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研究成果の概要（和文）：　細胞生死スイッチに関与するアニオンチャネルに関する研究を行った結果、次の成果が得
られた。①VSOR活性化にはROSとABCF2解離が、Maxi-Cl活性化にはチロシン脱リン酸化が関与することを明らかにした
。②VSORおよびMaxi-Clの分子候補としてそれぞれ３つと２つにまで絞ることができた。③VSOR、ASOR、CFTRなどのア
ニオンチャネルの活性を制御することによって、アポトーシス、ネクローシス、虚血・再灌流性細胞死を救済できるこ
とを示した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, several types of anion channels, which are involved in cell 
death-survival switching, were investigated, and the followings were elucidated: 1. Reactive oxygen specie
s (ROS) or dissociation of ABCF2 and protein tyrosine dephosporylation are involved in activation of VSOR 
and Maxi-Cl, respectively. 2. Three and two candidates were selected as the candidate molecules for VSOR a
nd Maxi-Cl, respectively. 3. Rescue from apoptotic, necrotic and ischemic cell death is induced by regulat
ing the activities of VSOR, ASOR and CFTR anion channels.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞の容積は通常は固有のレベルに維持

されており、浸透圧変化によって膨張や縮小
を強いられたとしても、元の容積近くにまで
復帰する能力を持っている。この細胞容積調
節能は、多くのチャネルやトランスポータの
働きによって実現されており、細胞分裂・増
殖や分化・移動などの生存過程に不可欠の機
能である。しかるに、この能力は細胞死過程
では破綻しており、アポトーシス時において
は細胞は丸ごと次第に縮小化（Apoptotic 
Volume Decrease : AVD）して、遂には断片
化して死んで行き、ネクローシス時において
は次第に膨張化（Necrotic Volume Increase : 
NVI）して、遂には破裂して死んでいく。私
達のこれまでの研究によって、AVD は、Clチ
ャネルと K+チャネルの並列的開口による KCl
流出に起因すること、アポトーシスに原因的
に関与すること、それゆえ AVD 阻止でカスパ
ーゼ活性化も阻止されてアポトーシス死が
救済されることを明らかにし（Maeno et al. 
2000 PNAS）、大きな注目を集めた（同誌同号
の Yu & Choi による Commentary 参照；2014
年 5 月現在総引用回数 482 回；2000-2005 年
本分野引用回数世界トップ 1%）。また、NVI
のネクローシスへの原因的関与を提起した
総説論文（Okada et al. 2001 J Physiol）
は、“細胞容積調節破綻による細胞死誘導”
という新パラダイムを提出することとなり、
大きな関心を呼んだ（同誌 2001 年 4 月オン
ラインアクセス第 2位；2014 年 5月現在総引
用回数 324 回；2000-2005 年本分野引用回数
世界トップ 1%）。 
その後、私達は AVD 実行 Clチャネルが容

積感受性外向整流性アニオンチャネル
（Volume-Sensitive Outwardly Rectifying 
anion channel: VSOR）そのものであること
を証明し（Shimizu et al. 2004 PNAS）、“細
胞死を誘導するチャネル機能”として注目
され、岡田は J Membrene Biol 誌から同タイ
トル特集号（2006 年 209 巻第 1号）の編集を
依嘱された。その後、多くの研究者が本分野
に参入し、多種のイオンチャネルやトランス
ポータが細胞死誘導やその防御・救済に関与
することが明らかにされはじめている。その
中で私達のグループは中心的な役割を果し、
VSOR、CFTR、Maxi-Cl などのアニオンチャネ
ル や 、 Hypertonicity-Induced Cation 
Channel (HICC)などのカチオンチャネルの細
胞死誘導／防御への関与を現在まで明らか
にしてきた。 
細胞容積調節という生存機能に本質的に

関与し、AVD惹起という細胞死誘導にも本質
的に関与することが判明したVSORの分子同
定は、これまで数奇な運命を辿った。1992年
に共にNature誌で発表されたP糖タンパク説
やpICln説は、私達を含めて多くの研究グルー
プによって誤りであることが証明され、
fresh startが必要であることをInvited 
Review（Okada 1997 Am J Physiol）で訴え

