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緒緒  言言  

 
個体の発生、恒常性維持、および病的状態に対する応答には、細胞が置かれた外的環境を関知しそれに応じて遺伝子

の転写を調節することが必要である。これは主に細胞膜に存在する様々な分子（受容体など）に端を発するシグナル  

伝達が、最終的に転写因子の状態を変化させることによって達成される。シグナルの起点としてホルモンや     

サイトカインなどの液性因子、細胞間接着、および細胞基質間接着があり、そのうち液性因子によるシグナル伝達は  

比較的よく解明されているが、細胞間接着や細胞基質間接着による転写調節機構の解明は相対的に立ち後れている［1］。
以前我々は  細胞間接着分子クローディン-6（CLDN6）が幹細胞の上皮分化トリガーとして機能することを報告した
［2］。CLDN6による幹細胞の上皮分化誘導過程で誘導される分子群は転写因子レチノイン酸受容体（RARs）による
上皮分化誘導で発現する分子群と類似しており、CLDN6 シグナルが RARs に帰結あるいはレチノイン酸シグナルと 

クロストークする可能性が考えられた。また同時にCLDN6が子宮体がんの悪性形質を増強すること、およびその作用
がエストロゲン 受容体（ERα）依存性であることを発見した。以上よりCLDN6シグナルがERαの活性化を介して
子宮体がんの進展に寄与する可能性も示唆されていた。 
本研究において私はCLDN6がSrcファミリーキナーゼと共役してPI3KとAKTを順次活性化し、AKTがRARγ
のセリン残基をリン酸化して標的遺伝子発現制御に至る新規シグナル伝達経路を解明した。また本シグナル経路の標的

セリン残基は48種類の核内受容体スーパーファミリーのうち14種類で保存されており、乳がん細胞株MCF-7細胞に
おいては同シグナルが ERαのセリンリン酸化に帰結することも示された［3］。さらに子宮体がんではこのシグナル  
経路が悪性形質増強に寄与していること（Sugimoto et al., submitted ）、および乳がんでは CLDN4 が別の      

核内受容体である肝 X 受容体（LXRβ）の活性化を介して腫瘍悪性形質を制御する可能性も示された    

（Sugimoto et al., in preparation）。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．CCLLDDNN66はは対対合合依依存存的的ににSSFFKK//PPII33KK//AAKKTTをを活活性性化化すするる  
私は以前CLDN6がマウスF9幹細胞およびマウスES細胞の上皮分化トリガーとしてはたらくことを報告した［1］。
その際に誘導される遺伝子群や上皮の形態がレチノイン酸によるRARγ依存性の分化誘導と酷似していた［4］ことか
ら、CLDN6 による分化誘導はレチノイン酸シグナルとクロストーク、あるいは RARγに帰結するのではないかと    
考えた。 

CLDN6 による上皮分化シグナルを明らかにするため、まず CLDN6 の様々なドメインを欠損させた変異体および 
細胞内ドメインのチロシン残基をアラニンに置換した変異体を作製して F9 幹細胞に導入して検討した。その結果    
上皮分化にはCLDN6の対合に必要な第二細胞外ループ、およびC末端にある第196番と第200番のチロシン残基が
必須であることが解った。続いて免疫沈降法や各種阻害剤を用いた実験により、CLDN6は第 196番および第 200番
チロシン残基依存性に Src ファミリーキナーゼ（SFK）と共役することが明らかとなった。また既に報告されている  
E-カドヘリンによるSFK活性化と同様にPI3KとAKTを順次リン酸化することも解った。 

 

上原記念生命科学財団研究報告集, 34 (2020)

