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序論  
 
ギャップ結合とコネクシン  

 

哺乳動物において、隣接した細胞は主として密着結合、接着結合、ギャッ

プ結合という役割の全く異なった 3 種類の様式で結合している。この中で、

ギャップ結合は隣接する細胞間での物質の伝達、交換を可能にし、組織の形

態形成や機能、細胞の分化、増殖など様々な生命現象に関わることが報告さ

れている。ギャップ結合発見の歴史は、1960 年代に神経や心筋などにおける

細胞間での電気信号の伝達、色素などの低分子量物質の移行が観察されたこ

とに始まるが（Kanno and Loewenstein, 1964a, b）、その実体は不明とされて

いた。一方、1967 年に電子顕微鏡観察で、組織において隣接する細胞の細胞

膜同士が約 2-4 nm 幅という狭い隙間（ギャップ）構造をとった細胞接着構

造が観察されていた。その後、肝臓のギャップ構造体を含む画分より分子量

28 と 21kDa のタンパク質が、次いで心臓より 43kDa のタンパク質が精製さ

れた。その後、これらのタンパク質をコードする cDNA がクローニングされ、

その発現依存的なギャップ結合チャネルの形成が確認された（Paul, 1986）。

このようにクローニングされた cDNA がコードするものが、ギャップ結合構

成タンパク質のコネクシンである。これまでにコネクシン遺伝子は、ヒトで

20、マウスで 19 種類が確認されている（Willecke et al., 2002）。コネクシン

の命名法には、コネクシン 43（Cx43）のようにタンパク質の分子量をもと

にしたものと、アミノ酸配列の相同性によってα、β、γの 3 つのグループ

に分け、同定された順番に命名していくものがある。近年発見されたコネク

シン（Cx29、Cx36 など）が、α、β、γどのグループにも当てはまらない

ことや、簡便性の面から前者が用いられることが多い。  

コネクシンは 4 回膜貫通型の膜タンパク質であり、細胞内 N 末端および C

末端、2 つ細胞外ループ、1 つの細胞内ループ領域を有する（Goodenough et al., 

1996; Yeager et al., 1998; Evans et al., 1999; 参考図 1 A ）。ギャップ結合チャ

ネルは、コネクシンが細胞膜への輸送過程において 6 量体（コネクソン）を

形成し、コネクソンが数十から数千集合したヘミチャネルが隣接する細胞間

で連結することで構築される（Beyer et al., 1990; Unger et al., 1999; 参考図 1 

B）。コネクソンの中心に形成される親水性の微小孔は、その直径が約 1.5 nm

であり、これを介してイオンや cAMP、イノシトール 3 リン酸、糖、アミノ

酸、ヌクレオチドなど分子量約 1kD 以下の低分子物質が拡散する（Bruzzone 

et al., 1996a, b; Kumar and Gilula, 1996）。3 番目の膜貫通領域は、α -ヘリック
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スを形成したとき親水性と疎水性の表面を持つことが予想されており、親水

性表面がコネクソン中心の微小孔内面を構成していると考えられている。ま

た、ファミリー間において、膜貫通および細胞外ループ領域において比較的

相同性が高く、特に 2 つの細胞外ループ領域にそれぞれ 3 個ずつ存在するシ

ステイン残基は、ファミリー間に例外なく保存されている。ループ間では、

このシステイン残基において分子内ジスルフィド結合が形成されており、コ

ネクソン間の連結に関与すると考えられている（Toyofuku et al., 1998b）。こ

れに対し細胞内ループ領域と C 末端領域は、ファミリー間で相同性が低く長

さも異なることから、それぞれのコネクシン特有の機能に重要な働きをする

と考えられている（Bruzzone et al., 1996a, b）。  

 

 

ギャップ結合の多様性  

 

コネクシンは、ファミリー間で組織特異的な発現は見られるものの、ほと

んどの器官や臓器の細胞では、1 種類以上のコネクシンが同時に発現してお

り（Bruzzone et al., 1996b）、複数のコネクシンによるギャップ結合の構築が

可能なことも知られている。例えば、Cx43 と Cx40（He et al., 1999）、Cx43

と Cx45（Martinez et al., 2002）、Cx26 と Cx32（Falk, 2000a）など異なるコネ

クシンがコネクソンを形成すること、また Cx43 からなるコネクソンと Cx46

からなるコネクソンがギャップ結合を構築することなどが報告されている

（White et al., 1994）。つまり、コネクソンを構成しているコネクシンがホモ

またはヘテロの場合、細胞間でのコネクソンの連結がホモまたはヘテロの場

合、それぞれの組合せで 4 種類のモデルが考えられる（Bruzzone et al., 

1996a,b; Simon and Goodenough, 1998; 参考図 2）。このように、コネクシンフ

ァミリーは多数存在する上に、様々な組み合わせによりギャップ結合を構築

する。  

この多様性の意義は不明な点が残されているが、ギャップ結合を構成する

コネクシンの違いによる透過物質の選択性が有ることが報告されている

（Goldberg et al., 2004）。イノシトール 3 リン酸のギャップ結合を介した透過

活性は、Cx32 が Cx43 の約 2.5 倍、Cx26 の約 3.5 倍高いことが示されている

（Niessen et al., 2000）。また、Cx43 は Cx32 よりも ADP や ATP の透過性が

高いが、アデノシンは逆に Cx32 の方が高いことも報告されている（Goldberg 

et al., 2002）。さらに、Cx26 からなるコネクソンと Cx32 からなるコネクソン

は細胞間で連結しギャップ結合を構築するが、Cx32 同士に比べ蛍光色素の
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透過活性が低下する（Cao et al., 1998）。このようなコネクシンによる機能の

違いは、Cx43 の遺伝子座を Cx40 または Cx30 で組替えたマウスでは、正常

な発育をせずそれぞれ異なる表現型を示すことからも推察される（Plum et 

al., 2000）。  

 

 

ギャップ結合が関る生命現象と疾患  

 

生体内におけるギャップ結合の機能は、各コネクシン遺伝子のノックアウ

トマウスの解析により多くの知見がもたらされている。Cx26-/-マウスでは、

マウス特有の胎盤構造において母体からのグルコース輸送に障害が起き、胎

生 11 日目で死亡することが報告されている（Gabriel et al., 1998）。また、

Cx45-/-マウスも胎生 10 日目で致死となり、その原因は心内膜床細胞の分化

抑制であるとされている（Kruger et al., 2000; Kumai et al., 2000）。Cx32-/-マ

ウスにおいては、軽度の末梢神経障害を起こすとともに、その発現が高い肝

臓において細胞の異常増殖が起き肝癌が多発する（Nelles et al., 1996; Temme 

et al., 1997）。Cx40-/-マウスでは、心臓の形態は正常であるが、心筋伝達障害

が観察されている（Kirchhoff et al., 1998）。Cx30-/-マウスでは、蝸牛内の電

位異状により難聴になることが報告されている（Teubner et al., 2003）。Cx46-/-

（Gong et al., 1997）、および Cx50-/-マウス（White et al., 1998）では、ともに

白内障を起こす。Cx43 は最も広範な組織発現していることが知られている

が、そのノックアウトマウスでは胎生期は生存するが心臓の形態異常（右心

室出路の狭窄）のために出生直後に窒息死する（Reaume et al., 1995）。また、

ヘテロ接合体（Cx43 +/-）ではこれまでに心臓の形態に異常は認められてい

ないが、心臓外膜の拍動が遅くなること（Guerrero et al., 1997）、虚血により

心室性不整脈が発生しやすくなるということが示されている（Lo, 2000）。  

また、ヒトにおいてもコネクシン遺伝子の異常に起因すると考えられる疾

患 が 報 告 さ れ て い る （ Kelsell et al., 2001; Wei et al., 2004）。 X 型

Charcot-Marie-Tooth 病の原因遺伝子の 1 つとして Cx32 遺伝子（Bergoffen et 

al., 1993）が同定されて以降、Cx26（Kelsell et al., 1997）、Cx30（Grifa et al., 

1999）および Cx31（Xia et al., 1998; Liu et al., 2000）の遺伝子変異による遺

伝性の非症候性難聴、Cx26 変異による遺伝性皮膚疾患である palmoplantar 

keratodermas（Maestrini et al., 1993; Kelsell et al., 2000）が報告された。遺伝

性皮膚疾患においては、Cx30.3 の変異も明らかにされている（Macari et al., 

2000）。また、Cx46 または Cx50 の変異による先天性白内障（Francis et al., 
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1999）や、Cx43 の C 末端領域における点突然変異によるヒトの心臓奇形の

疾患（Britz-Cunningham et al., 1999）なども報告されている。  

これらのノックアウトマウスの表現型や、ヒトにおける疾患の原因遺伝子

としてコネクシン遺伝子が同定されていることなどから推測できるように、

ギャップ結合の役割は多様で、様々な組織で重要な機能を担っていると考え

られる。  

 

 

卵胞発育におけるギャップ結合  

 

ギャップ結合を介した細胞間コミュニケーションが関わる生命現象とし

て、さらに、哺乳類卵巣内濾胞（卵胞）における卵子成熟機構が挙げられる。

哺乳類において卵胞は、個体が性成熟を迎えるまで未成熟な初期卵胞（原始

卵胞）の段階で休止しており、卵胞刺激ホルモン（FSH）の刺激により卵胞

発育は再開される。卵胞発育が再開される過程では、卵母細胞を取り巻く顆

粒膜細胞が増殖し、しだいに多層化（1-3 次卵胞）していき、やがて卵胞内

に腔を持つ胞状卵胞（グラーフ卵胞）へと発達する（参考図 3 A）。この様な

卵巣内における卵胞発育の最も中心的な過程は、卵母細胞の成長にある。原

始卵胞内にある卵母細胞は、減数分裂を再開する能力も、発生能もまだ持っ

ておらず、卵胞が発育すると伴に、その大きさが増大し、発生能力を獲得し

ていく。卵胞内には内莢膜層にしか血管は存在しておらず、卵母細胞は周り

を囲む顆粒膜細胞を通し栄養や、FSH など外部からのシグナルを受け取って

いる。よって卵胞の発育には、卵母細胞と顆粒膜細胞との細胞間相互作用が

重要な役割を果たしていると考えられてきており（Eppig, 1994）、この相互

作用に関する分子レベルでのメカニズムが、明らかになってきている。顆粒

膜細胞から分泌される Steel 因子は、卵母細胞表面に発現している受容体

c-kit に結合し、生存および成長に必要なシグナルを伝えることが知られてお

り（Kissel et al., 2000）、可溶型 Steel 因子を産生できない変異型マウスでは、

卵胞発育は一次卵胞で停止する（Kuroda et al., 1988; Huang et al., 1993; Bedell 

et al., 1995）。また、卵母細胞から産生される Growth and Differentiation 

factor-9（GDF-9）は、そのノックアウトマウスで、卵胞発育が初期の段階で

停止する表現型が見られており（Dong et al., 1996）、GDF-9 が顆粒膜細胞に

作用し、ヒアルロン酸合成やシクロキナーゼ 2 の遺伝子発現を誘導すること

により、顆粒膜細胞の分化を誘導することが明らかになっている（Elvin et al., 

1999）。  
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これら液性因子に加え、卵胞発育過程において卵母細胞と顆粒膜細胞間の

