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SUMMARY 

Colorectal cancer (CRC) is the most common cancer in Japan, and was responsible 

for the third highest number of deaths for men and the first for women in 2020. The 

5-year survival rate is 97.3% for CRC in the primary organ, 75.3% for those with 

lymph node metastasis, and 17.3% for those with distant metastasis. Although early 

detection of CRC greatly affects the patient's life prognosis, there are few 

biomarkers for early detection. Chloride intracellular channel (CLIC) 4 is involved 

in adhesion and membrane transport, and is highly expressed in tumors. 

Furthermore, CLIC4 is an important protein for TGF-β signaling, and both TGF-β 

and CLIC4 mutually upregulate. CLIC4 expression influences cancer progression 

and metastasis, but little is known about its changes in expression by CRC staging. 

In this study, we investigated the usefulness of CLIC4 as a biomarker for CRC 

staging and examined the effect of CLIC4 on TGF-β signaling using human colon 

cancer cell lines. Immunofluorescence analysis using sections containing normal 

human colon, normal adjacent to tumor (NAT) and cancer tissue.  In each tissue, 

CLIC4 was significantly more expressed in the stroma than in the epithelial tissue. 

Furthermore, regarding each staging classification, Grade 1, T2 (TNM 

classification), and stage I showed significantly higher CLIC4 expression in each 



classification. DsiRNA-mediated knockdown of CLIC4 in DLD-1 human colorectal 

cancer cells significantly suppressed TGF-β compared to the control. In addition, 

the cell viability rate tended to decrease under CLIC4-knockdown conditions. 

CLIC4 was expressed in normal, NAT and tumor tissues from the human colon, and 

was particularly highly expressed in the stroma. Its expression was significantly 

higher in the early stages of each classification (Grade 1, T2, Stage I), suggest ing 

that it is useful as a CRC screening test. CLIC4 is involved in the formation of the 

tumor microenvironment. In this study, CLIC4 was highly expressed in early CRC 

and the stroma, indicating that it may be useful for estimating prognosis. In recent 

years, the role of CLIC4-TGF-β signaling in fibroblast differentiation has been 

revealed. As a result of CLIC4 knockdown in DLD-1 cells, decreased expression of 

TGF-β was shown, suggesting that CLIC4 is involved in regulating TGF-β 

expression. Therefore, the tendency for cell viability to decrease with CLIC4 

knockdown may be influenced by a significant decrease in TGF-β, and the 

progression and malignancy of CRC may be affected through CLIC4-TGF-β 

signaling. Taken together, CLIC4 is suggested to be useful as a biomarker for initial 

screening for CRC and as a new target for chemotherapy in CRC. 

 



略語集 

本文では，以下の略語を使用した． 

α-SMA : α-Smooth Muscle Actin，α 平滑筋アクチン 

BSA : Bovine Serum Albumin，ウシ血清アルブミン 

BMP : Bone Morphogenetic Protein，骨形成タンパク質 

CA19-9 : Carbohydrate Antigen 19-9，糖鎖抗原 19-9 

CEA : Carcinoembryonic Antigen，がん胎児性抗原 

CLIC4 : Chloride Intracellular Channel 4，細胞内塩素チャネル 4 

CT : Computed Tomography，コンピュータ断層撮影 

DAPI : 4’,6-diamidino-2- phenylindole 

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO : Dimethyl Sulfoxide 

dsiRNA : dicer-substrate short interfering RNA，dicer 基質低分子 2 本鎖 RNA 

EDTA : Ethylenediamine tetraacetic acid，エチレンジアミン四酢酸 

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor，上皮増殖因子受容体 

Erp29 : Endoplasmic Reticulum Protein 29 

FBS : Fetal Bovine Serum，ウシ胎児血清 



GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，グリセルアルデヒド 3-

リン酸デヒドロゲナーゼ 

KRAS : v-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene，KRAS がん遺伝子 

MRI : Magnetic Resonance Imaging，核磁気共鳴画像 

MSI : Microsatellite Instability，マイクロサテライト不安定性 

NAT : Normal Adjacent to Tumor，がん近傍組織 

NC : Negative Control 

p-Smad : Phospho-Smad，リン酸化 smad 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PET : Positron Emission Tomography，陽電子放出断層撮影 

RAS : Rat Sarcoma，RAS がん遺伝子 

RT-PCR : Reverse Transcription PCR 

Smac/DIABLO : Second Mitochondria-derived Activator of Caspases 

TBST : Tris-Buffered Saline with Tween 20 

TGF-β : Transforming Growth Factor β，トランスフォーミング増殖因子 

Tm : melting Temperature 

TNM : T (Tumor) N(Lymph Node) M(metastasis) staging system  

VEGF : vascular endothelial growth factor，血管内皮細胞増殖因子 
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序論 

 

大腸がんは 2022 年現在世界で 4 番目に罹患率の高いがんであり，日本で

は最も罹患率の高いがんである．大腸がんの原発部位は盲腸，結腸，S 状結

腸，直腸の 4 つに分かれており，結腸における罹患率が最も高く，続いて盲

腸，直腸，S 状結腸移行部である．1) 

大腸がん発症の危険因子として主なものは年齢であり，50 歳を超えると

発症リスクが著しく増大することが報告されている．2) また，慢性疾患の

病歴によってもリスクは増大し，潰瘍性大腸炎患者では有病率が 3.7%であ

り，疾患の期間が長くなるにつれて上昇する．3) クローン病患者では健常

者と比較して 2.5 倍発症リスクが高く，結腸が主な部位の場合は 4.5 倍，回

腸の場合は 1.1 倍であり，主たる病変部位によって大腸がんの発症リスクは

変化する．4) 食習慣や運動習慣といったライフスタイルも発症に寄与して

おり，喫煙やアルコールの摂取，座り姿勢の多さによってリスクが高くなる

ことが示唆されている．5-7) 一方でライフスタイルの改善でリスクを低下す

ることができ，野菜の摂取や身体活動の向上が推奨される．近年，腸内細菌

叢の変化も大腸がん発症リスクの一つとして注目されており，赤身肉や脂

肪が多い食事を摂取し続けることで有害な細菌が増加する一方で，食物繊

維が豊富な食事を摂取することで腸内細菌叢を正常化し大腸がんのリスク

を低下させる可能性が示唆されている．8) 
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Fig. 1. Colorectal Cancer Incidence Rate 

 The colorectal cancer incidence rates were investigated in 2016, 2017, 2018 and 

2019, in Japan. These rates were classified by primary sites including the Colon, 

Rectum and Sigmoid colon. 

 

大腸がんの罹患率は部位別にみると，2019 年の統計において結腸，盲腸，

直腸 S 状結腸移行部で 36.2%，16.4%，5.6%であり，大腸がんの罹患率の推

移は近年横ばいで減少傾向は見られない (Fig. 1)．大腸がんの死亡数は，

2021 年，男性では肺がんに次ぐ第二位であり，女性では第一位である．そ

の死亡割合は全がんのうち 13.7%と非常に高い．9) 1960 年来の統計による

と，男女ともに死亡数は増え続けており，今後も横ばいあるいは増加する可

能性がある．また，死亡数は 40 歳以上から高くなりはじめて高齢になるほ

ど高くなる．さらに，近年の統計によると，男女ともに罹患数は横ばいとな

っており，年齢階級では 30 歳以上から増加し，高齢になるほど罹患率が高

くなる．したがって，加齢がリスクファクターとなる大腸がんにおいて，サ

ーベイランスを早い段階から行うことは重要である．5 年生存率は，発現部

位にとどまる限局，所属リンパ節転移や隣接臓器への浸潤を認める領域浸

潤，遠隔リンパ節や遠隔臓器に転移を認める遠隔転移の 3 つにおいて，そ
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れぞれ 97.3%，75.3%，17.3%である．9) 大腸がんは早期において 5 年生存

