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研究成果の概要（和文）：肝細胞ギャップ結合タンパクである、Connexin 32(Cx32)のドミナン

トネガティブトランスジェニックラットおよび Cx32 導入ラット肝癌細胞株を樹立し、それらに

対する Acetaminohenの肝細胞死発現を解析した結果、Acetaminophen による肝細胞死にアポト

ーシスが関与することを明らかにした。また Cx32 はアポトーシスの制御を介して肝発がんや肝

癌細胞の増殖能を抑制していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Connexin 32 (Cx32) is a major gap junction protein in the liver. 
We established Cx32 dominant negative transgenic rats and Cx32 transfected rat 
hepatocellular carcinoma cells. The present study by using them indicated that caspase 
3 dependent apoptosis was an important mechanism of acetaminophen-induced hepatotoxicity. 
Moreover, Cx32 regulates apoptotic signaling in both normal liver tissue and 
hepatocellular carcinoma cells, may play important roles in preventing carcinogenesis 
by inducing apoptosis in genetically damaged cells with cancer initiation.
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１．研究開始当初の背景
肝癌は、肝炎、肝硬変などの慢性肝疾患の

進行を背景に発生することが多い。またギャ
ップ結合は細胞間連絡能を担っており、肝細
胞のギャップ結合の主要な構成タンパクで
ある Cx32 は、慢性肝炎、肝硬変さらに肝細
胞癌と肝障害の進行とともに発現が低下し
ている。また当研究室で作製した Cx32 ドミ
ナントネガティブトランスジェニックラッ
ト(Tg)は、野生型ラットと比較して、細胞間
連絡能が低下しており(図 1)、複数の肝障害
物質による肝細胞死が抑制される一方、肝発
がん物質に対して高感受性を示すことが明
らかになっている。これらのことから、Cx32

機能低下時に起こる肝細胞死誘導の阻害が、
発がん感受性の亢進に寄与している可能性
が示唆される。

２．研究の目的
本研究では、肝細胞障害と肝発がん性の関

係、および Cx32 が担う細胞間連絡能の役割
を明らかにするため、Tg ラットモデルを用い
て、 Acetaminophen (APAP)誘発肝障害が
diethylnitrosamine(DEN)肝発がん性に与え
る影響を解析する。また Cx32 の低下したラ
ット肝癌細胞に Cx32 を導入した安定細胞株
を樹立し、Cx32の肝細胞死や肝癌細胞の増殖
に対する作用を調べる。
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図 1．Cx32ドミナントネガティブトランスジェニックラット

３．研究の方法
(1)Tgと野生型ラットに対し、APAP (500mg/kg 
x 2 回/週、5週間)を投与し、それに続き DEN
を 50ppm、12 週間投与する。肝発がん性は、
glutathione S-transferase placental form 
(GST-P)免疫組織染色により陽性を示す細胞
巣を前癌病変として定量する。また Tg、野生
型ラットそれぞれ APAP 投与および無処置群
の肝をサンプルとし、cDNA マイクロアレイ解
析を行うことで、肝細胞障害後に起こるがん
化の機構に関与する遺伝子変化を追究する
ことを試みる。
(2)ラット肝癌細胞 C6に GFPベクターを用い
て、Cx32遺伝子を導入した安定細胞株を作製
する。樹立した Cx32導入肝癌細胞株に APAP
を投与し、肝癌細胞の細胞増殖活性、生存率
アッセイおよびアポトーシスの解析を行う。

４．研究成果
(1) Tgおよび野生型ラットにAPAPを投与し肝
細胞障害を誘発した後、肝発がん物質DENを投
与し、APAPによる肝障害発現とGST-P免疫染色
における陽性細胞巣の解析を行った。その結
果、APAP投与群では小葉中心性肝細胞死が観
察され、野生型ラットと比較してTgラットで
は肝細胞死の抑制傾向を認めた。免疫組織学
的に障害肝細胞は、TUNEL陽性、
Cleaved-caspase 3陽性を示し、アポトーシス
が作用していることが明らかとなった(図2)。
次に DEN 投与による GST-P 陽性領域形成は、
Tg および野生型ラットいずれにおいても無
処置群と比較し APAP 投与群で増大傾向を認
めたが、Tg でのみ有意差を認めた(図 3)。
(2) 以上よりギャップ結合機能の低下状態で
は、障害肝細胞に対するアポトーシス誘導が
阻害され、障害細胞が残存した状態となり、
その結果発がん物質に対する感受性が上昇す
ることが示唆された。そこで、Tgおよび野生
型ラットのAPAP投与群、無処置対照群の肝組
織をサンプルとして、mRNAおよびに対するマ
イクロアレイ解析を行い、APAP誘発肝障害時
の遺伝子変化を検討した。その結果、APAP投
与群で野生型と比較しTgラットで2倍以上発

現上昇したmRNAの１つとしてmalic enzyme 1 
(Me1) を同定した。定量的RT-PCRにより、Me1
はAPAPにより野生型ラットでは発現変化しな
いのに対し、Tgでは約4倍の発現上昇を認めた。

図2．TgにおけるAPAP誘導アポトーシス抑制

図3．TgにおけるAPAPによる肝発がん性亢進

(3) ラット肝癌細胞 C6 に、GFP ベクターを用
いて Cx32 遺伝子を導入した結果、Cx32 タン
パク発現と細胞間連絡能が回復した安定細
胞株（C6-Cx32）の樹立に成功した。C6-Cx32
およびベクターを導入したC6-Mock培養液中
に APAP を添加し、24 時間後の細胞形態の変
化、増殖活性およびアポトーシスの解析を行
った。その結果、APAP 投与により両者で浮遊
細胞の出現と、Caspase 3 の活性化を伴うア
ポトーシスが確認された。Cleaved-caspase 3
のシグナルは、C6-Mock と比較し C6-Cx32 に
おいてより強く検出された（図 4）。また
C6-Cx32 では C6-Mock と比較し、有意な細胞
増殖活性の低下とアポトーシス細胞の増加



を認めた。以上より、Cx32 はラット肝癌細胞
において APAP によるアポトーシスシグナル
の伝達を促進することが明らかとなり、Cx32
を介する細胞間連絡能は、正常肝組織および
肝癌細胞株いずれにおいても、アポトーシス
シグナル伝達を制御していることが示唆さ
れた。

図4．Cleaved-caspase 3,免疫染色：ラット肝癌細胞におけるCx32

による APAP 誘導アポトーシス感受性の亢進
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