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研究成果の概要（和文）：蛋白質の恒常性維持を担う分子シャペロンの異常は、細胞の機能不全から、代謝異
常、発癌、神経変性疾患の要因となる。我々は、ヒト肝がんで高発現しているHSP110ファミリーに属するApg-2
に注目し、Apg-2-/-マウスが肝発癌や高脂肪食負荷による脂肪肝形成に抵抗性を示すことを見出した。Apg-2-/-
マウス由来の肝癌をRNA sequenceで遺伝子発現解析したところ、細胞周期G2/Mに重要なCDK1/CyclinB1が低下し
ており、肝癌細胞株の検討でも同様であった。分子シャペロンが糖脂質代謝を介して、肝癌のアポトーシス抑制
や細胞周期を制御することが判明し、癌治療の標的と成り得ると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Heat shock proteins (HSPs) not only protect cells from the toxic effects of 
heat and other stresses but also have multiple housekeeping functions, such as folding and protein 
degradation. Apg-2 is a subfamily of Hsp110 and has been reported to be overexpressed in human 
hepatocellular carcinomas (HCCs). To study the role of Apg-2 in liver steatosis and carcinogenesis, 
we generated Apg-2 deficient mice and examined high fat diet-induced liver steatosis and 
diethylnitrosamine (DEN)-induced hepatocellular carcinomas (HCCs). We found that Apg-2 deficient 
mice exhibited less liver steatosis and DEN-induced hepatocellular carcinomas (HCCs) compared to 
wild-types. RNA sequence from Apg-2 deficient HCCs and in vitro study of hepatoma cell lines 
revealed that Apg-2 regulated cell cycle G2/M pathway-related molecules, such as CDK1/CyclinB1, and 
promoted HCCs proliferations. These findings indicated that Apg-2 is a potential target for the 
therapy of HCCs.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： Apg-2　分子シャペロン　肝癌　細胞周期　ユビキチン化
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１．研究開始当初の背景 

Heat shock protein 110 ファミリーの 1つ

である Apg-2 は tight junction 蛋白

ZO-1(zonula occuludens-1) と

ZONAB(ZO-1-associated nuclear acid 

binding protein)の結合を競合的に阻害す

ることで ZONAB の核移行を促進する。この

競合的阻害は ZO-1 の発現量の少ない細胞

で強く、ZONAB に結合する CyclinD1 や CDK4

の核移行により細胞増殖は促進する

(Tsapara A et al. MBC 2006, BMC cell 

biology 2007)。この現象は癌の増殖や転移

に重要な上皮間葉移行（EMT: epithelial 

mesenchymal transition）による癌の悪性

化と関連する可能性が示唆されている。 

我々は Apg-2 ノックアウトマウスを作成し

肝発癌モデル、脂肪肝炎モデルで Apg-2 の

役割を検討してきた。ジエチルニトロサミ

ンによるマウス肝発癌モデルの検討では、

Apg-2ノックアウトマウスでは投与後40週

で 32%に発癌を認めるのみで、wild type

の 74%と比較して 50%以下に減少していた。

発癌率だけでなく腫瘍個数、腫瘍サイズも

減少していたことから、Apg-2 の肝発癌に

おけるプロモーション効果が確認された。

さらに、ヒト肝癌細胞株を用いた検討では、

Apg-2 を siRNA によりサイレンシングする

と caspase-3 の断片化・活性化が確認され、

Apg-2 の抗アポトーシス作用が示唆された。

他の研究グループから、既に、肝細胞癌で

高発現しているHeat shock蛋白の報告があ

り、特に HSP70 は抗アポトーシス作用を介

した発癌作用が証明されており、分子マー

カーとして使用されている(Hepatology. 

