
要約：腎臓癌は手術療法以外の有効な治療法がないた

め，転移例や進行性腎臓癌の治療は免疫療法（IFN- α，
IL -2）が中心である．しかし，その奏効率は概ね 15%
前後と低く，決して満足できるものではない．したが

って，これまでとは全く機序を異にする治療法の開発

が望まれている．そこで我々が注目したのがコネキシ

ン（Cx）遺伝子である．Cx遺伝子は細胞特異的に発
現し，ギャップ結合を形成，GJIC（gap junctional in-
tercellular communication）の機能を介して細胞の分
化誘導を行い，癌抑制遺伝子として機能していること

が報告されている．また，近年，Cx遺伝子は GJIC
に非依存的な癌抑制作用も併せ持つことが明らかとな

った．そこで我々は，Cx遺伝子の転移性腎臓癌にお
ける癌抑制機能を解明し，Cx遺伝子の癌抑制機能に
立脚した転移性腎臓癌に対する新たな治療法確立の可

能性を探ることを目的として，種々の検討を行った．

その結果，腎臓癌発生に伴って特異的に発現抑制され

る Cx遺伝子として，Cx32 が特定された．また，
Cx32 は，Src -STAT3 -VEGF経路を阻害することによ
り腎臓癌の進行・転移に関わる悪性形質を制御し，転

移性腎臓癌において癌抑制遺伝子として機能すること

が示唆された．さらに，腎臓癌における Cx32 の発現
抑制は，Cx32 遺伝子のプロモーター領域にある CpG
アイランドのメチル化に起因することが示された．以

上のことから，Cx32 遺伝子の導入または DNA脱メ
チル化剤による Cx32 の再発現は，転移性腎臓癌にお
ける新たな治療法の確立へとつながる可能性が示唆さ

れた．

はじめに

　コネキシン（Cx）遺伝子は現在少なくとも 21 種類

の分子種の存在が報告されている．6つの Cxがコネ
クソンと呼ばれる hemichannelsを形成し，隣接する
細胞の細胞膜に局在するコネクソン同士がカップリン

グすることでギャップ結合が形成される．このギャッ

プ結合を通じて分子量 1,500 以下の親水性分子（例えば，
カルシウムイオン）が重要なシグナルとしてある選択

性を持って細胞間でやり取りされ，隣接する細胞内環

境の恒常性が維持されている（1）（図 1）．この細胞間

情報伝達（GJIC）の機能を介して Cx遺伝子は細胞の
分化誘導を行い，癌抑制遺伝子として作用している可

能性が指摘されてきた（2）．実際，ほとんど全ての細

胞の癌化過程において，Cx遺伝子の発現抑制あるい
は機能阻害が起きていることが知られており，Cx遺
伝子の機能消失と癌化に密接な関係があることが報告

されている（3）．また，Cx遺伝子導入による癌細胞の
GJIC機能の回復により癌細胞の増殖抑制が認められ，
GJICに依存した Cx遺伝子の癌抑制機能が証明され
ている（4，5）．一方，最近の研究から Cx遺伝子の癌
抑制機能には GJIC依存性と非依存性の部分があり，
さらに，臓器・細胞特異性があることが報告され，

Cx遺伝子の癌抑制機能の新しい一面が明らかになっ
てきた（6，7）．

　以前から，発癌プロモーション段階での GJICの機
能消失が発癌の律速段階になることが知られており，

食品機能成分による GJIC機能回復・維持による発癌
予防の可能性について検討されてきた．また，GJIC
により隣接する細胞間で death signalがやり取りされ，
薬剤の殺細胞性が高められるいわゆる bystander ef-
fectを使った癌遺伝子治療の可能性が検討され，実験
レベルでは Cx遺伝子の持つ GJIC機能を使った癌予
防・治療の可能性が示されている（8，9）．この可能性
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に加え Cx遺伝子の癌抑制機能には細胞特異性がある
ため，細胞特異的な Cx遺伝子の癌抑制機能を上手く
利用することにより，各癌に選択性のある有効な癌予

