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研究成果の概要（和文）：コネキシンと呼ばれるタンパク質は、通常、細胞膜に局在しているが、がん細胞においては
、しばしばゴルジ体に貯留している。この量が増加するとゴルジ体におけるATF6αタンパクの活性化が促進される。活
性化したATF6αは核内に移動し、転写因子として機能することで、特定のmRNA合成を行う。これらのmRNAには小胞体ス
トレスの回避に寄与するGRP78のmRNAがあり、これにより、癌幹細胞はストレスに対する耐性を得て、腫瘍の進展が促
進されるのである。この分子機構を阻害することは、がんの制圧に寄与するものと期待される。

研究成果の概要（英文）：While connexin protein is localized in the plasma membrane in normal cells, it 
often translocates into and excessively accumulates in Golgi apparatuses in cancer cells. A large amount 
of connexin protein in Golgi apparatuses enhances activation of ATF6α protein, followed by translocation 
of the active ATF6α into the nucleus. Eventually, the active ATF6α functions as a transcription factor 
for the mRNA of GRP78 protein, which helps cancer stem cells to overcome pro-apoptotic endoplasmic 
reticulum stress. These sequential molecular events contribute to cancer progression and may thus become 
a new target for cancer control.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
（１）肝細胞癌（HCC）においてはギャップ結
合が消失し、ギャップ結合タンパク コネキシ
ン 32（Cx32）が細胞質内にその発現の場を移
す。さらに、HCC が進展し悪性度が増すにつ
れ、Cx32 の細胞質内での発現量が増加する傾
向が認められる[1]。HuH7 細胞や Li-7 細胞な
どの複数のヒトHCC由来細胞株にCx32を過剰
発現させたところ、Cx32 は細胞膜に局在する
ことはなく、ゴルジ体への貯留を示した。お
そらく HCC においては、何らかの原因で Cx32
の膜輸送が破綻し、輸送ルートの途上である
ゴルジ体に留まっているものと考えられる[2, 
3]。またこの際に、これら HCC 細胞株の浸潤
能や転移能にどのような変化がもたらされる
のか、in vitro および in vivo で解析したと
ころ、ゴルジ体に貯留する Cx32 の量が増すに
つれ、細胞運動能が高まり、さらに SCID マウ
スの肝漿膜下に異種同所移植した際には肝内
および腹膜転移巣が形成されたのである[3]。
これらの結果より、ゴルジ体に局在する Cx32
が、ギャップ結合を介することなく HCC 由来
細胞株に転移能を誘導できることが明らかと
なった。 
（２）ゴルジ体に貯留する Cx32 の意義を詳細
に検討するために、HuH7 細胞を用いて、培地
から doxycycline（Dox）を除去することで
Cx32 の過剰発現を誘導することができる
Tet-off Cx32 細胞を作製し、Cx32 の過剰発現
時に癌幹細胞（CSC）の画分にどのような変化
が生じるかを解析した。Cx32 の過剰発現を誘
導した際に、CSC 画分が約 10 倍に増加するこ
とが確かめられた[2]。さらに、CSC を分離し
非接着無血清培地内で CSC の純粋培養を行っ
たところ、Cx32 の過剰発現を誘導した際には、
より大型で多数の CSC sphere が形成された
[2]。これは、ゴルジ体に貯留する Cx32 が CSC
の自己複製を亢進することを示している。 
（３）Tet-off Cx32 細胞に Cx32 の過剰発現
を誘導した際に、小胞体ストレス応答タンパ
クで分子シャペロンとして知られる GRP78 
(BiP とも呼ばれる)の発現が有意に高まるこ
とを見出した。そこで、siRNA で GRP78 の発
現を抑えた状態で Cx32 の過剰発現を誘導し
たところ、Cx32 による CSC 画分の増加が有意
に抑制された。したがって、ゴルジ体に Cx32
が過剰に蓄積することにより、小胞体ストレ
ス応答が惹起され、これが CSC の自己複製の
亢進に必須の役割を果たしているものと思わ
れる。 
（４）正常組織の幹細胞と同様に、CSC も癌
組織内の niche に局在しているものと考えら
れている。niche は一般に低酸素下にあり、
低酸素によるタンパクの misfolding が CSC
に小胞体ストレスをもたらしている。GRP78
は小胞体ストレスに呼応して発現し、ストレ