5:725, 2007)。 

・臨床においては、B 型肝炎ウイルスや C

型肝炎ウイルス感染に起因した肝癌が全体

の約 85％を占めるが、非 B非 C型肝癌が急

速に増加してきており、脂肪肝炎・肝硬変

に起因する肝癌の増加が問題となっている。

すなわち、その肝発癌機序を解明し対策を

立てることは急務と考えられる。 

・我々は、Apg-2 の脂肪肝炎における役割

を検討するために、Apg-2 ノックアウトマ

ウスに高脂肪食及び高脂肪高コレステロー

ル食を 12 週間投与した。結果、Apg-2 ノッ

クアウトマウスは肝脂肪化に抵抗性を示す

ことが確認された。以上より、Apg-2 ノッ

クアウトによる肝発癌抑制作用、抗肝脂肪

化作用が示唆されたが、その詳細な機序は

不明であり、Apg-2 の脂肪肝炎から肝発癌

に至る過程で果たす役割に関する検討が重

要であると考えられた。 

２．研究の目的 

申請者らは、肝癌組織由来の subtracted 

cDNA library から同定された肝細胞癌に高

頻度に高発現する Apg-2 に関して脂肪肝

炎由来の肝発癌における役割に焦点をあて

て解析する。外科的に切除された肝癌組織

での Apg-2 の発現を免疫組織化学的に検討

し、腫瘍径・分化度・病期などの臨床パラ

メーター、生命予後との関連性を検討する。

特に、肝再生が不良であるとされる非アル

コール性脂肪肝炎(NASH)の肝組織及び肝癌

組織で Apg-2 の発現と生命予後・臨床パラ

メーターとの関連を検討する。また、Apg-2

ノックアウトマウスを用いて肝発癌モデル、

脂肪肝炎モデル、脂肪肝炎＋肝発癌モデル

を作成し、それぞれの肝病態における、細

胞周期関連遺伝子、細胞接着関連遺伝子、

脂質代謝関連遺伝子、アポトーシス関連遺

伝子の発現解析を行い、Apg-2 の脂肪肝炎

から肝発癌における作用機序を解明する。

また、肝細胞における Apg-2 発現の重要性

を考慮し、Apg-2 ノックアウトマウスの肝

細胞において肝細胞特異的に Apg-2 を発現

させ、ノックアウトマウスの形質の可逆性

を検証する。 

高分化から未分化までの種々のヒト肝癌細

胞株を用い、Apg-2 の発現を siRNA により



サイレンシングし、アポトーシス、細胞周

期、cancer EMT 関連分子の動態を検討する。

また、分子シャペロンとして Apg-2 は抗ア

ポトーシス遺伝子の修復に関与している可

能性があり、そのターゲット分子を同定す

る。 

３．研究の方法 

１）．Apg-2 ノックアウトマウスでの検討 

高脂肪食による脂肪肝、脂肪肝炎モデル、

肝発癌モデルを作成し、それぞれの肝病態

またはその組み合わせにおける ZO-1、

ZONAB、CyclinD1 や CDK4 などの動態を検討

する。 

a）脂肪肝炎モデル：高脂肪食または高脂肪

高コレステロール食を 12 週間、または、24

週間投与することで作成する。肝細胞に発

現する Apg-2 の重要性を評価するため、

Apg-2 ノックアウトマウスで肝細胞特異的

に Apg-2 を発現させ、ノックアウトマウス

の形質の可逆性を検証する。 

b）発癌モデル：生後 2週間の雄性 Apg-2-/- 

マウス（対照：雄性 Apg-2+/+マウス）に

25mg/kg の Den を腹腔内投与し、40 週間後

に肝発癌の状況を確認する。 

c）マウス脂肪肝炎＋発癌モデル：生後 2

週間の雄性 Apg-2-/- マウス（対照：雄性

Apg-2+/+マウス）に 25mg/kg の Den を腹腔

内投与する。Apg-2-/-マウスでは wild type

マウスに比べて肝発癌が 70%から 34%に低

下すること、および、高脂肪食（脂肪 60%）

12 週では脂肪肝が著明に抑制されること

から、生後 2 週間で Den を投与済みの

Apg-2-/-マウスが体重 20g 前後になった時

点で高脂肪高コレステロール食(脂肪 60%, 

コレステロール 1.25%)を投与し、40 週間後

の時点で発癌に対する脂肪肝炎の影響を検

討する。採取された肝組織から HE 染色標本

を作製し、血清から ALT/AST、血糖、イン

スリン、脂質の値を測定、real-time PCR

やWestern blotting でApg-2, ZO-1, SONAB, 

HSP70, CyclinD1やCDK4、脂質関連遺伝子、