相互作用に、ギャップ結合も重要な役割を果たしている（Heller and Schultz, 

1980; Brower and Schultz, 1982）。卵胞内においてギャップ結合は、顆粒膜細

胞間、および卵母細胞と顆粒膜細胞間に存在しており（Anderson et al., 1976; 

Gilula et al., 1978; 参考図 3 B）、細胞間の代謝的共役をもたらし、卵母細胞

への栄養供給や分裂再開抑制機構、あるいは顆粒膜細胞の増殖や分化に関与

していると考えられている（Dekel et al., 1981; Bornslaeger and Schultz, 1985; 

Sherizly et al., 1988; Sandberg et al., 1992; Carabatsos et al., 2000）。卵胞内で発

現しているコネクシンは、これまでに、Cx26、30.3、32、37、43、45、60

の 7 種類が同定されており、それぞれ特異的な局在を示す。Cx26、32 は、

胞状卵胞内の内夾膜細胞にのみ発現が見られ、Cx30.3 は、胞状卵胞内の内夾

膜細胞、顆粒膜細胞、卵丘細胞に、Cx60 は胞状卵胞内の内夾膜細胞、卵丘

細胞に発現が見られる（ Itahana et al., 1996, 1998）。Cx43 は、卵胞発育の初

期から顆粒膜細胞において発現しており（Wiesen and Midgley, 1994; Juneja et 

al., 1999）、胞状卵胞内においても、卵母細胞を除き、広範に発現している

（ Itahana et al., 1996）。Cx37 も卵胞発育の初期から発現しているが、その発

現は卵母細胞に見られる（Simon et al., 1997）。また Cx45 は、胞状卵胞内の

顆粒膜細胞において Cx43 と共局在を示す（Okuma et al., 1996）。これらのコ

ネクシンのうち、Cx37-/-マウスでは、メスにおいて卵胞の成熟不全と排卵障

害による不妊が確認されている（Simon et al., 1997）。さらに、Cx43 のノッ

クアウトマウスは前述したように、心臓の形態異常のため生後直後に死亡す

るが、卵巣を摘出し器官培養を行うと、顆粒膜細胞の増殖がほとんどみられ

ず、原始もしくは一次卵胞で発育を停止するのが認められている（Juneja et 

al., 1999）。このことは、卵巣を野生型マウスの腎皮膜下へ移植した場合でも、

同様のことが確認されており（Ackert et al., 2001）、Cx43 が卵胞発育の初期

の段階から重要な機能を担っていること示唆する。  

 

 

Cx43 のライフサイクル  

 

コネクシンファミリーの中で、Cx43 は広範な組織や様々な細胞において

発現しており、早くから cDNA が単離されたことから他のコネクシンに比べ

解析が進められてきた（Bruzzone et al., 1996a,b）。Cx43 は、他の膜タンパク

質と同様に粗面小胞体において合成され、その後ゴルジ体を通り、トランス

ゴルジネットワークを経て細胞膜へと輸送されギャップ結合を構築する
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（Berthoud et al., 2004; 参考図 4）。無細胞タンパク質合成系において、Cx43

は 1 番目の膜貫通ドメインがシグナルペプチド配列と認識され、シグナルペ

プチダーゼにより切断されてしまう傾向があることから、膜への組み込みに

はシャペロンタンパク質が必要になる可能性が示唆されている（Falk and 

Gilula, 1998）。小胞体において膜に組み込まれた Cx43 は、その後トランスゴ

ルジネットワークにおいてオリゴマー化しコネクソンを形成する（Musil and 

Goodenough, 1993）。一方、Cx32 ではコネクソンの形成が小胞体において起

こることが報告されており（DasSarma et al., 2002）、Cx43 と 32 のキメラタ

ンパク質を用いた解析より、Cx43 の 3 番目の膜貫通領域と 2 番目の細胞外

ループ領域が小胞体でのコネクソンの形成を阻害する最小のモチーフであ

り、中でも 153 番目のアルギニンと 173 番目のグルタミンが重要であること

が示されている（Maza et al., 2005）。  

コネクソンを形成した Cx43 は、細胞膜へと輸送されギャップ結合を構築

するが、コネクソンはまずギャップ結合周辺の細胞膜に輸送され、その後ギ

ャップ結合内へと取り込まれるということが報告されている（Gaietta et al., 

2002）。このことは、4 つのシステイン残基からなるタグ配列と、これと反応

することで蛍光を発する２つの物質（FIAsH-EDT2および RsAsH-EDT2）を異

なるタイミングで添加するという手法により明らかにされており、ギャップ

結合の崩壊は逆にその中心より起こるということも同時に示されている。ま

た、GFP 融合型 Cx43（Cx43-GFP）を発現している細胞と、内在性の Cx43

を発現している細胞を同時に培養したところ、Cx43-GFP を発現していない

細胞の細胞質においても GFP のシグナルが観察されることから、ギャップ

結合の崩壊過程において細胞間で連結しているコネクソンは、一方の細胞に

取り込まれるのではないかと考えられている（Jordan et al., 2001）。ギャップ

結合より細胞質へと取り込まれた Cx43 は、その後タンパク質分解を受ける

が、これにはユビキチン -プロテアソーム系（Laing and Beyer, 1995）とリソソ

ーム系（Musil et al., 2000）の 2 つの経路が関与していることが知られてい

るが、その詳細はまだ不明な点が残されている。これまでの報告において

Cx43 の半減期は 1-1.5 時間（Laird et al., 1995）というものから約 4 時間

（Yamaguchi and Ma, 2003）というものまで様々であり、他のコネクシンで

は 2 日以上という報告もある（Berthoud et al., 1999）。これらことから、コネ

クシンの分解は細胞により異なるメカニズムが存在し、これにより半減期の

時間も異なるのではないかと予想される。  
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Cx43 によるギャップ結合の制御機構  

 

前述したようなライフサイクルにおいて、Cx43 は様々な段階で制御を受

けており、ファミリー間でその長さが異なり相同性も低い細胞内 C 末端領域

（227 番目のグルタミン酸残基から 382 番目のイソロイシン残基 ; Cx43-CT）

のリン酸化は、この制御に深く関わる（Falk., 2000b; Cruciani and Mikalsen, 

2002; Lampe and Lau, 2004; 参考図 5）。細胞内 cAMP の上昇は、PKA 依存的

な Cx43 の細胞内の輸送やギャップ結合の構築を促進し、このときリン酸化

の亢進も見られることが報告されている（Wang and Rose, 1995; Holm et al., 

1999; Falk et al., 2000a; Paulson et al., 2000）。顆粒膜細胞において、FSH 刺激

は cAMP の細胞内濃度を上昇させることが知られており、この刺激依存的に

Cx43 によるギャップ結合の構築が促進されること、Cx43-CT の 365、368、

369 および 373 番目のセリン残基におけるリン酸化が亢進されることが報告

されている。さらにこのリン酸化部位を全てアラニンに置換した変異体

（Cx43-S4A）では、チャネル活性が著しく低下することも明らかにされてい

る（Yogo et al., 2002）。また、カセインキナーゼ 1（CK1）の酵素活性は、細

胞膜へと輸送された Cx43 がギャップ結合を構築するのに重要であることが

阻害剤を用いた実験から示されている。なお、CK1 によるリン酸化部位は、

in vitro のリン酸化反応で、Cx43-CT の 325、328 または 330 番目のセリン残

基であることが示されている（Cooper and Lampe, 2002）。  

一方、Cx43-CT におけるリン酸化はギャップ結合の負の制御（ギャップ結

合の分解やチャネル活性の阻害）にも関わることが報告されている。G2/M

期において p34cdc2キナーゼは、255 および 262 番目のセリン残基におるリン

酸化を亢進し、エンドサイトーシスの増加と分解を促進すると考えられてい

る（Kanemitsu et al., 1998）。また、PKC はホルボールエステルなどの刺激に

より Cx43の 368番目の  セリン残基を（Lampe et al., 2000; Rivedal and Opsahl, 

2001）、上皮増殖因子や血小板由来増殖因子などの刺激により MAPKは 255、

279、282 番目のセリン残基を（Warn-Cramer et al., 1998; Rivedal and Opsahl, 

2001）、v-Src は 247、265 番目のチロシン残基をリン酸化しチャネル活性を

負に制御することが報告されている（Lin et al., 2001）。c-Src も細胞間コミュ

ニケーションの負の制御に関わり（Postma et al., 1998）、265 番目のチロシン

残基をリン酸化する可能性が示唆されている（Giepmans et al., 2001a）。Src に

よるチロシンリン酸化を介した負の制御に関して、Cx43-CT に receptor 

protein tyrosine phosphataseμ（RPTPμ）が会合することが報告されており、

Src による制御を阻害するのではないかと予想されている（Giepmans et al., 
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2003）。  

