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研究成果の概要（和文）：近年、分子シャペロンの一種であるHeat shock protein 90（HSP90）が癌関連蛋白の
構造を安定化させる機能があるためHSP90の阻害は重要な治療標的として注目されている。我々は骨肉腫細胞株
の遺伝子発現を網羅的に解析したところ、HSP90のクライアント蛋白の一種であるＭＥＴの発現が共通に上昇し
ていることを突き止めた。そこで本研究において我々は、骨肉腫細胞に対しHSP90 inhibitorである17-DMAG を
投与することでMETのシグナル活性の変化および抗腫瘍効果についての検証を行った。

研究成果の概要（英文）：Recently, inhibition of heat shock protein 90 (HSP90), a type of molecular 
haperone, has attracted attention as an important treatment target, because HSP90 has the unction of
 stabilizing the structure of cancer-associated proteins. When we mprehensively analyzed the gene 
expression of osteosarcoma cell lines, we scertained that the expression of MET, a type of HSP90 
client protein, was niversally elevated. MET is a tyrosine kinase receptor that may possibly acquire
 proliferation and anti-apoptotic ability through activation from the MET protein constructed by 
HSP90. So, in this study, we verified the changes in MET signal activity and anti-tumor effect by 
administering the HSP90 inhibitor 17-DMAG to osteosarcoma cells. 

研究分野： 骨軟部腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
Heat shock protein 90 (HSP90) はチロシ

ンキナーゼ活性を持つ分子シャペロンの一
種であり、細胞内の様々な蛋白質の輸送・活
性化に関わっている。悪性腫瘍においては
HSP90 により様々な制御機構が破綻状態に
なっていることが知られているため、マルチ
キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る HSP90 
inhibitor(HSP90i)が新たな抗癌剤として注
目されている。正常細胞と比較して腫瘍細胞
内の HSP90 の活性は高いため HSP90i は選
択性にも優れている。 我々は骨肉腫細胞株
の遺伝子発現を網羅的に解析したところ、
HSP90 のクライアント蛋白の一種であるＭ
ＥＴの発現が共通に上昇していることを突
き止めた。ＭＥＴはチロシンキナーゼ型レセ
プターであり、HSP90 によって構築される
MET タンパクからの活性化を通じて増殖や
抗アポトーシス能を獲得している可能性が
ある。そこで本研究において我々は、骨肉腫
細 胞 に 対 し HSP90 inhibitor で あ る
17-DMAG を投与することで MET のシグナ
ル活性の変化および抗腫瘍効果についての
検証を行った。 
 
２．研究の目的 
骨肉腫は原発性骨腫瘍で最も頻度が高く、

化学療法と手術療法の組み合わせが標準的
な治療とされている。化学療法などの進歩に
も関わらず、肺転移などにより悲惨な結果と
なる症例も多く存在する。骨肉腫に対する標
準治療は手術療法と化学療法だが、化学療法
で用いられる薬剤は 1970 年代から用いられ
てきた抗癌剤が中心である。他の癌腫では
様々な分子標的治療薬が開発されている中
で、悪性骨腫瘍に対する新規の薬剤はまだ登
場していない。HSP90 はチロシンキナーゼ
活性を持つ分子シャペロンの一種であり、細
胞内の様々な蛋白質の輸送・活性化に関わっ
ている。悪性腫瘍においては HSP90 により
様々な制御機構が破綻状態になっているこ
とが知られているため、マルチキナーゼ阻害
剤であるHSP90 inhibitor(HSP90i)が新たな
抗癌剤として注目されている。正常細胞と比
較して腫瘍細胞内の HSP90 の活性は高いた
め HSP90i は選択性にも優れている。今回
我々は繊維芽細胞株と比較して 4種類の骨肉
腫細胞株が共通に上昇している因子をマイ
クロアレイにて抽出した。その中で HSP90
のクライアントタンパクでもある MET がす
べての骨肉腫細胞株で上昇していることを
突き止めた。 METは肝細胞増殖因子(HGF)
をリガンドとする受容体型チロシンキナー
ゼ を コード す るがん 遺 伝子で あ り 、
HGF/c-MET シグナルの活性化は細胞の増殖、
生存、運動性を増加させることで腫瘍形成に
関与していると考えられており MET パスウ
ェイの異常な活性化は胃癌や肝癌を含む
様々な腫瘍で確認されている。また MET は
細胞増殖や抗アポトーシスに関与している