率が高く，リンパ節転移や浸潤と進行するにつれて低下しており，進行の初

期で発見することは 5 年生存率を高めるうえで重要である． 

現在，日本では 40 歳以上に対して年 1 回の大腸がん検診が行われている．

スクリーニング検査では免疫便潜血検査 2 日法が行われており，2 日間のう

ち 1 日でも陽性であれば精密検査を推奨される．便潜血検査は侵襲性が低

く，血液に対する感度がよいため微小の血液を検出することが可能である．

また，便潜血検査を行うことにより大腸がんによる死亡率を低下すること

が報告されている．10,11) 精密検査による診断では大腸内視鏡検査が第一選

択となっており，大腸内視鏡検査が困難な場合は，S 状結腸内視鏡検査およ

び注腸 X 線検査が実施される．また，大腸 CT 検査も精密検査時に利用さ

れており，がん検診実施指針に記載されていないものの，大腸がん検診精度

管理委員会では精密検査法として推奨されている．12) 大腸内視鏡検査を実

施する際には腸管洗浄剤が必要であり，患者が苦痛を感じることも多い．

CT，注腸 X 線検査では放射線被ばくによる侵襲もある．これら身体的苦痛

のほか，検査時の恥ずかしさや忌避感といった精神的苦痛を訴えることも

多い．患者にとって侵襲性の低い検査法を検討することは非常に重要であ

り，近年ではリキッドバイオプシーやがんマーカーの研究が盛んである 13)．

さらに，大腸がんの診断方法では大腸カプセル内視鏡検査 14)，MRI 検査 15)，

PET 検査 16)が行われることもある．ただし，カプセル内視鏡検査では事前

にダミーカプセルを飲んで排泄されることを確かめる必要があるほか，大

量の腸管洗浄剤が必要となる．MRI 検査は CT よりも組織分解能に優れる

ものの，撮像時間が長く，広い範囲には不向きである．また，PET 検査は多

臓器を同時にスクリーニング可能なものの，コストが高いことに加え，放射

線被ばくによる侵襲性がある．ほかにも便中がん遺伝子検査やリキッドバ

イオプシーの検討も行われているが，いずれの検査法も有効性が示されて

おらず，精度が不安定であることから実現されていない．このようにいずれ

の診断方法も患者にとっての不利益があり，また，低侵襲で有効な検査法は
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ない．17) 

大腸がんバイオマーカーでは CA19-9 や CEA，腫瘍中のマイクロサテラ

イト不安定性(MSI)や KRAS 変異等が用いられている．いずれも診断法とし

ては用いられず，CA19-9 と CEA は予後や転移，治療効果の指標として用

いられる罹患後のマーカーであり，18,19) MSI や RAS 変異はそれぞれペムブ

ロリズマブ 20)やセツキシマブ 21)，パニツムマブ 22)といった医薬品の使用可

否を調べるための個別化医療のマーカーとして利用されている．23-25) この

ように，罹患後および個別化医療のマーカーは利用されているものの，大腸

がんの早期発見で用いられているバイオマーカーは未だなく，新規のマー

カー分子を提案することが重要である．そこで，本研究において大腸がん細

胞に発現し，がんの進行に関連する細胞内塩素チャネル 4 (CLIC4, Chloride 

Intracellular Channel 4) に着目し，大腸がんバイオマーカーとして利用可能

かどうか検討した． 

CLIC4 は細胞内塩素チャネル(Chloride Intracellular Channel)ファミリーの

1 種であり，CLIC1 から CLIC4，CLIC5A，5B，CLIC6 のサブタイプが存在

する．これらファミリーの中でも CLIC1 と CLIC4 ががんに関連することが

報告されており，26) CLIC4 は大腸がんや胃がん，腎がん，乳がん等に高発

現している．また，特にがん細胞では CLIC4 の発現に伴って，がんの進展

に影響することが報告されている．27) これまで，CLIC4 は大腸がん細胞と

その周囲を含めた大腸がん組織に高発現していることが報告されている．

28) しかしながら，CLIC4 の発現を上皮組織や間質など，大腸がんの部位，

細胞に分けて調べた知見はない．したがって，第一章では CLIC4 がヒト大

腸正常組織，大腸がん近傍組織，大腸がん組織に発現しているかどうか，第

二章では大腸がんの各進行度分類ごとにがん組織での CLIC4 の発現状況
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を，第三章ではがん間質での CLIC4 の発現状況を，第四章では CLIC4 のが

ん細胞に対する影響を追究した． 
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第１章 がん間質における CLIC4 の発現 

 

第 1 節 緒言 

第 1 項 CLIC4 の役割 

CLIC4 は可溶化した状態で細胞質や核内に存在するとともに，膜貫通構

造を形成することで細胞膜や細胞内小器官等の様々な場所にも存在してお

り，線維芽細胞や周皮細胞，免疫細胞といった様々な細胞に発現しているこ

とが知られている．29) また，正常の細胞だけでなくがん細胞でも発現して

おり，大腸がん細胞に高発現している．28) CLIC4 は大腸がん組織において，

がん細胞だけでなく間質細胞においても多く発現しており，間質細胞の分

化や酸化ストレス等に関与することが報告されている．29) CLIC4 はほかに

も液胞の酸性化や血管新生に関与することが報告されており，CLIC4 は腫

瘍微小環境に影響する可能性がある．30-33) CLIC4 は細胞内塩素チャネルと

呼ばれているがイオンチャネルとしての役割は明らかではない．CLIC4 が

関連タンパク質のシグナル伝達を制御する機序は不明であるものの，リン

酸化 smadを介した TGF-β (Transforming growth factor β) シグナル伝達 34,35)，

インテグリンを介した細胞接着の制御 36.37)，細胞骨格の形成に関わること

が知られている．38,39) CLIC4 の発現はこれらシグナル伝達に重要であり，

細胞恒常性に寄与している．40) 

そこで，本研究において，大腸がんに高発現しておりがんの進展や細胞恒

常性に寄与することが報告されている CLIC4 のバイオマーカーとしての

有用性について検討した． 
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第 2 項 腫瘍微小環境の機能 

がん組織は単にがん細胞で構成されたグループではなく，ほかの多くの

細胞が動員されており，浸潤細胞や常在細胞，サイトカイン，細胞外マトリ

ックスを含む組織である．この組織に含まれているがん細胞とそれを取り

巻く環境による相互作用で形成された組織を腫瘍微小環境と呼び，腫瘍微

小環境の構成は腫瘍の種類によって異なる．腫瘍微小環境には線維芽細胞，

周皮細胞，脂肪細胞，免疫細胞 41) 等の間質細胞や血管，リンパ管が含まれ

ており，がんを支える支持組織として働くほか，栄養や酸素を供給する役割

を果たし，がん組織と相互に干渉している．42) 大腸がんのような一部のが

んでは前がん状態に炎症があり，腫瘍微小環境における炎症により腫瘍の

発生が促進される．43) また，腫瘍微小環境はがんの転移にも重要であり，

支持組織や血管移行を利用した転移の促進，それに伴うマクロファージや

内皮細胞等の動員を行う．44) このようにがん細胞と腫瘍微小環境は互いに

シグナル伝達を行うことでがんの進展や転移に寄与することが知られてい

る．45,46) 近年では腫瘍微小環境をターゲットとした創薬も盛んであり，代

表的なものに VEGF を標的としたベバシズマブや VEGF 受容体を標的とし

たラムシルマブがあげられる．47) 

 

第 3 項 大腸がんにおける CLIC4 

CLIC4 は大腸がんの上皮と間質の両方に発現しており，がん細胞のアポ

トーシス制御や進展， 転移に寄与することが示唆されている．がん細胞と

間質の共培養により多くの腫瘍上皮で核内 CLIC4 は発現が低下し，間質で

高発現することが報告されており，特に大腸がんでは腫瘍細胞の総 CLIC4

は進行とともに発現が低下し，間質では徐々に発現が増加することが明ら
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かとなっている．28) したがって，CLIC4 は大腸がんのバイオマーカーとし