また、Cx43 によるギャップ結合の構築制御に関与するものとして、細胞

外基質との結合を担うインテグリンや、接着結合分子であるカドヘリンが挙

げられる（Lampe and Lau, 2000）。インテグリンα 3β 1とその基質であるラミ

ニン 5 との結合は、Rho A を介して Cx43 によるギャップ結合構築を促進さ

せることが報告されている（Lampe et al., 1998）。また、接着結合、Cx43 に

よるギャップ結合を共に有している細胞において、カドヘリンの機能を阻害

すると、ギャップ結合の構築も阻害されること  (Meyer et al., 1992; Frenzel 

and Johnson, 1996)、これに対し Cx43 は発現しているがギャップ結合を形成

していない細胞において、カドヘリンを遺伝子導入し、接着結合を形成させ

ると、ギャップ結合が構築され（Matsuzaki et al., 1990; Jongen et al., 1991）、

Cx43 のリン酸化レベルも上昇することが報告されている（Musil et al., 1990）。

この詳細な機構は不明であるが、神経冠細胞において、カドヘリンの細胞内

領域のβ -カテニン結合領域と膜貫通領域との間に位置する膜近位の領域に

結合することが知られている p120ctnが Cx43、N-カドヘリンそれぞれと共局

在しており、p120ctnを介してこの 2 つの細胞間結合が互いに作用している可

能性が示唆されている（Xu et al., 2001）。また、カドヘリンによるギャップ

結合構築の促進が、サイトカラシン D により阻害されることより、α -カテ

ニンを介したアクチンフィラメントの形成がカドヘリンによるギャップ結

合構築制御に重要であることも示されている（Hernandez-Blazquez et al., 

2001）。Cx43 とアクチンフィラメントとの関わりは、細胞膜への輸送に関与

するという可能性が示唆されており（Murray et al., 1997）、アクチン結合タ

ンパク質である ZO-1、-2、Drebrin などが Cx43-CT を介して会合することも

報告されている（Giepmans and Moolenaar, 1998; Singh and Lampe, 2003; 

Butkevich et al., 2004）。また、これらの会合タンパク質は、Cx43 の局在制御

やタンパク質の安定性に関わる可能性が示唆されている。例えば、ZO-1 は

心筋細胞において、介在板付近におけるギャップ結合構築に重要である

（Toyofuku et al., 1998b）。一方、その結合領域を欠損しているような変異型

の Cx43 が野生型に比べチャネル活性に若干の違いが見られるものの、ギャ

ップ結合を構築することも知られており（Fishman et al., 1991; Dunham et al., 

1992）、その重要性は未だ不明である。  

さらに、微小管がコネクソン間の連結に必要であるということが、その重

合阻害剤である nocodazole で細胞を処理した実験より示唆されており

（Thomas et al., 2001）、Cx43-CT とαまたはβチューブリンが直接会合する

ことも示されている（Giepmans et al., 2001b, c）。しかし、Cx43-CT における

 10



チューブリン結合領域の欠損は、ギャップ結合の構築やチャネル活性に特に

影響を与えないこと、細胞種によりギャップ結合構築に対する nocodazole の

作用が異なることなどから、微小管が Cx43 を制御するのではなく、Cx43 が

微小管重合時に細胞膜でのアンカーとして働くのではないかという報告も

存在する（Murray et al., 1997; Giepmans et al., 2001b）。  

アクチン結合タンパク質やチューブリン以外に、これまでに Cx43-CT に会

合するタンパク質として、CCN3/NOV（Cyr61/connective tissue growth factor/ 

nephroblastoma-overexpressed: Fu et al., 2004; Gellhaus et al., 2004）や新規分

子 CIP85（Connexin43-Interacting Protein of 85-kDa: Lan et al., 2005）などが知

られている。CCN3/NOV は、Cx43 によるギャップ結合の構築依存的にその

発現量が上昇するタンパク質であり、Cx43-CT と会合することで細胞の増殖

を抑制することが示されていが、Cx43 の制御に寄与するかは不明である。

これに対し CIP85 は、Cx43 のリソソーム依存的な分解に関わることが報告

されている。  

 

 

本研究の要約  

 

以上述べた様に、Cx43 によるギャップ結合制御機構はリン酸化やタンパ

ク質の会合など様々な知見が示されているが、その詳細な分子制御機構は未

だ解明されておらず、不明な点が多く残されている。そこで本研究では、Cx43

によるギャップ結合構築における制御機構を理解することを目的に、特に

Cx43-CT に着目し、Cx43 が重要な役割を担っている卵巣の cDNA ライブラ

リーを用いた yeast two-hybrid 法による会合タンパク質の探索を行った。そ

の結果、新規分子 Connexin43-Interacting Protein of 150-kDa（CIP150）を会合

タンパク質として同定した。さらに、CIP150 の機能解析を行なうことによ

り、Cx43 の細胞内局在制御に関わる可能性を示唆する結果が得られ、ギャ

ップ結合構築に関わる制御機構についての新しい知見を得ることが出来た。 
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参考図 1 コネクシンとギャップ結合の模式図  

A. コネクシンは 4 回膜貫通型の膜タンパク質であり、細胞内 N 末端および

C 末端、2 つ細胞外ループ、1 つの細胞内ループ領域を有する。ファミリー

間において、膜貫通および細胞外ループ領域において比較的相同性が高く、

細胞外ループ領域に 3個ずつ存在するシステイン残基は例外なく保存されて

おいる。ループ間では、このシステイン残基において分子内ジスルフィド結

合が形成される。細胞内ループ領域と C 末端領域は、ファミリー間で相同性

が低く長さも異なる。  

B. ギャップ結合チャネルは、コネクシンがコネクソを形成し、コネクソン

が数十から数千集合したヘミチャネルが細胞間で連結する事で構築される。

コネクソンの中心に形成される親水性の微小孔は、その直径が約 1.5 nm で

ある。  
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参考図 2 複数のコネクシンによるギャップ結合の構築  

コネクソンは、複数のコネクシンより形成され、構成するコネクシンが異な

るコネクソン間でも連結する。つまり、コネクシンがホモまたはヘテロの場

合、細胞間でのコネクソンの連結がホモまたはヘテロの場合、それぞれの組

合せで 4 種類のモデルが考えられる。
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参考図 3 卵胞発育におけるギャップ結合  

A. 哺乳類において、個体が性成熟を迎えると脳下垂体より卵胞刺激ホルモ

ン（FSH）が分泌され、この刺激により卵胞発育は再開される。卵胞は発育

する過程で、卵母細胞を取り巻く顆粒膜細胞が増殖し、しだいに多層化（1-3

次卵胞）していき、やがて卵胞内に腔を持つ胞状卵胞（グラーフ卵胞）へと

発達した後、排卵が起こる。B. 卵胞内においてギャップ結合は、顆粒膜細

胞間、および卵母細胞と顆粒膜細胞間に存在しており、卵母細胞への栄養供

給や分裂再開抑制機構、あるいは顆粒膜細胞の増殖や分化に関与していると

考えられている。
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参考図 4 Cx43 ライフサイクルの模式図  

細胞内において Cx43 は、他の膜タンパク質と同様に粗面小胞体において合

成され、その後ゴルジ体を通り、トランスゴルジネットワークを経て細胞膜

へと輸送されギャップ結合を構築する。この過程において Cx43 は、トラン

スゴルジネットワークにおいてオリゴマー化しコネクソンを形成する。コネ

クソンを形成した Cx43 は、ギャップ結合周辺の細胞膜に輸送され、その後

コネクソンが細胞間で連結し、ギャップ結合内へと取り込まれる。ギャップ

結合の崩壊は逆にその中心よりコネクソンが連結したまま起こり、その後ユ

ビキチン -プロテアソーム系経路またはリソソーム系経路においてタンパク

質分解を受ける。  
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参考図 5 Cx43-CT におけるリン酸化部位  

これまでに報告されている Cx43-CT のリン酸化部位を示した。配列の上に示

してある矢印は、↑が正の制御、↓が負の制御に関わることを示している。

配列の下には関与する（直接的または間接的）酵素名を示した。  
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材料と方法  

 

Yeast two-hybrid スクリーニング  

 

Yeast two-hybrid スクリーニングは CLONTECH 社の MATCHMAKER 

two-hybrid システムを用い行なった。GAL4 DNA 結合領域をコードする配列

を持つ pAS2 にラット Cx43-CT 配列を組み込んだ pAS2-Cx43-CT（bait）を構

築し、酵母 Y190 株にトランスフォームした。Bait を導入した酵母 Y190 株

に、Gal4 の転写活性化領域をコードする配列を持つ pGAD GH にラット卵巣

cDNA を組み込んだライブラリー（prey）をトランスフォームし、ヒスチジ

ンを欠如した培地で培養した。生育したコロニーに対してフィルターアッセ

イを行ない、β-ガラクトシダーゼ活性を調べた。そして活性のあったクロー

ンから prey を回収し、その塩基配列を解析した。  

 

 

RT-PCR とクローニング  

 

First strand cDNA は、 ISOGEN(ニッポンジーン )を用い単離した全 RNA を

鋳型とし、oligo（dT）プライマー（LIFE TECHNOLOGIES）を用い、逆転写

酵素 SUPERSCRIT II （LIFE TECHNOLOGIES）により合成した。  

CIP150 全長配列は、 KIAA1432（GenBank accession No. BC023535）と

DKFZp434D105（GenBank accession No. AL136875）両塩基配列によりカバー

される領域を 3 つの断片に分け、ヒト胎盤の cDNA を鋳型とした PCR によ

り増幅し、これらの断片を継ぎ合せることで得た。それぞれの断片を増幅す

るのに以下のようなプライマーを用いた。CIP150 の開始コドンより 1307 番

目 の 塩 基 ま で を 含 む 断 片 1 ； forward 

[5'-agaattcTGAATGGAGGCCAGATAGTACC-3'] 、 reverse 

[5'-CCAAACTTGCAACCACAG-3']。1226 から 2734 番目の塩基を含む断片 2；

forward [5'-CCTATCTAGAGAGCAATTGGCC-3'] 、 reverse 

[5'-CAGATTCTCCAGAGCCAATGG-3']。2659 番目の塩基から終止コドンまで

を 含 む 断 片 3； forward [5'-GCACTAGAACAAGGCAAGTGG-3'] 、 reverse 

[5'-atggtaccACAACGTACTGAGCTGCACG-3']。断片 1 の forward には EcoRI、

断片 3 の reverse には KpnI の認識配列が付加してあり（小文字の配列）、こ

の配列と CIP150 の 1270 から 1275 番目に存在する HindIII、2687 から 2692

番目に存在する SalI の認識配列を利用し、3 つの断片は pBluescript II KS+上

 17



で継ぎ合わせ全長配列とした。また CIP150 全長配列は、ヒト胎盤の cDNA

を鋳型とし、DKFZp434D105 の予想される開始コドン（下線部）を含むプラ

イマー [5'-TGAATGGAGGCCAGATAGTACC-3']および KIAA1432 の予想され

る 終 止 コ ド ン （ 下 線 部 ） を 含 む プ ラ イ マ ー

[5'-GATGGAACCTCACTGTTAGG-3']を用いた PCR により増幅した。PCR 産

物はアガロースゲル電気泳動により分離、精製した後に、その塩基配列を決

定 し た 。 CIP150 の ラ ッ ト 顆 粒 膜 細 胞 に お け る 発 現 は 、 forward が

[5'-AGTTCAGCTGCGTTATCTGC-3'] 、 reverse が

[5'-GTCCTCTTCATCTGCTTGTG-3']という配列のプライマーを用い確認した。 

 