ということも報告されており、骨肉腫細胞株
においても腫瘍細胞の増殖やアポトーシス
抵抗性に大きく関与している可能性がある。 
本研究の目的は、骨肉腫細胞に対する
17-DMAG の抗腫瘍効果について検証するこ
とである。HSP90 のクライアントタンパク
の一種である MET が 17-DMAG によりその
活性化を抑制することができれば増殖能や
高アポトーシス状態を変化させ抗腫瘍効果
が得られる可能性がある。本研究おいて、骨
肉腫細胞において 17-DMAG が MET のチロ
シンキナーゼ活性および下流のシグナル伝
達機能を阻害することによる抗腫瘍効果が
確認することで、骨肉腫の標準治療に抵抗す
る症例に関して新たな治療戦略の開発につ
ながると考えている。 
 
３．研究の方法 
４種類のヒト骨肉腫細胞株（HOS, Saos, 

MG63, NY）およびヒト線維芽細胞株（MRC5）
から RNA を抽出、cDNA array を行った。MRC
と比較し骨肉腫細胞に特異的な発現異常を
検索した結果、全ての骨肉腫細胞株に共通し
て MET 遺伝子の発現上昇を認めた。骨肉腫細
胞株に17-DMAGを投与し、1) 細胞増殖、2) 細
胞周期, 3) western blot による MET および
下流シグナルの発現変化、4) ヌードマウス
での腫瘍増殖、について解析した。 
 

４．研究成果 
１）骨肉腫細胞株における遺伝子発現の網

羅的解析； マイクロアレイにて MRC5 をコ
ントロールとして 4 種類の骨肉腫細胞株の
mRNA を cDNA アレイにて網羅的に解析し
た。MRC５と比較し骨肉腫細胞株に共通して
2 倍以上の上昇を 745 個で、1/2 以下の低下
は 241 個であった。MRC5 と比較して 4 種の
骨肉腫細胞株では共通にＭＥＴの発現が高
値であることが分かった。 
２）17－DMAG は骨肉腫細胞の増殖を抑

制する；17-DMAG を骨肉腫細胞株（MG63, 
Saos, HOS、ＮＹ）とヒト線維芽細胞株 
(MRC5)に投与し、細胞増殖および viability
を調査した。MTT アッセイにて 100 nM1 の
17-DMAG 投与にて骨肉腫細胞株がいずれも
有意に Viability が低下したが同濃度の
17-DMAG 投与でも MRC5 の viability は変
化なかった。17-DMAG における各細胞株の
増殖変化を 24 時間、48 時間、72 時間の反応
時間でそれぞれ調査した。24 時間経過後、
MG63 は, Saos は, HOS は, ＮＹは、MRC
と有意差をもって低下していた。48 時間経過
後、MG63は, Saosは, HOSは, ＮＹは、MRC
と有意差をもって低下していた。72 時間経過
後、MG63は, Saosは, HOSは, ＮＹは、MRC
と有意差をもって低下していた。 
３）HGF 投与による MET の活性化および

17-DMAG投与によるMETのリン酸化抑制； 
HSP90のクライアントタンパクであるMET
のリガンドである HGF によって MET と下



流因子のリン酸化を認めるか反応時間を１
２時間と一定にして濃度を変化させて調べ
た。まずレセプタータンパクである MET は
100nM で蛋白の発現が低下した。MET のリ
ン酸化において17-DMAGの用量依存性であ
るか調査した。HGF を投与するとチロシン
キナーゼレセプターである MET は有意差を
もってリン酸化した。 HGF 投与下に
17-DMAG を反応させると 50nM および
100n でそれぞれ MET のリン酸化が低下し
ていた。HGF 投与下に 17-DMAG を反応さ
せると 50nM および 100n でそれぞれ PI3K
のリン酸化が低下していた。HGF 投与下に
17-DMAG を反応させると 50nM および
100nでそれぞれAKTのリン酸化が低下して
いた。AKT タンパクの発現は 17-DMAG の
濃度変化による影響はなかった。次に
17-DMAG を 50nM に設定し時間依存性に
MET のリン酸化がどのように変化するかタ
ンパクの発現を調べた。17-DMAG は 50 nM
より MET の下流シグナルのリン酸化が低下
することが判明した。17-DMAG の濃度を 50 
nM で一定にして、反応時間依存的に MET
と下流シグナルのリン酸化が低下するか調
査した。HGF 投与下に 50 nM の 17-DMAG
を反応させると２４時間投与群と比較し４
８時間、７２時間、９６時間の群でそれぞれ
MET のリン酸化が低下していた。HGF 投与
下に 50 nM の 17-DMAG を反応させると２
４時間投与群と比較し４８時間、７２時間、
９６時間の群でそれぞれ PI3K が低下してい
た。HGF 投与下に 50 nM の 17-DMAG を反
応させると２４時間投与群と比較し４８時
間、７２時間、９６時間の群でそれぞれ AKT
のリン酸化が低下していた。 
４）17DMAG は細胞周期の進行抑止する 

