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研究成果の概要：

胃ガン由来細胞株である MKN28 細胞を低 Cl-濃度培地で培養を行ったところ、細胞周期の G1
期から S 期への進行が抑制されることが明らかとなった。また低 Cl-処理は、mitogen-activated
protein kinase (MAPK)の活性化を誘発することで、細胞周期の G１期から S 期の進行を抑制す
る p21 タンパクの発現を亢進することが明らかになった。MAPK を介した転写制御は核内で
起こることや、p21 などの細胞周期調節タンパク質は細胞の核内で機能していることから、細
胞質内の Cl-濃度変化が核膜に存在する Cl-チャネル（CLIC4）を介し核内の Cl-濃度に対して
も大きく影響を与え、その結果核内の細胞周期調節タンパクの活性に影響を与えているものと
考えられた。
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１．研究開始当初の背景
細胞増殖はあらゆる生物において普遍的な
メカニズムであり、定められた一連の過程(細
胞周期)を順序よくたどり、成分を倍加し、
その後２つに分裂する。細胞周期は、あら
ゆる生物が増殖する際の基本的なメカニズ
ムであり、そのメカニズムは厳密に制御さ
れている。細胞周期の過程は、M期(分裂期)、
G1期(第 1間期)、S期(DNA合成期)、G2期(第

2 間期)の順に進み、再び M 期に進行する。
近年の分子生物学的手法の発展により、細
胞周期の進行に関与する cyclinや CDKなど、
正常な細胞周期の進行を制御するチェック
ポイントにおける調節機構に関与する様々
な分子群の同定が進み、そのメカニズムが
明らかにされつつある。しかしながら、そ
れぞれの分子がどのように協調しあって正
常な細胞周期の進行が制御されるのかにつ
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いては、未だに不明な点が多い。近年の我々
の研究結果から、細胞質内のイオン環境変
化が細胞増殖に大きく影響を与えることが
明らかになった。特に、イオン輸送体
(Na+/K+/2Cl- cotransporter)の阻害剤や細胞外
液の Cl-濃度を減少させることで細胞質内の
Cl-濃度を低下させると、細胞増殖が抑制さ
れることが明らかになった。このように、
細胞内 Cl-濃度は細胞増殖のコントローラー
として機能している可能性が強く示唆され
たが、その詳細なメカニズムは明らかにな
っていなかった。

２．研究の目的
細胞質内の Cl-濃度変化が核内に存在する細
胞周期調節タンパク質の活性に影響を与え
るということから、細胞質内の Cl-濃度変化
が核内の Cl-濃度に対しても大きく影響を与
え、その結果核内の細胞周期調節タンパク
の活性に影響を与えているものと考えるこ
とができる。そこで、核内で機能する細胞
周期制御タンパクの核内 Cl-濃度に対する影
響について検討を行う。近年の研究結果か
ら、核膜では核膜孔を介した物質の輸送は
厳密にコントロールされており、核の内部
と外部の環境は細胞質とは厳密に区別され
ていると考えられており、様々なイオン輸
送体の発現が明らかにされている。Cl-チャ
ネルに関しては、細胞内発現 Cl-チャネル
(Chloride Intracellular Channel: CLIC) ファミ
リーのひとつ、CLIC4 が核膜に発現するこ
とが知られている。さらに細胞増殖シグナ
ルにより、CLIC4 の遺伝子発現が増大され
るという報告もあることから、細胞増殖シ
グナルとしての細胞内 Cl-濃度変化を核内に
伝達する役割を果たしている可能性が示唆
されることから、CLIC4 の発現と細胞増殖
に与える影響について検討を行う。

３．研究の方法
まず、細胞外 Cl-環境が細胞内 Cl-濃度に与え
る影響について検討を行った。Cl-を NO3

-で
置換し Cl-濃度を低下させた培養液 (Cl-濃度:
121.8 (control), 89.5, 48.9, 27.8, 6.1 mM) を作
製し、各 Cl-