 

抗体作製  

 

CIP150 に対する 3 種類の抗体を以下の方法で作製した。CIP150 の中間領

域を認識するウサギポリクローナル抗体（抗 CIP150-M 抗体）の作製には、

His6を付加したヒト CIP150 のアミノ酸配列 783-1024 番目までのポリペプチ

ドを大腸菌で発現、精製したもの抗原として用いた。免疫は、ニュージーラ

ンドホワイト、11 週齢、メスのウサギ（オリエンタルバイオサービス）に隔

週で初回に 100μg、2 回目以降 50μg ずつ計 13 回、背中に皮下注射するこ

とで行なった。採血により得られた血清中の抗体は、抗原を CNBr-active 

Sepharose に架橋したカラムを用い精製した。  

CIP150 の N 末端および C 末端領域を認識するマウスポリクローナル抗体

（抗 CIP150-N または -C 抗体）は、抗原として N 末端の 109 アミノ酸、C 末

端  の 88 アミノ酸のポリペプチドをそれぞれ、GST 融合組換えタンパク質と

して大腸菌で発現、精製したものを免疫し作製した。9 週令、メスの BALB/cA 

Jc1 マウス（日本クレア）に抗原 50μg を隔週で計 3 回、腹腔内に免疫を行

った。心臓採血により得た血清は、大過剰量の GST と反応することで抗 GST

抗体を取除いた後、抗体として用いた。  

マウス抗β -actin モノクローナル抗体（AC-74）と抗 FLAG モノクローナル

抗体（M2）、ウサギ抗 Cx43 ポリクローナル抗体は SIGMA から、マウス抗

GFP モノクローナル抗体（JL-8）は Clontech Laboratories より購入した。ま

た 2 次抗体として用いた、Hoseradish peroxidase（HRP）が結合した Protein-A、

抗マウス抗体、Texas Redが結合した抗ウサギ Ig抗体は Amersham Biosciences

から購入した。  
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発現プラスミドと siRNA 

 

Yeast two-hybrid スクリーニングにより得た陽性クローンの遺伝子配列は、

N 末端に FLAG-tag を付加する pFLAG-CMV2（SIGMA）の EcoRI 部位にサブ

クローニングした。CIP150 の全長配列は pFLAG-CMV2 の EcoRI- KpnI 部位

にサブクローニングした。ラット野生型 Cx43 および Cx43-S4A 変異体は、

CMVプロモーターを持つ pMHの KpnI-NotI部位にクローニングした。また、

Cx43 および Cx43-CT の欠損変異体は、PCR により作製した。2 種類の CIP150

に対する siRNA 発現ベクターである pSUPER-siCIP150-1 および -2 は、

OligoEngine 社 の 手 引 書 に 従 い 作 製 し た 。 な お 、 標 的 配 列 は

pSUPER-siCIP150-1 が [5'-AACCCAGTTCAAGTGGTGGAT-3'] 、

pSUPER-siKDN-2 が [5'-AAGCAGCAATATGGTCAGCCG-3']である。  

 

 

細胞培養と遺伝子導入  

 

COS7、HEK293、HeLa、NRK 細胞は Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM) 、 T47D 細 胞 は RPMI-1640 、 KGN 細 胞 は DMEM-Ham’s F12

（DMEM/F12）に 10%の牛胎児血清を加えたものを基本培地とし、37℃、5% 

CO2条件下で培養した。細胞を Brefeldin A（BFA）で処理時は、基本培地に

終濃度 5μg/ml となるように添加し、さらに 6 時間培養後、解析に用いた。 

ラット顆粒膜細胞の初代培養細胞は既報に従い調製した（Yogo et al., 

2002）。雌の 21 日齢 SD ラット（日本  SLC）に、ゴマ油に溶解した

Diethylstilbestrol（DES） 2mg を 4 日間連続投与し、最終投与から 48 時間後、

卵巣を摘出した。摘出後、20μg/ml Gentamycin および 0.5μg/ml Fungizone

含有 DMEM/F12 で洗浄後、脂肪組織や結合組織をハサミで除去した。次に

DMEM/F12 中で卵巣を 26G 注射針で刺すことにより、卵胞を破裂させ顆粒

膜細胞を取り出し、細胞懸濁液をセルストレイナー (孔  70μm)に通し、余分

な組織を取り除いた。さらに細胞を 0.25% Trypsin、 50μg/ml DNaseI で 37℃、

1 分間処理することにより分散させ、50mg/ml Trypsin inhibitor（GIBCO BRL）

で 37℃、5 分間処理し trypsin を失活させた後、DMEM/F12 で 2 回洗った。

その後、基本培地である 5μg/ml Insulin（GIBCO BRL）、5μg/ml Transferrin

（GIBCO BRL）、0.1% BSA、20μg/ml Gentamycin、0.5μg/ml Fungizone 含有

DMEM/F12（DMEM/F12-ITB）に 5μg/ml Fibronectin を添加した培地に懸濁

し、poly-D-lysineコートした培養皿に 1cm2あたり 5×105個の細胞を播種し、
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24 時間 37℃、5% CO2条件下で培養した。24 時間培養後、細胞を PBS で一

度洗い、基本培地に 100ng/ml FSH（Vitro Diagnostics）を添加し、さらに 24

時間培養し解析に用いた。  

細胞への遺伝子導入は、COS7 細胞はリン酸カルシウム法（Chen-Okayama

法）により、HeLa 細胞は LIPOFECTAMINE PLUS Reagent package、HEK293

細胞は LIPOFECTAMINE 2000（ Invitrogen）をそれぞれ用い行った。  

 

 

ウエスタンブロットおよび免疫染色  

 

細胞抽出液は、細胞を氷冷した PBS で洗浄後に lysis buffer（0.5% NP 40、

50mM Tris-HCl（pH 8.0）、120mM NaCl、1mM EDTA、1mM Na3VO4、20mM NaF、

1mM PMSF、1mM dithiothreitol、100KIU/ml Aprotinin）で 10 分間溶解し、

15,000rpm 4℃で 5 分間遠心した上清を回収することで調製した。細胞抽出液

は SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法により分離し、これを PVDF メ

ンブレンに転写した。メンブレンを PBSで洗浄後に 5% Skim milkを含む PBS

（5% Milk/PBS）でブロッキング反応を室温で 1 時間行った。一次抗体は 5% 

Bovine Serum Albumin（BSA）を含む PBS で希釈し、室温で 2 時間反応させ

た。メンブレンを洗浄後、5% Milk/PBS で希釈した horseradish peroxidase 結

合 2 次抗体または protein-A で 45 分反応させ、シグナルは ECL（Amersham 

Biosciences）にて検出した。  

免疫染色は、以下の方法で行なった。カバーグラス上（HEK293 細胞の場

合は poly-D-lysine でコートした）で培養した細胞を PBS で 3 回洗浄し、PBS

に溶かした 2% パラホルムアルデヒド（2% PFA/PBS）で 30 分間、室温で固

定した。細胞を PBS で洗浄後、0.2% Triton X-100 を含む PBS で 10 分間処理

し、5% Milk/PBS でブロッキング反応を室温で 1 時間行った。5% Milk/PBS

で希釈した 1 次抗体溶液を室温で 1 時間反応させ、細胞を洗浄後に 5% 

Milk/PBS で希釈した 2 次抗体溶液でさらに 1 時間反応させた。PBS で洗浄後

VECTASHIELD を用いスライドグラス上にマウントし、LSM410 共焦点顕微

鏡（ZEISS）にて検鏡した。  

 

 

1% Triton X-100 buffer による細胞分画  

 

1% Triton X-100 buffer による細胞分画は既報に準じて行なった（Musil and 
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Goodenough, 1991）。氷冷した PBS で細胞を 3 回洗浄後、Triton lysis buffer（1% 

Triton-X 100、50mM Tris-HCl（pH 7.4）、150mM NaCl、2mM EDTA、2mM Na3VO4、

20mM NaF、2mM PMSF、10mM N-ethylmaleimide、100KIU/ml Aprotinin）を

加え氷上で 10 分インキュベートした。この後、スクレイパーで細胞をよく

剥ぎ取りエッペンチューブに移し、26G 注射針に 25 回通しゲノム DNA をせ

ん断した。これを氷上に 30 分間、10 分毎にボルテックスをかけながらイン

キュベートした。この細胞溶解液の半量を別のチューブに保存し、これを全

細胞抽出液とした。残りの細胞溶解液を 100,000g、4℃で 50 分超遠心し、細

胞溶解液を分画した。超遠心後、上清を Triton 可溶性画分、沈澱物を同量の  

Triton lysis buffer に懸濁したものを Triton 不溶性画分とした。  

 

 

免疫沈降および Pull-down アッセイ  

 

細胞抽出液に抗体２μg、BSA を終濃度 0.5%で加え、4℃で終夜反応させ

た。抗体に結合したタンパク質複合体は protein-A（ウサギ抗体使用時）また

は -G Sepharose（マウス抗体使用時）ビーズを 20μ l加え 4℃で 2時間撹拌し、

lysis buffer で 5 回洗浄することで回収した。  

Pull-down アッセイは、大腸菌で発現、精製した GST 融合型の組換えタ

ンパク質 10μg を細胞抽出液に加え、4℃で 2 時間インキュベートした後に

Glutathione Sepharose 4B ビーズで回収した。  

 

 

正リン酸による細胞標識  

 

細胞をリン酸不含培地で 3 回洗浄した後、リン酸不含培地で 1時間培養し、

1mCi/ml となるように培地に 32P 正リン酸（NEN）を加え、さらに 4 時間培

養し細胞を標識した。細胞を PBS で洗浄後、RIPA buffer（50mM Tris-HCl（pH 

7.2）、150mM NaCl、1mM EDTA（pH 8.0）、1% Sodium deoxycholate、1% Triton 

X-100、0.1% SDS、2mM PMSF、100KUI/ml Aprotinin）で溶解し、スクレイ

パーで細胞を剥ぎ取り細胞溶解液をエッペンチューブに移した。これを、26G

注射針に 20 回通すことによりゲノム DNA をせん断し、15,000rpm 4℃で 10

分間遠心し上清を回収した。回収した上清より Cx43 を免疫沈降により精製

し、  SDS-PAGE により分離した後にゲルを乾燥させ、X 線フィルムにより

シグナルを検出した。  
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Scrape-loading 色素透過アッセイ  