た。これを受けて同年暮にNature誌でClC-3
説が発表されたが、ClC-3ノックアウトマウ
スを用いたJentschグループの研究（2001 
Neuron）によってこの説は大きく疑問視され、
最後の砦であった心臓においても正しくな
いことを私達（Gong et al. 2004 Cell Physiol 
Biochem）が証明し、最終的に否定された。
ここに改めて新しい発想による再fresh 
startが国際的に求められていた。 
一方、VSORと同様に細胞膨張時や虚血負荷

時に活性化されるもう1つのアニオンチャネ
ルに数百ピコシーメンスという巨大な単一
チャネルコンダクタンスを示すマキシアニ
オンチャネル（Maxi-Cl）がある。このチャ
ネルは細胞膨張時にアニオン型ATP（ATP4，
Mg-ATP2）の細胞からの放出に通路を与え
（Sabirov et al. 2001 J Gen Physiol ; 2004 
Biophys J）、プリン作動性シグナルによって
膨張後の容積調節を促進すること（Dezaki et 
al. 2000 Jpn J Physiol; Sabirov & Okada 
2005 Puriner Signal）を私達は明らかにし
ている。Maxi-Clは虚血条件下においても活
性化され、心筋でもATP放出をもたらす
（Dutta et al. 2004 J Physiol; 2007 Biophys 
J）。一方、脳グリア細胞ではATP放出路を与
える（Liu et al. 2008 Puriner Signal）と
共にグルタミン酸放出路を与えて（Liu et al. 
2006 Glia）、脳神経細胞過興奮毒性時のネク
ローシス死に誘導的に関与すること（Inoue 
et al. 2007 J Neurosci）を私達は明らかに
してきた。このMaxi-Clの細胞生死過程への
マルチな関与の分子メカニズム解明には、そ
の分子同定が不可欠である。しかるに、この
Maxi-Clの分子同定も現在振出しに戻ってい
る 。 こ れ ま で は ミ ト コ ン ド リ ア の
Voltage-Dependent Anion Channel（VDAC）
の形質膜発現型イソホームとして広く信じ
られてきたが、私達はVDACの全イソホームの
ノックアウトやノックダウンによって、
Maxi-Clチャネル活性に何らの影響も見られ
ないことを示した（Sabirov et al. 2006 J 
Biol Chem）からである。 
 
２．研究の目的 
 細胞生死スイッチングに本質的に関与す
るアニオンチャネルにはいくつかあるが、そ
の 1つは、容積感受性外向整流性アニオンチ
ャネル（VSOR）であり、アポトーシス刺激下
においては細胞容積増とは独立したシグナ
ルによって活性化され、AVD をもたらして、
細胞を遂にはアポトーシス死へと誘導する
と共に、虚血性神経細胞死にも関与する。も
う 1つは、数百ピコシーメンスの単一チャネ
ルコンダクタンスを有する Maxi-Cl であり、
このチャネルも細胞容積増や虚血条件下に
おいて活性化され、多くの細胞において ATP
放出路を与え、特に心筋細胞においては虚血
性心筋障害（心筋梗塞）時の心筋細胞ネクロ
ーシス死の防御に関与する可能性も示唆さ
れている。これらの 2 種の容積賦活性アニオ
ンチャネルとそのシグナル群の分子同定に
迫り、アポトーシス性、ネクローシス性、お



よび虚血性の細胞死の誘導と防御の詳しい
分子メカニズムの解明に道を拓くことを本
研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 VSOR および Maxi-Cl のチャネル活性は、そ
れぞれパッチクランプ全細胞電流記録法お
よび単一チャネル電流記録法によって測定
した［図書#1、2参照］。VSOR 分子の探索は、
次の 3 つのアプローチによって行った：①
ABCF2 結合タンパク質のオーバーレイ法によ
る探索、②ランダム遺伝子破壊レトロウイル
ス法、③VSOR 欠失細胞株－VSOR 高発現細胞
株間全遺伝子マイクロアレイ解析法。
Maxi-Cl 分子の探索は、次の 2 つのアプロー
チによって行った：①Maxi-Cl 高発現ブレッ
ブ膜画分プロテオミクス法、②Maxi-Cl 欠失
細胞株－Maxi-Cl 高発現細胞株間全遺伝子マ
イクロアレイ法。 
 