て有用な可能性がある．大腸がんにおける転移性のがん幹様細胞では，

CLIC4，Erp29，Smac/DIABLO のタンパクを組み合わせたパネルテストによ

り，大腸がん切除患者の予後リスクを危険度別に階層化することができた

ものの，CLIC4 が大腸がんの診断バイオマーカーとして利用可能かは知見

が乏しい．48) そこで，本研究ではヒト大腸正常組織とヒト大腸がん組織を

用いて，腫瘍上皮および間質の CLIC4 発現様式を検証した． 

 

第 4 項 大腸がん近傍組織  

本研究では，大腸の正常組織，大腸がん近傍組織 (NAT, Normal adjacent to 

tumor)，大腸がん組織について検討した．NAT は，大腸がんに隣接する正常

組織であり，がん研究におけるコントロールとしてよく用いられている 

(Fig. 2)． NAT には上皮細胞のほか免疫細胞や線維芽細胞といった間質細胞

も含まれている．ただし，その細胞構成は健康な組織及び腫瘍とも異なって

おり，NAT は正常組織と分類されるが，がん組織ではないものの正常とも

言えず，前がん状態の場合もある．49) この組織はがん組織と同様に炎症や

線維化に関与しており，がん組織と互いにシグナル伝達を行っている．ま

た，大腸幹細胞を刺激してがん化を促進する．大腸がんは完全に切除を行っ

た後も再び発生することがあり，NAT によるがんの再発である可能性が示

唆されている．50) そこで，我々は大腸がん組織だけでなく，大腸がん近傍

組織にも注目し，CLIC4 の発現を調査した． 
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Fig. 2. Colorectal cancer tissue 

 Figure was cited from National Institutes of Health "Stages of colorectal 

cancer" 51) and partially modified by the author.  

 

第 2 節 実験材料および実験方法  

第 1 項 ヒト大腸がん切片 

抗 CLIC4 マウスモノクローナル抗体  Alexa Fluor 488 を  Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) から購入した．牛血清アルブミン 

(BSA) は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) から購入した．ProLong Gold Antifade 

reagent with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) は Invitrogen (Carlsbad, CA, 

USA) から購入した． 

ヒト大腸がん組織を Biomax (Rockville, MD, USA) より購入した．購入さ

れた切片は CO242b, CO243a，CO243b，CO483b として販売されているもの

である．これらの切片は患者情報が完全匿名化処理されており，個人情報保
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護法の対象外である．CRC 患者（またはその親族）より得たインフォーム

ドコンセントに関する文書は（http://www.biomax.us/tissue-arrays/Colon.）へ

問合せることで入手可能である．切片には年齢や性別，原発部位，病理診断，

TNM 分類，Grade 分類，Stage 分類といった情報が付加されている．切片の

うち，大腸がんは 79 例あり，正常組織は 18 例，NAT は 15 例である． 

 

第 2 項 蛍光免疫染色イメージング 

パラフィン包埋切片をキシレンでパラフィン除去したのち，無水エタノ

ール，95% エタノール，蒸留水の順で洗浄した．さらに，組織に 1 mM EDTA 

バッファ (pH 9.0) を添加し，95 ℃で 20 分インキュベートし，蒸留水およ

び TBS で洗浄した．5%BSA/TBST を添加し，室温にて 1 時間インキュベー

ト後，4 ℃で 20 分間インキュベートした．抗 CLIC4 抗体を 5%BSA/TBST

で希釈して 2%とし，組織に添加後，4 ℃で１日インキュベートした．さら

に，TBST および PBS で洗浄し，DAPI を添加した．蛍光免疫染色画像は共

焦点顕微鏡 (Nikon TE2000) で撮影した．撮影した画像を ImageJ で解析し，

Student t 検定を行った．有意水準は ** p < 0.01, *** p < 0.001 とした．  

  

http://www.biomax.us/tissue-arrays/Colon
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第 3 節 結果  

CLIC4 はヒト大腸がんのいずれの Stage においても発現しており，Stage 

Ⅰと Stage Ⅲc を比較したところ，上皮組織での CLIC4 発現が減少している

ことが示された (Fig. 3)．一方，どちらの Stage でも間質における CLIC4 は

高発現していた．大腸がん近傍組織と通常組織のいずれにおいても，上皮組

織および間質組織の両方で CLIC4 が発現していた (Fig. 4)．大腸がん，近

傍組織，通常組織のいずれであっても CLIC4 は発現しており，がんの発現

に関わらず大腸組織に広く発現していた． 

染色画像における CLIC4 の発現を 1 mm2 あたりの細胞数で解析したと

ころ，いずれのグループにおいても間質で有意に高発現していた (Fig. 5)．

陰窩と比較すると 7.6 倍 ~ 25.3 倍に上昇していた．さらに，NAT とがん

組織を比較すると，NAT の間質では有意に CLIC4 の発現が高かった． 
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Fig. 3. Detection of CLIC4high Cells in the Human Colorectal Tissue with Stage 

Ⅰ and Stage Ⅲc 

 The nuclei (blue fluorescence) and CLIC4 (green fluorescence) were observed by 

confocal microscopy. White arrow heads in malignant epithelial cells, and red arrow 

heads in stromal cells show the cells with high expression of CLIC4 (CLIC4high). 

White bars are 100 μm. Tissues that showed fluorescence other than the arrows were 

interstitial tissues such as blood vessels, lymph vessels, fibroblasts, and pericytes.  
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Fig. 4. Detection of CLIC4high Cells in the Human Colorectal Tissue with the 

Normal Tissue and NAT 

 The nuclei (blue fluorescence) and CLIC4 (green fluorescence) were observed by 

confocal microscopy. White arrow heads in normal crypt cells, and red arrow heads 

in stromal cells show the cells with high expression of CLIC4 (CLIC4high). White 

bars are 100 μm.  
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Fig. 5. The Different Number of CLIC4high Cells in Normal and Malignant 

Tissue  

The number of CLIC4high cells per tissue area (mm2) were measured in normal 

colorectal tissue (NT), cancer adjacent normal colorectal tissue (NAT) and cancer, 

and shown in both epithelial area (normal crypt or malignant area) and stroma area. 

Mean ± SE (n=15-79). **p<0.01, ***p<0.001. 
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第 4 節 考察 

CLIC4 は細胞膜や細胞質，核内等に発現していることが知られており，

40) ヒト大腸組織の細胞において細胞膜や核内，細胞全体に蛍光が観察され

た．また，ヒト大腸上皮および間質に発現し，特に間質に多く発現していた．

これまで，大腸がん細胞に CLIC4 が高発現しており，間質にも高発現する

ことが動物実験により報告されていた．28) しかしながら，ヒト大腸がん組

織での報告はなく，本研究によりヒト大腸組織でも同様の傾向が明らかと

なった．したがって，CLIC4 は間質でより腫瘍微小環境の形成やがんの発

生，転移に関与している可能性がある．また，大腸がんの進行度分類で比較

したところ，Stage Ⅰでは Stage Ⅲc よりも上皮細胞での CLIC4 発現が多く

確認され，進行度により発現が異なる可能性が考えられた．CLIC4 の発現

が進行度に依存するならば進行度，予後予測のマーカーとして利用できる

可能性がある．また，初期において特異的に高発現する場合，大腸がんのス

クリーニングでバイオマーカーとして利用できる可能性がある．既報では

大腸がんの初期で CLIC4 の発現が高く，腫瘍の進行とともに発現が低下す

ることが明らかとなっており，28) ヒト大腸組織では報告がないため，本研

究第 2 章において，進行度による上皮での CLIC4 の発現状況について調査

した．さらに，大腸がん患者の組織では，がん組織中よりも近傍組織におけ

る間質での CLIC4 発現が有意に高かったことから，がん組織だけでなく，

がん近傍組織へ CLIC4 が影響している可能性が考えられた．NAT はがん

組織と相互に干渉しており，炎症や繊維化を誘導するとともに，がんの進展

に関与している．50) CLIC4 は NAT での発現が高く，これら作用を促進す

る可能性がある．そこで，本研究第 3 章において，進行度による間質での

CLIC4 の発現状況について調査した． 
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第 5 節 小括 

CLIC4 はヒト大腸組織において間質に多く発現していた．大腸がん患者

の組織では，がん組織中よりも近傍組織における間質での CLIC4 発現が有

意に高かった．したがって，がん組織だけでなくがん近傍組織へ CLIC4 が

影響している可能性が示唆された (Fig. 6)．がん組織の進行度による発現

を調査し，CLIC4 ががん組織の進展に寄与する可能性について検討する必

要がある． 

 

Fig. 6. CLIC4 is abundant in cancer stroma 

Figure was cited from National Institutes of Health "Stages of colorectal 

cancer" 51) and partially modified by the author.  