 

Cx43 発現細胞における、ギャップ結合を介したチャネル活性は、既報に

準じて Scrape-loading 色素透過アッセイにより検定した（Yogo et al., 2002）。

カバーグラス上でコンフルエントになるまで培養した細胞を、PBS で 2 回洗

浄した。PBS を除去後、0.25% Lucifer yellow（LY；分子量 476Da）、0.75% 

Rhodamine dextran（RD；分子量 10kDa） /PBS 溶液中で細胞を直線状に 27G

の注射針で傷つけて色素を取り込ませた。室温で 10 分間インキュベートし

た後、PBS で 3 回洗浄し、2% PFA/PBS で固定し、スライドグラス上にマウ

ントした。LSM410 共焦点顕微鏡にて、傷口から取込まれた色素の細胞間で

の移行を検鏡した。色素の透過活性は、共焦点顕微鏡にて取込んだ画像上で、

細胞を傷つけた線から垂直方向に色素が移行した最も遠い細胞までの距離

を Scion Image Beta 4.02（Scion Corporation）で測定することで定量化した。

3 回の独立した実験を行い、各実験区あたり 4 枚の任意の画像を取込み、そ

れぞれの画像において 10 ヶ所距離を測定し、平均距離の算出と有意差検定

を行った。  
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結果  
 

Cx43 会合タンパク質の探索  

 

Cx43-C 末端領域（Cx43-CT）を bait、ラット卵巣 cDNA ライブラリーを prey

としたスクリーニングを行った結果、30 の陽性クローンを得た。各クローン

が有するインサート配列をシーケンシングにより解析した結果、7 種類の遺

伝子を候補遺伝子として得た（表 1）。次にこれらの候補が細胞内においても

Cx43-CT と会合するかを確認するために、各候補遺伝子の断片配列の上流に

FLAG タグを付加し、Cx43-CT と共に COS7 細胞において過剰発現した。

Cx43-CT を認識する抗 Cx43 抗体により免疫沈降した結果、Eleven-nineteen 

Lysine rich Leukemia（ELL）、Triosephosphate isomerase（TPI）、KIAA1432 の

3 つの候補クローンに関して細胞内での会合が確認された（図 1）。次に TPI

の全長配列をクローニングし、Cx43 全長との会合を解析した。COS7 細胞に

N 末端に FLAG タグを付加した TPI と Cx43 を過剰発現し、抗 Cx43 および

FLAG 抗体それぞれで免疫沈降した後、ウエスタンブロットによりシグナル

を検出した。その結果、これら 2 つの全長同士の共沈は見られなかった（図

2 A）。また、KIAA1432 はその全長配列が報告されていないため、Yeast 

two-hybrid で得られた 164 アミノ酸からなる KIAA1432 の C 末端領域

（KIAA1432-CT）の配列を用い、Cx43 全長配列との会合を確認した。HEK293

細胞に FLAG タグを付加した KIAA1432-CT（FLAG-1432-CT）および Cx43

を過剰発現し、抗 FLAG 抗体で免疫沈降した結果、細胞内において

KIAA1432-CT と Cx43 が会合していることが確認された（図 2 B）。なお、ELL

は RNA polymerase II 伸長因子であり細胞内局在が核であること、Cx43-CT

との会合が弱いことより解析は行なわなかった。  

 

 

新規タンパク質 CIP150 の同定  

 

KIAA1432（GenBank accession No. AB037853）は、かずさ DNA 研究所のヒ

ト完全長 cDNA プロジェクトにおいて報告された配列であるが、前述したよ

うに予想される開始コドンを含んでおらず、Cx43 との会合を解析するにた

めに、その全長配列の決定を行った。まず、全長配列を決定するにあたり、

NCBI-BLASTにおいて KIAA1432に対して相同性を有する配列を探索した結

果、KIAA1432 の 5’配列と高い相同性を示す配列 DKFZp434D105 （GenBank 
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accession No. AL136875）が報告されていることが明らかとなった。しかし、

DKFZp434D105 の cDNA 配列は、予想される開始コドンを含んでいたが、同

時に KIAA1432の ORF配列の中央あたりに終止コドンが存在していた（図 3）。

そこでこの 2 つの配列の関係を明らかにするために、DKFZp434D105 および

KIAA1432 の開始コドンと終止コドンをそれぞれ含むプライマーを設計し、

これを用いヒト胎盤 cDNA を鋳型とした PCR を行なった。その結果、約 4kbp

の PCR 産物が増幅され、このバンドを精製したものを鋳型とし、シーケン

シングによりその配列を確認した結果、 DKFZp434D105 の 5’領域、

DKFZp434D105 と KIAA1432 で相同性のある領域、KIAA1432 の 3’領域を持

つ配列が確認された（図 3）。この ORF 配列より予想されるタンパク質分子

量は約 150-kD であり（図 4）、この新規分子を CIP150（Connexin43-Interacting 

Protein of 150-kDa; GenBank accession No. AB205401）と命名した。  

次に、予想された CIP150 のアミノ酸配列を基に CIP150 の N 末端、中央、

C 末端を認識する 3 種類の抗体（抗 CIP150-N、抗 CIP150-M、抗 CIP150-C

抗体 ; 図 4）を作製し、これを用い哺乳類の細胞における CIP150 の発現を確

認した。細胞抽出液より、抗 CIP150-M 抗体で免疫沈降し、作製したこれら

3 種類の抗体でブロットした結果、用いたすべての細胞において、予想され

た 150-kDa のバンドが検出された（図 5 A）。また、この 150-kDa バンドは、

作製した 3 種類の抗体すべてで共通して検出されたことから、PCR により得

られた配列がコードするタンパク質が細胞内に存在することが明らかとな

った。また、Cx43 は卵巣内において主に顆粒膜細胞で発現しており、卵巣

cDNA ライブラリーより単離、同定された CIP150 が、同様に顆粒膜細胞に

おいて発現しているかを RT-PCR により解析した。ラット顆粒膜細胞より調

製した cDNA を鋳型とし、Yeast two-hybrid により得られた KIAA1432-CT の

配列を増幅した結果、顆粒膜細胞における CIP150 の発現が確認された（図

5 B）。なお、Cx43 は FSH の刺激により、RNA レベルで発現量が上昇するこ

とが知られているが（Yogo et al., 2001）、CIP150 の発現量に顕著な差は見ら

れなかった。  

 

 

CIP150 は細胞内において Cx43 と会合する  

 

次に、CIP150 と Cx43 との会合を確認するために、CIP150 配列の N 末端

に FLAG タグを付加し、Cx43 と共に HEK293 細胞に強制発現した。HEK293

細胞は、内在性のコネクシン遺伝子の発現量が低いことが知られているが、
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図 5 A で示したように CIP150 は発現している。抗 FLAG 抗体を用い免疫沈

降を行ない、Cx43 の共沈を確認した結果、強制発現した細胞において CIP150

と Cx43 との会合が見られた（図 6 A）。さらに、内在性の CIP150 と Cx43 が

発現しており、ギャップ結合を介したチャネル活性が高いことが知られてい

る NRK 細胞において、抗 CIP150-M 抗体を用い免疫沈降した結果、Cx43 の

共沈が見られた。このことより、これら 2 つのタンパク質は内在性の発現レ

ベルで会合することが明らかとなった（図 6 B）。その際、CIP150 と共沈し

てくる Cx43 は、全細胞抽出液中のシグナルに対し、バンドがシフトするこ

とが見られ、ウエスタンブロットにおいて Cx43 は、リン酸化レベルが高い

ものほどバンドがシフトすることから、CIP150 はリン酸化の高い Cx43 と会

合していると考えられた。そこで抗 CIP150-M 抗体で共沈してくる Cx43 を

アルカリホスファターゼで処理しウエスタンブロットを行なったところ、バ

ンドのシフトが見られなくなったことより、リン酸化レベルが高い Cx43 と

CIP150 が会合していることが確認された（図 6 C）。  

 

 

Cx43 のリン酸化は CIP150 との会合に必須ではない  

 

これら 2 つのタンパク質の会合と、Cx43 のリン酸化との関係を解析する

ために、Cx43-S4A変異体を用い CIP150との会合を確認した。この変異体は、

細胞内においてギャップ結合を構築するがリン酸化による修飾をほとんど

受けず、物質透過活性を示さないことが報告されている（Yogo et al., 2001）。

HEK293 細胞と同様、内在性のコネクシン遺伝子の発現量は低いが CIP150

は発現している HeLa 細胞に、野生型または S4A 変異体の Cx43 を遺伝子導

入し、内在性の CIP150 との会合を調べた。その結果、S4A 変異体は CIP150

と会合することが示された（図 7 B）。また、 32P 正リン酸により細胞をラベ

ルし、Cx43-S4A と野生型とのリン酸化レベルを確認した結果、S4A 変異体

はリン酸化レベルが低いこと（図 7 A）、免疫蛍光染色により、野生型および

S4A 変異体は細胞間にギャップ結合を構築していることも確認された（図 7 

C）。これらの結果より、Cx43 のリン酸化は CIP150 との会合に必須ではない

可能性が示唆された。  

次に、ARF-GEF の阻害剤であり、ゴルジ体の構造を破壊することでタンパ

ク質の輸送を阻害する BFA で細胞を処理し、Cx43 の細胞内局在が CIP150

との会合に与える影響を解析した。まず、BFA 存在下で NRK 細胞を 6 時間

培養し、1% Triton X-100 buffer による細胞分画を行い、Cx43 によるギャッ
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プ結合構築が阻害されているか確認した。この手法はギャップ結合を構築し

ている Cx43 は、非イオン性の界面活性剤に対し不溶性を示すこと利用した

ものである（Musil and Goodenough, 1991）。1% Triton X-100 buffer により細

胞を溶解し、細胞抽出液を超遠心により分画した結果、BFA 処理をした細胞

において Triton 不溶性画分のリン酸化された Cx43 のバンドが減少すること

が確認された（図 8 A）。また、免疫蛍光染色により、細胞間におけるギャッ

プ結合のシグナルが減少し、Cx43 の局在が細胞質へと移行することも観察

され（図 8 B）、BFA 処理により、Cx43 の細胞膜への輸送が阻害されている

ことが確認された。そこで、この条件下における Cx43 と CIP150 との会合を

調べた結果、CIP150 と共沈する Cx43 が減少し、Cx43 の細胞膜への輸送は

この会合に重要であることが示された（図  9）。  

以上の結果から、CIP150 と Cx43 との会合は、細胞膜またはその輸送過程

において起こること、この時、Cx43 は高いリン酸化を受けているがリン酸

化そのものは CIP150 との会合に必須でないことが明らかとなった。  

 

