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研究成果の概要（和文）：ストレス蛋白質は、熱や化学物質などのストレスにより組織・細胞内に誘導される一
群のタンパク質の総称である。肝細胞がんにおける低分子量ストレス蛋白質の役割の詳細は明らかとされていな
い。本研究では、肝がん細胞における低分子量ストレス蛋白質のひとつであるHSP22およびその分子機序を検討
した。本解析により、HSP22が肝がん細胞において、ホスファチジルイノシトール3キナーゼ/Aktの細胞内情報伝
達系を阻害し、その遊走を抑制することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Small heat shock proteins (HSPs) regulate a variety of cell functions.  
Among them, HSP22 is recognized to be ubiquitously expressed in various tissues.  In the present 
study, we investigated whether HSP22 is implicated in hepatocellular carcinoma cell migration. Our 
results strongly suggest that HSP22 represses hepatocellular carcinoma progression, especially 
hepatocellular carcinoma cell migration, by down-regulation of the PI3K/AKT signaling pathway.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低分子量ストレスタンパク質が具体的にどのような機構で肝がん細胞の増殖、進展を制御しているかについて明
らかにした報告は私共のHSP27及びHSP20に関するこれまでの研究以外にはない。本研究においてHSP22が肝がん
細胞の遊走を抑制的に制御しているという結果は全く新たな知見である。加えて、HSP22の分子標的がホスファ
チジルイノシトール3-キナーゼであることも見い出せたことより、低分子量ストレスタンパク質を標的とした新
たな肝細胞がん治療法、特に肝がんの転移に対する治療法の確立に大いに資すると考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我が国における B 型肝炎ウイルス (HBV)、C 型肝炎ウイルス (HCV) の持続感染者はおよ
そ 150万人と推定され、HBV感染者の 10-15％、HCV感染者の 60-70％が慢性肝炎に移行す
ると考えられている。また肝細胞がんは、その大部分は HBV、HCVの持続感染による慢性肝
炎や肝硬変を母地として発症する。このことから、肝細胞がんは高危険群が容易に設定できる
ことが他のがんにはない大きな特徴である。肝硬変患者は年率 5-7％という高率な割合で肝細
胞がんを併発するとされ、我が国の悪性新生物による死亡率で肝細胞がんは第 3位と増加傾向
にある。最近では、早期発見と治療法の進歩により根治的治療がなされる症例が増えてきてい
るものの、一方では転移再発、多中心性再発が高頻度で認められ、このことが予後改善を図る
上で大きな問題となっている。現在、肝細胞がんの再発予防策にはウイルスの排除が最も重要
とされ、インターフェロンをはじめとして、非環式レチノイド、ビタミン K、分岐鎖アミノ酸
製剤、免疫療法、ACE阻害剤、化学療法剤などにより、がん再発予防の試みがなされているが、
未だ十分な治療効果は得られていないのが現状である。したがって、肝細胞がんの発症・進展
の機序の詳細をさらに解析し、新たながん増殖抑制の分子標的治療法および予後予測のための
良い指標の確立が求められている。 
種々のストレスに対する生体反応をストレス反応と呼んでおり、外的環境の変化に対し生体
は迅速に反応する。ストレス蛋白質 (heat shock protein; HSP) は、熱や化学物質などのスト
レスにより誘導される一群のタンパク質の総称で、分子量が 70kDa の HSP70 (HSPA) や
90kDaの HSP90 (HSPC) などと共に、分子量が 10-30kDaの HSP27、HSP20、HSP22、B
