が異所性に発現している肺癌を特徴づける遺伝子群を特定するため、in silico

解析を行なった。まず、肺腺癌症例の RNA-sequence のデータについて、

isoformごとの CLDN-18 のリードデータを TSVdb[84]を利用して得た。次に、

上記のデータの中から CLDN-18.2 高発現症例と低発現症例を各 30 症例、合計

60 症例選択した。この 60 症例について行った多次元尺度構成法、主成分分

析、クラスター分析の結果を図 21 に示す。図 21 に示す通り、選択した 60 症

例は CLDN-18.2 の有無のみでは 2群に分かれておらず、目的とする CLDN-18.2

の機能解析に適していないため症例の選択が必要であると考えられた。 

 

 

図 21. CLDN-18.2高発現 30症例と低発現 30
症例の解析。上段左は MDS plot, 右が PCA 
plot。いずれも緑が CLDN-18.2高発現症例。
紫が低発現症例。下段はクラスター分析の

結果。CLDN-18.2 の高低で 2 群に分けるこ
とができない。 
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上記の 60 症例の中から、MDS plot、PCA plot を参考に他と傾向が大きく異

なる症例を 1 症例ずつ削除し、再度 MDS、PCA plot を描画して確認するという

方法によって、症例を取捨選択した。最終的に両群 18 症例ずつ、合計 36 症例

を選択した。最終的に選択した 36 症例の MDS plot、PCA plot、クラスター分

析の結果を図 22 に示す。 

 

 

 

図 22.  選択した 36 症例の解析の結果 
  MDS plot、PCA plot により、外れ値となる症例を除外し、最終的に CLDN-

18.2 の有無で 2群に分かれるように症例を選択した。図は最終的に解析対象

とした症例の PCA およびMDS plot。緑の点は CLDN-18.2 が異所性に発現し

ている症例、青の点は CLDN-18.1, -18.2 いずれも発現していない症例。下段

はクラスター分析の結果。CLDN-18.2 の高低により 2群に分かれることを確

認した。 
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3-3. 発現変動遺伝子の検索 

   上記の方法により選択した症例で発現が変動している遺伝子を検討し

た。FDR 0.05 で DEG と判定されたのは 3,974遺伝子であった。MA plot と

Volcano plot の結果を図 23 に示す。MA plot では CLDN-18.2 の高発現群と低発

現群の 2群間で遺伝子の発現がどのように変化しているかを図示している。

個々の点が遺伝子を表わし、DEG と判定された遺伝子は赤色で示している。図

の横軸は平均発現量である A value (log2(G2; CLDN-18.2低発現) + log2(G1; 

GLDN-18.2 高発現))を表しており、全体に低発現の遺伝子は左に、高発現の遺

伝子は右にプロットされる。縦軸は発現比である M value (log2 (G2) – log2(G1))

を表しており、CLDN-18.2 高発現群で発現が増加しているものは上側に、発現

が低下している遺伝子は下側にプロットされる。一方、volcano plot では発現比 

(M value)と P値を表している。 

  

 

図 23.  MA plot (左)と Volcano plot (右) 
  MA plot では DEG を赤で示す。3,974個の遺伝子が DEG と判定された。Volcano 

plot では発現が増加している遺伝子を赤で、減少している遺伝子を緑で示す。 
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3-4. Pathway Analysis 

   DEG と判定された遺伝子群を用いて Pathway 解析を行なった。代謝、シ

グナル伝達については、有意に enrich された経路は認めなかった。Cell Cycle に

関与する遺伝子群については、その多くが CLDN-18.2 高発現症例において

CLDN-18.2低発現症例と比較して発現が低下していた。結果を図 24 に示す。 

 

 

 

図 24. Pathway Analysis 
  Cell Cycle に関する Pathway図を KEGG から得て、DEG判定された遺伝子群

を Mapping した。CLDN-18.2 高発現群で発現が上昇している遺伝子は赤に、

発現が低下している遺伝子は緑色に表示している。 
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3-5. Gene Set Enrichment Analysis 