  



17 

 

第 2 章 がん上皮の進行度による CLIC4 の発現 

 

第 1 節 緒言 

大腸がんの分類法で広く知られているものは 4 種類あり，Duke’s 分類，

Stage 分類，TNM 分類，Grade 分類があげられる (Table 1)．Duke’s 分類は

古くから使われてきた分類法で簡便であるが，リンパ節転移や腫瘍等の病

理学的特徴が含まれていない．そのため評価者によって診断が異なる場合

があり，再現性が低く現在では用いられていない．52) 近年では TNM 分類

が国際的に使われる分類法であるためよく用いられている．ただし，非解剖

学的な要素が加味されていないため，これを加味した修正分類法が期待さ

れている．53) 日本では TNM 分類をもとに評価する Stage 分類が使われ

ているが，診断における国際規約では使用されていない．Stage および TNM

分類はがんの深度(T : Tumor)，リンパ節転移(N : lymph Node)，遠隔転移(M : 

Metastasis)で評価し，Stage においては大腸粘膜内にとどまるものを Stage 0，

固有筋層までにとどまるものを Stage Ⅰ，漿膜下層を超えたもの，漿膜を超

えたもの，外膜を超えたものをそれぞれ Stage Ⅱa，Ⅱb，Ⅱc，としている．こ

れらのうちリンパ節転移したものを複合的に判断して，Stage Ⅲa，Ⅲb，Ⅲc

と評価し，遠隔転移したものを Stage Ⅳとしている．T はがんの深度を評価

し，T0 はがんを認めない状態である．T1 はがんが粘膜下層に達しているが

固有筋層に至っておらず，T2 は固有筋層まで浸潤，T3 は固有筋層を超えて

浸潤，T4a はがんが漿膜表面に接しているかこれを破って腹腔に露出してい

るものであり，T4b はがんが他臓器に転移したものである．N はリンパ節転

移を評価し，N0 はリンパ節転移を認めない状態である．N1 は腸管傍リンパ

節と中間リンパ節の転移総数が 3 個以下，N2 は 4 個以上，N3 は主リンパ
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節に転移を認めるものである．M は遠隔転移を評価し，M0 は遠隔転移を認

めず，M1 は遠隔転移を認める状態である．Grade 分類は転移等の予後リス

クを評価するために用いられ，他の分類法と併用することで効果的なリス

ク検討が行われる．Grade 分類は浸潤性のがんの個数で評価し，0 から 4 個

であれば Grade 1，5 から 9 個であれば Grade 2，10 個以上あれば Grade 3 と

する方法である．54) しかしながら，客観的に評価することは難しく，大腸

がん治療の予後予測としても不十分であることが指摘されている．55,56) 

CLIC4 は大腸がんにおいて高発現することが報告されているが，ヒト大

腸組織において進行度分類ごとに発現を調べた報告はない．したがって，先

述の進行度分類法に基づき，CLIC4 の発現を解析した． 
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Table 1. Classification of TNM, Stage and Grade 

TNM 分類      

深度(T)           

T0 がんを認めない。    

T1 がんが粘膜下層までにとどまり、固有筋層に及ばない。 

T2 がんが固有筋層まで浸潤している。   

T3 がんが固有筋層を超えて浸潤している。   

T4 
がんが漿膜表面に接する、腹腔に露出する、または直接他臓

器に浸潤している。  

      

リンパ節転移(N)          

N0 リンパ節転移を認めない。     

N1 腸管傍リンパ節と中間リンパ節の転移総数が 3 個以下  

N2 腸管傍リンパ節と中間リンパ節の転移総数が 4 個以上  

N3 
主リンパ節に転移を認める。下部直腸がんでは主リンパ節ま

たは側方リンパ節に転移を認める。 

 

 

       

遠隔転移(M)            

M0 遠隔転移を認めない。     

M1 遠隔転移を認める。     

      

Stage 分類            

StageⅠ T1/2N0M0      

StageⅡa T3N0M0      

StageⅡb/c T4N0M0      

StageⅢa T1N1/2M0 T2N2M0     

StageⅢb T1N2M0 T2N2M0 T3N1/2M0 T4N1M0   
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StageⅢc T3N2M0 T4N1/2M0     

StageⅣa/b/c T1-4N0-2/M1      

       

Grade 分類 
がん発育先進部間質に浸潤性に存在する 1 個または 5 個未満

の構成細胞からなる癌胞巣の個数 

 

 

Grade1 0-4 個      

Grade2 5-9 個      

Grade3 10 個以上      

 

 

第 2 節 実験材料および実験方法 

第 1 章で撮影したヒト大腸がん切片の蛍光画像を ImageJ で解析し，大腸

上皮組織の 1 mm2 における CLIC4 発現細胞を定量した．Tukey-Kramer test 

を行い，有意水準は * p < 0.05, ** p < 0.01 とした． 

 

第 3 節 結果 

最初に，TNM 分類における CLIC4 の発現を調べたところ，深度 T で比

較した場合，NAT と比べて T2 では 4.2 倍有意に上昇した．また，T4 では

T2 と比較して 0.42 倍であり，有意な差が観察された (Fig. 7A)．リンパ節

転移 N について比較したところ N0 で増加傾向が見られるものの，統計学

的な有意差は観察されなかった (Fig. 7B)．ただし，N0 と比較して N1, N2 

は低下傾向であった． 

次に Stage 分類における CLIC4 の発現状況を調べたところ，Stage Ⅰは

NAT と比較して有意に上昇していた．さらに，Ⅰと比較するとⅡb，Ⅲb で有

意に低下していた．Ⅱa，Ⅲc はばらつきが大きく，有意差は観察されなかっ
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たが低下傾向は確認された (Fig. 8)． 

最後に Grade 分類における CLIC4 の発現状況を調べたところ，Grade1

で NAT と 比較して有意に高発現していた．しかしながら，Stage 分類等と

比較した場合，その差は小さかった (Fig. 9)． 

以上のことから，CLIC4 の発現が早期において上昇し，進行するにつれ

て低下傾向であった．とくに，がんの深度である T および Stage 分類にお

いて顕著に観察された． 
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Fig. 7. The Different Number of CLIC4high Cells in Epithelial Area with TNM 

Staging 

 The number of CLIC4high cells per malignant epithelial tissue area (mm2) were 

estimated by each (A) tumor stage (T2, T3 and T4) and (B) node stage (N0, N1 and 

N2) using tumor, node, metastasis (TNM) classification. NAT, cancer adjacent 

normal colorectal tissue. Mean ± SE. **p<0.01, ***p<0.001. 

A B 
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Fig. 8. The Different Number of CLIC4high Cells in Epithelial Area with Stage      

Diagnosis 

 The number of CLIC4high cells per malignant epithelial tissue area (mm2) were 

estimated by cancer stage (I, IIa, IIb, IIIb and IIIc). NAT, cancer adjacent normal 

colorectal tissue. Mean ± SE. **p<0.01, ***p<0.001. 
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Fig. 9. The Different Number of CLIC4high Cells in Epithelial Area with Grade   

Diagnosis 

 The number of CLIC4high cells per malignant epithelial tissue area (mm2) were 

estimated by cancer grade (1, 2, 2-3 and 3). NAT, cancer adjacent normal colorectal 

tissue. Mean ± SE. **p<0.01. 