アポトーシス関連遺伝子、細胞周期関連遺

伝子の発現を定量的に、免疫組織化学的に

Apg-2、ZO-1、 SONAB の肝細胞内での局在

を検討する。先の検討から Apg-2 の欠損は

ATP 欠乏に関連している可能性があり、

AMPK 、 PPARa 、 PGC-1a 、 HSP70 と の

interaction に注目して上記実験を行う。 

d）RNA シークエンス：Apg-2+/+マウスと

Apg-2-/- マウスの背景肝と肝癌の各 3 個

体から RNA を抽出し、RNA シークエンスを

行い、網羅的に Apg-2 に関係するがん関連

遺伝子の発現動態の解析を行う。 

２）肝癌細胞株での検討 

ヒト肝癌細胞株で Apg-2 の作用機序を検討

するため、siRNA を用いたサイレンシング

を行いアポトーシス関連遺伝子、細胞周期

関連遺伝子、cancer EMT 関連遺伝子の動態

を検討する。また、分子シャペロンとして

のターゲット蛋白の同定を行う。 

a）ヒト肝癌細胞株を用いた、Apg-2 の細胞

増殖、抗アポトーシス、cancer EMT に関す

る検討:ヒト肝癌細胞株の中で比較的分化

度の高い Huh-7、PLC/PR5 と分化度の低い

HLE、P53 wild type の HepG2 及び Hep3B 細

胞を用いて以下の実験を行う。Apg-2 のサ

イレンシングは siRNA のトランスフェクシ

ョンによる方法と、トランスフェクション

によるアポトーシスの誘導を無視できるテ

トラサイクリン on のシステムを用いた方

法で行う。Apg-2 のサイレンシングが in 

vitro で細胞数を減少させた結果より

Apg-2 が癌細胞の増殖に重要であると考え、

Apg-2 の抗アポトーシス作用、細胞増殖作

用を検討する方法として、BrdU の取り込み

を ELISA 法で測定、アポトーシスを TUNEL

染色で測定、Western blotting で PCNA や

cyclin D1、caspase3、caspase9、 BAX、Bcl-x、 

Bcl-2、Mcl-1、pRB を検討する。また、Apg-2

は分子シャペロンに属することから、スト



レス環境での細胞増殖に関与している可能

性があり、過酸化水素負荷、脂肪酸負荷、

低酸素負荷（インキュベーターO2 濃度 1%）

の影響も検討する。特に、これまでの検討

で 24 時間の低酸素状態が Apg-2 の mRNA 発

現を数倍に増加させることを確認しており、

低酸素状態で Apg-2 をサイレンシングする

ことがEMT関連遺伝子であるHIF-1α、VEGF、

snail、ZEB、twist、E-cadherin、vimentin、

Zo-1、n-cadherin の発現動態に与える影響

も検討する。 

b）テトラサイクリン on のシステムを用い

たヒト肝癌細胞株における Apg-2 の in 

vivo 腫瘍形成に関する検討: テトラサイ

クリンonによりApg-2がサイレンシングさ

れる機能を導入した Huh7 細胞や HLE 細胞

を作成し、これまでの細胞増殖、アポトー

シス、cancer EMT に関する検討の再現性を

確認する。さらに、得られた clone をヌー

ドマウスの皮下に接種し、テトラサイクリ

ン含有飲料水を投与する。この実験系でヒ

ト肝癌細胞株を用いた in vivo の腫瘍形成

における Apg-2 の役割について検討できる。

Clone は肝癌細胞株ごとに 3 種類作成し、

ヌードマウスを各 5匹ずつ、コントロール

水とテトラサイクリン含有水の 2群に分け、

合計 30 匹用いて行う。腫瘍サイズだけでな

く、腫瘍組織における血管新生についても

免疫組織学的手法などを用いて検討する。 

３）ヒト検体での検討 

脂肪肝、特に脂肪肝炎肝組織、脂肪肝炎由

来の肝硬変・肝癌組織を用いて免疫組織化

学的に Apg-2 の発現を検討し、臨床パラメ

ーターとの関連を解析する。診断目的に生

検を行った脂肪肝、特に、脂肪肝炎患者肝

組織、および、外科的に切除された脂肪肝

炎由来の肝硬変・肝癌組織を用いて Apg-2

の発現を検討する。検体は平成 24 年度～26

年度にかけて採取したものおよび保存して

いたものを使用する。 

４．研究成果 

１）Apg-2-/-マウスがメンデルの法則に従

って産まれることを確認した。しかし

Apg-2-/- マウスの体重は Apg-2+/- およ

