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研究成果の概要（和文）： 悪性黒色腫は早期に転移をきたす予後不良の腫瘍である。これまで

にわれわれは悪性黒色腫の転移においてコネキシン 26（Cx26）が重要な役割を担っていること

を見いだした。本研究では悪性黒色腫の転移を抑制する分子標的治療薬の開発を目指して、Cx26

分子の細胞外ドメインに対する抗体の作製を試み、マウス悪性黒色腫転移モデルを用いて、こ

の抗体の転移阻止効果を調べた。その結果、作製した抗体は不完全ではあるが悪性黒色腫の転

移抑制作用を示した。 

 

研究成果の概要（英文）： Malignant melanoma is a tumor of the poor prognosis in which the 

metastasis is caused at the early stage. We previously found that connexin 26 (Cx26) took 

an important role in the metastasis of malignant melanoma. I aimed at the development 

of a molecular target medicine controlling the metastasis of malignant melanoma in this 

study, and tried making the antibodies for the extracellular domains of the Cx26 molecule, 

and examined the metastasis controlling effect of the antibodies using a malignant 

melanoma metastasis mouse model. As a result, the antibodies showed metastasis control 

action although it was not strong. 
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１．研究開始当初の背景 

 

（１） 悪性黒色腫は早期にリンパ行性・血

行性に身体の各所に転移をきたすことから、

皮膚癌のうちでも、最も予後不良の悪性腫瘍

のひとつとして知られている。しかし、この

腫瘍の転移のメカニズムについては今なお

不明な点が多い。 

 

（２） コネキシン（Cx）はギャップ結合を

構成する細胞膜タンパクファミリーである

が、このギャップ結合はイオンや低分子量タ

ンパク質の細胞間での輸送に関わっており、

細胞の増殖、分化に重要な役割を担っている

ことが知られている。しかし、悪性腫瘍にお

けるコネキシンの役割については腫瘍の増

殖を抑制するという報告や、逆に増殖を促進

させるという報告があり一定の見解は得ら

れていない。 

 

（３） 我々はマウス悪性黒色腫細胞 B16 を

同一起源とする高転移性 BL6株、低転移性 F10

株の遺伝子発現を比較し、Cx26の発現が BL6

において増強していることを見出し、この遺

伝子を F10株に過剰発現させると、低転移型

から高転移型に変化することを明らかにし

た (J Clin Invest 105, 1189-1197, 2000) 。

さらに、ヒト悪性黒色腫において、悪性黒色

腫細胞のみならず、腫瘍近傍の内皮細胞にお

いても Cx26 の発現が誘導されることをみい

だし、さらに培養細胞を用いて、悪性黒色腫

細胞と内皮細胞とのギャップ結合を介する

コミュニケーションを明らかにした（Cancer 

110, 1162-1172, 2007）。 

 

２．研究の目的 

 

悪性黒色腫細胞と内皮細胞との間の Cx26 を

介したギャップ結合形成が、悪性黒色腫の転

移の鍵を握っていると考えられることから、

Cx26分子を標的としてその働きを阻害し、悪

性黒色腫の転移を阻止する治療薬の開発を

目指す。 

 

３．研究の方法 

 

（１） Cx26に対する抗体の作製 

①  Cx26特異抗原の選定と合成：マウス

Cx26のアミノ酸配列から細胞外ドメインと

予測される部位を 2か所選定し、各々の部位

について、抗原として最適と思われるペプチ

ド配列を決定し合成した。 

② 合成ペプチドに対する精製抗体の作製： 

合成したペプチドにキャリアー蛋白として

KLHを結合させ、これらを抗原としてウサギ

を免役し、採取した抗血清から各ペプチドに

対するアフィニティ精製抗体を得た。 

③  抗 Cx26精製抗体の抗体価測定：Cx26ペ

プチド抗原を 96穴プレートに固相化した

ELISA プレートを用いて、作製した精製抗体

の抗体価を測定した。 

 

（２） 抗 Cx26抗体による悪性黒色腫の転

移阻止実験 



① 悪性黒色腫の自然転移モデルの作製：高

転移型悪性黒色腫細胞株 BL6を C57/BL6マウ

スならびにヌードマウスの footpadに皮下注

射し（2x105細胞/マウス）、約 2週間後に局所

で増殖した腫瘍は切除し、その後 4 週目に悪

性黒色腫の肺への転移をコロニー数のカウ

ントにより評価した。 

② 抗 Cx26 抗体による転移阻止実験：上述

の悪性黒色腫の自然転移モデルを用いて、こ

のマウスに今回作製した抗 Cx26抗体を、様々

なタイミングで尾静脈から静注あるいは腹

腔内注射し(100ug/マウス)、悪性黒色腫細胞

の肺への転移を経時的に評価し、抗体による

悪性黒色腫転移阻止効果を検討した。 

 

４．研究成果 

 

(１)  マウス Cx26細胞外ドメインに対する

アフィニティ精製抗体の作製と抗体力価の

検定 

2 種 類 の ペ プ チ ド (CX26-1:12AA 、

CX26-2:13AA)の各々でウサギを複数回免役

して得た血清からアフィニティ精製にて抗

体を精製し、この抗体の力価を ELISA法にて

検定した結果、抗 CX26-1抗体、抗 CX26-2 抗

体はともに、64,000 倍以上の抗体価を有して

いた。 

 

 (２)  抗 Cx26 抗体の悪性黒色腫細胞転移

抑制活性 

  BL6 をマウスの足底に移植し、肺転移し

た悪性黒色腫のコロニー数を、抗 Cx26 抗体

投与群と、コントロール群で比較したところ、

移植前から抗体投与を開始し、その後も毎週

1 回投与した場合、悪性黒色腫の肺への転移

が、コントロール群よりも減少する傾向がみ

られた。特に抗 Cx26-1 抗体, 抗 Cx26-2抗体

の両者を同時に投与することにより腫瘍転

移抑制効果が増強する傾向が見られたこと

から、両者が腫瘍の転移阻止に協調的に働い

ている可能性が示唆された（図）。但し、現

在のところ抗 Cx26 抗体投与群とコントロー

ル群との間に統計学的な有意差は得られて

いないため、今後 Cx26 の他のエピトープに

ついても抗体を作製し、より効率的に転移を

阻害する抗体のスクリーニングを進めてゆ

きたい。 
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