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研究成果の概要： 
放射線照射とヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDACi）がアポトーシスおよびギャップ結合に

及ぼす影響について検討した。その結果、HDACi および放射線はそれぞれが腫瘍細胞に細胞死

を誘導し両者の併用によりその作用は増強した。一方、正常細胞では HDACi により細胞死は誘

導されずコネキシン遺伝子発現によりギャップ結合機能を亢進した。以上よりギャップ結合機

能を介した選択的アポトーシス誘導という点で放射線治療への応用が期待された。 
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１．研究開始当初の背景 
ギャップ結合は細胞の増殖、分化及び分化し
た細胞の適応応答の調節に関係する基本的
生物機能の一つと考えられる。さまざまな腫
瘍細胞においてギャップ結合が阻害されて
いることが知られるようになり、ギャップ結
合の阻害を介した細胞機能の変化が腫瘍細
胞増殖に関係すると考えられる。さらに、コ
ネキシン(Cx)蛋白欠損腫瘍細胞への Cx 遺伝
子導入により Cx 蛋白の細胞増殖抑制効果が
示唆されている。腫瘍細胞の増殖と生存には
ギャップ結合の減少/消失が不可欠であり、

一方、周囲の正常細胞でのギャップ結合の維
持あるいは増強は腫瘍の増殖や浸潤の抑制
に貢献すると考えられる。しかし、ギャップ
結合調節機構および細胞死との関係につい
て詳細な研究は行われておらず不明な点が
多い。最近、我々はギャップ結合能(GJIC)の
ある正常細胞と正常細胞に ras癌遺伝子を導
入した GJIC の抑制されている細胞における
細胞死誘導の差異について検討した。その結
果、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害
活性を有する制癌剤が正常細胞の GJIC を高
め細胞死を抑制する一方、GJIC の低い ras 遺



伝子導入細胞では細胞死を誘導することを
見出した。すなわち HDAC 阻害に基づく制癌
剤応答性にギャップ結合が重要な役割を果
たしており、正常細胞と腫瘍細胞の応答の違
いが重要であることが示唆されている。 
一方で放射線とギャップ結合の関係につい
ては、低線量の放射線を照射した細胞の隣接
する細胞に突然変異が生じるというバイス
タンダー効果についての研究が進んでいる。
しかしながら、放射線による細胞死誘導機構
について GJIC の観点からの研究はほとんど
なされていない。また、癌治療において、放
射線と制癌剤併用の治療法が進んでいる中
で、それぞれ単独での細胞死誘導の研究はあ
るが、その併用による細胞死誘導の作用機構
について、特に細胞間相互作用の観点からの
研究はなされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、放射線及び制癌剤によるアポト
ーシス誘導に対する応答性の差異にギャッ
プ結合がどのような役割を果たすのかを、正
常細胞と腫瘍細胞株を用いて明らかにする。
すなわち、Cx 発現細胞、癌遺伝子導入細胞、
腫瘍細胞株を用いて、放射線と制癌剤応答性
へのギャップ結合の与える影響を検討し、ギ
ャップ結合のアポトーシス誘導における意
義を明らかにするとともに、ギャップ結合増
強効果のある制癌剤と放射線併用の有用性
を明らかにする。この研究により、ギャップ
結合増強による正常細胞のアポトーシス抑
制と腫瘍細胞のアポトーシス誘導という観
点から正常細胞の応答を取り入れた放射線
治療の新しいモデルを構築する。 
 
３．研究の方法 
放射線照射と HDAC 阻害剤(trichostatin 
A(TSA), HDACi-A およびその誘導体である
HDACi-B)を用い､それぞれ、および両者の併
用が細胞死および GJIC 機能の誘導にどのよ
うな影響を及ぼすかについて、ヒト正常腹膜
中皮細胞(HPMC)、正常ラット肝細胞(WB: Cx43
発現)、癌遺伝子 ras, myc, src, neu を形質
導入し､GJIC 機能が阻害された正常ラット肝
細胞(WB-ras, -myc, -src, -neu)、HeLa 細胞
およびヒトの乳腺正常細胞(184A1)、乳癌細
胞(MCF-7、T47D)を用いて以下のように検討
した。 
 
(1) HPMC,184A1, MCF-7,T47D に お け る
TSA,HDACi-A,HDACi-Bに対する応答性と GJIC
の関係を調べた。応答性の差は細胞増殖能と
死細胞の割合により比較した。GJIC は、FRAP 
assay*により、Cx (Cx26, Cx43) mRNA 発現量
変化はリアルタイム PCR により調べた。 
 
(2) HPMCにおけるHDACi-A,HDACi-B処理によ

る GJIC の変化と Cx 発現の関係を調べた。 
クロマチン免疫沈降(ChIP)**によりアセチ
ル化されたヒストンに Cx43 遺伝子が含まれ
るかを調べ、HDAC 阻害剤処理の Cx への直接
的な作用を検討した。 
 