 

  



25 

 

第 4 節 考察 

CLIC4 はがんの進行度によって上皮における発現が異なっており，初期

では高発現し，進行するにつれて発現が低下する傾向が明らかとなった．既

報における大腸がん細胞と間質細胞との共培養で見られた傾向 28)がヒト大

腸組織においても確認された．特に Stage 分類と T 分類の初期で顕著な上

昇が観察されており，転移よりもがんの深度に寄与すると考えられる．した

がって，CLIC4 は大腸がん上皮においてがん細胞の増殖，分化，がんの形成

に関与する可能性が考えられ，とりわけがんの初期に重要な可能性が高い． 

大腸がんの進行度分類別 5 年生存率は，I が 83.1%，Ⅱが 75.6%，Ⅲで 68.7%

と高値だが，Ⅳは 17%と低下する．Stage の初期に大腸がんを診断すること

が可能となれば，あるいはそれを補助するバイオマーカーが活用できれば，

早期治療による平均余命の延伸につながる可能性が高いと考えられる．大

腸がん検診の精密検査では身体的および精神的苦痛を伴うことが多く，低

侵襲性で感度の高い早期発見方法の開発が期待されている．17) 

CLIC4 は特に Stage Ⅰ において顕著な上昇が観察されたことから，早期発

見のバイオマーカーとして有用な可能性がある．現在，早期に使用できるバ

イオマーカーは臨床で活用されていないため，CLIC4 は血液検査やリキッ

ドバイオプシー等による低侵襲な検査方法への利用が期待される．リキッ

ドバイオプシーは侵襲性が低く血液サンプルがあれば検査可能であり，早

期がんの検出に用いることが期待されている．57,58) しかしながら臨床に応

用されておらず，リキッドバイオプシーによる診断にはバイオマーカーを

用いることで精度の向上が期待されている．大腸がんにおけるリキッドバ

イオプシーでは，循環腫瘍遺伝子の KRAS 遺伝子変異を検出することで抗 

EGFR 抗体の使用可否を調べる治療マーカーが検討されている．59) 
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本章において大腸がん上皮細胞に発現する CLIC4 がバイオマーカーと

して有用な可能性が示唆された．一方で上皮よりも発現の高い間質におけ

る CLIC4 の発現状況は不明である．そこで第 3 章では大腸がんの間質にお

ける CLIC4 の発現を進行度ごとに調査した． 

 

第 5 節 小括 

CLIC4 の上皮における発現は, 初期では高発現し進行するにつれて発現

が低下する傾向が示された．特に Stage 分類と T 分類の初期で顕著な上昇

が観察されていたことから, CLIC4 は特に Stage Ⅰ において早期発見のバイ

オマーカーとして有用な可能性がある． 
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第 3 章 がん間質の進行度による CLIC4 の発現 

 

第1節 緒言  

がんの周囲には線維芽細胞や周皮細胞，免疫細胞などの様々な間質細胞

や血管，リンパ管等が存在し，がんと互いにシグナル伝達を行っている．

60) がんとその周囲で形成された環境を腫瘍微小環境と呼び，これらを含

む腫瘍周囲の組織を間質組織と呼ぶ．間質とがんとの相互干渉により細胞

接着分子や細胞骨格タンパクが動員されることで浸潤に関与する 61) こと

や，間質細胞の分化に伴いがんおよび腫瘍微小環境が互いに進展や転移を

促進することが知られている．62,63) また，間質の持つ血管が腫瘍に対し栄

養を運び，血管やリンパ管を伝って腫瘍細胞が近傍組織やリンパ節，遠隔

臓器へと転移することも報告されている．64) このように間質組織はがん

の進行に深くかかわっており，間質や腫瘍微小環境はがん治療において重

要なターゲットである． 

CLIC4 は間質細胞を含む様々な細胞に発現することが知られており，正

常線維芽細胞からがん関連線維芽細胞へ分化する過程に寄与する可能性

が報告されている．34) また，液胞の酸性化を介して血管新生に関与するこ

とが報告されている．32,33) CLIC4 は細胞恒常性を維持する働きのほか，

間質組織の形成に重要な役割を持ち，腫瘍組織の進展に関わる可能性が指

摘されている．そこで，ヒト大腸がん組織の間質における CLIC4 の発現

状況を進行度分類別に調査し， CLIC4 の間質における影響を検討した． 

 

第 2 節 実験材料および実験方法 

第 1 章で撮影したヒト大腸がん切片の蛍光画像を ImageJ で解析し，大腸
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間質組織の 1mm2 における CLIC4 発現細胞を定量した．Tukey-Kramer test 

を行い，有意水準は * p < 0.05, ** p < 0.01 とした． 

 

第 3 節 結果 

最初に，TNM 分類における CLIC4 の発現状況を調べたところ，深度 T

で比較した場合，NAT と比べて T4 では有意に発現が低下していた．一方

で T2，T3 ではばらつきが大きく，T2，T3，T4 間の差は観察されなかった 

(Fig. 10A)．リンパ節転移 N について比較したところ，NAT と比べて N1 

では有意に発現が低下していたが，N0，N2 ではばらつきが大きく，N0，

N1，N2 間の差は観察されなかった (Fig. 10B)． 

次に Stage 分類における CLIC4 の発現状況を調べたところ，NAT と比較

して StageⅢb で有意に低下していた．一方で，Stage 分類内での比較では差

は観察されなかった (Fig. 11)． 

最後に Grade 分類における CLIC4 の発現を調べたところ，NAT と比較し

て Grade1, 3 において有意な差が確認された．しかし，Grade 分類内で比較

した場合には差が見られなかった (Fig. 12)． 

以上のことから，いずれの分類法においても間質では CLIC4 の発現が

NAT で高く，がん組織では発現が低下する傾向が観察された． 
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Fig. 10. The Different Number of CLIC4high Cells in Stromal Area with TNM 

Staging 

The number of CLIC4high cells per stromal tissue area (mm2) were estimated by 

each (A) tumor stage (T2, T3 and T4) and (B) node stage (N0, N1 and N2) using 

tumor, node, metastasis (TNM) classification. NAT, cancer adjacent normal 

colorectal tissue. Mean ± SE. **p<0.01, ***p<0.001. 

 

 

A B 
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Fig. 11. The Different Number of CLIC4high Cells in Stromal Area with Stage 

Diagnosis 

 The number of CLIC4high cells per stromal tissue area (mm2) were estimated by 

cancer stage (I, IIa, IIb, IIIB and IIIc). NAT, cancer adjacent normal colorectal tissue. 

Mean ± SE. **p<0.01. 
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Fig. 12. The Different Number of CLIC4high Cells in Stromal Area with Grade        

Diagnosis 

 The number of CLIC4high cells per stromal tissue area (mm2) were estimated by 

cancer grade (1, 2, 2-3 and 3). NAT, cancer adjacent normal colorectal tissue. Mean 

± SE. **p<0.01. 
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第 4 節 考察 

CLIC4 はがん上皮と比較して間質において高発現しており，進行度分類

別に調査したところ NAT で最も高発現し，がんが進行した間質では低下す

る傾向を示した．ただし，各進行度同士の比較では低下傾向が見られず，発

現量のばらつきが大きかった．間質は腫瘍によって特徴が異なるため，

CLIC4 発現のばらつきの大きさは大腸がんの中で組織形態が異なったこと

による可能性がある．そのため，より詳しい病理診断やトランスクリプトー

ム解析 65)と組み合わせることで CLIC4 発現の傾向が明確になると考えられ

る． 

CLIC4 が NAT の間質および前がん状態でとくに高発現し，がんが形成さ

れるとフィードバック制御等により発現量が低下する可能性が示唆された．

ただし，がん上皮よりも発現は依然として高く，がん間質で CLIC4 が維持

されることによって組織の恒常性が保たれていると考えられる．これまで，

大腸がんでは進行に伴ってがん間質における CLIC4 の発現が高くなること

が示唆されてきた 28)が，本研究において逆の傾向が示された．これは，既

報がヒト大腸がん細胞と間質細胞の共培養にて調査されたものであり，実

際のヒト組織とは組成が異なったためと考えられる． 

大腸がんの転移はがんの進展による近接臓器への浸潤のほか，リンパ節

転移や遠隔臓器への転移があり，これらは腫瘍微小環境の肥大化，炎症性シ

グナル，血管やリンパ管を介したがん細胞の移動等が要因である 66)．CLIC4 

は間質細胞の分化や血管新生等の間質組織の形成に重要な役割を持つこと

が報告されており，CLIC4 はがんの転移に関与している可能性がある．32-34) 