濃度の培養液中で胃癌由来細胞
株である MKN28 細胞を培養し、細胞内 Cl-

濃度を測定した。細胞内 Cl-
濃度測定には、

蛍光Cl- indicatorであるMQAEと cell analyzer
Quanta を用いた、高精度測定法を用いた。
また同時に、細胞内 Cl-環境が細胞増殖に与
える影響について検討を行った。次いで、
細胞内 Cl-

環境が細胞周期に与える影響につ
いて検討するため、フローサイトメーター
による核内 DNA 量測定による細胞周期解析
と、サイクリン、CDK、p53、p21 や pRb と
いった、細胞周期進行を調節する酵素群に
ついて、発現および活性化レベルについて

western blotting 法により検討を行った。さら
に、細胞内 Cl-

濃度が増殖シグナルに与える
影響をしらべるため、mitogen-activated protein
kinases (MAPKs) の活性化レベルの検討を行
った。また、核膜に発現する CLIC4 チャネ
ルが MKN28 に発現しているのかを確認する
ため、PCR法を用いて解析を行った。

４．研究成果
Cl-
を NO3

-で置換し Cl-
濃度を低下させた培養

液 (Cl-濃度: 121.8 (control), 89.5, 48.9, 27.8,
6.1 mM) を作製し、各 Cl-

濃度の培養液中で
MKN28 細胞を 48 時間培養したところ、細
胞内 Cl-

濃度は培養液中の Cl-
濃度の減少に伴

い減少した（図 1）。

図 1　細胞外 Cl-濃度変化時の細胞内 Cl-濃度

また細胞増殖も培養液中の Cl-
濃度低下に伴

って有意に抑制された（図 2）。

図 2　細胞外 Cl-濃度変化時の細胞増殖

低 Cl-
濃度培養液中における細胞増殖抑制メ

カニズムの解明のため、低 Cl-
環境が細胞周

期に与える影響について検討した。MKN28
細胞を低 Cl-濃度 (Low Cl-: 6.1 mM) 培養液
で 48 時間培養後、フローサイトメーターで
細胞周期解析を行った。フローサイトメー
ターの測定結果から得られたヒストグラム
から（図 3）、Low Cl-培養液で培養を行った
細胞では、通常の培養液 (Normal Cl-)で培養
した細胞に比べ、細胞周期の G1 期のピーク



が増加していることが明らかになった。

図 3　低 Cl-環境の細胞周期への影響

以上のことから、低 Cl-
濃度環境下では、細

胞周期の G1 期から S 期の進行が遅延を受け
ている可能性が示唆された。細胞周期は、
サイクリンや CDK などの様々な調節因子に
よりその進行が厳密にコントロールされて
いる。そこで、低 Cl-

濃度環境が G1-S 期進
行の調節因子に与える影響について検討を
行った。

図 4　低 Cl-環境の細胞周期への影響

G1-S 期の進行は主に p53-pRb カスケードに
より調節を受けている。そこで、low Cl-

培
養液で培養した MKN28 細胞において p53-
pRb カスケードに関与する調節因子の発現お
よび活性について変化が起きているか検討
を行った。まず、細胞周期の G1 期から S 期
への進行に必須の転写因子 E2F の活性制御
に関与しているpRbについて検討を行った。
pRb は E2F との複合体を形成するが、pRb
との結合している E2F は転写因子活性を持
たない。pRb はリン酸化が亢進すると E2F
との結合が弱まり、その結果 E2F が解離す
ることで転写因子活性が回復し、S 期への進

行が亢進する。MKN28 を低 Cl-
環境下で培

養を行うと、pRb のリン酸化レベルが有意に
減少した（図 4A）。また、pRb のリン酸化に
関与する CDK の発現レベルを確認したとこ
ろ、低 Cl-

環境下では発現量が有意に減少し
ており、このことが pRb リン酸化レベル減
少のひとつの要因であると考えられた（図
4B）。次いで、低 Cl-

環境が pRb のリン酸化
に与える影響の詳細ついて検討するため、
CDK の活性阻害効果を有する p21 の発現量
を確認した。MKN28 を low Cl-

培養液中で培
養を行うと、p21 の発現量は有意に増加した
（図 4C）。一般的に、p21 の発現量は p53 転
写因子によって調節されることが知られて
いるため、p53 の発現レベルおよび活性化レ
ベルについて検討を行った。低 Cl-

