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研究成果の概要（和文）：本来細胞膜に局在し発癌抑制的に機能するコネキシンは、癌細胞にお

いてしばしば細胞質に貯留する。本研究を通じて私たちは、細胞質に貯留したコネキシンが「癌

組織の元締め」である癌幹細胞の自己複製を亢進することを発見するとともに、その癌幹細胞

の増加が転移の頻度を高めることを証明した。これはコネキシンの局在操作が癌の転移頻度を

制御する方策となり得ることを示唆しており、この研究成果はそのような方策を開発する上で

の礎となることが期待される。 

 
研究成果の概要（英文）：While connexin protein is localised in plasma membrane and 
functions tumour-suppressively, it often translocates into cytoplasm of cancer cells. 
In this study, discovering that cytoplasmic accumulation of connexin enhanced 
self-renewal of cancer stem cells, we successfully proved that an increased number of 
cancer stem cells elevated the incidence of cancer metastasis. It is strongly expected 
that cancer metastasis could be controlled by manipulating subcellular localisation of 
connexin. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) ギャップ結合(GJ)による細胞間コミュ
ニケーションは細胞の様々な営みに深く関
与しており、例えば発癌プロモーションの抑
制なども GJ の重要な役割とされている。コ
ネキシン(Cx)ファミリーは GJ の唯一の構成
タンパクであるが、GJを形成せずに細胞質内
に局在する Cx も様々な機能を有しているこ

とが明らかとなっている。正常の肝細胞では
Cx32と Cx26が発現し共に GJを形成している
が、肝細胞癌(HCC)においては Cx26が消失し
GJ も形成されなくなる。ところが Cx32 は細
胞膜からは消失するものの、細胞質内に発現
し続けており、HCC の分化度が低くなるにつ
れ発現量が増加する傾向が認められる。即ち、
GJは HCC の発生に抑制的に機能する一方、細
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胞質内に過剰に発現した Cx32 は、ひとたび
発症した HCCの悪性度をむしろ高める可能性
が示唆されるのである。 
(2) 私たちは HuH7細胞や Li-7細胞などの複
数のヒト HCC 由来非転移性細胞株を用いて、
培地から doxycycline(Dox)を除去すること
で Cx32 の過剰発現を誘導することができる
Tet-off Cx32 細胞を作製し、Cx32 の発現量
を操作した際に HCC細胞株の浸潤能や転移能
にどのような変化がもたらされるのか、in 
vitro および in vivo で解析した。Dox を除
去することで HuH7 Tet-off Cx32細胞の Cx32
発現量は約５倍になるが、Cx32 は常に”
ER-Golgi-intermediate compartment”もし
くはゴルジ体に局在し、Cx32 が細胞で GJ を
形成することはなかった。それにも拘わらず、
HuH7 Tet-off Cx32細胞を SCIDマウスの肝漿
膜下に異種同所移植すると、Cx32 を過剰発現
する条件下においてのみ転移巣が形成され
たのである。これらの結果より、細胞質内に
局在する Cx32 が、GJ 非依存的なメカニズム
で HCC由来非転移性細胞株に転移を誘導でき
ることが明らかとなった。 
(3) 悪性腫瘍の転移は多段階的な事象であ
り、様々な因子が関与していることは周知で
あるが、近年ほぼ確立された癌幹細胞(CSC)
の概念に従えば、各所に播種した CSCのみが
転移巣を形成でき、CSC 以外の腫瘍細胞は仮
に播種したとしても転移巣を形成するには
至らないと解釈することができる。つまり、
｢CSC であること｣が転移能の１つと考えるこ
と が で き る の で あ る 。 CSC は 元 来
heterogeneity を有する腫瘍組織から見出さ
れたものであるが、私たちが用いた一見均一
で単クローン性細胞よりなる HuH7 細胞の中
にも CSC と non-CSCが確認されている。 
(4) 細胞質内の Cx32 が転移の頻度を高める
という前述の結果から考察すると、細胞質に
局在する Cx32 には HCC 細胞株中の CSC の数
を増やす機能があるのではないかという予
想が立てられる。またごく最近、マウスの正
常造血幹細胞画分に、Cx32が発現しているこ
とも報告されている。以上より私たちは、細
胞質内の Cx32 が HCC の CSC 画分のサイズを
制御および決定する因子なのではないかと
いう仮説をもつに至った。正常細胞の分化は、
組織幹細胞から最終分化まで、極めて厳格な
階層性(hierarchy)に従い非可逆的な分化過
程をとるのに対し、腫瘍組織内の CSC と
non-CSC との間は、「shallow hierarchy」と
よばれるような比較的緩い階層性を有する
に過ぎないといわれる。したがって、条件を
変化させることによって CSCと non-CSCを相
互に転換することが可能かも知れない。この
点からも細胞質内の Cx32 が HCC の non-CSC
から CSC への転換を誘導、もしくは CSCから
non-CSC への｢分化｣を抑制することで CSC を

