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抄　　録

一般に，Na＋, K＋やCa2＋といった陽イオンの細胞内濃度変化は，神経興奮，神経伝達物質の放出，筋

の興奮・収縮など様々な細胞機能に重要な役割を果たしていることが知られている．一方，陰イオンの

細胞内における生理的な役割については，ほとんど着目されていなかった．しかし，細胞内の主要な陰

イオンであるCl－は，生理的な条件下でも変化していることが明らかになっており，何らかの生理機能

を有していることが想定されていた．そこで我々は，細胞内に最も多く存在する陰イオンであるCl－に

着目し，細胞内Cl－が細胞機能に与える影響について検討を行っている．その結果，様々な細胞機能制

御に細胞内Cl－が関与している事が明らかになった．本稿では，これまでに我々が明らかにした細胞内

Cl－の生理機能のうち，細胞内Cl－が癌細胞の増殖，細胞接着や細胞運動能に与える影響について紹介

する．

キーワード：細胞内Cl－濃度，細胞周期進行制御，細胞増殖，細胞接着．

Abstract

In general, it is known that changes in intracellular concentrations of cations such as Na＋, K＋ and Ca2＋

play an important role in various cellular functions such as neuronal excitation, release of neurotransmitters,

and contraction of muscles. On the other hand, little attention has been paid to the physiological role of anions

in cells. Recently, it has been clarified that intracellular concentration of Cl－, which is the most abundant anion

in the cell, is changing even under physiological conditions. However, physiological roles of intracellular Cl－

remain unclear. Therefore, we focus on physiological functions of the intracellular Cl－ and we attempt to

investigate the influence of intracellular Cl－ on cellular function. As a result, it became clear that intracellu-

lar Cl－ is involved in regulation of various cellular functions. In this review, we introduce our recent studies

about effects of intracellular Cl－ on cancer cell proliferation and cell adhesion.
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は　じ　め　に

体液中の主要な電解質は，ナトリウムイオン

（Na＋）とクロライドイオン（Cl－）であり，そ
れらと共に少量のカリウムイオン（K＋）や2価

イオンであるカルシウムイオン（Ca2＋），マグネ
シウムイオン（Mg2＋）などが含まれている．し
かし，細胞内の電解質組成は細胞外液と大きく

異なっている．細胞内では，Na＋とK＋の濃度比

が逆転しており，Ca2＋はごくわずかしか含まれ
ていない．細胞内外のNa＋とK＋濃度差が，細胞

の様々な生理活性を支える膜電位の発生や神

経・筋肉の興奮性を生み出す要因となっている．

また非常に低く抑えられている細胞内Ca2＋濃度

は，外部からの刺激に対する細胞内セカンド

メッセンジャーとしてCa2＋が機能することに寄
与している．また，Ca2＋やMg2＋は，酵素活性の
維持にも関与している．このように，陽イオン

には様々な生理的役割を果たしていることが知

られている．一方，陰イオンの細胞内における

生理的な役割については，ほとんど着目されて

いなかった．そこで我々は，細胞内に最も多く

存在する陰イオンであるCl－に着目し，細胞内
Cl－が細胞機能に与える影響について検討を行っ
ている．近年の我々の研究結果から，低浸透圧

刺激によって引き起こされる調節性細胞容積減

少時に細胞内Cl －濃度が低下すること1），その

Cl－濃度減少が腎遠位尿細管細胞における経上皮

Key Words: Intracellular Cl－ concentration, Cell cycle regulation, Cell proliferation, Cell adhesion.