しかしながら，転移の予後予測として用いられる Grade 分類では進行度に

よる差は見られず，間質における CLIC4 の発現状況が転移リスクを評価す
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ることは難しいと考えられる．Grade 分類はがんの深度や転移に関わらず，

がん細胞の簇出の個数によって評価するため，遺伝素因や stage, TNM が異

なり CLIC4 の発現にばらつきが大きくなった可能性がある．したがって，

がんの深度をそろえて Grade 分類の検討を行うことにより正確に CLIC4 

による転移リスクを評価できると考えられる． 

以上の結果より，ごく初期のがん形成段階において CLIC4 が重要である

可能性が示唆され，バイオマーカーとしての有用性は高いと考えられる．し

かしながら，CLIC4 の機序について不明点が多く，CLIC4 ががん細胞に与

える影響について検討する必要がある．そこで本研究第 4 章において，ヒ

ト大腸がん由来の細胞株を用いて，CLIC4 ががん細胞の生存率に与える影

響とシグナル伝達経路に与える影響を検討した． 

 

第 5 節 小括 

CLIC4 は上皮組織において，Stage の初期段階で他の Stage と比べて有意

に高発現していた．初期段階で特に発現しているため，大腸がんの初期にお

けるバイオマーカーとして利用できる可能性がある. 
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第 4 章 CLIC4 と TGF-β の関連性 

 

第 1 節 緒言  

CLIC4 は大腸がん細胞に発現しており，腫瘍が形成されるときに上皮で

高発現し進行とともに発現が低下することが in vitro で報告されてきた．28) 

また，間質においても高発現しており，線維芽細胞に発現した CLIC4 が分

化に関連する可能性が明らかになってきた．34) 線維芽細胞からがんの悪性

化に関与する筋線維芽細胞への分化は TGF-β によって媒介されており，67) 

その際 CLIC4 が TGF-β によってアップレギュレートされる．68) また，TGF-

β は筋線維芽細胞の収縮性に関与する α-smooth muscle actin タンパクを誘導

し，69,70) α-SMA タンパクは CLIC4 と共発現している 28)． 

TGF-β シグナルは腫瘍細胞および腫瘍微小環境において，TGF-β のオー

トクリン，パラクリンを行うことで腫瘍の抑制や進行，浸潤のどちらにも影

響する．71) TGF-β シグナルは，TGF-β がセリン・トレオニンキナーゼ活性

を有する TGF-β 受容体に結合することで開始される．TGF-β 刺激により活

性化された TGF-β 受容体は転写因子 smad をリン酸化し，リン酸化 smad (p-

smad) は核内に移行して転写制御を行う．72-74) Smad ファミリーのうち特

に p-smad2，p-smad3 は CLIC4 に関与することが報告されている．p-smad2，

p-smad3 は核に移行して転写制御を行うが，核内で脱リン酸化されることで

転写活性が負に調節されている．この脱リン酸化の際に，p-smad2/3と CLIC4

が複合体を形成することで脱リン酸化を抑制しシグナル伝達を増強する．

75) また，CLIC4 による TGF-β シグナルの活性化は活性酸素によって CLIC4

が核内に移行することで促進され，腫瘍細胞の増加や酸化ストレスに関与

することが示唆されている．76) このように，CLIC4 が TGF-β シグナルを活
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性化する機序について不明であるものの，両者は互いに関連していること

が予想される．そこで，我々は CLIC4 と TGF-β の発現がヒト大腸がん由来

細胞株で関連しているかどうか調査した． 

 

第 2 節 実験材料および実験方法 

第 1 項 細胞培養 

ヒト結腸腺癌由来細胞である DLD-1(JCRB 細胞バンク, Tokyo, Japan)を用

いた．77) この細胞は上皮様細胞であり，接着性で倍化速度は 20 時間程度

である．細胞は 10% head-inactivated FBS，L-グルタミン 4 mM，ペニシリン 

40000 U/L，ストレプトマイシン 40 mg/L を添加した DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium)で培養した． 

 

第 2 項 RT-PCR 及び Real time PCR 条件 

Table 2 に示したとおり，TGF-β および GAPDH のプライマーを設計し，

妥当性については BLAST を用いて確認した．78) TGF-β のプライマーは，

プロダクトサイズが 205bp，Tm 値が 56℃程度であり，GAPDH はプロダク

トサイズが 215bp，Tm 値は 60℃程度であった．次に，プライマーを用いる

のに適正な温度を検討し，56 ℃から 60 ℃で PCR を行った．いずれの温度

であってもプロダクトサイズにシングルバンドが確認されたため，当研究

室で保有する他のプライマー温度とも鑑み，58 ℃で以後の検討を行った．

また，両プライマーの増幅効率が異なり ΔΔ Ct 法は適さないため，検量線

法を用いた．なお，RT-PCR 条件は Table 2 ，Real time PCR 条件は Table 3 

に示した．RNA 抽出は RNeasy🄬 Mini キット（QIAGEN, Tokyo, Japan）を

用いて行い，cDNA への逆転写反応は  High Capacity RNA-to-cDNA kit 
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(Appiled Biosystems, MA, USA) を用いて行った．Real time PCR は KAPA 

SYBR FAST Universal kit （Roche, Basel, Switzerland）を使用した． 

 

Table 2. TGF-β and GAPDH Primers 

 

Table 3. Temperature Conditions for RT-PCR 

STEP 温度 時間(分) 

Step 1 95.0℃ 1：00 

Step 2 

×30 

74.0℃ 0：30 

56.0-60.0℃ 0：30 

74.0℃ 0：30 

Step 3 74.0℃ 7：00 

 4.0℃ free 

 

  

遺伝子名 配列 

Human TGF-β forward78) 5’-GGA CAC CAA CTA TTG CTT CAG-3’ 

Human TGF-β reverse78) 5’-CGG GTT ATG CTG GTT GTA C-3’ 

Human GAPDH forward79) 5’-GGT GGT CTC CTC TGA CTT CAA C-3’ 

Human GAPDH reverse79) 5’-TCT CTC TTC CTC TTG TGT TCT TG-3’ 
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Table 4. Temperature Conditions for Real Time PCR 

STEP 温度 時間(分) 

Step 1 95.0℃ 1：00 

Step 2 

×35 

74.0℃ 0：15 

58.0℃ 0：15 

74.0℃ 0：15 

Step 3 74.0℃ 7：00 

 4.0℃ free 

 

 

Fig. 13. Verification of PCR products 

Total RNA extracted from DLD-1 cells were subjected to RT-PCR analysis (at 

annealing temperature 56℃, 58℃ and 60℃). PCR products were analyzed by 

agarose gel electrophoresis.  

TGF-β : 205 bp 

GAPDH : 215 bp 
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第 3 項 ノックダウン条件 

CLIC4 のノックダウンでは，8x104 cells/mL になるよう細胞を播種し，

Lipofectamine RNAiMAX Reagent (Invitrogen, MA, USA) を添加，dsiRNA を

添加して 24 時間インキュベートした．CLIC4 dsiRNA は Table 5 に示した

通りである．CLIC4 タンパクのノックダウンは，抗 CLIC4 抗体を用いた

western blotting により確認した(Fig. 14)． 

 

Table 5. CLIC4 dsiRNA for Knockdown 

 

第 4 項 ウェスタンブロット 

DLD-1 細胞を細胞溶解バッファに溶解した．タンパク質濃度はブラッド

フォード法(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)によって定量した．細胞から抽出し

たタンパク質（10 µg）を  10% ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動（SDS-PAGE）により分画した後，二フッ化ポリビニリデン

メンブレン (Amersham Bioscience, Little Chalfont, UK)へ転写した. このメン

ブレンを TBST で洗浄し，さらに 1 % BSA/TBST を添加して室温で 1 時間

ブロッキングした。続いて, メンブレンに抗 CLIC4 一次抗体を添加し 1 % 

BSA/TBST で 4℃，一晩インキュベートした．このメンブレンを TBST で洗

浄したのち，蛍光抗ウサギ二次抗体を添加し 1 % BSA/TBST 中で，室温 1 時

間インキュベートした. TBST で洗浄後，タンパクのバンドは化学発光アッ

セイキット(Millipore, Billerica, MA, USA)によって観察した. 