増加させ、その結果、転移の確率を高める可
能性が示唆されるのである。 
 
２．研究の目的 
細胞質内の Cx32 によりヒト HCC 由来細胞株
における CSCの割合が増加することを示すと
ともに、この増加が non-CSC から CSCへの転
換によるものか、あるいは CSCの自己複製の
促進によるものかを検討し、CSC の数を制御
する Cx32の役割を明らかにする。また、CSC
と non-CSCを分離し、それぞれの細胞集団の
転移能を SCID マウスへの異種移植によって
検討し、Cx32 が細胞質内で GJ 非依存的に機
能することで CSCの割合を増加させ、結果と
して転移の頻度を高めることを確認する。さ
らにそのメカニズムを探索するため、細胞質
に局在する Cx32 によりもたらされる遺伝子
発現パターンの変化を網羅的に捉え、Cx32の
下流で CSCの割合を規定する因子の候補を見
出す。 
 
３．研究の方法 
(1) HCC由来の細胞株 HuH7および Li-7 に対
して、Dox の有無で Cx32の発現を制御できる
システム(HuH7 Tet-off Cx32 および Li-7 
Tet-off Cx32)を作製する。また、対照とし
て Tet-off mock細胞も準備する。in vitro
実験の際には、4 µg/ml Dox を培地に添加す
ることで外来性 Cx32の発現を抑え内因性
Cx32のみの発現を維持するが、Doxを含まな
い通常の培地に変えることにより Cx32 をほ
ぼ 4倍まで過剰発現させる。これらの細胞を
マウスに異種移植する in vivo実験の際には、
飲料水に 2 mg/ml Doxを添加することで外来
性 Cx32の発現を完全に抑え、通常の飲料水
を与えることで、Cx32の発現量を大幅に上昇
させる。 
(2) CSCの表現型の１つとして、side 
population(SP)と呼ばれる、Hoechst 33342
蛍光色素の排出が亢進しこの色素に染まら
ない細胞集団の形成が知られている。また、
HuH7細胞にも SPが 0.25%含まれていること
が報告されている。そこで、HuH7 Tet-off 
Cx32細胞と Li-7 Tet-off Cx32細胞を Doxの
存在下もしくは非存在下で培養、細胞回収後
に生細胞を Hoechst 33342で染色し、MoFlo
セルソーターで SP の割合を測定する。Dox 非
添加群すなわち Cx32の過剰発現を誘導した
際に、SP がどのように変化するか確認する。 
(3) 現在のところ、絶対的な CSCのマーカー
は存在しない。細胞によっては SP以外の指
標の方がより良く CSC画分を反映することも
ある。そこで、HCCの CSCの指標となり得る
CD90、CD133、 CD166などの表面抗原を単独
もしくは組み合わせながら、それぞれ対応す
る抗体で免疫蛍光染色し、Doxの有無による
CSC集団の変化を MoFloセルソーターで解析



する。 
(4) SPもしくは表面抗原で検出した細胞集団
が CSCを含んでいることを検証するため、
Tet-off Cx32細胞を Dox存在下もしくは非存
在下で培養後、CSC 指標の陽性画分と陰性画
分を MoFloセルソーターで分取して、それぞ
れの画分を SCIDマウスの肝漿膜下に同所異
種移植する。Dox添加群の細胞を移植された
マウスには Dox を(2)で記載したように投与
する。12週間後に解剖し、各画分の造腫瘍能
と転移能を評価する。 
(5) ①一般に正常幹細胞は非対称分裂の結
果、幹細胞の自己複製と同時により分化の進
んだ progenitorを生み出すが、progenitor
から幹細胞への逆行性の分化はないものと
考えられている。一方、腫瘍組織内の細胞分
化の階層は正常組織のそれより緩いことが
予想されており、ある一定の条件下で CSC と
non-CSCが相互に転換可能であることが期待
される。Cx32 の過剰発現による CSC 画分の増
加が、CSCの self-renewalの亢進に依存する
だけでなく、non-CSCから CSCへの転換によ
っている可能性もある。そこで、non-CSCに
Cx32の過剰発現を誘導した際に CSCが出現す
るかどうかを検討し、HuH7や Li-7細胞が緩
い階層(shallow hierarchy)を有し、CSCと
non-CSCの制御が比較的容易であることを検
証する。Tet-off Cx32細胞を Dox存在下で培
養後、セルソーターで CSC指標の陰性画分
(non-CSC)を分取し、Dox存在下もしくは非存
在下で培養を継続する。十分な期間培養後、
Dox非添加群の中に CSC指標が陽性の細胞が
出現するかどうかを MoFloセルソーターで解
析する。 
②上記の実験を in vivoで検証する。Tet-off 
Cx32細胞を Dox 存在下で培養後、セルソータ
ーで CSC指標の陰性画分(non-CSC)を分取し、
SCIDマウスの肝漿膜下に同所異種移植する。
マウスには Dox を投与せず、移植細胞内に
Cx32の過剰発現を誘導する。Cx32の過剰発
現により non-CSCに CSCへの転換が生じた場
合は、腫瘤形成と共に転移が観察される。 
 