環境下に
おいて MKN28 における p53 の発現量を確認
したが、有意な変化は認められなかった。
また、p53 の活性化の指標となる Ser 15残基
のリン酸化についても検証を行ったが、低 Cl-

環境下において有意な変化は認められなか
った（図 4D, 4E）。以上の結果から、細胞内
Cl-
は p53 非依存的な経路により p21 の発現

レベルを調節することで細胞増殖を制御し
ている可能性が強く示唆された。
そこで、以前から p53 非依存的な p21 の発
現調節に関与しているとの報告のある
mitogen-activated protein kinases (MAPKs) が、
低 Cl-

環境下における p21 発現亢進に関与し
ているかについて検討を行った。これまで
に MAPKs の活性化が p21 発現を亢進すると
の報告があることから、まず低 Cl-

環境が
MAPKs (ERK, p38, JNK) の活性化に影響を
与えるかについて検討を行った。

図 5　低 Cl-環境のMAPKへの影響

MAPKs の活性レベルはそれぞれのリン酸化
レベルを指標とした。Norma Cl-

と Low Cl-
培

地中で培養した MKN28 細胞の ERK, p38,
JNK のリン酸化レベルを、各酵素のリン酸
化認識抗体を用いて western blotting により



解析を行った。その結果、ERK（図 5A）, p38
（図 5B）, JNK（図 5C）のすべてにおいて
低 Cl-

環境下においてリン酸化レベルが亢進
していることが明らかになった。この低 Cl-

環境による MAPKs の活性化が、p21 の発現
亢進に関与しているかを検証するため、ERK,
p38, JNKの各 MAPKsカスケードに特異的な
阻害剤  (PD98059: MEK (ERK の上流因子)
inhibitor (25 µM), SB202980: p38 inhibitor (10
µM), SP600125: JNK inhibitor (1 µM)) を
MKN28 細胞に投与した後、低 Cl-

環境下で
培養を行い、MAPKs のリン酸化レベルおよ
び p21の発現レベルへの影響を確認した。
MKN28 細胞に MAPK の各阻害剤の処理を
行うと、低 Cl-

環境下における MAPKs のリ
ン酸化亢進が有意に抑制された（図 6A, 6B,
6C）。

図 6　MAPK阻害剤の影響

また、MAPK の各阻害剤処理をした MKN28
細胞では、低 Cl-

環境下における p21 の発現
亢進も完全に抑制された（図 7）。
これらの結果から、MKN28 細胞における低
Cl-
環境下での p21 発現亢進は、MAPK 経路

を介して誘発されていることが明らかにな
った。また、MAPK 阻害剤が低 Cl-

環境下に
おける細胞増殖抑制効果に与える影響につ
いても検討を行った。低 Cl-

環境下では、
MKN28 細胞の細胞増殖は約 50％の阻害を受
けるが、各 MAPK の阻害剤処理を行うと増
殖抑制効果がほぼ消失した（図 8）。以上の
結果から、細胞内 Cl-

はMAPK経路により p21
の発現レベルを調節することで細胞増殖を
制御している可能性が強く示唆された。
次いで、核膜に発現する CLIC4 チャネルが
MKN28 に発現しているかについて確認した。
PCR 法を行い CLIC4 の検出を行ったところ、

MKN28 細胞において CLIC4 チャネルの発現
を確認した。

図 7　p21発現量に対するMAPK阻害剤の影響

図 8　MAPK阻害剤の細胞増殖に与える影響

以上の結果から、MAPK を介した転写制御
は核内で起こることや、p21 などの細胞周期
調節タンパク質は細胞の核内で機能してい
ることから、細胞質内の Cl-濃度変化が核膜
に存在する Cl-

チャネル（CLIC4）を介し核
内の Cl-

濃度に対しても大きく影響を与え、
その結果核内の細胞周期調節タンパクの活
性に影響を与えているものと考えられた。
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