MET および下流シグナルの結果より、細胞
周期への影響を調査した。17DMAG 投与後
12 時間で 50nM 投与群において細胞周期は
G2/M 期の割合が増加しＳ期への進行が止ま
っていた。G0/G1 phase の割合は Untreated
および 25nM 投与と比較し 50nM および
100n 投与群は有意に低下していた。G2/M 
phaseの割合はUntreatedおよび25nM投与
と比較し 50nM および 100n 投与群は有意に
増加していた。この結果より 17-DMAG は
50nM 以上で G2/M 期で細胞周期が停止して
いると考えられたためG2/M期の進行に関与
する因子についてタンパク発現を調査した。
CHK1 の発現量は Untreated および 25nM
投与と比較し 50nM および 100n 投与群は有
意に低下していた。CCNB1 の発現量は
Untreated および 25nM 投与と比較し 50nM
および 100n 投与群は有意に低下していた。
CDK1の発現量はUntreatedおよび25nM投
与と比較し 50nM および 100n 投与群は有意
に低下していた。 
５）17DMAG によってアポトーシス関連

蛋白の発現が亢進する；17-DMAG を 48 時
間投与しそれぞれの濃度で骨肉腫細胞のア

ポトーシスに与えるタンパクの発現を解析
し た 。 PARP の 発 現 量 は
Untreated,25nM,50nM と比較し 100nM 投
与で有意に低下していた。Cleaved PARP の
発現量はUntreatedおよび25nM投与と比較
し 50nM および 100n 投与群は有意に低下し
て い た 。 Caspase 3 の 発 現 量 は
Untreated,25nM,50nM,100nM 投与群の間
で有意な差はなかった。Cleaved caspase 3
の発現量はUntreatedおよび25nM投与と比
較し 50nM および 100n 投与群は有意に低下
し て い た 。 Caspase 7 の 発 現 量 は
Untreated,25nM,50nM,100nM 投与群の間
で有意な差はなかった。Cleaved caspase 7
の発現量はUntreatedおよび25nM投与と比
較し 50nM および 100n 投与群は有意に低下
し て い た 。 Caspase 9 の 発 現 量 は
Untreated,25nM,50nM,100nM 投与群の間
で有意な差はなかった。Cleaved caspase 9
の発現量はUntreatedおよび25nM投与と比
較し 50nM および 100n 投与群は有意に低下
していた。17-DMAG が骨肉腫細胞の細胞周
期およびアポトーシスに与える影響を Flow 
cytometry で検証した。アポトーシスの割合
は Untreated および 25nM 投与と比較し
50nM および 100n 投与群は低下していた。 
６) マウスでの検証； マウスに移植した

腫瘍は Untreated 群および saline 群と比較
して17-DMAG使用群において有意に縮小し
ていた。また Untreated 群および saline 群
と比較して17-DMAG使用群において生存期
間は有意に短縮していた。腫瘍移植から 28
日後に採取した腫瘍組織の免疫染色では
p-MET と p-Akt を染色した。p-MET 陽性細
胞は Untreated 群および saline 群と比較し
17-DMAG 投与群において有意に減少してい
た。p-Akt 陽性細胞は Untreated 群および
saline群と比較し 17-DMAG投与群において
有意に減少していた。 

17-DMAG を投与した骨肉腫細胞群におい
て細胞周期は G2/M での停止、細胞増殖の抑
制およびアポトーシスの誘導を認めた。また、
17-DMAG 投与群において MET のリン酸化
および下流シグナルである PI3K および Akt
のリン酸化が低下していた。同様の細胞株に
また in vivo においても 17-DMAG 投与群に
おいて腫瘍増殖の抑制効果をみとめた。今回
の結果は骨肉腫細胞で発現が高値である
MET を 17-DMAG で抑制することで増殖抑
制とアポトーシス誘導を確認できた。骨肉腫
の標準治療に抵抗する症例に対し新たな治
療戦略を確立できる可能性がある。 
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