４．研究成果 
(1) 容積感受性外向整流性アニオンチャネ
ル分子とそのシグナルの同定 
 ①VSOR は細胞膨張とそれに伴われて発生
する形質膜のinfoldingの消失による膜面積
拡大化によって活性化される（Okada 1997 Am 
J Physiol）。種々の細胞においてその過程で
関与すると報告されてきた細胞内シグナル
のネットワークは、図１の中央部の４つの経
路であった。今回、ヒト上皮 HeLa 細胞にお
いて薬理学的解析を行った結果、特に AT1R と
ERKとSrcは細胞膨張／膜拡大によるVSOR活
性化に関与すること、しかしそれら自身が活
性化をもたらすのではなく、単に permissive
な亢進効果をもたらすものであることを明
らかにした［論文#14］。更に、バソプレシン
産生ニューロンは、低浸透圧性細胞膨張時に
アルギニンバソプレシン（AVP）を細胞体・
樹状突起から分泌し、自らの II 型バソプレ
シンレセプター（V2R）を刺激して、細胞内
cAMP を増加させて、図１（左端経路）のよう
に VSOR 活性化に対して permissive に亢進効
果を示すことを明らかにした［論文#12］。一
方、アストロサイトは細胞膨張時に ATP を細
胞外に分泌し、II 型プリン作動性レセプター
（P2R）をオートクリン的に刺激し、PKCα/β
を介して近傍のTRPC1チャネルなどを刺激し
て膜のごく近傍（Ca ナノドメイン）の Ca2+濃
動を増加させて、NOX による活性酸素種 ROS
産成を刺激して VSOR を活性化させることを
明らかにした（図１右から 2番目の経路）［論
文#10］。また、炎症時には周囲から放出され
たブラジキニンによって II 型ブラジキニン
レセプター（B2R）が活性化されて、同様に
Ca ナノドメインを介して VSOR が ROS によっ
て活性化されることを明らかにした（図１右
から 2 番目の経路）［論文#11］。更に、ヒト
上皮 HEK293T 細胞などの上皮細胞では、正常
容積時においては細胞質型ABCタンパク質で
ある ABCF2 が VSOR と結合して VSOR 活性化を

阻止しているが、細胞膨張／膜拡大時にはこ
の VSOR 抑制分子 ABCF2 がアクチン結合分子
である α アクチニン 4（ACTN4）と結合して
VSOR から離れることにより、VSOR の活性化
がもたらされることを明らかにした（図１右
端経路）［論文#5］。アストロサイトでは細胞
膨張／膜拡大時における VSOR 活性化の約
60％がこの直接的活性化によりもたらされ、
約 40％が Ca ナノドメイン－ROS を介して活
性化されることが示された［論文#10］。 

 ②VSOR の分子実体として、これまでその有
力候補の 1 つとして報告されてきた ClC-3a
も、そして私達が新たにフルクローニングし
た ClC-3d も、VSOR 分子とは異なることを明
らかにした［論文#1］。更に、最近 VSOR 分子
であると報告された TMEM16F（ANO6）も、
TMEM16A（ANO1）や TMEM16B（ANO2）と同様に、
VSOR 分子とは異なることを明らかにした［論
文#2］。そこで、ABCF2 結合タンパク質をオー
バーレイ法によって検索したところ、その 1
つにヌクレオリンが見出されたが、これは
VSOR 分子実体とは異なることが示された［赤
塚ら、未発表］。次に、L929 細胞にランダム
遺伝子破壊レトロウイルス法を用いてその
多数の変異株から VSOR 活性の低い 72株をピ
ックアップし、その遺伝子を同定し、更に
HeLa 細胞のそれらの遺伝子に対するジーン
サイレンシングによって VSOR 電流が低下し
たものを選び出し、それらの内で VSOR 欠失
KB 細胞亜株と VSOR 強発現親 KB 細胞や HeLa
細胞との間で全遺伝子マイクロアレイ解析
を行い、mRNA の発現差を示す 3個の候補遺伝
子を特定するに到った［Sabirov ら、未発表］。 
 