1



上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 
 

22．．AAKKTTにによよるるRRAARRγγのの第第337799セセリリンンををリリンン酸酸化化ははリリガガンンドドにに対対すするる感感受受性性をを変変化化ささせせるる  
次にAKTがRARγを活性化するかどうか検討した。GPS3.0ソフトウェア［5］で予測したところRARγにはAKT
によってリン酸化されうるセリン残基の候補が 10 箇所に存在した。それぞれについてセリンをアラニンに置換した  
リン酸化不応体を作製し、以前樹立した上皮分化能を欠くノックアウト細胞F9：Rxar－/－：Rarg－/－［6］に対してCLDN6
と共にレスキュー導入したところ、第360番セリンと第379番セリンのアラニン置換体のみが上皮分化を誘導できず、
これら2つのセリン残基が上皮分化に必要であることが示唆された。続いてこれらのセリン残基をグルタミン酸残基に
置換した常時リン酸化体を作製して同様にレスキュー導入すると、第 379 番のグルタミン酸置換体のみが上皮分化   
誘導を惹起した。またPhos-tag SDS PAGEによるウエスタンブロットでCLDN6はRARγの第379番セリン残基を
リン酸化することが示された。さらに脂溶性リガンド除去培地ではこの上皮分化誘導能が失われた一方で、これに    
全トランスレチノイン酸（ATRA）を加えると、通常F9の上皮分化誘導には200～1,000 nMのATRAが必要である
が、RARγの第 379 番セリンがリン酸化されている場合には 1 nM でも顕著な上皮化を認めた。以上より      

同セリンリン酸化は RARγの ATRAに対する感受性を亢進させることで下流遺伝子群の発現を変化させ、F9幹細胞
を上皮分化させていることが明らかとなった。 
33．．CCLLDDNN66シシググナナルルははEERRααもも標標的的ととすするる  
第379番セリンを含むAKT依存性リン酸化コンセンサス配列はRARγのみならず、ヒトで48種類ある核内受容体
スーパーファミリーのうち14種類で保存されていた（図1左）。またマウスからゼブラフィッシュに至るまで脊椎動物
の RAR ファミリー（典型的には RARα、RARβ、RARγの 3 種）でも保存されており、さらに無脊椎動物の      

ホモログやアナログにも分布していた。よってこのシグナル経路は RARγによる上皮分化のみならず、他の核内   

受容体の活性化を介して多様な生命現象を制御する可能性が示唆された。そこで次にヒト乳がん細胞株MCF-7細胞を
用いて同経路が ERαのセリンリン酸化を惹起するかどうか検証した。マウス RARγの第 379 番セリンに相当する  

ヒト ERαのアミノ酸は第 518 番セリンである。RARγの場合と同様にアラニン置換体やグルタミン酸置換体を作製
して検証したところ、MCF-7においてもCLDN6シグナルはSFKと共役してAKT依存性にERα第518番セリンを
リン酸化し、ER標的遺伝子の転写を活性化することが解った。よって少なくとも2つの動物種と核内受容体において
CLDN6–核内受容体経路が存在することが確認された（図1右）。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1．CLDN6シグナルは核内受容体のセリンリン酸化に帰結する 
左）  48種類ある核内受容体スーパーファミリーのうち 14種類で、CLDN6シグナルの標的となりうる

AKT依存性セリンリン酸化コンセンサス配列残基が保存されている。 
右）  CLDN6はEC2による対合に依存してSFKと共役し、PI3K/AKTを順にリン酸化して、マウス

幹細胞では RARγを、ヒト乳がん細胞では ERαをセリンリン酸化する。セリンリン酸化に      
よってRARγやERαはリガンドに対する感受性が上昇し、標的遺伝子の転写を活性化する。 
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44．．CCLLDDNN66−−EERRαα経経路路はは子子宮宮体体ががんんのの悪悪性性形形質質をを増増強強すするる  
次に私は CLDN6–核内受容体経路による細胞制御が他の生命現象においてもみられるか検証しようと試みた。   

The Cancer Genome Atlas データベース（https://portal.gdc.cancer.gov）によると、mRNA レベルでの CLDN6       
高発現は子宮体がんの予後不良因子であることが示唆された。そこでホルマリン固定パラフィン包埋手術標本を    

免疫組織化学法により染色可能な CLDN6 モノクローナル抗体を開発し、子宮体がん手術症例約 160 例について

CLDN6 と生命予後や各種臨床病理学的因子との関連性を統計解析したところ、CLDN6 高発現群の 5 年生存率は

30.0％と、低発現群 89.5％と比較して明らかに低く、また多変量解析でも CLDN6 高発現の相対危険度は 3.5     

（95％信頼区間2.42～9.43；p＝0.014）と予後不良因子であることが示された。 
続いて培養細胞を用いて子宮体がんにおける CLDN6 の分子機能を解析した。子宮体がん細胞株 ECC-1 および 