遺伝子名 配列 

CLIC4 dsiRNA 5’-GCU CUC UAU UCU AGU UGA UAA AAC T-3’ 

CLIC4 dsiRNA 5’-CAA AUU CUC UGC AUA UAU CAA GAA T-3’ 
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(29 kDa) 

(42 kDa) 

 

 

Fig. 14. dsiRNA-mediated knockdown of CLIC4 in DLD-1 cells 

DLD-1 cells were transfected with CLIC4 dsiRNA. At 48h post-transfection, cell 

lysates were prepared and subjected to western blot analysis using anti-CLIC4 and 

anti-β-actin antibodies.  
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第 5 項 細胞生存率の測定 

細胞生存率の測定のため WST-1 アッセイを行った．WST-1 アッセイは 

MTT アッセイと比較して感度が高く，MTT は不溶性試薬が細胞内に凝集す

ることで細胞毒性を示すが，WST-1 ではその毒性が認められないため本研

究では WST-1 アッセイを選択した．DLD-1 細胞を 10 % FBS/DMEM に 

5x104 cells/mL になるよう播種し，3.5 時間接着後，ジメチルスルホキシド 

(DMSO) を含む 1 % FBS/DMEM 培地と交換して 24 時間インキュベート

した．WST-1 アッセイを行い，ELISA 用プレートリーダー (TECAN Japan，

東京，日本) を使用して 450 nm の波長で測定した． 

 

第 6 項 統計学的解析 

コントロール DLD-1 細胞に対する CLIC4 ノックダウン DLD-1 細胞にお

ける TGF-β 発現及び細胞生存率の統計学的解析は，Student t 検定を行った．

有意水準は * p < 0.05 とした． 

 

第 3 節 結果 

CLIC4 をノックダウンした結果，24 時間および 48 時間では control の 

60 % 程度まで TGF-β が有意に減少した (Fig. 15)．72 時間では有意な差が

消失した．CLIC4 ノックダウンによる細胞生存率への影響では，24 時間，

48 時間における差は見られなかった (Fig. 16)．また，細胞生存率の有意な

減少は観察されなかった．しかし，いずれの時間においても低下傾向が見ら

れた． 
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Fig. 15. TGF-β RNA in CLIC4 Knockdown Cells with RT-PCR 

DLD-1 cells were transfected with CLIC4 dsiRNA. At 24, 48, or 72 h post-

transfection, total RNA was extracted and the expression levels of TGF-β mRNA 

were measured by real time RT-PCR analysis. GAPDH was used as an internal 

control. T-test, n = 3, mean ± SE, *p < 0.05. 
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Fig. 16. Cell Viability in CLIC4 Knockdown Cells with WST-1 assay  

DLD-1 cells were transfected with CLIC4 dsiRNA. At 24, 48, or 72 h post-

transfection, cell viability was measured by WST-1 assay. T-test, n = 3, mean ± SE. 
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第 4 節 考察 

CLIC4 をノックダウンした結果，24 時間および  48 時間では  TGF-β 

mRNA 発現が有意に減少したものの，72 時間では有意差が見られず，siRNA 

の効果が減弱した可能性がある．TGF-β は CLIC4 をアップレギュレートす

る 68) ものの，48 時間では CLIC4 の knockdown によって TGF-β mRNA 発

現量が低下しており時間経過による回復は見られなかった. 一方で 72 時間

では TGF-β mRNA 量に有意な低下は確認されず，CLIC4 あるいは TGF-β の

発現が誘導された可能性がある. したがって，TGF-β および CLIC4 の発現

が誘導されるためには，TGF-β，CLIC4 の共存が効果を示す可能性がある．

TGF-β シグナルは CLIC4 と骨形成タンパク質(BMP)シグナルの転写因子で

ある Schnurri-2 の共存によって促進されており，どちらかが発現していない

場合 TGF-β シグナルが機能しないことが報告されている．35) 72 時間で有

意差が見られなかったことからも，CLIC4 の発現が回復したことで TGF-β

との共存条件が満たされたため TGF-β の発現が促進された可能性がある．

TGF-β は大腸がんの進行に伴って血漿中濃度が高くなり，腫瘍の転移や再

発に関与することが報告されている 81,82) が，CLIC4 の上皮組織での発現は

進行に伴って低下するため，間質においてアップレギュレートされた TGF-

β が循環血漿中に検出された可能性がある．したがって，CLIC4 は初期の大

腸がんにおけるバイオマーカーとしてだけでなく，TGF-β や Schnurri-2 等の

関連タンパクとのパネル検査によってより正確に大腸がんの進行を推定で

きる可能性が示唆された． 

細胞生存率では，ノックダウン 24 時間，48 時間における差は見られず，

低下傾向は示されたが有意な差も認められなかった．これは，mRNA 抽出

と同一条件で培養を行った場合，細胞数が十分でなくばらつきが大きくな
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ったことが一因と考えられる．したがって，適正な系を構築することで細胞

生存率についてより明確な結果が得られると考えられる．また， CLIC4 ノ

ックダウンの結果は時間依存的な傾向が認められず，細胞生存率の低下傾

向は TGF-β の低下程明確な抑制ではなかったことから，CLIC4-TGF-β シグ

ナルは大腸がんの制御における一つの機構であり，ほかにも様々な分子に

よって細胞恒常性が高度に維持されていると考えられる． 

以上の結果より，CLIC4 と TGF-β シグナルの関連は明らかであり，CLIC4

は薬物治療の標的分子として期待される．しかしながら，その詳しい機序に

ついては未だ不明であり，現在のところは，標的分子としての効果よりも大

腸がん初期のバイオマーカーとして有用性が高いと考えられる． 

 

第 5 節 小括 

本研究では腫瘍に発現しその形成や進行において注目されているタンパ

ク CLIC4 が大腸がんのバイオマーカーとして利用可能であるかを目的に，

大腸がんの進行に伴う CLIC4 および関連タンパクに対する影響について調

査した. 

第 4 章においてヒト大腸がん細胞の CLIC4 をノックダウンし，関連タン

パク質である TGF-β の mRNA 発現量および細胞生存率を調査した．CLIC4

ノックダウン 24 時間および 48 時間で TGF-β mRNA 発現量が有意に減少し

たものの，72 時間では有意差が見られなかった．TGF-β と CLIC4 は互いに

誘導するが，CLIC4 ノックダウンによる TGF-β mRNA 発現量は，48 時間経

過による回復が確認されず，TGF-β と CLIC4 の誘導は両者の共存下におい

て効果を示す可能性が示唆された．TGF-β は腫瘍の転移や再発に関与する

だけでなく，線維芽細胞の分化に伴う腫瘍微小環境の形成にも関わってお
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り，CLIC4 はこれら TGF-β のシグナル伝達に必要不可欠な可能性がある．

ノックダウン 24 時間および 48 時間で細胞生存率の低下傾向は示されたも

のの，有意差は認められなかった．また，細胞生存率の低下傾向において時

間依存的な傾向が見られず，TGF-β の低下ほど有意な抑制ではなかったこ

とから，CLIC4 欠損に対するフィードバックが働いた可能性がある. 細胞恒

常性における CLIC4 のシグナルは様々な制御機構のうちの一つであり，ほ

かにも多様な分子によって高度に維持されていると考えられる．したがっ

て，CLIC4 は TGF-β シグナルにおいて必要不可欠であり，腫瘍や腫瘍微小

環境の形成に関わることから，単に CLIC4 だけでなく TGF-β 等の関連タン

パク質と組み合わせることで大腸がんバイオマーカーとしての利用可能性

が高くなると考えられる．ただし，CLIC4-TGF-β シグナルの機序は不明で

あり，また，CLIC4 の役割の詳細は解明されていない部分も多いため，治療

標的分子としてよりもバイオマーカーとしての有用性が高いと考えられる

(Fig. 17) ． 
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Fig. 17. CLIC4 is involved in TGF-β signaling  

TGF-β signaling is regulated with smad2/3 mediated by its phosphorylation  

and is possible to affect by CLIC4 stimulated with ROS.  