スを回避して細胞の生存維持に寄与するので、
小胞体ストレス応答は CSC にとって合目的的
であり、実際、薬剤抵抗性の悪性腫瘍では
GRP78 の発現が高まることが報告されている
[4]。 
（５）Cx32 はゴルジ体に貯留しているにも拘
らず、小胞体ストレス応答が誘導されるとい
う結果より、小胞体ストレス応答経路のうち
ゴルジ体を介するルートが Cx32 の作用点と
思われる。そこで我々は、ATF6αがそのメデ
ィエーターであろうと予想するに至った。活
性 化 型 ATF6 は 小 胞 体 ス ト レ ス の
｢transducer｣と言われ、核内転写因子として
機能し、そのターゲットには HSPA5(GRP78 遺
伝子)も含まれる。しかし、不活化型 ATF6α
は小胞体膜に局在し、ゴルジ体に移動後、2
種のプロテアーゼ(S1P と S2P)により断片化
されることで活性化する。ゴルジ体に過剰に
貯留する Cx32 が何らかの機構で ATF6αを活
性化し、小胞体ストレス応答(GRP78 の発現)
を誘導することで、CSC の維持、即ち対称分
裂の選択(自己複製亢進)に寄与しているもの
と考えている。 
 
２．研究の目的 
ゴルジ体に貯留する Cx32 により ATF6αの活
性化が誘導されることを確認し、この活性化
が小胞体ストレス応答を誘導し、最終的に
CSC の自己複製を亢進することを示す。また、
ゴルジ体における Cx32 と ATF6αの相互作用
を確認し、これが ATF6αの活性化に必須であ
ることを示す。さらに、活性化型 ATF6αを過
剰に発現し CSC 画分が増加した細胞が、SCID
マウスにおいて高い造腫瘍能を有することを
示すことで、Cx32 依存性ゴルジ‐小胞体スト
レス応答経路が HCC における CSC の制御に重
要であることを証明する。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒトHCC由来の細胞株HuH7およびLi-7
に対して、Dox の有無で Cx32 の発現を制御で
きるシステム(HuH7 Tet-off Cx32 および Li-7 
Tet-off Cx32)を使用する[3]。また、対照と
して Tet-off mock 細胞を使用する。HuH7 も
Li-7 もコネキシン 26 を発現せず、内因性の
Cx32 のみを発現しているが、HCC 由来である
ために Cx32 が細胞膜でギャップ結合を形成
することはなく、ゴルジ体に局在している。
in vitro 実験の際には、4 µg/ml Doxを培地
に添加することで外来性 Cx32 の発現を抑え
内因性 Cx32 のみの発現を維持するが、Dox を
含まない通常の培地に変えることにより
Cx32をほぼ5倍まで過剰発現させることがで
きる。これらの細胞をマウスに異種移植する
in vivo 実験の際には、飲料水に 2 mg/ml Dox
を添加することで外来性 Cx32 の発現を完全
に抑えることができ、通常の飲料水を与える
ことで、Cx32 の発現量を大幅に上昇させるこ



とができる[3]。 
（２）本研究においては、side population
（SP）と呼ばれる、Hoechst 33342 蛍光色素
の排出が亢進し、この色素に染まらない細胞
集団をもって、CSC とみなすこととする。HuH7
細胞や Li-7 細胞の SP が CSC としての条件を
満たしていることは、すでに確認している[2]。
細胞回収後に生細胞を Hoechst 33342 で染色
し、セルソーター(FACS)で SP の割合を測定す
る。通常の単層培養条件では、CSC の大多数
が non-CSC に成熟してしまい、CSC の自己複
製能を評価できない。そこで、CSC の性質を
維持した状態で培養するために、SP を FACS
で分取し非接着性無血清培地内で培養する。
この条件で CSC は sphere を形成するので、こ
の sphere の数とサイズを計測することで、
CSC の自己複製能を評価する。 
（３）ATF6αは不活化状態で小胞体に局在す
るが、ゴルジ体に移行すると、ゴルジ体にあ
る2種のプロテアーゼ(S1PとS2P)により断片
化される。プロセッシングを受ける前の不活
化型 ATF6αは約 90 kd であるが、プロセッシ
ングを経た活性化型 ATF6αは約 50 kd の断片
となる。したがって、ウェスタンブロットで
90 kd と 50 kd のバンドを比較することによ
り、ATF6αの活性化を評価する。Cx32 過剰発
現に伴うCSC自己複製亢進の分子機構にATF6
αが関与するかどうかを調べるために、ATF6
αに対する siRNA を導入してノックダウンし、
その影響を解析する。また、ATF6αを活性化
するプロセッシング酵素 S1P を siRNA により
ノックダウンし、ATF6αの活性化抑制の影響
を調べる。 
（４）不活化型 ATF6αは小胞体に局在し、ゴ
ルジ体を経て核内に移行する。そこで、Cx32
の過剰発現を誘導した際の ATF6αの局在の
変化を調べるために、細胞を経時的に免疫蛍
光染色して蛍光顕微鏡で観察、Cx32 の過剰発
現に伴う局在の変化を解析する。 
（５）活性化型 ATF6αは核内転写因子として、
GRP78 などの小胞体ストレス応答タンパクの
遺伝子を制御する。そこで、ATF6α活性の変
化に伴う下流遺伝子の発現量の変化を定量的
RT-PCR で詳細に調べる。 
（６）Cx32 と ATF6αがゴルジ体で複合体を形
成していることを確認するために、Cx32 の過
剰発現時に抗 Cx32 抗体を用いて免疫沈降を
行い、ATF6αの共沈を検討する。 
（７）HuH7 細胞や Li-7 細胞に、活性化型 ATF6
αの cDNA をレトロウイルスベクターを用い
て導入し、活性化型 ATF6α過剰発現株を作製
する。これらの細胞における CSC の増減を、
FACS で SP 画分を解析することで評価すると
ともに、SCID マウス皮下への異種移植により
造腫瘍能を検討することで、ATF6αの CSC 制
御への関与を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）Cx32 のゴルジ体内過剰貯留によるスト
レス応答の惹起： 培養液から Dox を除くこ