図1

A）通常培地（Normal Cl－: Cl－ 121.8mM）と低Cl－培地（Low Cl－: Cl－ 6.1mM）中において

MKN28細胞を培養した際の48時間までの細胞数変化

B）通常培地（Normal Cl－）と低Cl－（Low Cl－）培地中においてMKN28細胞を48時間培養

した際の核内DNA量のヒストグラム（細胞周期解析結果）（文献9）より転載）
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Na＋輸送を制御すること2）3）が明らかになった．

また神経細胞では，Cl－輸送体の局所的発現によ
る細胞内Cl－濃度勾配形成が微小管の重合を制
御することで神経突起伸長に重要な役割を果た

していた4-7）．以上のように，細胞内Cl－は様々
な細胞の生理機能に対する細胞内シグナルとし

て重要な働きをしていると考えられる．また，

近年，Na＋-K＋-2Cl－共輸送体などCl－輸送体の活
性・発現が癌の悪性度に伴って変化することが

示されたことから8），Cl－輸送体の発現・活性調
節を介した細胞内Cl－濃度変化が，細胞増殖の
調節シグナルとして機能している可能性が強く

示唆されている．そこで我々は，細胞内Cl－が
癌細胞の増殖，細胞接着や細胞運動能に対する

影響について検討を行った．本稿では，その詳

細について紹介する．

細胞内Cl－による細胞周期・増殖の制御

細胞内Cl－が癌細胞の増殖に関与するかを検
討するため，人為的に細胞内Cl－濃度を低下さ

せた状態を作りだし，細胞増殖に対する影響を

確認した．胃癌由来細胞株であるMKN28を，
Cl－をNO3

－で置換し細胞内Cl－濃度を低下させ
た培地（Low Cl－: 6.1 mM）中で48時間培養し，
細胞内Cl－濃度を強制的に低下させると．細胞
増殖は通常の培地（Normal Cl－: 121.8 mM）で
培養した細胞に比べて抑制された（図1A）．ま
た，フローサイトメーターの測定結果から得ら

れたヒストグラムから，低Cl－環境下（Low Cl－）
で培養を行った細胞では，通常の培地（Normal
Cl－）で培養した細胞に比べ，細胞周期のG1期
に存在する細胞が増加していることが明らかに

なった（図1B）．以上のことから，低Cl－濃度環
境下では，細胞周期のG1期からS期の進行が遅
延を受けている可能性が示唆された．G1-S期の
進行は主にp53-pRbカスケードにより調節を受
けていることが知られている（図2A）．そこで，
低Cl －環境下で培養したMKN28細胞において
p53-pRbカスケードに関与する調節因子の発現お
よび活性について変化が起きているかについて

図2

A）G1期からS期への細胞周期進行をコントロールするp53-pRbシグナルカスケード

B）通常培地（Normal Cl－）と低Cl－（Low Cl－）培地中においてMKN28細胞を48時間培養

した際の，Rbタンパクのリン酸化レベルおよびp21タンパクの発現レベル
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検討を行った．まず，細胞周期のG1期からS期
への進行に必須の転写因子E2Fの活性制御に関
与しているpRbについて調べた．pRbはE2Fと
の複合体を形成するが，pRbと結合している
E2Fは転写因子活性を持たない．pRbはリン酸
化が亢進するとE2Fとの結合が弱まり，その結
果E2Fが解離することで転写因子活性が回復し，
S期への進行が亢進する（図2A）．MKN28を低
Cl－環境下で培養を行うと，pRbのリン酸化レベ
ルが有意に減少した（図2B）．次いで，CDKの
活性抑制効果を介してpRbのリン酸化を抑制す
るp21の発現量を確認した．MKN28を低Cl－環
境下で培養を行うと，p21の発現量は有意に増加
した（図2B）．一般的に，p21の発現量はp53転
写因子によって調節されることが知られている

ため，p53の発現レベルおよび活性化レベルにつ

いて検討を行った．低 C l －環境下において
MKN28におけるp53の発現量を確認したが，有
意な変化は認められなかった．また，p53の活性
化の指標となるSer 15残基のリン酸化について
も検証を行ったが，低Cl－環境下において有意
な変化は認められなかった．以上の結果から，

細胞内Cl－はp53非依存的にp21の発現レベルを
調節することで細胞増殖を制御している可能性

が強く示唆された9）．

p53非依存的なp21の活性化に，MAPキナー
ゼ（MAPKs）の関与が示唆されていたことか
ら10），低Cl－環境がMAPKs（ERK，p38，JNK）
の活性化に影響を与えるかについて検討を行っ

