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研究成果の概要（和文）：電位依存性 Ca チャネルの中で、T 型は静止膜電位付近でカルシウム

流入を引き起こすことができるユニークなチャネル特性を持ち、細胞増殖制御や遺伝子発現な

ど様々な生理作用に関与すると言われている。本研究では、T型 Ca チャネルが癌の進展にどの

ような働きをするかについての検討をヒト乳癌由来細胞を用いて行った。その結果、T型 Ca チ

ャネルのアイソフォームの 1 つである Cav3.1 は、癌の増殖抑制に働き、また、細胞死（アポト

ーシス）を誘導することがわかった。別のアイソフォーム Cav3.2 にはこれらの作用は見られな

かった。これらのことから、Cav3.1チャネルは癌抑制因子の1つとして働くことが示唆された。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： T-type voltage-gated Ca2+ channels have unique 
electrophysiological properties, which have been assumed to be suitable for physiological 
action such as controlling the proliferation of various tumor cells. A study of T-type 
voltage-gated Ca2+ channels on tumor development was carried on MCF-7 (Human breast 
adenocarcinoma) cells. Cav3.1, an isoform of T-type channels, inhibited cell 
proliferation and induced apoptosis, while a different isoform, Cav3.2, had no effect. 
These suggest that the Cav3.1 channel may act as a tumor suppressor. 
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１．研究開始当初の背景 

DNA メ チ ル 化 は 遺 伝 子 発 現 の 抑 制
(silencing)や突然変異の原因として知られ
る。CpG 配列の多いプロモーター領域でのメ
チル化が発癌時に多く出現することから、メ
チル化による発現抑制を受けた遺伝子群に

よってコードされた様々な蛋白の欠損によ
って癌に特異的な環境を成立させると考え
られている。様々な癌細胞に発現する T型 Ca
チャネル CACNA1G 遺伝子もその発現調節を受
けるものの一つであると報告されているが、
その生理的な意味はまだわかっていない。ま
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た、翻訳領域においても非常に CG 含量の多
い CACNA1G 遺伝子には、この領域においても
メチル化による変異や、選択的スプライシン
グへの影響が予想され、glyoma 細胞において
変異型の発現も報告されている。従来、細胞
の Ca 動員機構の一つとして様々な生理機能
に関わると考えられてきた Ca チャネルであ
るが、前述した発現調節の意味も含めて、癌
におけるこのチャネルの役割はよくわかっ
ていないのが現状である。 
２．研究の目的 
本研究では、この T 型 Ca チャネルの癌の

増殖、細胞周期、アポトーシスなどにおける
病態生理学的機能を、様々な手法を用いた検
討によって明らかにすることを目的とした。 
３．研究の方法 
細胞培養： 
ヒト乳癌由来細胞株 MCF-7及び自然不死化

ヒト乳腺上皮細胞株 MCF-10F を用い、10 % FBS
添加 MEM 培養液中で 37 度、5 % CO2の条件で
培養を行った。 
遺伝子ノックダウン及びチャネルブロッカ
ーによる実験： 

Cav3.1 と Cav3.2 特異的な siRNA を導入し
て行った。ノックダウン効率は、リアルタイ
ム PCR によって確認した。また、Cav3.1 に選
択性が高いチャネルブロッカーProTx-I を用
いた。 
細胞増殖アッセイ（MTT 法）： 
テトラゾリウム塩（MTT）の還元に伴うホ

ルマザン色素（青色）の呈色反応を利用して
マイクロプレートリーダーで 450nmの吸光度
を測定した。 
免疫細胞染色： 
一次抗体として、抗 Cav3.1 抗体、抗 Cav3.2

抗体、及び抗 annexin-V 抗体（アポトーシス
マーカー）を用いた。また、別のアポトーシ
ス検出として TUNEL アッセイを用いた。 
アポトーシスアッセイ： 
APOPercentageTM apoptosis assay kit 
(Biocolor Ltd.)を用いた。アポトーシス陽
性細胞は画像処理により定量化した。 
マイクロアレイ解析： 
「GOstat」解析 Webソフトを用いて、Cav3.1 