とで外来性の Cx32 を過剰発現させることの
できる HuH7 Tet-off Cx32 細胞を用いて、Cx32
のゴルジ体内過剰貯留を誘導したところ、小
胞体ストレス応答タンパクの内、ストレス適
応タンパクである GRP78 の発現が著増するこ
とを発見した。 
（２）Cx32 のゴルジ体内過剰貯留がもたらす
ATF6α活性化の発見： 小胞体ストレス応答
のシグナル伝達に関与する ATF6αは、不活化
状態で小胞体に局在するが、ゴルジ体に移行
すると2種のプロテアーゼ(S1PとS2P)により
断片化される。そこで、HuH7 Tet-off Cx32
細胞に Cx32 のゴルジ体内貯留を誘導したと
ころ、ATF6αの活性化が亢進することが明ら
かとなった。 
（３）Cx32 依存性癌幹細胞(CSC)自己複製に
おける ATF6α活性化の関与： ATF6αの発現
量もしくは活性化の抑制が、Cx32 依存性 CSC
自己複製にどのような影響がもたらされるか
を調べるために、ATF6αや S1P プロテアーゼ
に対する siRNA を導入したところ、Cx32 依存
性 CSC 自己複製亢進がみられなくなった。し
たがって、Cx32 のゴルジ体内貯留による ATF6
αの活性化が CSC 自己複製に必要であること
が明らかとなった。 
（４）Cx32 のゴルジ体内貯留による ATF6α活
性化に伴う下流遺伝子の発現解析： Cx32 の
ゴルジ体内貯留を誘導し ATF6αを活性化さ
せた際に、転写因子 ATF6αにより転写される
下流遺伝子の発現量の変化を定量的 RT-PCR
で調べた。GRP78 や Calnexin といった小胞体
ストレスを解除する適応応答関連タンパクの
mRNA が著明に増加したのに対し、GADD153 な
どの小胞体ストレス時にアポトーシスを誘導
する破壊的応答関連タンパクの mRNA は変化
がなかった。また、これらの mRNA の発現変化
はATF6αに対するsiRNAを導入すると認めら
れなくなったことから、ATF6αの活性化は適
応応答を惹起することが明らかとなった。 
（５）Cx32 と ATF6αとの複合体形成の検討： 
Cx32 と ATF6αがゴルジ体で複合体を形成し
ていることを確認するために、Cx32 の過剰発
現時に抗 Cx32 抗体を用いて免疫沈降を行い、
ATF6αの共沈を検討したが、Cx32 と ATF6αの
直接的な複合体形成は確認できなかった。 
（６）活性化型 ATF6α過剰発現細胞の作製と
CSC 数の変化および造腫瘍能の検討： HuH7
細胞に、活性化型 ATF6αの cDNA をレトロウ
イルスベクターを用いて導入し、活性化型
ATF6α過剰発現株を作製した。これらの細胞
株の SP 画分を FACS で解析し CSC の増減を調
べたところ、ATF6α過剰発現株では SP が増加
していた。したがって、ATF6αは CSC の自己
複製を亢進することが分かった。また、SCID
マウス皮下への異種移植により造腫瘍能を検
討したところ、ATF6α過剰発現株はより高い
造腫瘍能を示した。 
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