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研究成果の概要（和文）：本研究においては、細胞間結合の構成因子のひとつコネキシン（Cx）のがん

抑制作用に着目した。既に有効性が認められている腎細胞癌に対するCx32の増殖抑制作用および

vinblastine耐性改善作用を、脱メチル化薬の5-Aza-2’-deoxycytidineを用いて再現できた。一方で、

難治性がんである悪性中皮腫に対してCx43は、化学療法薬cisplatinに対する感受性増強に寄与す

ることが示された。以上より、Cxを難治性がん治療に活用できる可能性が期待された。 
 
研究成果の概要（英文）：We have investigated the anti-tumor effect of connexin (Cx) gene, 

component of intercellular gap junction. Finally 5-aza-2’-deoxyxytidine could induce Cx32 

expression in renal cell carcinoma, which exerted not only anti-proliferative effect but also 

improvement of chemotherapeutic cytotoxicity. On the other hands, Cx43 was found to 

enhance cisplatin cytotoxicity against mesothelioma. Above all, Cx could be useful for 

treatment of refractory cancers. 
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１．研究開始当初の背景 

多くの研究から悪性形質転換した細胞と形質転換して

いない細胞を共培養すると前者の増殖が抑制されることが

明らかとなり、このような接触阻害現象の存在から接着因

子 cadherin や他の細胞間結合タンパク質が着目され、コ

ネキシン（Cx）もその一環として研究されてきた。Cx は骨

格筋を除くあらゆる組織細胞にみられる普遍的な分子であ

るが、一方で約 20 種の分子種が存在し、各々組織特異的

に制御され、心臓拍動、感覚受容調節、代謝連関など

様々な細胞集団の協調活動維持にあずかっている。がん

研究における Cx の作用は細胞増殖抑制に留まらず、原

発巣からの離脱・浸潤抑制、血管外遊出の制御、薬物に

対する感受性の増強など多くの可能性が見出されている。

しかし治療への応用を図るには、未だ詳細が明らかにされ

ていない Cx 遺伝子のがん抑制機能の作用点・作用経路

を解明すること、ならびに応用研究としてどのようにして Cx

遺伝子の発現制御を行うのか、その方法について検証す

ることは必要不可欠である。 

 
２．研究の目的 

本研究では既に Cx のがん抑制作用が認められている

がん腫において、詳細な作用機構および Cx 遺伝子自身

の発現制御手段を検討することにより、Cx を利用したがん

治療法開発の一助に成ることを目指した。さらに、難治性

で早急に新規治療法の開発が求められる悪性中皮腫に

対し、新たに Cx の作用を検証することで、適応範囲の拡

充が可能であるか検討した。 

 
３．研究の方法 

（１）脱メチル化薬を用いたCx32 発現回復による薬物感受

性改善作用の検討 

転移性ヒト腎細胞癌株 Caki-1 を用いて、脱メチル化薬

5-aza-2'-deoxycytidine (5-aza-dC) に よ っ て 、 Cx32 

mRNA 発現が回復するかどうかを確認した。次に、

5-aza-dC を 72 時間作用させた後、vinblastine (VBL) 

を 48 時間添加したときの細胞生存率を MTT assay にて

評価した。また作用点の検討として、VBL 耐性で過剰発

現が問題となる P 糖タンパク質（P-gp）への影響を、これを

コードする MDR-1 mRNA 発現の解析により確認した

（real-time PCR）。さらにヌードマウスに Caki-1 を皮下移

植したモデルにおいて、5-aza-dC と VBL を週 1 回、4 週

間腹腔内投与して、腫瘍増殖抑制効果を検討した。 

 
（２）悪性中皮腫に対する Cx43 の作用に関する検討 

 ヒト悪性中皮腫株 H28 を用い、Cx 遺伝子としては母体

組織で発現し、がん部位で発現低下が報告されている

Cx43 を選択し、Cx43 強制発現系を作成した。これを用い

て細胞の増殖（MTT assay）・遊走能の検討（Boyden 

chamber assay）、また悪性中皮腫に対して臨床適用とな

る化学療法薬 cisplatin（CDDP）の殺細胞作用へ及ぼす

影響を MTT assay および細胞周期解析から確認した。さ

らにこの作用について、Cx が細胞間ギャップジャンクショ

ン（GJ)の構成因子であることから、GJを介する作用である

か、これに非依存的な作用であるか、GJ 阻害薬の

β-glycyrrhetinic acid（GA）を用いて検証した。一方で

Cx43 と相互に作用することが知られる増殖因子 Src の関

与についても Westernblot 法を用いて確認した。 

 
４．研究成果 

（１）脱メチル化薬による Cx32 発現回復による薬物感受性

増強作用 

 まず in vitro において、5-aza-dC によって Cx32 

mRNA 発現が増加することが確認された（Fig.1）。 

 