(2) マキシアニオンチャネル分子とそのシ
グナルの同定 
 ①マウス線維芽 C127 細胞の Maxi-Cl は細
胞膨張時やパッチ膜 excision（切り取り）時
に活性化されるが、この活性は細胞内への
Mg-ATP 添加によって抑制された。また、本チ
ャネル活性はチロシンホスファターゼ阻害
薬によっても抑制を受けた。また、レセプタ
ー型チロシンホスファターゼζ（RPTPζ）ノ
ックアウトマウス由来の繊維芽細胞でも、本
チャネル活性の減弱化がみられ、RPTPζの強
制発現によってチャネル活性は復元した。そ
れゆえ、Maxi-Cl の活性化には、タンパク質
チロシン脱リン酸化が関与していることが
明らかとなった［論文#15］。 
 ②ショウジョウバエ Tweety 遺伝子のヒト
ホモログである hTTYH1 が Maxi-Cl の分子実



体であるという説は正しくないことを明ら
かにした［図書#3］。また、ATP 放出路の１つ
として最近注目を集めているパネキシンが、
同じく ATP放出路の 1つである Maxi-Cl 分子
である可能性を検討したが、パネキシン 1
（Panx1）のみならず Panx2 もまた、Maxi-Cl
分子とは異なることが明らかとなった［論文
#7］。更に、新たに私達がフルクローニング
した ClC-3d が Maxi-Cl 分子に関与する可能
性も検討したが、否定的な結論が得られた
［論文#1］。 
 次に、Maxi-Cl 電流の発現が極端に低い
C1300細胞とMaxi-Cl高発現C127細胞の間で、
全遺伝子マイクロアレイ解析を行い、第１次
候補群を得て、まず最初にピックアップされ
たコネキシン 43（Cx43）が Maxi-Cl である可
能性を検討したが、これも結果はネガティブ
であった［論文#7］。次にそれらの 307 の候
補遺伝子A群中から形質膜多数回貫通タンパ
ク質としてピックアップされたTMEM63Aおよ
び SLC35D2 について検討したが、それらもネ
ガティブであった［学会発表#4］。そこで、
C127細胞上で最も高密度にMaxi-Clチャネル
が発現しているブレッブ膜を取り出して人
工脂質膜上で再構成し、その中で更に高い
Maxi-Cl 発現を示す分画を用いてプロテオミ
クス解析を行い、440 の候補遺伝子 B 群を得
た。そして、A群と B群に共通の 22 遺伝子を
選抜し、それらの内でジーンサイレンシング
の結果がポジティブな遺伝子の産成タンパ
ク質を精製して、リポソームに再構成し、2
つのタンパク質を候補分子として特定する
ことに成功した（Sabirov ら、論文準備中）。 
 
(3)細胞死の誘導と防御の分子メカニズムの
解明 
動物細胞は、高／低浸透圧負荷による細胞

縮小／膨張に対しては「調節性容積増加／減
少 Regulatory Volume Increase/Decrease 
(RVI/RVD)」と呼ばれる容積調節能で対抗す
る。これらの容積調節はいずれも、細胞内外
へのNaClやKClの輸送による水輸送の駆動に
よって達成され、それには種々のチャネルや
トランスポータが関与している（Okada et 
al.2004 Pflugers Arch）。それゆえ、逆にこ
れらの容積調節異常によって細胞膨張や細
胞縮小が持続し、ネクローシス死やアポトー
シス死をもたらすことになる[論文#3]。 