と Cav3.2 の遺伝子ノックダウンによって変
動した遺伝子群の解析を行った。 
 
４．研究成果 
細胞増殖への影響： 
Cav3.1遺伝子siRNAによるノックダウンに

よって、MCF-7 細胞の増殖は有意に促進され
た（図１a）。一方、Cav3.2 遺伝子ノックダウ
ンでは、このような効果が見られなかった
（図１b）。更に、Cav3.1 に選択性が高いチャ
ネル阻害薬 ProTx-I によっても、遺伝子ノッ
クダウン実験の場合と同様に MCF-7細胞の増
殖は有意に促進された（図１c）。 

更に、クローニングした遺伝子を MCF-7 細
胞に導入して Cav3.1 チャネルを強制発現さ
せると、遺伝子ノックダウンの場合とは、逆
に細胞増殖が有意に抑制された（図２a）。
Cav3.2 チャネルを強制発現しても、ノックダ
ウン実験から予想された通りに、このような
変化は観察されなかった（図２b）。これらの
ことから、Cav3.1 チャネル選択的に増殖促進
が起きていること、また、この増殖促進はカ
ルシウム流入を介していることが示唆され

図１ MCF-7 細胞増殖における Cav3.1 及び

Cav3.2特異的な siRNAとチャネルブロッカーの

影響 

図２ 細胞増殖における Cav3.1 及び Cav3.2

チャネルの強制発現による影響 

図 3 MCF-10 細胞増殖における Cav3.1 特異的

な siRNA とチャネルブロッカーの影響 



た。 
一方、非腫瘍性 MCF-10F 細胞では、Cav3.1

遺伝子ノックダウン、および ProTx-I による
増殖への影響は MCF-7細胞の場合とは明らか
に異なり、有意な変化が見られなかった（図
３）。腫瘍細胞と正常細胞間では、Cav3.1 チ
ャネルからのカルシウム流入に由来する生
理作用に違いがあることが示唆された。 

 
免疫染色による T 型 Ca チャネルの発現の観
察： 
 免疫染色法を用いて MCF-7 細胞における
Cav3.1 チャネルの局在を調べた。細胞表面が
水疱状の細胞質突起を示し、核が濃染され、
またアポトーシスマーカーAnnexin-V や
TUNEL 法の陽性細胞として特定されるアポト
ーシス細胞の細胞膜に Cav3.1 が特異的に発
現していた。一方、Cav3.2 チャネルは大多数
の MCF-7 細胞の膜に発現しており、アポトー
シスや Cav3.1 の発現との関連性を認めなか
った。 
 
Cav3.1 チャネルによって誘導されるアポト
ーシス： 

Cav3.1 チャネルがアポトーシスと関連し
ていることが推定されたので、Cav3.1 を強制
発現させ、アポトーシスアッセイにて定量的
に測定した。その結果、空ベクターのみを発
現させたものと比較して、有意にアポトーシ
ス細胞が増加した（図４a）。また、Cav3.1 遺
伝子 siRNA によるノックダウンは、アポトー
シスを有意に減少させた（図４b）。また、
Cav3.1チャネルのN端に赤色蛍光タンパクを
付加した Cav3.1-RFP を強制発現すると、ア
ポトーシスアッセイで観察された結果に一
致して、赤色蛍光を膜発現している細胞にお
いては例外なく強い核の濃染や凝集が起き
ていた（図５）。空ベクターによる細胞質で
の赤色蛍光を発現する細胞においては観察
されなかった。これらのことは、Cav3.1 チャ
ネルが MCF-7 細胞においてアポトーシスを誘
導することを示唆している。非腫瘍性
MCF-10F 細胞では、この現象は観察されなか
った。 
 
細胞増殖抑制とアポトーシスの細胞内経路： 
乳癌治療薬であり、遺伝子毒性を示すシク

ロホスファミドは、MCF-7 細胞においてアポ
トーシスを誘導すると同時に Cav3.1 チャネ
ル発現を増加させた。シクロホスファミドに
よるアポトーシスは Cav3.1 遺伝子 siRNA に
よって抑制された。シクロホスファミドは、