クリスタリンなどが small HSP (低分子量 HSP; HSPB) として分類されている。これら一連の
HSPはストレス応答に際し、生体防御機構の中心的役割を担い、細胞内で分子シャペロンとし
て作用すると考えられているが、一方、最近、分子シャペロン作用以外にも各 HSP 固有の作
用が明らかにされつつある。私共は small HSPに注目し、この中で、HSP20 及びB クリス
タリンがストレス応答に際し細胞外に遊離し、細胞外で機能すること (血小板の粘着・凝集反
応を抑制し、抗血栓作用を有すること) を世界で初めてヒトの病態との関連において証明した。
今日では small HSP (HSPB) は細胞外でも作用することが一般に広く認知されている。また、
small HSPはリン酸化等の翻訳後修飾を受け、その機能が変化することも知られているが、そ
の詳細は未だ判然としていない。 
近年、種々の癌細胞における HSPの発現量と予後の関連性が報告され、HSPが悪性腫瘍の
増殖と転移に強く関与していることが推察されるに至り、HSPは癌治療における新たな分子標
的として期待されている。HSPを標的とした癌治療には HSPを免疫担当細胞の抗腫瘍効果を
増強するためのアジュバントとして用いる手法、あるいは阻害剤や分子生物学的手法を用い、
がん細胞の HSP の発現と機能を調節する方法の 2 通りのアプローチにより研究が進められて
いる。特に後者は HSP のがん細胞での細胞内情報伝達における役割の解析によってその分子
機能が解明されることが期待されている分野である。現在、HSP90ではその特異的な阻害剤が
発見され、臨床レベルでの実用化に向けた研究が進められている。しかしながら、これらの研
究の大半は高分子量の HSPを標的にしたものであり、small HSPの解析は未だ緒に就いたば
かりである。 
私共は肝細胞がんと small HSPとの関連に注目し、大垣市民病院との共同研究により、肝細
胞がんの患者の手術標本を解析した結果、HSP27タンパク質の総発現量に変化はないが、リン
酸化型 HSP27のレベルが低いほど、また、HSP20の総発現量が低いほど肝がんのステージが
進んでいることを見い出し、small HSPが肝細胞がんの病態に関与していることを世界で初め
て報告している。さらに、その分子機序の詳細を検討し、リン酸化型 HSP27が ERK(p44/p42 
MAP キナーゼ)の活性化を阻害し肝細胞がんの増殖を抑制することを明らかにした。一方、
HSP20 はホスファチジルイノシトール(PI)3 キナーゼを分子標的とし、その下流の AKT シグ
ナルを阻害すること、および NFBシグナルを阻害することで肝細胞がんの増殖を抑制するこ
とを明らかにしている。その解析の過程で最近、同じ低分子量ストレス蛋白質である HSP22
が HSP27と結合していること、加えてヒト肝がん組織において HSP22が高発現していること
を見い出した。Small HSPは肝臓がんにおける新たな治療の分子標的となる可能性は非常に高
いと考えられ、本研究では肝がん細胞における HSP22 の役割を検討し、その分子標的を同定
することを目的としている。 
２．研究の目的 
これまでに肝細胞がんの発症・進展の機序の解析を、がん細胞の細胞内情報伝達機構と低分
子量ストレス蛋白質、特にHSP27及び HSP20との関連において着目し、既に、細胞増殖促進
経路である ERKおよび AKT signaling pathwayを抑制することで、HSP27及び HSP20が肝
がん細胞の増殖において抑制的な役割を担う分子機序を明らかとしてきた。その解析の過程で
最近、同じ低分子量ストレス蛋白質である HSP22が HSP27と結合していること、加えてヒト
肝がん組織において HSP22が高発現していることを見い出した。本研究の目的は HSP22が肝
がんにおいてどのような役割を果たしているのか、低分子量ストレス蛋白質をターゲットとし
た新たな肝細胞がん治療法の確立に資するため、肝細胞がんの増殖、転移等の細胞機能におけ
る HSP22の役割の詳細を検討し、その分子標的を同定することである。 
３．研究の方法 
肝がん細胞における HSP22の機能解析： 



(1)HSP22 の siRNA を導入して総発現量を低下させた細胞も作成する。この細胞を用い、細胞増殖
因子、炎症性サイトカインおよびプロスタグランジン刺激に対する細胞応答の違いを検討する。肝がん