 

 

 

 

 
Fig.1  5-aza-dC が Cx32 発現に及ぼす影響 

*: p<0.05, **: p<0.01 vs ‘ 0 μM ’  



 そして VBL の増殖抑制効果が 5-aza-dC の併用により

増強された（Fig.2）。 

 

 

 

 

 

 
Fig.2 5-aza-dC と VBL の増殖抑制の併用効果 
 
 この併用効果の作用機序の検討として MDR-1 mRNA

の発現を測定したところ、5-aza-dCによって用量依存的に

抑制された（Fig.3）。 

 

 

 

 

 

 
Fig.3  5-aza-dC の MDR-1 発現へ及ぼす影響 
 
 またこの MDR-1 抑制効果は、VBL 併用時にも維持され

ていた（Fig.4）。 

 

 

 

 

 
Fig.4  5-aza-dC と VBL の併用による MDR-1 発現
への影響 
 

以上より、5-aza-dC の併用により P-gp の発現が抑制さ

れ、細胞内 VBL 濃度が上昇したことで VBL の作用が増

強した可能性が示唆された。in vivo においては、control

群と比較して 5-aza-dC 単独群で腫瘍増殖がやや抑制さ

れたのに対し、VBL との併用群では増殖が顕著に抑制さ

れ、両薬剤の併用効果が認められた（Fig.5）。 

 

 

 

 

 

 
Fig.5  in vivo における 5-aza-dC と VBL の併用効果 

（２）悪性中皮腫に対する Cx43 の効果 

 Cx43 強制発現株（H28-T）は親株の H28 およびベクタ

ーのみを発現させたコントロール（H28-W）に比べて細胞

増殖の抑制傾向がみられた（Fig.6）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.6 Cx43 の細胞増殖へ及ぼす影響 

 
遊走能への影響はみられなかった。一方、CDDP 添加

後の細胞生存活性は、H28 および H28-W で高い生存率

を維持したのに対し、H28-T では有意に減少し、CDDP

殺細胞作用が増強されたことが示唆された（Fig.7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.7 Cx43 の CDDP 殺細胞作用へ及ぼす影響 

 
このとき細胞周期解析からアポトーシスを示す sub-G1

ピークの増加が確認された（Fig.8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.8 CDDP 添加後のアポトーシス細胞の割合 

*: p<0.05, ***: p<0.001 vs ‘ 0 μM ’ 

***: p<0.001; 
‘ 0 μM ’ v.s. ‘ 5 μM ’  

###: p<0.001; v.s. H28,
***:p<0.001; v.s. H28W 

###: p<0.001; v.s. H28, 
***:p<0.001; v.s. H28W 



また、この CDDP 殺細胞作用の増強における GJ 形成

の寄与についてGJ阻害薬のGAを用いて確認した結果、

ほとんど影響を及ぼさないことが明らかとなった（Fig.9）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.9 CDDP 殺細胞作用への GJ の関与の確認 

 
さらに増殖因子 Src の発現は H28-T で抑制傾向を示し

（Fig.10）、GJ 非依存的な機序の一端を担う可能性が示

唆された。 

 

 

 

 

 

 
Fig.10 Cx43 が Src 活性へ及ぼす影響 

 
（３）まとめ 

本研究より、脱メチル化薬を用いて Cx32 発現を回復す

ることにより、Cx32 の腎細胞癌に対する増殖抑制作用お

よび VBL 殺細胞作用の増強を再現することができた。こ

れは Cx 遺伝子を活用した新規がん治療法の手段の構築

に貢献できると考えられた。また、悪性中皮腫に対する

CDDP の感受性に関して Cx43 が有効であることが示され、

Cx による抗腫瘍作用が期待されるがん腫の幅を広げるこ

とができた。今後、より詳細な作用点の追究や期待される

作用が発現し得る微細な濃度条件設定等を進めることで

臨床への応用が期待される。 
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