び Apg-2+/+ マウスの 70%前後にとどまる

ことが分かった。また、主要臓器の HE 標本

では明らかな病変を認めなかった。 

２）Apg-2-/-マウスにおける DEN 誘発肝癌

モデル作成前に、Wt マウスにおける DEN 誘

発肝癌についての検討を行った。Wt では投

与後 40 週で発生する肝癌において、背景肝

と比べて腫瘍部で明らかに Apg-2 発現が亢

進している腫瘤とそれほど亢進していない

腫瘤が散在していた。Apg-2 の発現が亢進

している腫瘍部では ki-67 の発現が免疫組

織学上増加しており細胞増殖活性が高いと

判断した。アポトーシスに関しては TUNEL

染色では Apg-2 発現の高い腫瘤とそうでな

い腫瘤に統計学的な差は見られなかった。

次に、Apg-2-/-マウスにおける DEN 投与 40

週後の解析では、明らかに肝癌腫瘍個数の

減少、腫瘍径の減少が確認された。この傾

向は DEN 投与後 40 週で高脂肪食を約 30 週

間投与したマウスでさらに明らかであった。

以上の検討から Apg-2 蛋白の肝発がんの促

進効果が示唆された。次に In Vitro の系

で、ヒト肝癌細胞株を用いて Apg-2 の発現

に及ぼす影響を検討した。Huh7、PLC/PR5、

HLE、HepG2, Hep3B 細胞株において Apg-2

蛋白を SiRNA により RNA レベルでサイレン

シングを行ったところ、細胞数の低下、BrdU

取り込み能を始めとする細胞増殖の低下、

カスパーゼ 3/7 の活性化を伴うアポトーシ

スの亢進が PLC/PR5 及び Hep3B 細胞株にお

いて確認された。 

３）高脂肪食による脂肪肝モデルを作成し

たところ Apg-2-/-マウスでは著明に肝脂

肪化が抑制されただけでなく、体重増加、

全身の脂肪組織の肥大化が抑制された。高

脂肪食投与前の 6 週令マウスの肝臓から



RNAを抽出しcDNAアレイを施行したところ、

Apg-2-/-マウスでは Wt に比べカタラーゼ

の発現が約 3倍上昇しておりペロキシゾー

ムの活性化が示唆された。また、高脂肪食

2 週投与と 24 週投与のいずれにおいても

AMP-activated protein kinase (AMPK)のリ

ン 酸 化 、 peroxisome 

proliferator-activated receptor(PPAR)

αの発現が亢進していた。以上より、Apg-2

がないことでペロキシゾームにおける脂肪

酸のβ酸化の亢進がみられ脂肪肝の抑制に

寄与したと考えられた。さらに高脂肪食高

コレステロール食による脂肪肝炎モデルを

作製したところ、脂肪化の抑制と線維化の

改善効果が見られた。 

４）Apg-2 に関連した肝発がん機序を検討

するために、Apg-2+/+マウスと Apg-2-/- 

マウスの背景肝と肝癌の各 3 個体から RNA

を抽出し、RNA シークエンスを行い、網羅

的に Apg-2 に関係するがん関連遺伝子の発

現動態の解析を行った。Apg-2+/+マウスと

Apg-2-/- マウス由来の肝癌の比較を行い、

Apg-2+/+マウスに有意に高発現している遺

伝子群のなかで、背景肝では高発現してい

ない遺伝子群を抽出した。候補遺伝子を別

に 作 製 し た DEN 誘 発 肝 癌 を 用 い て

real-time PCR で validation を行った。結

果として選定された遺伝子のなかから、細

胞周期の G2-M 期に関わる遺伝子群が候補

として残った。これらの遺伝子は特定の

kinase でリン酸化される kinase であり、

CDK1/CyclinB1 などであった。分子シャペ

ロンApg-2がこれらのkinaseの分解に関わ

る可能性が文献的に報告されている。我々

は、その中でユビキチン化-プロテアソーム

系に注目して、Apg-2 との結合能、シャペ

ロン依存性の E3 である The carboxyl 

terminus of Hsc70-interacting protein 

（CHIP/stub1）によるユビキチン化につい

て検討を進めている。 

以上の結果から、Apg-2 は肝脂肪化、肝発

がんに重要な役割を果たしていると考えら

れ、その機能の制御が治療対象と成り得る

と考えられた。 
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