細胞の細胞遊走能を Boyden chamber assay法で、また足場依存性を Soft agar colony assay法
で比較検討する。さらに細胞浸潤能をMatrigel invasion assay法で比較検討する。 
(2)細胞内情報伝達の解析：HSP22の siRNAを導入した細胞を用い、細胞増殖因子、サイトカインお
よびプロスタグランジンによって惹起される細胞内情報伝達の変化を比較検討する。 
(3)肝がん細胞内で HSP22 と相互作用する標的分子の解析：HSP22 と直接的に相互作用する標的
分子を免疫沈降法及び immunoblot法等にて同定する。 
４．研究成果 
(1)ヒト肝がん (n=29) のがん部における HSP22タンパク質の発現を、非がん部との比較にお
いて検討した。がん部(189.9 + 68.4 ng/mg protein) および非がん部 (167.9 + 94.6 ng/mg 
protein)で発現していることを確認した。がん部の HSP22の発現レベルを 88.3 ng/mg protein
をカットオフ値とすると、それより低値の症例では有意に非がん部より発現が上昇していたこ
とを見出した。 
(2) 肝がん細胞の遊走能における HSP22の役割を検討した。遊走能は Boyden chamber法お
よびWound healing法を用い解析した。まず肝がん細胞株 HuH7細胞において HSP22タン
パク質が細胞質に発現していることを確認した。続いて、HSP22 si-RNAを用いて HSP22の
発現をノックダウンさせたHuH7細胞における、transforming growth factor (TGF)および
hepatocyte growth factor (HGF) 刺激による細胞遊走をコントロール細胞との比較において
検討した。その結果、HSP22をノックダウンした細胞の遊走能はコントロール細胞に比較し、
有意にして増強されていることを明らかにした。HSP22が肝がん細胞の遊走に対し、抑制的に
制御している可能性が強く示唆された。 
(3) TGFによる HuH7 細胞遊走の細胞内情報伝達機構を検討した。その結果、TGFによっ
て刺激された肝がん細胞内で、ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ/AKT が促進的に制御
していることを明らかにした。さらに、その下流で p70 S6 キナーゼが機能していることを明
らかにした。 
(4) ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ/AKT/p70 S6キナーゼ経路とHSP22の関連を検
討した。HSP22 si-RNAを用いて HSP22の発現をノックダウンさせた HuH7細胞における、
TGFおよび HGF 刺激による AKT のリン酸化レベルをコントロール細胞との比較において
検討した。その結果、HSP22をノックダウンした細胞の AKTのリン酸化レベルはコントロー
ル細胞に比較し、有意にして増強されていることを明らかにした。HSP22が TGFおよび HGF 
刺激による AKTの活性化に対し、抑制的に制御している可能性が強く示唆された。 
(5) 肝がん細胞の細胞運動に関わるどのような細胞内情報伝達物質が HSP22 の分子標的とな
っているのかについて検討した。免疫沈降法/ウエスタンブロット法を用いてホスファチジルイ
ノシトール 3-キナーゼ/AKT経路に関わる蛋白質と HSP22との相互作用の解析を行った。そ
の結果、HSP22 は AKT とは複合体を形成しないが、一方、ホスファチジルイノシトール 3-
キナーゼと複合体を形成することを新たに明らかとした。以上の結果から、HSP22はホスファ
チジルイノシトール 3-キナーゼとの相互作用を介し、肝がん細胞の遊走に対し、抑制的に機能
していることが強く示唆された。 
(6) さらに、ヒト肝がん (n = 62)において、その進展と HSP22の関連を検討した。その結果、
免疫組織学的に高分化型に比較し、中等度および低分化型の肝がん組織において、HSP22タン
パク質の発現レベルは非がん部より有意に低下していることを明らかにした。モデルの肝がん
細胞における HSP22 が肝がん細胞の進展に対し、抑制的に作用するという知見が、実際にヒ
トの肝がんにおいても HSP22が機能している可能性が強く示唆された。 
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