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研究成果の概要（和文）： 
 Connexin 43 (Cx43)の生体内役割を解明するため、二細胞のみが隣接・接着しうる基板の作
製、Cx43タンパクの改変、Cx43インテグレートリポソームなどを作成した。これらを用いて、
細胞内にギャップ結合プラークが取り込まれる機序には、Cx43 のＣ325~C342 のアミノ酸配
列が重要であること、Caveolin-1が関与することが明らかとなった。今回の知見は、細胞間情
報伝達の新たな調節機序を明らかとし、今後、細胞間情報伝達に伴う組織の高次機能恒常性維
持への寄与が考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To clarify a role of connexin 43 (Cx43) in vivo, we produced the substrate in which 

only two cells are able to be adjacent, the mutated Cx43 proteins, and Cx43 integrated 
liposomes. By using these techniques, it is demonstrated that the amino-acid sequence 
between C325 and C342 in Cx43 protein and Caveolin-1 are involved in the 
incorporation of Cx43-plaques. These findings show a novel mechanism for cell-cell 
interaction and takes part in the maintenance of homeostasis in several functions. 
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１．研究開始当初の背景 
生体のあらゆる組織、臓器はその組織とし
ての恒常性を維持するため、隣接する細胞間
にさまざまな形態の結合を有している。その
中でもコネキシンタンパクで構成されるコ
ネクソンを用いたギャップ結合は、細胞-細
胞間でイオンや低分子物質を相互に伝達す
ることにより、高次機能を維持していると考
えられている。現在までヒトでは 21 のコネ
キシンが同定されているが、Cx43 は骨芽細胞、
骨細胞、破骨細胞、血管内皮細胞、神経細胞
など骨を構成する細胞に発現しており、その
欠損は神経提細胞の異常、骨成長遅延、頭蓋
冠の異常など骨発生、再生の異常を引き起こ
すことが知られている。一方、骨肉腫などで
は Cx43 の発現低下およびギャップ結合の異
常が認められること、さらに Cx43 の過剰発
現はガンの増殖抑制、分化促進を引き起こす
ことより、Cx43 の発現はガン化、進展、転移
などにも関与することが知られている。この
ように生体の恒常性維持に重要な役割を持
っているコネキシンであるが、恒常性維持へ
の関与、ガン化抑制機序に関しての研究は遅
れている。申請者は長年、Cx43 の生理的役割
とその発現調節機序、作用機序に関し研究を
行ってきたが、世界に先駆け、Cx43 がギャッ
プ結合非依存的にガン細胞の増殖を抑制す
ること、その機序は、Cx43 発現に伴い、p27
のユビキチンリガーゼである skp-2量が低下
し、p27 の増加が起こり、Rb のリン酸化が抑
制され細胞周期が停止することを明らかに
した。さらに、その後の研究で、Cx43 のギャ
ップ結合非依存的な反応にも Cx43 の細胞膜
への局在が必須な機序が存在することを明
らかとした。これらギャップ結合非依存性の
反応には Cx43 の細胞質内部分すなわち C 末
端ペプチドが関与していることを明らかに
した。このことは、コネキシン研究の新たな
展開、すなわち C 末端ペプチドが単に ZO-1,
β-catenin、debrin、tublin、caveolin-1 な
ど細胞骨格関連タンパクと結合し、ギャップ
結合の安定化、開閉に関与するだけでなく、
リン酸化酵素等のタンパクとの結合により、
生理・病理作用を引き起こすという最近のコ
ネキシン研究の発端となった。また、最近の
研究で、Cx43 が心筋細胞のミトコンドリア内
にも存在し、虚血に伴うアポトーシスに関与
するとする報告がなされたことより、Cx43 の
作用機序の解明はさらに複雑になっている。
さらに、ガンにおけるコネキシンの発現調節
機序に関する研究において、その異常が転写
レベル、post-transcriptional レベル、タン
パクの局在と多くのプロセスにわたること
が明らかとなりつつある。 
 
