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研究成果の概要（和文）：ナトリウムポンプ（Na,K-ATPase）の阻害剤である強心配糖体は、近年抗癌治療への
有用性が示唆されている。しかし、その作用機序の全容は解明されていない。本研究により、癌細胞の膜マイク
ロドメインにおいて、非イオン輸送体型（受容体型）Na,K-ATPaseと容積感受性外向き整流性（VSOR）チャネル
が機能複合体を形成していること、低濃度（nMレベル）のウアバインが、NADPH oxidase依存的な活性酸素種の
産生を介して、この癌細胞特異的クロストークを活性化することで増殖抑制効果を引き起こすことを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cardiac glycosides, specific Na,K-ATPase inhibitors, has been suggested to 
be a valuable anti-cancer drugs. However, the molecular mechanisms for anti-cancer effects of the 
drugs has not been fully understood. In this study, we have clarified that non-pumping (receptor 
type) Na,K-ATPase is functionally coupled with volume-sensitive outwardly rectifying (VSOR) anion 
channels in membrane microdomains of human cancer cells. Submicromolar ouabain activates the cancer 
cells-specific crosstalk between Na,K-ATPase and VSOR channels in membrane microdomains mediated by 
NADPH oxidase-dependent reactive oxygen species generation. The activation of VSOR channels elicits 
anti-proliferative effects in cancer cells.

研究分野： 分子生理学

キーワード： 癌　ナトリウムポンプ　生理学　細胞・組織　イオンチャネル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ナトリウムポンプ（Na+,K+-ATPase）は、

ほぼ全ての細胞の原形質膜に発現し、膜電位
の形成に寄与するカチオンポンプである。
Na+,K+-ATPase の特異的阻害剤である強心
配糖体を服用していた乳癌患者の、癌の悪性
度や再発率が低いという疫学調査が報告さ
れて以来、様々な研究が行われ、強心配糖体
は癌細胞特異的に増殖抑制を誘導すること
が示唆されている。また、転移癌細胞の細胞
死を誘導する薬物スクリーニングにおいて、
強心配糖体が最も効果的であることが報告
され、Na+,K+-ATPase は、癌制御における新
しい治療ターゲットとして注目されている。
しかし、強心配糖体による抗癌作用の分子メ
カニズムの全容は解明されていない。 
申請者らは、様々な癌細胞において、イオ

ン輸送を阻害しない低濃度のウアバインが、
容積感受性外向き整流性（VSOR）アニオン
チャネルを活性化（EC50=38 nM）させるこ
と、VSOR チャネルの特異的阻害剤である
DCPIB が、ウアバインによる抗癌作用（ミ
トコンドリア活性および細胞増殖能の抑制）
を消失させることを見出した。ウアバインに
よる VSOR チャネル活性化は非癌細胞では
起こらないことから、癌特異的な VSOR チャ
ネル活性化機構が存在している可能性が考
えられた。 
 
２．研究の目的 

本研究は、VSOR チャネルが癌制御機構の
起動分子として機能するものと考え、癌細胞
と非癌細胞、細胞膜マイクロドメインと非マ
イクロドメインにおける VSOR チャネル構
成因子や調節因子の差異に着目した研究を
遂行し、癌細胞特異的な Na+,K+-ATPase‐
VSOR チャネルクロストークの分子メカニ
ズムおよびその抗癌メカニズムを明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養および遺伝子導入 
癌細胞として、ヒト大腸癌由来 HT-29 細胞

およびヒト肝細胞癌由来 HepG2 細胞、非癌細
胞としてヒト胎児腎臓由来 HEK293 細胞を用
いた。遺伝子導入は、ヌクレオフェクション
法により行った。 
 
（２）電気生理学的解析 
HT-29 細胞および HEK293 細胞にホールセル
パッチクランプ法を適用し、等張条件におけ
るウアバイン処理および低浸透圧刺激によ
る細胞膨張時に活性化される Cl-電流を測定
した。 
ピペット溶液の組成は、110 mM CsCl, 2 mM 
MgSO4, 1 mM Na2ATP, 1 mM EGTA, 10 mM 
Hepes, 15 mM Na-Hepes, 50 mM mannitol (pH 
7.3)、等張条件(305 mosmol/kg H2O)のバス溶
液の組成は、110 mM CsCl, 5 mM MgSO4, 7 
mM Tris, 12 mM Hepes, 75 mM mannitol (pH 

7.4)を用いた。Mannitol の量を減らし低張溶
液を作製した (270 mosmol/kg H2O)。 
 
（３）細胞増殖能の評価 
細胞を 24-well プレートに 1 × 105個播種し、
24 時間後に薬物を処理し、増殖した細胞数を
カウントし、細胞増殖能を評価した。 
 