①ネクローシス死誘導／防御メカニズム
（図2）：ネクローシス死は、NVIと呼ばれる

等浸透圧性細胞膨張の誘導と、RVD不全によ
る細胞膨張持続によってもたらされる
（Okada et al. 2001 J Physiol）。ニューロ
ンのグルタミン酸刺激下での過興奮毒性に
よるネクローシス死は、グルタミン酸レセプ
ター（GluR）に内臓されたカチオンチャネル
からのNa+流入と、GABAAレセプター内臓アニ
オンチャネルからのCl−流入によるNVI誘導と、
細胞膨張によってその後に活性化されてRVD
をもたらすべきVSORが、GluRカチオンチャネ
ルによる強力な脱分極発生の結果、Cl−排出を
なしえずに、逆に更なるCl−流入をもたらして、
RVI不全と細胞膨張持続をもたらすことに原
因する[論文#14参照]。強度酸性条件下にお
ける上皮細胞ネクローシス死は、酸感受性外
向整流性アニオンチャネル（ASOR）活性化に
よるCl−流入がもたらすNVI誘導にはじまり、
細胞内酸性化によるVSOR抑制の結果として
のRVD不全に原因する[論文#14参照]。乳酸ア
シドーシス条件下におけるグリア細胞のNVI
は、プロトン－乳酸コトランスポータ（MCT）
による乳酸とプロトンの流入と、プロトン流
入がもたらすNa+/H+アンチポータ（NHE）と
Cl−/HCO3

−アンチポータ（AE）の活性化による
Na+とCl−の流入によって引き起こされるNVI
誘導にはじまり、細胞内酸性化によるVSOR抑
制によるRVD不全に原因する[論文#14参照]。
更に今回の研究により、炎症時における過興
奮毒性死誘導をもたらすアストロサイトか
らのグルタミン酸の放出路はVSORによって
与えられることが新たに明らかになった[論
文#3、16]。 
②アポトーシス死誘導／防御メカニズム

（図2）：アポトーシス死はAVDと呼ばれる等
浸透圧性細胞縮小の誘導と、RVI不全による
細胞縮小持続によってもたらされる［論文
#14］。ミトコンドリア仲介性であれデスレセ
プター仲介性であれ、いかなるアポトーシス
刺激も、K+チャネルとCl−チャネルの活性化に
よるKCl流出を原因とするAVDの発生をもた
らす（Maeno et al. 2000 PNAS）。このCl−チ
ャネルは、（通常は細胞膨張時に活性化され
てRVDをもたらすはずの）VSORそのものであ
り、これが細胞膨張なしに（むしろ細胞縮小
過程にも）活性化されるのである[論文#14参
照]。抗癌剤シスプラチンによる癌細胞のア
ポトーシス死にもVSORが関与するが、シスプ
ラチン耐性株にはこのVSOR活性が欠失され
ている [論文#14参照]。各種アポトーシス刺
激下においてはAVDの後に起こるべきRVIが
抑制されている[論文#14参照]。RVIは細胞縮
小によって活性化されるHICCを介してのNa+

流入にトリガーされるが、アポトーシス刺激
下ではHICCが抑制されており、その結果とし
てRVI不全が生じている[論文#14参照]。今回
の研究で、アポトーシス時のRVI不全には、
ASK1活性化によるAkt1の抑制が関与するこ
とを明らかにした[論文#13]。また、AVDは細
胞内Ca増よりも[論文#4]、MAPK活性化よりも
[論文#8]、そしてカスパーゼ8/9活性化より



も[論文#9]、はるかに先行することを明らか
にした。 
③虚血・再灌流障害細胞死誘導／防御メカ

ニズム（図2）：心筋細胞における虚血・再灌
流後のアポトーシス死にもVSOR活性化が本
質的に関与すること、更にはin vivo前脳虚
血・再灌流モデルにおける海馬CA1ニューロ
ンの遅発性神経細胞死（アポトーシス死）の
発生にもVSOR活性化の役割が本質的である
こと、そしていずれの虚血・再灌流性アポト
ーシス死もVSORブロッカー投与によって救
済されることをこれまで明らかにしてきた
[論文#14参照]。今回、冠状動脈虚血・再灌
流によってもたらされる心筋梗塞巣にみら
れる心筋細胞ネクローシス死の場合には、
CFTR活性化剤の再灌流開始時の投与によっ
て大きく救済されることを明らかにした[論
文#6]。 
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