防・治療法の構築が可能になると思われる（10）．さら

に，Cx遺伝子を癌予防・治療のターゲットにする利
点として，p53 のような他の代表的な癌抑制遺伝子と
は異なり，現在までに解析された癌組織において Cx
遺伝子のゲノムレベルでの変異は非常に稀であり，薬

物療法等により癌組織における内因性の Cx遺伝子の
発現・機能回復が直接癌抑制につながることがある（11，

12）．したがって，各臓器特異的に癌抑制遺伝子とし

て働く Cx遺伝子を特定し，その癌抑制機能を解明す
ることは，Cx遺伝子の癌抑制機能に立脚した新たな
癌予防・治療法の構築につながる可能性が推測される．

　本稿では，我々が行った腎臓癌において癌抑制遺伝

子として作用する Cx遺伝子分子種の特定およびその
機能解明，さらにはその Cx遺伝子の癌抑制遺伝子と
しての機能を活かした新たな腎臓癌治療法構築の可能

性について紹介する．

1.　ヒト腎臓癌において発現抑制される Cx遺
伝子の特定と原発腎臓癌における癌抑制機
能の確認

　現在，Cx遺伝子の細胞増殖抑制作用（細胞周期制御）
は既に原発癌において確立されているが，進行性転移

癌においてはその役割が明らかになっていない（13）．

そのため，進行性転移癌における各 Cx遺伝子分子種
の持つ細胞特異的な癌抑制機能や分化誘導機能に関与

するシグナル分子を特定し，各 Cx遺伝子分子種の持
つ特異的な癌抑制機能を解明することは価値あるもの

と考えた．また，固形癌の進行性癌の中で進行性腎臓

癌の悪性度が高いことが知られており（14），毎年増加

を続ける長期腎透析患者に腎臓癌が多発していること

からも（15），腎臓癌の発癌制御や有効な治療法開発の

必要性は高いと考えられた．さらに，腎臓癌における

Cx遺伝子に関する研究が皆無であったことから，進
行性腎臓癌に対して抑制的に働く Cx遺伝子分子種を
特定し，その癌抑制機能を解明することは，新しい癌

抑制遺伝子の癌抑制効果に基づく新たな癌治療法構築

につながると考え，腎臓癌を研究対象とした．

　まず，各腎臓癌組織，腎臓癌細胞株および正常腎尿

細管上皮細胞株を網羅的に解析し，腎臓癌で特異的に

発現抑制される Cx遺伝子分子種の特定を試みた．そ
の結果，Cx32 が正常腎尿細管上皮細胞に発現しており，
癌化に伴って発現抑制される傾向が認められた（16）．

これまで，各癌の発生段階で発現抑制される Cx分子
種が，その癌に対し強い癌抑制作用を有していること

が報告されているため（17），Cx32 を腎臓癌に対する
癌抑制遺伝子候補としてリストアップした．次に，ヒ

ト原発腎臓癌から樹立された細胞株に Cx32 を発現さ
せ，その癌抑制機能を評価したところ，マウス移植モ

デルにおいて Cx32 の癌抑制機能を確認した（18）．以
上の解析結果から，Cx32 は，ヒト原発腎臓癌に対し
て癌抑制遺伝子として働くと結論した．
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図 1　コネキシン遺伝子より構成されるギャップ結合の構造とその機能
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2.　Cx32遺伝子の転移性腎臓癌の増殖，浸潤
および転移に対する抑制作用

　浸潤・転移性を持った悪性度の高い腎臓癌細胞株を

用いて，Cx32 の癌抑制機能とその機構解析を行った
（19）．まず，Cx32 を発現させることによる転移性腎
臓癌細胞の細胞増殖の変化を解析したところ，GJIC
機能が回復し，in vitroでの腫瘍形成能（足場非依存性）
等が有意に抑制されていることが示された．in vivoに
おいても，Cx32 は，マウス移植モデルでの腫瘍組織
の著しい退縮・壊死を引き起こすことが確認された．