（４）ミトコンドリア酵素活性の測定 
細胞のミトコンドリア酵素活性は、MTT cell 
proliferation assay kit を用いて測定した。 
 
（５）膜マイクロドメインの単離 
膜マイクロドメインは、HT-29 細胞を 1% 
CHAPS 処理した後、sucrose 不連続密度勾配
遠心において detergent-resistant membranes 
(DRM)として分画した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト大腸癌 HT-29 細胞に、10 mM 
methyl-β-cyclodextrin (MβCD)を処理し膜マイ
クロドメインを破壊したところ、ウアバイン
によるVSORアニオンチャネル電流の活性化
は有意に阻害された（図 1A）。また、MβCD
処理により、ウアバインによる細胞増殖抑制
効果（図 1C）およびミトコンドリア酵素活性
（図 1D）の抑制効果が有意に減弱した。他
方、低浸透圧刺激により細胞膨張を引き起こ
した際に活性化されるVSORチャネル電流は、
MβCD 処理により阻害されなかった（図 1B）。
また、興味深いことに、MβCD 処理により、
Na+,K+-ATPase の 86Rb+輸送活性は有意に上昇
した。従って、ウアバインによる VSOR チャ
ネル活性化および抗癌作用には、膜マイクロ
ドメインに存在する非イオン輸送型（受容体
型）Na+,K+-ATPase が関与していることが示
唆された。 

膜マイクロドメインにおけるVSORチャネ
ルの分布を検討するため、最近 VSOR チャネ
ルの重要な構成分子の一つとして報告され
た leucine rich repeat containing 8 family, 
member A (LRRC8A)に着目し、抗 LRRC8A 抗

 
図 1. VSOR 電流、細胞増殖能およびミトコンド
リア酵素活性に対する MCD の効果 
 



体を作製した。抗体の特異性は、クローニン
グしたヒト LRRC8A 発現 HK293 細胞および
siRNA によるノックダウン HT-29 細胞を用い
て 確 認 し た 。 HT-29 細 胞 に お い て 、
Na+,K+-ATPase の場合と同様に、LRRC8A の
一部（約 20%）が膜マイクロドメインに分布
していた（図 2）。この割合は、ウアバイン処
理により活性化される VSOR 電流が、低浸透
圧処理による細胞膨張時に活性される VSOR
電流（最大活性）の約 30%に近似していた。 

 
次に、HT-29 細胞より膜マイクロドメイン

画分と非マイクロドメイン画分を単離し、
LRRC8A の特異的抗体を用いた免疫沈降実
験を行った。Na+,K+-ATPase と LRRC8A の免
疫共沈降は、膜マイクロドメインサンプルに
おいてのみ観察された。また、LRRC8A ノッ
クダウン HT-29 細胞において、ウアバインに
よるVSORチャネル活性化および細胞増殖抑
制は消失した。さらに、LRRC8A ノックダウ
ン細胞では、Na+,K+-ATPase のイオン輸送能
が変化しないにもかかわらず発現量は減少
した。 
他方、非癌細胞として用いた HEK293 細胞

では、LRRC8A をノックダウンしてもウアバ
インによるVSORチャネルの活性化および抗
癌作用は見られなかった。 
 
（２）次に、膜マイクロドメインにおける
Na+,K+-ATPase と VSOR チャネルとのクロス
トークに関与するシグナルについて検討し
た。近年膜マイクロドメインにおける
NADPH oxidase（NOX）の発現が報告されて
いる。HT-29 細胞に NOX 阻害剤（20 M 
VAS2870, 5 mM apocynin）を処理することで
ウアバイン誘導性のVSORチャネル電流の活
性化、ミトコンドリア活性阻害および増殖抑
制効果は阻害された。また、H2DCFDA を用
いて細胞内活性酸素種（ROS）レベルを測定
したところ、ウアバイン処理により ROS 産生
が亢進し、NOX 阻害剤によりその亢進が抑制
された。興味深いことに、これらの現象は、
非癌細胞においては観察されなかった。 
 他方、これまで様々な細胞の膜マイクロド

メインにおいて、Na+,K+-ATPase と Src キナー
ゼの機能共役が報告されている。しかし、
HT-29 細胞において、ウアバインによる増殖
抑制およびミトコンドリア活性抑制効果に
対して Src キナーゼ阻害剤 PP2（10 M）は有
意な効果を示さなかった。 

 
以上（１）と（２）の結果を総括すると、

本研究により、癌細胞の膜マイクロドメイン
において受容体型 Na+,K+-ATPase と VSOR チ
ャネルは癌細胞特異的な機能複合体を形成
していることが明らかとなった。低濃度ウア
バ イ ン が 膜 マ イ ク ロ ド メ イ ン の
Na+,K+-ATPase に作用することで、Src キナー
ゼを介した従来のシグナルではなく、NADPH
オキシダーゼによる活性酸素種（ROS）産生
を介してVSORチャネルが活性化され細胞増
殖が抑制されるという新規の抗癌メカニズ
ムが示唆された（図 3）。本成果をまとめた論
文を現在投稿中である。 

 
（３）また、本研究過程において、低濃度ウ
アバインが、肝細胞癌 HepG2 細胞において、
グルコーストランスポーターGLUT1 の原形
質膜での発現レベルを減少させることでグ
ルコース取込み量を顕著に抑制することを
見出した。この機構には、Na+,K+-ATPase と
その下流のカルシウム‐カルモジュリンシ
グナル経路を介した GLUT1 のエンドサイト
ーシスの活性化が関与していることが示唆
された。 
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