 

Cx43-CT における CIP150 結合領域の決定  

 

次に、Cx43 と CIP150 との会合をさらに詳しく解析するために、Cx43-CT

における CIP150 の結合部位の決定を GST pull down 法により行なった。GST

融合型 Cx43-CT および、20 アミノ酸（Δ1 は 16 アミノ酸）の欠損を有する

変異体（Cx43-CT Δ1-8; 図 10 A）の組換えタンパク質を大腸菌で発現、精

製した。また、COS7 細胞に FLAG-1432-CT を過剰発現し、細胞抽出液を回

収した。この細胞抽出液中に精製した組換えタンパク質を加え、GST 融合

Cx43-CTと会合してくる FLAG-1432-CTをウエスタンブロットにより検出し

た。その結果、野生型およびΔ 1 以外の変異型 Cx43-CT に お い て

KIAA1432-CT との会合が確認され（図 10 B）、Δ1 領域（227-242）が重要で

ある可能性が示唆された。そこで、CIP150 結合領域を欠損した変異型 Cx43

（Cx43Δ 227-242）を作製し、細胞内で CIP150 との会合を確認した。HEK293

細胞に Cx43Δ 227-242を遺伝子導入し、抗 CIP150-M抗体で免疫沈降した結果、

野生型 Cx43で見られる会合が、Cx43Δ 227-242では確認されなかった（図 10 C）。

これらの結果から、この 2 つのたんぱく質は、KIAA1432-CT にあたる CIP150

の C 末端 164 アミノ酸と Cx43-CT の膜貫通領域下流 16 アミノ酸（227-242）

を介して会合していることが示された。  
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CIP150 結合領域は Cx43 のギャップ結合構築に重要である  

 

CIP150 が Cx43 のギャップ結合制御機構においてどの様な機能を担うかを

解析するために、まず CIP150 の結合領域を欠損している Cx43Δ 227-242の細

胞内での挙動を解析した。図 10 C において、Cx43Δ 227-242 はウエスタンブ

ロットにより検出した時、バンドのシフトが見られなかったことから、この

変異体はリン酸化による修飾を受けないことが予想された。そこでまず、こ

の変異体を HeLa 細胞に遺伝子導入し、32P 正リン酸ラベルによりそのリン酸

化レベルを調べた。その結果、 野生型 Cx43 を発現した細胞で見られるリン

酸化のシグナルが、Cx43Δ 227-242ではほとんど検出されなかった（図 11 A）。

また、免疫染色により細胞内における局在を HeLa 細胞において解析した結

果、Cx43Δ 227-242 は細胞内においてギャップ結合を構築せず細胞質に局在す

ることが見られた（図 11 B）。さらに、この細胞質における局在を調べるた

めに、HeLa 細胞に Cx43Δ 227-242 を遺伝子導入し、小胞体を染色することが

知られているレクチンの 1 つ、コンカナバリン A（ConA）と Cx43 との二重

染色を行なった（図 12）。その結果、ConA により染色されたシグナルは、

核の周辺を中心に顆粒状にみられ（図 12 C）、Cx43Δ 227-242 が共局在するこ

とが観察された（図 12 D）。しかし、Cx43Δ 227-242はそれ以外の場所にも局

在を示しており、少なくとも小胞体から他の細胞器官に輸送されていること

が予想された。次に、Cx43Δ 227-242 がギャップ結合を構築しないことが示さ

れたが、これに伴い物質透過活性も消失するかを確認するために、

Scrape-loading 法による色素透過活性の定量を行なった。HEK293 細胞に野生

型 Cx43、Cx43Δ 227-242をそれぞれピューロマイシン耐性遺伝と共に遺伝子導

入し、ピューロマイシンで選別を行い、コンフルエントになるまで培養した

細胞を用い、チャネル活性を測定した。その結果、野生型を発現している細

胞で観察された細胞間での色素の移行が、この変異体では認められず、チャ

ネル活性を持たないことが示された（図 13）。これらの結果より、Cx43-CT

における CIP150 結合領域は、リン酸化による修飾、ギャップ結合の構築お

よびチャネル活性に重要であることが示された。  

  

siRNA による CIP150 の発現抑制は Cx43 の細胞膜への局在とチャネル活性

を減少する  

 

Cx43 欠損変異体において見られた表現型が、CIP150 との会合が阻害され

た結果によるものかを解析するために、CIP150 に対する siRNA を作製し、
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その発現用抑制時における Cx43 細胞内での挙動を調べた。まず CIP150 を標

的とした 2 種類の siRNA 発現ベクター（siCIP150-1、 -2）を作製し、その発

現抑制効果を HEK293 細胞において調べた。ピューロマイシン耐性遺伝と共

に siRNA 発現ベクター、GFP 発現ベクターを遺伝子導入し、1 日選別を行っ

た。CIP150 の発現量を免疫沈降後、ウエスタンブロットにより確認した結

果、siCIP150-1 は強い発現抑制が見られ、シグナル強度をデンシトメーター

で定量した結果、コントロールに比べ 27%まで発現量の低下が見られた（図

14）。また、siCIP150-2 発現細胞においても発現が 55%まで抑制されていた。

なお、遺伝子導入効率とタンパク質量の内部標準としてそれぞれ用いた GFP

とアクチンの差は認められなかった。次に、これら 2 つの siRNA 発現ベクタ

ーを用い、CIP150 発現抑制時における Cx43 の細胞内局在を免疫蛍光染色に

より確認した。その結果、Cx43 と共に siRNA 発現ベクターを遺伝子導入し

た細胞において、細胞間にギャップ結合の構築が認められるものの、コント

ロールに比べそのシグナルは弱く、ぼやけていた（図 15 A）。また、コント

ロールでは認められない細胞内における Cx43 のシグナルも観察された。こ

の細胞内のシグナルが見られる細胞の割合を、各実験区あたり独立した 2 回

の実験を行い、100 個の細胞を数えることで定量した結果、CIP150 を発現抑

制した細胞ではコントロールに比べ、明らかに Cx43 の細胞質における局在

が増加していることが確認された（図 15 B）。さらに、CIP150 発現抑制細胞

において、Cx43 が構築するギャップ結語を介したチャネル活性が低下する

かを調べるために、Scrape-loading 法による色素透過活性の定量を行なった

（図 16）。その結果、Cx43 発現細胞に比べ CIP150 発現を抑制した細胞はギ

ャップ結合を介した色素透過活性は有意に低下していた。以上の結果より、

細胞内において CIP150 は Cx43 の局在制御に関わっており、特にギャップ結

合の構築に重要ではないかと考えられた。  
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表 1 Yeast two-hybrid により得られた候補遺伝子  

 

Yeast two-hybrid により得られた陽性クローの遺伝子名とクローン数を表に

まとめた。スクリーニングは、ラット Cx43-CT を bait、ラット卵巣 cDNA ラ

イブラリーを prey とし行なった。  
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図 1 候補遺伝子産物と Cx43-CT との細胞内での会合  

Yeast two-hybrid により得られた各候補遺伝子の断片配列の上流に FLAG タ

グを付加し、Cx43-CT と共に COS7 細胞において過剰発現した。Cx43-CT を

認識する抗 Cx43 抗体で免疫沈降後、抗 FLAG または Cx43 抗体でウエスタ

ンブロットを行なった。WCL: whole cell lysates。
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図 2 候補遺伝子産物と Cx43 との細胞内での会合  

A. COS7 細胞に N 末端に FLAG タグを付加した Triosephosphate isomerase

（TPI）と Cx43 を過剰発現し、抗 Cx43 および FLAG 抗体それぞれで免疫沈

降し、各抗体でウエスタンブロットを行なった。  

B. HEK293 細胞において N 末端に FLAG タグを付加した KIAA1432 の C 末

端領域（FLAG-1432-CT）と、Cx43 全長配列とを過剰発現し、抗 FLAG 抗体

で免疫沈降し、抗 Cx43 および FLAG 抗体それぞれででウエスタンブロット

を行なった。  
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図 3 KIAA1432 および DKFZp434D105 の ORF の比較  

KIAA1432 および DKFZp434D105 の ORF を比較すると、DKFZp434D105 の 3’

側 と KIAA1432 の 5’側 は 相 同 な 配 列 （ 1646-3188） を 有 し て い た 。

DKFZp434D105 の開始コドン（Forward primer）および KIAA1432 の終止コ

ドン（Reverse primer）をそれぞれ含むプライマーを設計し、これを用いた

PCR を行ない、ヒト胎盤 cDNA より CIP150 全長配列を得た。
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図 4 CIP150 のアミノ酸配列と抗原部位  

CIP150 の ORF 配列より予想されるアミノ酸配列と抗体作製に用いた 3 種類

の抗原部位（下線）を図に示した。  
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図 5 CIP150 の細胞における発現の確認  

A. 図 4 で示した抗原部位を認識する抗体を用い NRK（ラット腎臓）、HEK293

（ヒト胎児腎臓）、HeLa（ヒト子宮）、KGN（ヒト顆粒膜細胞）、T47D（ヒト

乳腺）細胞における CIP150 の発現を確認した。CIP150-N は N 末端、 -M は

中央、 -C は C 末端を認識する。  

B. ラット顆粒膜細胞における CIP150 発現を RT-PCR により確認した。  
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図 6 CIP150 はリン酸化レベルの高い Cx43 と会合する  

A. HEK293 細 胞 に お い て N 末 端 に FLAG タ グ を 付 加 し た CIP150

（FLAG-CIP150）と、Cx43 全長配列とを過剰発現し、抗 FLAG 抗体で免疫

沈降後、抗 Cx43 および CIP150-M 抗体それぞれでウエスタンブロットを行

なった。  

B. NRK 細胞における、内在性 CIP150 と Cx43 との会合。抗 CIP150-M 抗体

で免疫沈降後、抗 Cx43 および CIP150-M 抗体それぞれでウエスタンブロッ

トを行なった。免疫沈降のネガティブコントロールとして、抗原を免疫する

以前に採血した血清を用いた。  

C. NRK 細胞より抗 CIP150-M 抗体で免疫沈降し、共沈した Cx43 をアルカリ

ホスファターゼにより脱リン酸化を行なった。  
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図 7 CIP150 と Cx43-S4A とは会合する  