   上記により DEG と判定された遺伝子群について、GSEA を行なった。

GO term の BP (Biological Process)、MF (Molecular Function)で行なった解析では

enrich されていると思われる gene set は指摘できなかった。一方で、CC (Cell 

Compartment)に関する解析では、Apical Plasma Membrane や Cell Projection 

Membrane の gene set が enrich されていた。結果を図 25 に示す。 

 

 

 

 

 

図 25. GSEA analysis 
   GSEA analysis では Apical Plasma Membrane (上段)や Projection Membrane (下
段)の gene set が enrich されていた。 
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考察 

 

ヒト肺腺癌における CLDN-18.2 の異所性発現の臨床的、分子生物学的な

意義を検討した。臨床検体の解析により、ヒト肺腺癌の 6 %程度で CLDN-18.2

が異所性に発現していることを明らかにした。細胞株を用いた機能解析によ

り、一部の細胞では CLDN-18.2 の発現によって足場非依存的な増殖や細胞の遊

走において優位性を獲得する可能性が示唆された。しかし、肺癌の細胞株を用

いた実験では足場非依存性の増殖能・遊走能のいずれにおいても CLDN-18.2 の

発現による優位性は認めなかった。したがって、CLDN-18.2 の発現が肺癌の形

質に与える影響についてはさらなる検討が必要である。大規模データベースの

解析により、CLDN-18.2 が異所性に発現している肺腺癌では細胞膜に関する遺

伝子群の発現が増加していることを明らかにした。 

 

1. 肺腺癌における CLDN-18.2 の発現頻度と発現機序 

  TCGA のデータベースの解析により、正常な肺組織検体では CLDN-

18.2 のプロモーター領域がメチル化されているが、肺癌検体では同領域が脱

メチル化されていることが判明した。CLDN-18.2 の異所性発現の機序とし

て、プロモーター領域のメチル化が寄与している可能性が示唆された。 
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  Micke らは免疫組織染色法を用いた解析によって、肺腺癌における

CLDN-18.2 の異所性発現の頻度を 3.7 %としている[57]。本研究で TCGA に登

録されている肺腺癌症例の RNAシークエンスのデータを用いて解析したとこ

ろ、7.8 %で CLDN-18.2 の発現を認めた。また、臨床検体を用いた qPCR 法を

用いた検討でも 6 %と同程度の発現頻度であった。肺腺癌でよく知られている

遺伝子変異である EML4 - ALK 融合遺伝子は腺癌の約 7%、ROS1 や BRAF、

RET はおよそ 2 %の頻度と言われており、CLDN-18.2 の異所性発現が比較的

高い頻度で起きていることが明らかとなった。このことは、CLDN-18.2 が腫

瘍細胞の増殖・生存に有利な作用を及ぼしている可能性を示唆している。 

   

2. CLDN-18.2 が肺癌患者の生命予後に与える影響 

 CLDN ファミリーの発現が腫瘍抑制的に機能するか、腫瘍促進的に機能

するかは様々な要因に左右されるため、予測することが難しい。CLDN-18.2 の

場合、前述の通り既知のドライバー変異と同程度の頻度で発現していることか

ら、腫瘍の形成・進展に促進的に作用している可能性が考えられた。肺癌細胞

で CLDN-18.2 が異所性に発現した場合の影響を検証するため、TCGA のデータ

ベースを用いて CLDN-18.2 の発現と OS の関係を検討したが、CLDN-18.2 の発

現の高低と OS との間に明らかな関係を認めなかった。当院の手術検体を用い
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て CLDN-18.2 の発現と病期や OS との関係を検証したが、いずれも明らかな関

連は認めなかった。以上の結果から、CLDN-18.2 の異所性発現は肺腺癌患者の

生命予後に影響しないと考えられた。 

 