(3) ラット肝細胞株群を用いた放射線およ
び HDAC 阻害剤応答性と GJIC の関係 
GJIC+である WB (Cx43 発現)、GJIC-である
WB-ras, myc, src, neu の放射線、HDACi-A, 
HDACi-B に対する応答性の違いを調べた。応
答性の差は生細胞の割合により比較した。 
 
(4) HeLa 細胞群(D98, ESH15, CGL3, CGL2, 
CGL4G5, CGL4CL5)を用いて放射線、HDAC 阻害
剤 (HDACi-A, HDACi-B) の単独および両者の
併用による放射線応答性の変化とギャップ
結合の関係を調べた。HDACi-B で 24〜48 時間
処理し、放射線応答性の変化と GJIC の関係
を調べた。応答性の差は生細胞の割合により
比較した。 
 
(5) 研究の総合的まとめ 
上記の実験データから、放射線と HDAC 阻害
剤が正常細胞および腫瘍細胞に誘導するア
ポトーシスにギャップ結合がどのように関
係しているかを総合的に検討した。 
 
*FRAP assay：あらかじめ細胞を蛍光色素で
染色し、コンフォーカル顕微鏡を用いて、そ
の中の数個の細胞をランダムに選びレーザ
ーで消光した後、蛍光を有する細胞から消光
細胞への蛍光物質の流入を定量的に求める
ことにより、GJIC を測定した。 
**クロマチン免疫沈降(ChIP)：アセチル化ヒ
ストン蛋白と Cx 遺伝子など特定のゲノム領
域との結合を検出するために用いた。アセチ
ル化ヒストンに対する抗体で免疫沈降した
クロマチン分画から DNA を精製し、Cx遺伝
子の有無および濃度をリアルタイム PCR 法
で定量した。 
 
４．研究成果 
(1) TSAは低濃度で HPMCにアポトーシスを誘
発したが、HDACi-A および HDACi-B はアポト
ーシスを誘発せず GJIC 機能を亢進させた。 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(2) MCF-7 および T47D に TSA、HDACi-A およ
び HDACi-B を投与した場合、アポトーシスが
誘導されたが GJIC 機能の顕著な亢進は観察
されなかった。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(3) HDACi-A, B は HPMC, 184A1, MCF-7、T47D
における Cx43mRNA の発現を増強した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4) HDACi-A を投与した HPMC では、クロマチ

ン分画におけるアセチル化ヒストンの量は
濃度依存性に増加した。2. アセチル化ヒス
トン抗体を用いたクロマチン免疫沈降
（ChIP）法により得られた DNA 画分において
Cx43 遺伝子の DNA が検出され､Cx43DNA 量は
濃度依存性に増加した。 
 
(5) WB、癌遺伝子導入 WB 細胞の放射線応答
性と制癌剤応答性の違いを調べた。GJIC+の
WB 細胞に比較して、特に GJIC-の癌遺伝子導
入 WB-neu と WB-ras 細胞は放射線に対し強い
抵抗性を示した。WB , WB-ras, -myc は
HDACi-B に感受性で WB-src, -neu は WB に比
し HDACi-B に低感受性であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(6) HeLa 細胞は放射線および HDACi-B に感受
性を示したが、HDACi-A では高濃度でのみア
ポトーシスを誘導し得た。一方、細胞を放射
線照射前にアポトーシスを誘導しない低濃
度の HDACi-Bで前処理することにより単独の
場合に比べて高率にアポトーシスが誘導さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



(7) 細胞死を誘発しない低濃度の HDACi-B は
HeLa 細胞において GJIC 機能の顕著な亢
進は認められなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(8) HDACi-A,-Bいずれも正常細胞にアポトー
シスを誘導しない。低濃度の HDACi-A,-B に
より GJIC 機能亢進を認め、前者ではヒスト
ンアセチル化領域における Cx43 遺伝子発現
増強を認めた。すなわち HDAC 阻害剤は Cx43
遺伝子にエピジェネテイックな影響を及ぼ
すことにより GJIC 機能を亢進させアポトー
シス抑制に働くと推察された。一方、HDAC 阻
害剤により癌細胞にアポトーシスが誘導さ
れるが、同時に GJIC 機能の顕著な亢進は認
められなかった。 
 
以上より HDAC 阻害剤による癌細胞へのアポ
トーシス誘導は GJIC 機能とは独立したメカ
ニズムの存在が示唆された。さらに、HDAC 阻
害剤と放射線照射との併用がそれぞれを単
独に作用させた場合に比べてより高率に癌
細胞にアポトーシスを誘導したことは、ギャ
ップ結合増強による正常細胞のアポトーシ
ス抑制と腫瘍細胞のアポトーシス誘導とい
う観点から正常細胞の応答を取り入れた放
射線治療の新たなモデルを構築出来る可能
性を示唆した。 
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