４．研究成果 
(1) ①HuH7 Tet-off Cx32 細胞とその陰性対
照である HuH7 Tet-off Mock 細胞を、それぞ
れ Dox 存在下もしくは非存在下で 48 時間培
養したところ、図 1 に示すように、Dox 非存
在下において、Cx32 の発現が 4倍以上に増加
することがクローンが見出された。 
②このクローン 15-1 を Dox 非存在下で培養
した際の Cx32 の局在を間接免疫蛍光染色で
確認したところ、図 2に示すように、Cx32は
本来局在すべき細胞膜の細胞間接着領域に
はシグナルが確認できず、細胞質への局在が
認められた。これは HCCにみられる一般的な
特徴であり、HuH7 Tet-off Cx32 細胞もこの

性質を維持しているものと考えられる。さら
にゴルジ体マーカーとの二重染色において、
Cx32 のシグナルはほぼ完全にゴルジ体のそ
れと重なったことから、Cx32 は主にゴルジ体
に局在していることが明らかとなった。 

図 1 
 

図 2 
 
(2) ① HuH7 Tet-off Cx32 細 胞 と HuH7 
Tet-off Mock細胞を、それぞれ Dox 存在下も
しくは非存在下で 10 日間培養したところ、
図 3 に示すように、Dox非存在下の方が存在
下に比べて、SP 画分が 20 倍以上に増加して
いた。 

図 3 
 
②Cx32 による SP 画分の増加が CSC 自己複製
の亢進によるものか、CSC から non-CSC への
分化抑制なのかを検討するために、SPをセル
ソーターにて分取し、Dox 存在下もしくは非
存在下で 1週間培養したところ、図 4に示す
ように、SP から main population (MP)への
分化は Cx32 により阻害されることはなく、
Cx32 を過剰発現することによって、SP の割
合が高く維持されることが分かった。 
(3) さらに細胞質に貯留する Cx32 によって
CSC の自己複製が亢進することを確認するた
めに、CSC spheroid assay を行った。SP と
MP をセルソーターで分取し、それぞれを無血
清非接着半流動培地内で Dox存在下もしくは
非存在下で 20 日間培養したところ、SP は多
数の CSC spheroid を形成したのに対し、MP



はほとんど spheroid 形成能を示さなかった
(図 5a)。 

図 4 
 

図 5 
 
さらに、SP から形成された spheroid は、Dox
非存在下で Cx32 が過剰に発現する環境にお
いてより多く形成され、それらのサイズもよ
り大型であった(図 5a、5b)。以上より、細胞
質内の Cx32 は、CSC の自己複製を亢進させる
ことが証明された。 
(4) 細胞質に過剰発現する Cx32によって CSC
が増加する現象を、CD133 を指標として確認
したところ、図 6 のように、Cx32の過剰発現
によって CD133陽性細胞が増加することが確
認された。 

図 6 
 
(5) SP と MP をセルソーターで分取し、それ
ぞれ SCID マウスの皮下に移植したところ、

SP のみが腫瘍を形成し、MP は全く腫瘍を形
成しなかった。したがって、HuH7 Tet-off 
Cx32 細胞の CSC は SP 画分にのみ濃縮される
ことが確認された。 
(6) CSC から non-CSC への分化だけでなく、
non-CSC から CSC への逆向性の転換が生じる
かどうかを検討するために、MPのみをセルソ
ーターで分取し、Dox の存在下もしくは非存
在下で 10日間培養した。図 7に示すように、
MP を培養したにも拘わらず、SP が出現して
いることがわかる。癌由来の培養細胞は階層
性が緩いために non-CSCから CSCへの逆向性
の転換が生じたものと思われる。またこのよ
うな転換には、Cx32 の過剰発現の有無は影響
を与えないこともわかった。 

図 7 
 
(7) 上記の研究成果は、コネキシンのギャッ
プ結合以外の機能を明らかにしている点で、
非常に新しく、コネキシン研究に一石を投じ
ている。また、CSC の数の増減を制御する因
子を同定した数少ない研究であり、さらにそ
の因子が、幹細胞制御因子として従来より知
られているものとは全く異なるコネキシン
であることは注目に値する。正常の組織幹細
胞と CSCは異なるメカニズムで数の制御が行
われていることが考えられる。細胞質に貯留
する Cx32 が CSC の自己複製を亢進するとい
うことは、Cx32を本来の局在、すなわち細胞
膜へ正しく輸送できるようにすることによ
り、CSC の数を抑制し、癌の進展を抑えるこ
とができるということを示唆しており、癌進
展のコントロールにおいて、Cx32 の細胞内局
在は新たなターゲットになるものと期待さ
れる。 
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