A. HeLa 細胞に野生型 Cx43 および Cx43-S4A を遺伝子導入し、 32P 正リン酸

により細胞をラベルすることで、そのリン酸化レベルを確認した。  

B. A と同様に遺伝子導入を行い抗 CIP150-M 抗体で免疫沈降し、抗 Cx43 お

よび CIP150-M 抗体それぞれででウエスタンブロットを行なった。  

C. HeLa 細胞に野生型 Cx43 および Cx43-S4A を発現し、抗 Cx43 抗体を用い

た免疫蛍光染色により Cx43 の局在を確認した。a: ベクターコントロール、

b: 野生型 Cx43、c: Cx43-S4A。Bar: 15μm。  
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図 8 NRK 細胞における BFA 処理  

A. NRK 細胞を BFA（5μg/ml）で 6 時間処理し、ギャップ結合を構築してい

る Cx43 は、非イオン性の界面活性剤に対し不溶性を示すこと利用した 1% 

Triton X-100 buffer による細胞分画を行った。  

B. BFA で処理した NRK 細胞において抗 Cx43 抗体で免疫蛍光染色を行い、

Cx43 の局在を確認した。Bar: 15μm。  
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図 9 BFA 処理は Cx43 と CIP150 との会合を阻害する  

BFA 処理した NRK 細胞内での CIP150 と Cx43 との会合を、抗 CIP150-M 抗

体で免疫沈降し確認した。タンパク質量の内部標準として、βアクチンによ

るウエスタンブロットを行なった。  
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図 10 Cx43 の 227-242 番目のアミノ酸は CIP150 との会合に重要である  

A. GST 融合型 Cx43-CT および、20 アミノ酸（Δ1 は 16 アミノ酸）の欠損を

有する変異体の模式図（Δ1-8）。  

B. FLAG-1432-CT を過剰発現した COS7 細胞の細胞抽出液と GST 融合

Cx43-CT を用い、GST pull down を行なった。GST-Cx43-CT と会合してくる

FLAG-1432-CT をウエスタンブロットにより検出した。  

C. HEK293 細胞に野生型 Cx43 または CIP150 結合領域を欠損した Cx43Δ

227-242を遺伝子導入し、細胞内で Cx43Δ 227-242と CIP150 とが会合しないこと

を確認した。  
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図 11 CIP150 結合領域は Cx43 のギャップ結合構築に重要である  

A. 野生型の Cx43 および Cx43Δ 227-242を HeLa 細胞に遺伝子導入し、32P 正リ

ン酸ラベルによりそのリン酸化レベル確認した。  

B. HeLa 細胞に野生型 Cx43 および Cx43Δ 227-242を発現し、抗 Cx43 抗体を用

いた免疫蛍光染色により Cx43の局在を確認した。a: ベクターコントロール、

b: 野生型 Cx43、c: Cx43Δ 227-242。Bar: 15μm。  

 

 

 40



 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 12 Cx43Δ 227-242発現細胞における小胞体と Cx43 との 2 重染色  

HeLa 細胞に Cx43Δ 227-242を遺伝子導入し、コンカナバリン A（ConA）と Cx43

との二重染色を行なった。A は位相差、B は抗 Cx43 抗体、C は ConA による

染色像、D は B と C を重ねた像。Bar: 15μm。  
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図 13 Cx43Δ 227-242は物質透過活性を持たない  

A. HEK293 細胞に空ベクター（a）、野生型 Cx43（b）、Cx43Δ 227-242（c）を

それぞれピューロマイシン耐性遺伝と共に遺伝子導入し、ピューロマイシン

で 1日間選別を行った後、Scrape-loading法による色素透過活性を解析した。

0.25% Lucifer yellow（LY；分子量 476Da）、0.75% Rhodamine dextran（RD；

分子量 10kDa） /PBS 溶液中で細胞を直線状に 27G の注射針で傷つけて色素

を取り込ませ、室温で 10 分間インキュベートし、傷口から取込まれた色素

の細胞間での移行を検鏡した。RD は、分子量が 1kDa 以上でありギャップ結

合チャネルを通過できないことから、ネガティブコントロールとして用いて

いる。  

B. A を定量化したグラフ。  
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14 CIP150 に対する siRNA 発現ベクターの作製  

siCIP150-1、-2）を作製

 

図

CIP150 を標的とした 2 種類の siRNA 発現ベクター（

し、その発現抑制効果を HEK293 細胞において調べた。ピューロマイシン耐

性遺伝と共に siRNA 発現ベクター、GFP 発現ベクターを遺伝子導入し、1 日

選別を行い、CIP150 の発現量を免疫沈降後、ウエスタンブロットにより確

認した。上のパネルの下に示してある数値は、CIP150 のシグナル強度をデ

ンシトメーターで定量し、コントロールに対する発現量の相対比を算出した

ものである。GFP とアクチンは、遺伝子導入効率とタンパク質量の内部標準

として用いた。  
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図 15 CIP150 発現抑制時において細胞質に局在する Cx43 は増加する  

A. HEK293 細胞において、CIP150 発現抑制時における Cx43 の細胞内局在を

免疫蛍光染色により確認した。a: ベクターコントロール、b: Cx43、c: Cx43 + 

siCIP-150-1、d: Cx43 + siCIP-150-2。Bar: 15μm。  

B. 細胞内のシグナルが見られる細胞の割合を、100 個の細胞を数えることで

定量した。各実験区あたり独立した 2 回の実験を行い、平均した数値をグラ

フ化した。  
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図 16 CIP150 発現抑制は Cx43 によるギャップ結合チャネル活性を阻害する  

A. HEK293 細胞に空ベクター（a）、野生型 Cx43（b）、Cx43 + siCIP-150-1（c）、

Cx43 + siCIP-150-2（d）をそれぞれピューロマイシン耐性遺伝と共に遺伝子

導入し、ピューロマイシンで 1 日間選別を行った後、図 13 A と同様に

Scrape-loading 法による色素透過活性を解析した。  

B. A を定量化したグラフ。  
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考察  

 

本研究では、Cx43 会合タンパク質の探索を Yeast two-hybrid 法により行い、

新規タンパク質 CIP150 を同定した。この会合には、CIP150 の C 末端の 164

アミノ酸と、Cx43-CT の膜貫通領域下流の 16 アミノ酸が重要であった。細

胞内において CIP150はリン酸化レベルの高い Cx43と会合していることが示

された。しかし、Cx43-S4A との会合が見られたことより、Cx43 のリン酸化

は CIP150 との会合に必須ではなかった。また、BFA 処理により会合が阻害

されたことより、この 2つのタンパクの会合は細胞膜への輸送過程において、

ゴルジ体以降に起こることが示された。さらに、Cx43Δ 227-242 の細胞内での

挙動を解析した結果や siRNA による CIP150 の発現抑制の実験より、CIP150

は Cx43 が細胞膜上においてギャップ結合を構築するのに重要ではないかと

考えられた。  

 

CIP150 は、本研究でその全長配列を明らかにした新規遺伝子であり、その

アミノ酸配列に対する他種の相同配列を NCBI-BLAST において探索したと

ころ、ゲノム配列より予想されるアミノ酸配列を含めると、酵母、線虫、シ

ロイヌナズナ、ミドリフグ、ニワトリ、チンパンジーに至るまで、多種にわ

たり相同性を有する配列が存在した。この内、ミドリフグでは 71%の相同性

があったが、シロイヌナズナや線虫では約 25%であり、酵母ではそれ以下で

あった。ギャップ結合が存在しない植物や、酵母でこのような配列が存在し

ていることから、CIP150 は Cx43 によるギャップ結合構築を制御する以外の

機能を有しているのではないかと予想される。一方、線虫などの無脊椎動物

では、脊椎動物のコネクシンとタンパク質配列の相同性は無いがタンパク質

構造が似ておりギャップ結合を構築するイネクシンが存在することが報告

されている（Phelan, 2005）。無脊椎動物における CIP150 がイネクシンと会

合する可能性も考えられるが、これは予想の域に達しない。なお、哺乳類や

鳥類（ニワトリ）ではヒト CIP150 配列に対する相同性は高く、ニワトリと

比較しても 85%の相同性があることから、各動物種の細胞内において CIP150

と Cx43 の相同配列は会合するのではないかと予想される。  

 

CIP150 は、HUGE Protein Database の KIAA1432 に関するデータとして、

その発現量は低いがヒトの様々な組織において RNA レベルでの発現が報告

されている（http://www.kazusa.or.jp/huge/gfpage/KIAA1432/; 参考図 6）。この

ことは、本研究で用いた様々な組織由来の細胞全てにおいて CIP150 の発現
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が見られたことと一致している。CIP150 は、卵巣の cDNA ライブラリーを

用いたスクリーニングにより単利、同定されたが、卵巣特異的な機能を有す

るかは不明である。Cx43 は脳や心臓、卵巣において発現量が高いが、他の

コネクシンに比べ広範な組織で発現していることが知られており（Bruzzone 

et al., 1996a,b）、KIAA1432 の発現パターンより卵巣以外の組織においても

Cx43 の制御に関わる可能性は考えられる。このことは、NCBI の UniGene に

おいて、EST 配列データを基に各遺伝子の発現パターンを示した EST Profile 

Viewer で、KIAA1432 とヒト Cx43 との発現を比較しても推察される（参考

図 7）。少なくとも、本実験で用いた腎臓由来の NRK や HEK293 細胞、子宮

由来の HeLa細胞で CIP150は Cx43と会合することは確認されている。また、

卵巣における機能に関してもまだ不明であるが、ラット顆粒膜細胞を用いた

RT-PCR の結果より、CIP150 は卵巣において Cx43 が重要な役割を担ってい

る顆粒膜細胞で発現していることが確認されており、データとして示してい

ないが、ヒト顆粒膜細胞由来の腫瘍細胞である KGN 細胞において Cx43 と会

合するという結果も得られている。これらのことは顆粒膜細胞において

CIP150 が Cx43 の制御機構に関わることを予想させるが、他の組織も含めて

今後生体内での機能解析を行なう必要がある。  

 