   

以上のことより，本研究で明らかとなった大腸がんにおける CLIC4 およ

び TGF-β の発現状況に関する知見は，大腸がんのスクリーニングのバイオ

マーカーとして利用するうえで有用な情報になると考えられる．ヒト大腸

組織のがん化，進行に伴う CLIC4 の特異的な発現，TGF-β の発現が，今後

CLIC4 および関連タンパクを含めた大腸がんのバイオマーカー実用化に役

立てられ，平均余命の延伸に寄与することに期待する． 
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第 5 章 総括 

CLIC4 は様々ながんに発現しており，大腸がんにも高発現していること

が報告されていた．28) しかし，大腸がんの部位や細胞内での発現状況につ

いては不明な点が多かった．そこで，大腸がんでは早期に使用できるバイオ

マーカーがないことや，新たな治療標的分子が求められていることを踏ま

え，大腸がんにおける CLIC4 の発現状況を調査したところ，ヒト大腸の正

常組織，がん近傍組織，大腸がん組織のいずれにおいても発現していること

が明らかとなった．また，各組織において間質に特に多く発現していること

が明らかとなった． CLIC4 は線維芽細胞や周皮細胞といった間質細胞に発

現しており，間質の分化，形成や液胞の酸性化を介した血管新生等に寄与し

ていることが報告されている．32-34) したがって，CLIC4 が上皮と比較して

間質においてより重要な役割を果たす可能性がヒト大腸組織において示唆

された．また，上皮における共焦点顕微鏡画像では，Stage Ⅰと比較して Stage 

Ⅲc において発現が低下しており，進行に伴って CLIC4 の発現が低下して

いた．大腸がんにおける CLIC4 はがんの初期に高発現し進行するにつれて

発現が低下することが報告されており 28)，本研究でも同様の傾向が示され

たため，初期の大腸がんにおけるバイオマーカーとして有用な可能性が示

唆された． 

さらに，NAT おいてがん組織中よりも間質の CLIC4 発現が高かった．NAT

は正常組織ともがん組織とも異なる構成であり，前がん状態の可能性もあ

る．この組織はがん組織とクロストークしており，炎症や繊維化に伴うがん

化や転移，腫瘍微小環境の形成といった役割を持つ．49,50) したがって，

CLIC4 は前がん状態から初期のがん形成に関与する可能性が示唆された．

また，腫瘍微小環境は創薬ターゲットとしても注目されており，CLIC4 が
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治療標的として利用できる可能性が示唆された． 

これまで前がん状態からのがん化やがんの進行度における CLIC4 の発

現状況を調査した報告はない．そこで，本研究で調査したところ，CLIC4 は

大腸がんの Stage Ⅰと T2 で著しく高発現しており，進行に伴って低下した．

がんのリンパ節浸潤を示す N 分類や転移の予後予測に利用される Grade 分

類でも同様の傾向が見られたが，有意な差は確認されなかったことから，

CLIC4 は転移よりもがんの深度のほうがより寄与している可能性が示唆さ

れた．このことから，大腸がん上皮の CLIC4 は初期のがん化において特異

的な様態を示すことが明らかとなった．また，NAT よりも初期のがんにお

いて CLIC4 が高発現しており，前がん状態からがん化する際に CLIC4 の

発現が促進されている可能性が考えられる．一方で，リンパ節浸潤，リンパ

節転移の指標となる分類においては CLIC4 の発現に有意な差は見られず，

がん上皮細胞における CLIC4 の発現がリンパ節や隣接臓器，遠隔臓器に影

響する可能性は低いか，あるいはがんの進行度に関わらず常に影響してい

る可能性が考えられる．そこで，腫瘍の形成，進展や転移，リンパ管，血管

の新生等に関与する腫瘍微小環境，間質に対する CLIC4 の影響を検討する

ために，間質細胞における CLIC4 の発現状況を進行度分類別に調査した． 

TNM 分類，Stage 分類，Grade 分類，いずれの分類法においても，NAT

の間質で最も高発現しており，大腸がんに進行した間質組織では発現が低

下していた．ただし， がん間質の CLIC4 は上皮組織と比較して高発現に

維持されており，発現そのものが低く誘導されているわけではない．すなわ

ち，前がん状態において上皮組織の周囲を取り囲む間質は，がんに進展する

以前から CLIC4 の影響を受けており，がん化した後も発現量は低下するも

のの十分にがん組織に影響している可能性が考えられる．先述した大腸が
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ん上皮および間質の CLIC4 の発現状況を考慮すると，前がん状態からがん

化，進展に CLIC4 が影響しながら，CLIC4 が腫瘍微小環境の形成を促し，

がん周囲組織の維持に寄与することでがん組織を進行させると推察される．

ただし，CLIC4 がヒト大腸がん組織にどのような機序で影響を及ぼしてい

るかは不明な点が多い．そこで，CLIC4 と TGF-β のシグナル伝達が間質細

胞の分化に寄与することが報告されている 34,67,69,70) ことから，CLIC4 発現

に伴う TGF-β の発現状況を調査した． 

CLIC4 のノックダウンで TGF-β は有意に発現低下したものの，48 時間

の経過では発現が回復しなかった．CLIC4 は TGF-β によって誘導される報

告があるものの 68)，この傾向は見られなかった．したがって，CLIC4-TGF-

β シグナルは CLIC4 との共存下で機能することが重要な可能性がある．

CLIC4-TGF-β シグナルは Schnurri-2 の共存によって促進され，CLIC4 また

は Schnurri-2 の欠損でシグナル伝達の機能が失われることが報告されてい

る．56) CLIC4 の発現ががんの進行につれて低下する一方で，TGF-β は血漿

中濃度が高くなり腫瘍の促進効果を示すことが報告されている． 81,82) 

CLIC4，TGF-β および Schnurri-2 の 3 者の共存下でシグナル伝達が亢進する

ことから， TGF-β は間質で高発現している CLIC4 によって誘導された可能

性がある．すなわち，CLIC4 は初期のバイオマーカーとしてだけでなく，

TGF-β や Schnurri-2 等の関連タンパクと組み合わせることでより正確に大

腸がんの進行を検出できる可能性がある．細胞生存率では CLIC4 のノック

ダウンで低下傾向を示したものの，ばらつきが大きく有意差は認められな

かった．これは細胞培養の条件を精査し，適正な系を構築することで明確な

結果が得られると考えられる．また，細胞生存率は TGF-β の発現低下程明

らかな抑制は見られず，CLIC4-TGF-β 以外の機序によって細胞恒常性が維
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持された可能性がある．したがって，大腸がんは CLIC4-TGF-β だけでなく

他の制御にもよって高度に維持されていると考えられる． 

以上のことから，CLIC4 は前がん状態からのがん化および腫瘍微小環境

の形成や進展といった初期において発現が高く，進行するにつれて CLIC4 

の発現が低下し，初期のバイオマーカーとして有用である可能性が示唆さ

れた．また，CLIC4，TGF-β ともに大腸がんの進行に関連するタンパクであ

り，どちらも血漿中に検出される 81-84) ことから，パネルテストに用いるこ

とでバイオマーカーとしての特異度を高められる可能性がある．CLIC4 と 

TGF-β は腫瘍形成に重要なタンパクであり，これらの発現量，シグナル伝達

に関連が見られたことから治療標的としての可能性もある．ただし，CLIC4 

の機序については不明な点が多いため，現時点では治療標的としての実現

可能性よりもバイオマーカーの方が有用であると考えられる． 
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