HEC-1A において、CLDN6 過剰発現は細胞増殖能と遊走能を増強させ、ERαコンセンサス標的遺伝子群の発現を   
亢進させた（図 2 左）。また TALEN を用いたゲノム編集により ERαノックアウト細胞を樹立して検討したところ、

CLDN6 過剰発現による悪性形質増強作用は ERαノックアウト細胞では観察されなかった。また第 518 番セリンの 
アラニン置換体はレスキュー効果を示さなかった（図2右）。以上より子宮体がん細胞株においてもCLDN6 シグナル

は MCF-7 と同様に ERαの第 518 番セリンリン酸化に帰結し、このシグナル経路が子宮体がんでは悪性形質増強に  
作用していることが解明された（Sugimoto et al., submitted ）。 

 
図2．CLDN6シグナルはERαの第518セリンリン酸化を介してERα下流標的がん関連遺伝子の

発現を亢進させるqRT-PCRの結果を示す 
左） ECC-1 細胞に CLDN6 を過剰発現させると、ERα下流コンセンサスがん関連遺伝子である

BCL2、CCND1、MYC、VEGFA48の発現が亢進する。 
右） CLDN6によるこれら遺伝子の発現亢進は、第518番セリンのアラニン置換体では消失する。 

N＝3～4。*P＜0.05、**P＜0.01、***P＜0.001。エラーバーは標準偏差を示す。 

 
55．．CCLLDDNN44−−LLXXRRββ経経路路はは乳乳ががんんのの悪悪性性形形質質をを増増強強すするる可可能能性性ががああるる  
子宮体がんのみならず乳がんにおいても ERαが腫瘍の進展に関与する。そこで CLDN6–ERαシグナルが乳がんの

悪性形質制御に関わるかどうか検討した。子宮体がんの場合と同様に、乳がん手術検体約 200 例における CLDN6     
発現を免疫組織化学で評価したところ、CLDN6 陽性症例は 1 症例のみであった。なお乳がんの 25％で CLDN6 が   
発現するという先行研究［7］があるが、我々が検証した結果 CLDN6 抗体は CLDN4 と交差反応を示すことが確認   
された。そこで乳がんの約 40％で発現し、CLDN6 と進化的に近縁で SFK との共役に必要な細胞内ドメインの    

チロシン残基が保存されている CLDN4 に着目した。乳がん細胞株のうち高分化でホルモン受容体陽性の MCF-7 と

T47D は CLDN4 陽性であり、低分化でトリプルネガティブ乳がんの形質を有する MDA-MB-231 は CLDN4 陰性で

あった。そこで前2者のCLDN4陽性細胞株ではCRISPR法によるCLDN4ノックアウトを、後者ではCLDN4過剰

発現株をそれぞれ樹立して悪性形質を解析した。その結果CLDN4は細胞増殖、遊走、および浸潤をそれぞれ正に制御
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することが解った。続いてこれらの細胞株におけるトランスクリプトームをRNAシークエンスで比較した。その結果
ERα下流遺伝子群は変化に乏しく、その一方で別の核内受容体であるLXRβの下流遺伝子群で発現亢進が認められた。
よって乳がんではCLDN4–LXRβ経路が悪性形質を制御している可能性が示された（Sugimoto et al., in preparation）。 
 

考考  察察  

 
本研究によって CLDNによる細胞間接着シグナルが SFK/PI3K/AKTを介して核内受容体の新規セリンリン酸化に
至る新たなシグナル伝達経路が解明された。このシグナル経路は、第一にCLDN6–RARγ経路が幹細胞の上皮分化を、
第二に CLDN6–ERα経路が子宮体がんの悪性形質増強を、第三に CLDN4–LXRβ経路が乳がんの進展をそれぞれ   
制御することが示された。本研究で明らかとなった AKT標的となるセリン残基はヒトで 14種類の核内受容体に保存
されていることに加え、様々な動物種のホモログやアナログにも広く分布していることから、本シグナル経路が発生、

恒常性維持、炎症、および腫瘍の進展など様々な生命現象に関与している可能性が考えられると共に、疾患の創薬標的

としての有用性も期待される。 
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