図４ Cav3.1 チャネルの強制発現によるアポト

ーシス細胞の増加（左図）と遺伝子ノックダウン

による減少（右図） 

図５ 赤色蛍光で標識した Cav3.1 チャネルが膜

発現する細胞はアポトーシスの特徴を示す。青色

蛍光は、核を示す。 

図６ CP-31398 によるアポトーシス増加（上図）と

Cav3.1 チャネル（緑色蛍光）の発現の増加（下図） 

** 
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p53 経路を介してアポトーシスに至ることが
報告されていることから、次に、p53 経路と
の関連を調べた。p53 安定化剤 CP-31398 はア
ポトーシス誘導剤としても使用されるが、こ
れにより MCF-7細胞のアポトーシスが増加し、
更に、この CP-31398 誘導アポトーシスは
Cav3.1のsiRNAによって抑制された（図６上）。
また、CP-31398 はこれと一致して、Cav3.1
チャネル発現を増加させた（図６下）ことか
ら、p53 によるアポトーシス誘導に際して
Cav3.1 が関与していることが示唆された。ま
た、データベース検索によると、Cav3.1 遺伝
子上流には、p53 レスポンスエレメントが存
在するので、Cav3.1 チャネル発現には p53 が
関与する可能性がある。 
 
脱メチル化薬による影響 
 DNA メチル化阻害剤の一つで、細胞毒性が
低いとされている zebularine によって、
Cav3.1 チャネルの発現が増加することを、免
疫染色によって観察した。MCF-7 細胞におい
ては、Cav3.1 チャネルがメチル化による発現
抑制を受けている可能性がある。 
 
遺伝子ノックダウンによって変動する遺伝
子群のマイクロアレイによる解析： 

Cav3.1 遺伝子及び Cav3.2 遺伝子のそれぞ
れの siRNA によるノックダウン後、変動する
遺伝子群を解析ソフト GOstat により解析し
た。Cav3.1 ノックダウンによって、p53 安定
化に働く siah1、p53 誘導アポトーシスに関
与する XPD や、p53 リン酸化・活性化を誘導
する GADD34 など p53 関連の遺伝子が幾つか
有意に減少していた（Table1）。一方、Cav3.2
による変動遺伝子群の構成は、Cav3.1 による
ものとはかなり異なっており、Table1 に示し
た遺伝子群の有意な変動は無かった。これら
のうち、siah-1 に着目して、Cav3.1 との二
重免疫染色を行うと、アポトーシス細胞に両
者は一致して発現していた。このことから、
Cav3.1 による Ca2+流入からアポトーシス促
進へと働く経路において siah１が関与して
いることが示唆された。 
 
まとめ 
 電気生理学的に非常に似た特徴を持つと
され、同様に Ca2+流入機構としての役割を果
たしている T 型 Ca チャネルアイソフォーム
Cav3.1 と Cav3.2 チャネルの癌の病態生理学
的機能に果たす役割を比較検討した。Cav3.1
チャネルは MCF-7腫瘍細胞において増殖抑制
に働くが、Cav3.2 チャネルにはこの生理作用
は観察されなかった。細胞内 Ca2+濃度変化に
関する様式の違いなど、おそらく Cav3.2 チ
ャネルとは異なる機序を介して Cav3.1 が癌
の増殖に関与していると考えられた。また、
非腫瘍性 MCF-10F 細胞では、Cav3.1 による増

殖抑制は観察されず、腫瘍細胞と正常細胞間
では、Cav3.1 チャネルの生理作用に違いがあ
ることが示唆された。更に、Cav3.1 チャネル
とアポトーシスとの関連が示唆されたので、
免疫染色やアポトーシスアッセイ等で詳細
に検討した結果、Cav3.1 は MCF-7 腫瘍細胞に
おいてアポトーシス促進に働くことが示唆
された。 
細胞内伝達経路を調べた結果、Cav3.1 は



p53 による発現調節を受けると共に、siah1
の発現調節を介して p53 安定化に寄与し、ア
ポトーシス促進に働くことが示唆された。ま
た MCF-7細胞ではメチル化による発現停止が
起きていることなど、Cav3.1 が癌抑制遺伝子
として働く可能性を裏付ける結果であった。
Cav3.1 の発現増加を誘導する薬物の開拓は
癌治療の新たな可能性につながると考えら
れる。 
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