CIP150 と Cx43 との結合領域は、KIAA1432-CT および GST-Cx43-CT を用

いた pull down 法により同定され、この領域は細胞内においても 2 つのタン

パク質の会合に重要であったことから、KIAA1432-CT にあたる CIP150 の C

末端 164 アミノ酸と Cx43-CT の膜貫通領域下流 16 アミノ酸（227-242）であ

ると考えられる。一方、Cx43-CT の 228-263 番目のアミノ酸はβチューブリ

ンの結合に重要であり、特に 234-243 番目のアミノ酸はチューブリン結合モ

チーフであるということが報告されている（Giepmans et al., 2001b）。これら

のことから CIP150 と Cx43 との会合に、チューブリンが関わる可能性が考え

られたが、細胞をチューブリン重合阻害剤である nocodazole で処理をしても

CIP150 と Cx43 との会合に変化が無いこという結果が得られており（データ

省略）、またチューブリンの会合は Cx43 の制御に関わらないという報告があ

ることから（Giepmans et al., 2001a）、おそらく CIP150 と Cx43 との会合には

作用しないのではないかと考えられる。また、CIP150 と他のコネクシンと

の会合について本実験では解析しなかったが、C 末端領域はファミリー間で

相同性が低いことから、おそらく会合しないのではないかと予想される。し

かし、Cx43 は Cx40（He et al., 1999）、Cx45（Martinez et al., 2002）など異な

るコネクシンとコネクソンを形成することが報告されており、このような場
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合に CIP150 は Cx43 と会合するかなどさらに解析する必要がある。  

 

CIP150 は NRK 細胞においてリン酸化レベルの高い Cx43 と会合している

ことが示され、CIP150 はリン酸化依存的に Cx43 と会合している可能性が示

唆された。しかし、この結果を理解する上で、Cx43 の細胞内局在とリン酸

化レベルとの相互関係を考慮する必要がある。これまでに、NRK 細胞では

ギャップ結合を構築している Cx43 はリン酸化レベルが高いということが報

告されている（Musil and Goodenough, 1991）。本研究においても BFA で細胞

を処理したときに、ギャップ結合を構築している Cx43（Triton 不溶性画分）

が減少すると伴に、Cx43 のリン酸化依存的なバンドのシフトも消失してい

くことが確認されている。また、Cx43 は発現しているがギャップ結合を構

築していない細胞において、カドヘリンを遺伝子導入し、接着結合を形成さ

せると、ギャップ結合が構築され（Matsuzaki et al., 1990; Jongen et al., 1991）、

Cx43 のリン酸化レベルも上昇することが報告されている（Musil et al., 1990）。

すなわち、Cx43 がギャップ結合を構築することと、リン酸化されることは

相関関係がある。このことより、CIP150 がリン酸化依存的に Cx43 と会合す

る可能性と、ギャップ結合を構築している Cx43 と会合した結果、リン酸化

レベルの高い Cx43 が共沈してきたという 2 つの可能性が有るのではないか

と考えられる。これに関して、４つのセリン残基におけるリン酸化部位をア

ラニンに置換した S4A 変異体（Yogo et al., 2001）は細胞内でほとんどリン

酸化を受けないが、ギャップ結合を構築しており、この変異体と CIP150 は

会合した結果が得られている。このことより、CIP150 は Cx43 のリン酸化依

存的に会合するのではなく、ギャップ結合を構築している Cx43 と会合して

おり、その結果リン酸化レベルの高い Cx43 が優先的に共沈するのではない

かと予想された。  

しかし、これまでに Cx43 のリン酸化は、参考図５に示したように S4A の

4 つのセリン残基以外にも多く報告されており、他のリン酸化との関係も考

慮する必要性がある。これまでに報告されている PKC、MAPK、Src などに

よるリン酸化部位は、細胞増殖因子による刺激など、ある特定の条件下にお

いて起こること、またそれらのリン酸化はギャップ結合を負に制御すること

などから、今回行なった実験条件ではあまり関与しないのではないかと予想

される。これに対し、CK1 によるリン酸化は、その阻害剤である IC261 で細

胞を処理すると、Cx43 の細胞膜への輸送は起こるが、ギャップ結合の構築

が阻害されることが示されており（Cooper and Lampe, 2002）、CK1 依存的な

リン酸化と CIP150 の Cx43 との会合の関係は、否定できない。しかし、
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Cx43-S4A 発現細胞を 32P 正リン酸でラベルし、リン酸化を確認した結果、そ

のシグナルがほとんど検出できないことから、CK1 のリン酸化は関与しない

のではないかと推察される。  

また、BFA 処理により Cx43 細胞内局在が細胞膜から細胞質へと変化する

と会合が見られなくなることが示された。すなわち、CIP150 との会合には

Cx43 が細胞膜へと輸送されることが重要であり、このことからも、Cx43 と

CIP150 とが細胞膜で会合している可能性が示唆される。しかし、BFA は小

胞体 -ゴルジ間輸送に関わる ARF-GEF の阻害剤であり、ゴルジ体構造を可逆

的に破壊することから、両者の会合はタンパク質輸送時のゴルジ体以降に起

こる可能性があることや、BFA が CIP150 に及ぼす影響は不明であり、CIP150

の細胞内局在を変化させた結果、会合が認められなくなった可能性もあり、

さらに解析を行なう必要がある。  

 

CIP150 の結合領域を欠損した Cx43Δ 227-242 はリン酸化による修飾を受け

ず、ギャップ結合を構築しないことからチャネル活性を有さないことが示さ

れた。前述したようにギャップ結合を構築している Cx43 はリン酸化レベル

が高いことをあわせて考えると、ギャップ結合を構築しない結果として

Cx43Δ 227-242はリン酸化による修飾を受けないことが推察される。また、Cx43

Δ 227-242は細胞質に局在することが観察されたことより、CIP150 は Cx43 の

細胞膜への輸送、細胞膜でのコネクソン同士の連結、ギャップ結合を構築し

た後の安定化に関わるのではないかと考えられた。しかし、このことはアミ

ノ酸欠損によるこの変異体特有の表現型である可能性もある。これまでに、

点変異により立体構造が異常となった Cx32 が、小胞体に局在し、細胞質の

プロテアソームによって分解される小胞体関連分解を受けることが報告さ

れている（VanSlyke et al., 2000）。この可能性に関して小胞体を染色する ConA

と 2 重染色した結果より、Cx43Δ 227-242は小胞体においてその局在が見られ

るが、他の細胞質の領域にも存在していることが観察されており、立体構造

の異常により小胞体関連分解を受けているのではないであろうと予想され

る。  

また、siRNA により CIP150 を発現抑制した細胞では、Cx43 の細胞質にお

ける局在が増加していることが確認され、ギャップ結合チャネル活性も有意

に低下したことから、CIP150 がギャップ結合構築制御に関わることを示唆

していると考えられる。細胞膜においてギャップ結合を構築している Cx43

と会合していること、結合の阻害や CIP150 の発現抑制が Cx43 の局在を細胞

質へと移行することなどの結果より、CIP150 は Cx43 がギャップ結合を安定
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的に構築するのに関わるのではないかと思われるが、本実験ではその詳細な

メカニズムを明らかにはしておらず、更なる解析が必要である。  

 

また CIP150 による制御機構を理解する上で、CIP150 自身の機能を理解す

ることは重要である。しかし、CIP150 はこれまでに機能が知られているタ

ンパク質ドメイン構造を全く有しておらず、唯一その C 末端にプレニル化モ

チーフ（CaaX）が存在する。プレニル化のなかでも、X がセリン残基である

ことから CIP150 はファルネシル化を受けると考えられ、この修飾により細

胞膜に局在することが予想される。このことからも、CIP150 は細胞膜にお

いてギャップ結合を構築している Cx43 と会合しているのではないかと考え

られるが、その詳細を解析するには CIP150 の細胞内局在を明らかにする必

要がある。  

本研究において CIP150 に対する抗体は 3 種類作製しており、これを用い

た免疫蛍光染色を行ったが、CIP150 に得的な染色像は観察されなかった。

また、CIP150の N末端に FLAGタグを付加し発現した細胞において、抗 FLAG

抗体による免疫蛍光染色も行ったが、そのシグナルを検出することができな

かった。さらに、FLAG-CIP150 を細胞に過剰発現し、その細胞抽出液から抗

CIP150-M または FLAG 抗体を用いて免疫沈降し、ウエスタンブロットを行

うとそのバンドが検出できたのに対し、全細胞抽出液では全くバンドを検出

することができなかった。この様なことが起こる理由は不明であるが、

CIP150 のタンパク質としての特殊な性質があるのかもしれない。  

 

これまでに Cx43 の制御機構の解析は、Cx43-CT を中心に行なわれ、リン

酸化部位や会合タンパク質の同定など、多くの知見が報告されている。例え

ば、Cx43 の裏打ちタンパク質として考えられている ZO-1 は、その 2 番目の

PDZ ドメインを介して Cx43 の C 末端 20 アミノ酸と会合していることが知

られている（Sorgen et al., 2004）。しかし、Cx43-CT のほとんど（241 または

245 番目のアミノ酸以降）が欠損した変異体は、野生型と同様にギャップ結

合を構築するということが示されており（Fishman et al., 1991; Dunham et al., 

1992）、このことは ZO-1 や他の会合タンパク、リン酸化部位はギャップ結合

の構築に必須ではない可能性を示唆する。これに対し、CIP150 は 227-242

番目の領域に会合することや、Cx43Δ 227-242 はギャップ結合を構築しないこ

となどは、上記の報告に一致しており、CIP150 の重要性を示唆するのでは

ないかと考えられる。一方、ZO-1 は心筋細胞において、介在板（心筋細胞

の長軸両端に見られる構造）付近におけるギャップ結合構築に重要であるこ
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とが示されており（Toyofuku et al., 1998a）、細胞膜のギャップ結合を構築す

る領域を決定する役割を担っているのではないかと考えられる。すなわち、

Cx43は、ギャップ結合を適切な細胞膜領域に構築するのに ZO-1との会合が、

ギャップ結合を安定して構築するのに CIP150 との会合が重要であるのでは

ないかと予想される。  
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参考図 6 ヒト組織における KIAA1432 の発現パターン  

HUGE Protein Database における報告で、KIAA1432 はその発現量は低いがヒ

トの様々な組織において RNA レベルでの発現が確認されている。

（http://www.kazusa.or.jp/huge/gfpage/KIAA1432/より転載）。  
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参考図 7 EST 配列を基にした KIAA1432 と Cx43 の発現パターンの比較  

EST Profile Viewer において、KIAA1432 とヒト Cx43 の発現を比較すると、

いくつかの組織で違いはあるが、どちらの遺伝子も比較的広範な組織で発現

していることが分かる。（NCBI UniGene EST Profile Viewer より転載）  
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