また，Cx32 は，転移性腎臓癌細胞において正常腎尿
細管上皮細胞の分化機能に必要ないくつかの分子の発

現・機能を回復することが明らかとなり，Cx32 が腎
臓癌の分化誘導を引き起こすことが推測された．次に，

細胞浸潤能に対する Cx32 の抑制作用について検討し
たところ，in vitroにおいて Cx32 は有意に細胞浸潤を
抑制した．また，転移モデルにおいても，Cx32 は転
移性腎臓癌細胞の肺および肝臓への転移を有意に抑制

した．さらに，転移性腎臓癌細胞に対する Cx32 の抑
制作用のいくつかは，Cx32 の siRNAを用いて Cx32
の発現を阻害することにより解除されることを確認し

た（19）．以上のことから，Cx32 遺伝子は転移性腎臓
癌の増殖，浸潤および転移に対して抑制作用を有する

ことが明らかとなった．

3.　Cx32遺伝子の転移性腎臓癌に対する抑制
作用機構（図 2）

　現在までの研究で，Cx遺伝子は多くの growth fac-
tor receptorに依存したシグナル系を制御することに
より，癌細胞の増殖を抑制することが明らかとなって

いる（20）．それらのシグナル分子の中で，非受容体型

tyrosine kinase（Src）は古くから癌原遺伝子として知
られており，Srcが癌細胞の増殖・生存・浸潤・転移
に関与するシグナル分子を幅広く制御していることが

示されている（21）．また，我々の研究も含めて Srcの
活性化がいくつかの癌（腎臓癌も含む）の悪性形質獲

得に必要不可欠であることが証明され（22），癌の有力

な治療ターゲットとして考えられようになってきた．

そこで，我々は観察された Cx32 による転移性腎臓癌
の抑制作用の主要標的分子として Srcを予測し，種々
の検討を行った．その結果，Cx32 は Src活性化を抑
制することにより転移性腎臓癌の増殖・生存・浸潤・

転移を抑制することが推測された（19，23 -25）．この
Cx32 の Src抑制作用は Cx32 の siRNAを用いた検討
でも確認された．また，GJICの特異的な阻害薬を用
いた解析から Cx32 による Src活性化抑制は GJIC非
依存的であることが判明した．以上の結果から，

Cx32 の転移性腎臓癌に対する抑制作用には，少なく
とも GJICによる細胞間の恒常性維持の正常化，分化
誘導および GJICに非依存的な Src活性化抑制が関与
していることが推測された．

　Srcによって制御される下流のシグナル分子の中で，
特に Signal transducers and activators of transcription 
3（STAT3）が腎臓癌の悪性化に寄与していると考え
られる．なぜならば，STAT3 は腎臓癌の poor diag-
nostic factorであることが知られており（26），転写因
子として細胞周期の G1 から S期の移行に必要な Cy-
clin Dや細胞のアポトーシス耐性に関与する Bcl -xL，
血管新生に関与する vascular endothelial growth factor
（VEGF）の発現を高め，逆に細胞周期の制御に必要
な p21 の発現をMyc蛋白機能を介して抑制すること
によって癌細胞の増殖・生存・浸潤・転移を促進する

と考えられているからである（27 -30）．これらの因子
の中で，我々は，血管新生能の高い腎臓癌では VEGF
のmRNAが増加しているという報告（31）に着目し，
Cx32 の Src -STAT3 -VEGF経路に対する作用を詳しく
検討した（19）．まず，転移性腎臓癌細胞に Src domi-
nant negative mutantを導入し，Srcが STAT3 依存性
シグナル経路の上流に位置するか検討した．その結果，