3. CLDN-18.2 の機能解析 

  CLDN-18.2 を異所性に発現している細胞の形質を調べるため、in vitro

の検討を行なった。比較的高い頻度で CLDN-18.2 の異所性発現が認められる

ことから、CLDN-18.2 は何らかの増殖優位性を有していると仮定し、まず細

胞の増殖能を比較検討した。培養 dish 内の二次元培養環境において、CLDN-

18.2 の有無は細胞増殖能に影響を及ぼさなかった。足場非依存性の増殖能を

検証した Soft Agar Colony Formation Assay では、NIH-3T3 細胞を用いた実験で

CLDN-18.2強制発現細胞が増殖優位性を獲得していた。以上の検証結果よ

り、CLDN-18.2 はある種の細胞においては足場非依存的な細胞増殖を促進す

ると考えられた。ただし、肺癌細胞においては CLDN-18.2 の発現による優位

性は認められず、CLDN-18.2 と肺癌の形質との直接の関係性は特定できなか

った。仮説として、低悪性の細胞で CLDN-18.2 が異所性に発現すると足場非

依存性の増殖能を獲得して周囲の正常細胞よりも生存優位性を獲得するが、



 61 

高悪性度の細胞においては CLDN-18.2 が及ぼす優位性は相対的に小さくなる

可能性は考えられるが、今回の実験では結論には至らなかった。 

  Migration Assay でも同様な傾向が見られた。NIH-3T3 細胞を用いた実験

では CLDN-18.2強制発現細胞がコントロールと比較して遊走能の亢進を認め

たが、ヒト肺癌細胞では差を認めなかった。in silico の解析では CLDN-18.2 高

発現腫瘍では細胞突起に関わる遺伝子群が enrich されていることから、

CLDN-18.2 の発現は細胞の運動や周囲環境との接着に関与する遺伝子群の発

現増加を引き起こし、遊走能の増加をもたらす可能性が示唆された。ただ

し、細胞増殖と同様に CLDN-18.2 の発現による変化は悪性度の高い肺癌細胞

ではその優位性は明らかではなくなるようである。 

 

4. TCGAデータベースの解析 

  大規模データベースを使った解析により、ヒト肺腺癌における CLDN-

18.2 の異所性発現は患者の生命予後に影響を与えないことが明らかになっ

た。発現変動遺伝子の解析で、CLDN-18.2 高発現腫瘍では細胞周期に関与す

る遺伝子群の発現が低下していることからも、CLDN-18.2 の異所性発現が肺

腺癌の増殖能に直接的に関与する可能性は低いと考えられた。一方で、細胞

突起の形成・維持に関与する遺伝子群や頂端部膜タンパクを構成する遺伝子
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群の発現が増加していることから、腫瘍と細胞外環境との相互作用や遊走・

浸潤において何らかの優位性を獲得している可能性が示唆された。例えば

CLDN-18.2 高発現検体ではインテグリン α8、β4、β6 の発現が高い傾向にあ

り、これら CLDN以外の細胞接着因子の発現変化も形質の変化に影響を与え

ている可能性があり、今後の検討課題である。 

 

5. 本研究の限界 

  本研究では、CLDN-18.2 の発現を主に mRNA を qPCR 法によって定量

することで解析しており、すべての実験においてタンパクの発現を確認して

いるわけではない。また、CLDN-18.2 の発現による形質の変化については細

胞株を用いて解析しており、動物実験を行なっていない点も限界として挙げ

られる。 

  上記の限界はあるものの、本研究はヒト肺腺癌における CLDN-18.2 の

異所性発現の臨床検体における解析から in vitro、in silico まで網羅的に解析し

た初めての報告である。胃癌においては CLDN-18.2 に対するモノクローナル

抗体である IMAB362 の臨床試験が進行中であるが、肺癌においては CLDN-

18.2 の治療標的としての価値については未解明な部分が多く、今後の研究が

期待されるところである。
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結語 

 

  ヒト肺腺癌では CLDN-18.2 が約 6%程度の頻度で異所性に発現している。

CLDN-18.2 の異所性発現は一部の細胞に対して足場非依存的な増殖能の亢進

や遊走能の増加をもたらす可能性がある。 
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