た．低Cl－培地中で培養したMKN28細胞では，
ERK，p38，JNKのすべてにおいてリン酸化レベ
ルが亢進し，活性化が認められた．そこで，こ

図3

A）通常培地（Normal Cl－）と低Cl－（Low Cl－）培地中においてMKN28細胞を48時間培養した

際の p21タンパク発現に対するMAPK阻害薬（FR（FR180204: ERK inhibitor）（25μM），

SB（SB202980: p38 inhibitor）（10μM），SP（SP600125: JNK inhibitor）（1μM））の影響

（文献11）より転載）

B）通常培地（Normal Cl－）と低Cl－（Low Cl－）培地中においてMKN28細胞を48時間培養した

際の細胞増殖（細胞数）に対するMAPK阻害薬（FR: ERK阻害薬，SB: p38阻害薬，SP:

JNK阻害薬）の影響

C）MKN28細胞における細胞内Cl－濃度低下時のG1期からS期にかけての細胞周期進行抑制メ

カニズム
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の低Cl－環境によるMAPKsの活性化が，p21の
発現亢進に関与しているかを検証するため，

ERK，p38，JNKに特異的な阻害剤（FR180204:
ERK inhibitor（25μM），SB202980: p38 inhibitor
（10μM），SP600125: JNK inhibitor（1μM））を
MKN28細胞に投与した後，低Cl－環境下で培養
を行い，p21の発現レベルに対する影響を確認し
た．その結果，p38と JNK阻害剤を処理した
MKN28細胞では，低Cl－環境下におけるp21の
発現亢進（図3A）や細胞増殖抑制効果がほぼ消
失した（図3B）．以上の結果から，細胞内Cl－の
低下は，p38あるいはJNKの活性化を介してp21
の発現レベルを上昇させることで細胞増殖を抑

制している可能性が示唆された（図3C）11）．

細胞内Cl－による癌細胞接着因子発現調
節および細胞運動への影響

一般に，癌細胞が原発巣にのみとどまってい

る早期癌においては，手術による切除および適

切な抗癌剤の使用により徐々に治癒率は改善さ

れつつある．ところが，癌細胞が原発巣から移

動し，転移巣を形成したのちの治療は現在にお

いても非常に困難を極める．しかし，なぜ原発

巣から細胞が離脱し，転移先の組織において再

接着するのか，細胞の接着能・浸潤能変化メカ

ニズムに関しては未だ不明な点が多く残ってい

る．癌細胞においては，原発巣周辺では癌細胞

の高い代謝活性により二酸化炭素分圧（pCO2）

が高い状態となっていることが想定される，一

方，癌の転移先として多くの報告がある肺では，

肺胞上皮を介したガス交換によりpCO2が低下す

る．ヒトの赤血球細胞では，クロライドシフト

と呼ばれる現象が知られている．末梢組織の毛

細血管においては，高いpCO2により赤血球内で

は炭酸脱水酵素（Carbonic anhydrase: CA）と
Anion Exchanger（AE）の働きによりCl－が細
胞内へ輸送される．しかし，肺胞ではpCO2が低

いため，その逆の反応が起こり，細胞内から細

胞外へとCl－が交換輸送される．このように，赤
血球では細胞内Cl－濃度が末梢組織中の毛細血
管と肺胞の毛細血管中において細胞内のCl－濃
度が逆方向に変化していると考えられる12）．癌

細胞においても，原発巣周辺では癌細胞の高い

代謝活性によりpCO2が高く，転移巣では低い状

態となっていることが想定されるため，原発巣

と転移巣ではCl－濃度が逆に変化していると考
えることが出来る（図4）．従って，原発巣と転

移巣における細胞内Cl－濃度の変化が細胞の接
着・脱接着を制御し癌転移が引き起こされてい

る可能性が想定された．そこで細胞内Cl－濃度

図4

癌細胞におけるクロライドシフト（CA: Carbonic anhydrase，AE: Anion Exchanger）
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の変化が，細胞接着因子の発現に影響を与える