Src dominant negative mutantは Src活性化だけでな
く STAT3 活性化も抑制した．このことから，Srcは
STAT3 の上流に位置し，STAT3 活性化を制御してい
ることが確認された．次に，Cx32 の Src -STAT3 経路
を介する転移性腎臓癌細胞の VEGF発現調節につい
て検討した．その結果，Cx32 は VEGF発現を有意に
抑制した．一方，Cx32 の発現を siRNA処理により阻

分化誘導 GJIC

Homeostasis 刺激

Growth factor receptors

Src

STAT3

VEGF Bcl-xL

（Bax）

MEK
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図 2　コネキシン 32による転移性腎臓癌の抑制機構
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害すると VEGFの発現は有意に増加した．さらに，
Cx32 発現下，STAT3 の発現を siRNA処理により阻害
すると VEGFの発現は有意に減少した．これらの結
果から，Cx32 は移性腎臓癌細胞において Src -STAT3
経路の不活性化により VEGF発現を抑制しているこ
とが示された．また，マウス移植モデルにおける腫瘍

増殖は Cx32 により有意に抑制され，それと関連して
血清 VEGFも Cx32 により有意に抑制された．さらに，
マウスから摘出した腫瘍において，Srcおよび STAT3
活性化は Cx32 により顕著に抑制されていた．これら
の結果から，Cx32 は Src -STAT3 -VEGF経路を阻害す
ることによりマウスにおける転移性腎臓癌細胞の増殖

を抑制することが明らかとなった．以上の結果から，

Cx32 による転移性腎臓癌細胞の悪性化抑制は，主に
Src -STAT3 経路の活性化抑制に起因していることが
推測された．

4.　Cx32遺伝子の癌抑制機能に立脚した新た
な転移性腎臓癌に対する治療法構築の可能
性（図 3）

　癌が限局した場所にだけある場合には手術によって

癌細胞を取り除くことで完治できるが，転移が多発す

るようになった癌には局所的な治療法は役に立たず，

A. 遺伝子導入

B. DNA脱メチル化剤およびヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害薬による遺伝子再発現
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図 3　癌細胞におけるコネキシン 32遺伝子発現回復による治療法構築の可能性

化学療法や免疫療法などの全身的な治療法に頼らざる

を得ない．しかしながら，これらの治療法が現在のと

ころ外科手術後の補助療法として用いられていること

からもわかるように，それら自身に十分な効果を期待

することは困難な状況にある．今回，Cx32 の持つ転
移性腎臓癌に対する新たな癌抑制機能が明らかになっ

たことから，この Cx32 の癌抑制機能に立脚した転移
性腎臓癌に対する新しい治療法開発が可能となり，こ

の癌治療の現状を克服する一助になることが示唆され

た．

　Cx32 の癌抑制機能に立脚した癌治療の臨床応用を
考えた時，2つの方法が考えられる．第一は，直接コ

ネキシン遺伝子を導入する方法である．遺伝子治療を

行うには未だ多くの基礎的技術の開発が必要であり，

十分な導入効率で癌細胞を特異的に攻撃できるような

ベクターが存在しないため，依然として十分な結果が

得られていないのが現状である．しかしながら，コネ

キシン遺伝子のもつ bystander effectには，必ずしも
全ての癌細胞にコネキシン遺伝子が導入されなくとも

治療効果が得られるという利点があるため，現在の遺

伝子治療の問題点である遺伝子導入効率の悪さを補う

ことができ，臨床応用に期待がもてる（32）．第二は，

Cx32 の発現抑制が Cx32 遺伝子のプロモーター領域
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のメチル化に依存していることに着目し，脱メチル化

剤により Cx32 の発現を回復させる方法である．実際，
我々は in vitroにおいて，脱メチル化剤によりいくつ
かの腎臓癌細胞での Cx32 発現回復を確認している
（33）．しかしながら，脱メチル化剤単独では Cx32 の
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