２．研究の目的 

申請者が開発した細胞パターニングシス
テムを基盤として、2 細胞のみが隣接して接
着する基板を作成し、異なった蛍光ラベルを
した細胞、mutatedCx43 遺伝子を入れた細
胞など異種の細胞間の結合領域にのみ高密
度にギャップ結合を作ることにより、ギャッ
プ結合プラーク領域における Cx43の挙動、
細胞内局在、細胞内輸送などを高感度顕微鏡
で観察する。さらに、ナノテクノロジーを駆
使して作成した Cx43-リポソーム内に、種々
のイオン、生理活性物質を含有させ、骨芽細
胞機能に影響を与える因子を探索する。この
ことにより、Cx43を介した骨芽細胞･骨細胞
間・細胞内情報伝達機序を解明する。 
さらに、本方法を用いて、Cx43タンパクの
細胞内の移動、局在、ギャップ結合の安定性、
イオン等の物質の動きを調べることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
光学的観察システムを用いて、骨代謝関連
細胞内の移動、局在、ギャップ結合の安定性、
イオン等の物質の動きを調べる。Cx43 の C末
端ペプチドに結合するタンパクの網羅的解
析を行う。 
(1) 2細胞のみが隣接して接着する基板の作
成 
  PEG 基板を用い光リソグラフィー法で親水
性部分（細胞接着部位）を 5μm～10μm に
し、一つのラインに一個の骨（芽）細胞の
みが培養できるようにする。 
(2) Annular gap のオリエンテーションの解
明 
 GFP-融合 Cx43 タンパクを発現する細胞と
DsRed-融合 Cx43 タンパクを発現する細胞
隣接させる。その結果、このギャップ結合
プラークでは異なる２つの蛍光を発する
Cx43 によるギャップ結合が観察される。こ
のギャップ結合はどちらかの細胞にコネ
クソンごと endocytosis され、annular gap
が形成される。本方法では異なる２つの蛍
光ラベルされた Cx43 が annular gap とし
て観察されることより、どちらの細胞に
endocytosis されるかが可視化できる。一
つの細胞に各種処理をしたときに、その
annular gap がどちらの細胞に形成される
かを調べる。 
（3）Cx43 含有リポソームの作製 
Cx43 含有リポソームはすでに作成してい
るが、本方法では、Cx43 の膜内での方向性
が規定され得なかった。そこで、本研究に
おいては、新たな方法を用いて Cx43 含有
リポソームを作製し、ギャップ結合による
細胞間情報伝達の人為的調節の可能性を
探求する。 
 



４．研究成果 
1 ラインに 2 つの細胞を隣接してマニピュ
レートし、その隣接面のギャップ結合の動き
を詳細に検討する方法を検討した結果、7.5
 10μm の幅を持ったポリエチレングリコー
ルを塗布した基板に光リソグラフィーによ
り親水性のラインを作成することに成功し
た。現在、この刑を用いて、神経細胞におけ
る高次機能の維持における Cx43 の役割の解
明を行っている。 
また、ギャップ結合依存細胞間情報伝達系
に関し、これまではプラークの安定性、Cx43
タンパクのリン酸化が検討されてきた。本研
究においては、Cx43 プラークの細胞内取り込
みに焦点を当てて研究を行った。方法として
は、Cx43 野生型に GEP タンパクを Cx43 の C
末端欠損変異体には Ds-red タンパクを融合
させ、これら細胞間における annular gap の
移動を観察した（図１）。その結果、興味深
いことにアミノ酸の数を325以下に切断した 

図１．Bi-directional annular gap 形成 
 
変異細胞側には annular gap が認められず、
すべての annular gap が野生型発現細胞のみ
に認められた。一方、342 までの変異体は変
異体と野生型に 50％ずつ annular gap が認め
られた。このことは、325 342 のアミノ酸配
列部位が annular gap を規定しており、この
部分のアミノ酸のリン酸化、もしくは他のタ
ンパクとの結合が重要な役割を有すること
が明らかとなった（図２）。次に、Cx43 たん
ぱくの発現調節機序に関する研究を行った。
その結果、Cx43mRNA の安定化が Cx43 たんぱ
くの発現を調節していること、またその調節
機序には PI3 キナーゼーAKT が関与すること
が明らかとなった。以上の結果は Cx43 によ
る細胞間の情報伝達が従来言われていた PKC
やチロシンキナーゼだけでなく、annular gap
の安定性や mRNA の安定性で調節されている
可能性を示唆している。また、Annular gap に
はＣ末端タンパク鎖が大事であること、
Annular gap 形成には膜タンパクの細胞内移 

図２．Cx43 の C 末端の欠損と Annular gap の
方向性 
 
行に重要な役割を持つ Caveolin-1 が重要な
役割を演じていることが明らかとなった。そ
こで、現在、Pull-down 法を用いて、この Cx43
のＣ末端タンパクに結合して Annular gap を
調節しているタンパクの同定を行っている。 
さらに、申請者らは Cx43 を組み込んだリ

ポソームは作成していたが、より安定に Cx43
タンパクを組み入れられる系として
baculovirus を用いた系を開発した。このリ
ポソームでは、すべてのコネキシンタンパク
が一方向性に並ぶことより、薬物導入法とし
ては至適のものであった。一方、完全な In 
vitro 構築系として、すべてのコネキシンタ
ンパクが逆向きであるものも作製し、細胞科
学の研究を現在行っている（図 3）。   
 
図３．Cx43-GFP 含有リポソームにおける蛍

光像 
 
一方、Cx43 含有リポソームの薬物導入法と
しての有用性を調べる目的で、Calcein をリ
ポソーム内に入れ込み、ヒト骨肉腫細胞 U2OS
に添加した。その結果、Cx43 遺伝子導入して
いない U2OS においては、蛍光の移行が認め

られなかったは、Cx43遺伝子を導入した U2OS
においては、細胞内への蛍光の移行が認めら
れた。この結果は、Cx43 含有リポソームは細
胞膜に存在する Cx4３プラークと結合し、薬
物導入法として、非常に有用性が高いことが
明らかとなった（図 4）。 
 



 
図４．Cx43 含有リポソームから細胞への蛍
光物質の移動（丸印が Cx43 含有リポソーム
と Cx43 遺伝子導入 U2OS の組み合わせ） 
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