かについて検討を行った．

最初に，細胞内Cl－が癌転移に関わる細胞接
着因子の発現や細胞の細胞外基質への接着能に

与える影響について検討を行った．まず，上皮

細胞に特異的に発現し，細胞間接着に関与して

いるE-cadherin13）の発現に与える影響について
検討した．低Cl－培地で培養したMKN28細胞で
は，E-cadherinの発現が通常培地で培養した細
胞よりも有意に減少していた．また，細胞内Cl－

が細胞と細胞外基質との間の接着に関与してい

る integrinの発現に与える影響についても検討を
行った．その結果，コラーゲンへの結合に関

わっているα2-integrin14）の発現が，低Cl－培地
で培養した細胞で減少した．また，コラーゲン

type Iをコートしたプレートへの細胞の接着能

についても評価を行ったが，低Cl－培地中では
コラーゲンへの細胞接着能が有意に低下してい

た．以上のことから，細胞内のCl－濃度が変化
することによって癌細胞の細胞間接着や細胞外

基質との間の接着能に大きく影響を与えること

が明らかになった．

では，細胞内Cl－濃度の変化は，どのように
細胞に感受され，細胞増殖，細胞接着能や接着

因子の発現を変化させているのだろうか．Srcチ
ロシンキナーゼは，細胞増殖や細胞接着・運動

などを制御するキーエンザイムとして機能して

おり15），癌細胞では発現の亢進や活性化が起き

ている16）．そのため，Srcチロシンキナーゼを
コードするSRC遺伝子は癌原遺伝子として，細
胞の癌化に強く関与していることが知られてい

る．そこで，細胞内Cl－がSrcチロシンキナーゼ

図5

A）通常培地（Normal Cl－）と低Cl－（Low Cl－）培地中においてHT-29細胞を48時間培養

した際の，Src，FAK，STAT3タンパクのリン酸化レベルに対する影響

B）HT-29細胞における細胞内Cl－濃度低下時のSrcシグナルカスケードを介して細胞増殖・

細胞接着に与える影響
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の活性化に与える影響について，大腸癌由来細

胞株であるHT-29細胞を用いて検討した．Srcチ
ロシンキナーゼは自己リン酸化部位である

pY416のリン酸化によって活性化されることが
知られている．このため，細胞内Cl－濃度の低
下がpY416のリン酸化レベルに与える影響につ
いて検討を行った．低Cl－環境下で培養を行っ
た細胞では，pY416のリン酸化レベルは有意に
減少していた（図5）．また，Srcの細胞接着に対
するシグナルカスケードの下流分子である

FAK17）のリン酸化レベルも減少していた（図5）．

一方，Srcチロシンキナーゼの細胞増殖に対する
シグナルカスケードの下流分子であるERKと
STAT-318）19）についても検討を行った．ERKのリ
ン酸化は細胞内Cl－濃度が減少しても変化しな
かった．しかし，Srcチロシンキナーゼの下流分
子で細胞増殖に関与するSTAT-3のリン酸化は有
意に減少していた（図5A）．従って，細胞内Cl－

はSrcチロシンキナーゼの活性を制御し，Srcシ
グナルカスケードを介して細胞増殖や細胞接着

に影響を与えている可能性が強く示唆された

（図5B）．

お　わ　り　に

近年，イオン輸送体と細胞の癌化に関する複

数の報告があるが，その作用機序についてはほ

とんど明らかになっていなかった．我々の研究

の結果，細胞内Cl－濃度が細胞増殖や細胞接着
を制御する因子のひとつであることが示唆され

た．このことから，細胞内Cl－濃度の調節因子
として機能しているCl －チャネルやCl －輸送体
が，細胞増殖や癌化に深く関わっていると考え

られる．今後，細胞内イオン環境の制御という

アプローチから癌の増殖や転移メカニズムのさ

らなる解明を目指すことにより，癌研究におい

て新たな概念を構築するきっかけが得られるも

のと信じている．

開示すべき潜在的利益相反状態はない．
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