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研究成果の概要（和文）：　種々のストレスに対して生体は迅速に反応し、ストレス蛋白質(HSP)と称される一
群の蛋白質が誘導される。低分子量ストレス蛋白質（HSPB）は様々な蛋白質と複合体を形成して標的分子の機能
を制御する。本研究では、肝細胞癌においてHSPBがどのように複合体ネットワークを形成して作用を発現してい
るのかを検討し、HSPBのうちHSP22がPI3 kinase と結合してPI3 Kinase/AKTの細胞内情報伝達系を阻害すること
で肝癌細胞の遊走を抑制すること、HSP27がHSP22およびHSP20とそれぞれ独立して複合体を形成していることを
明らかとした。

研究成果の概要（英文）： Small heat shock proteins (HSPBs) regulate a variety of cell functions. 　
HSPBs are known to make protein complex with various molecular target proteins and regulate them.  
In the present study, we investigated whether the HSPB complex is implicated in hepatocellular 
carcinoma cell migration. Our results strongly suggest that HSP22 make the protein complex with PI3 
kinase and represses hepatocellular carcinoma progression, especially hepatocellular carcinoma cell 
migration, by down-regulation of the PI3K/AKT signaling pathway.  In addition, we also found that 
HSP22 and HSP20 independently make the protein complex with HSP27 in HCC.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 肝細胞癌　低分子量ストレスタンパク質　細胞遊走

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　低分子量ストレス蛋白質（HSPB)による肝細胞癌の進展制御について詳細を検討する研究は私共のHSP27及び
HSP20によるが肝がん細胞の増殖、進展を制御している機構についての研究が世界に先んじている。本研究にお
いて私共が見出したHSP22がPI3 kinaseを分子標的として複合体を形成し、肝がん 細胞の遊走を抑制的に制御し
ているという結果、および肝がん細胞の増殖、遊走を制御するHSP20とHSP22がそれぞれ独立にHSP27と複合体を
形成するという結果は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。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
熱や化学物質をはじめとする種々のストレスに対して生体は迅速に反応し、ストレス蛋白質
(HSP)と称される一群の蛋白質が誘導される。HSP は分子量が 70 kDa の HSP70 (HSPA)、90 kDa
の HSP90(HSPC)などと共に、分子量が 10-30 kDa の一群の低分子量 HSP が HSPB と総称され分類
されている。HSPB はゲノム分析により 10種が判明しており、class I と II に分類されている。
Class I には HSPB1(HSP27)、HSPB5(B-crystallin)、HSPB6(HSP20)、HSPB8(HSP22)などが属し
ており、種々の臓器に普遍的に発現していること、必ずしもストレス応答で発現が変化するわ
けではないことが知られている。HSPB はストレス応答に際して細胞内で分子シャペロンとして
作用することが知られているが、近年それ以外にも各々の HSPB 固有の作用があることが明らか
にされてきた。種々のがん細胞において HSPB の発現量と予後についての報告がされ、HSPB が、
がん細胞の増殖及び遊走・浸潤・転移に深く関与していることが推察されている。また、HSPB
はリン酸化などの翻訳後修飾を受け、その機能が変化することが推察されているほか、それ自
身による多量体および他の HSPB との複合体を形成し機能を発揮することが知られているが、未
だその詳細は判然としていない。 
肝細胞癌は肝硬変患者から年率 5-7%という高率な割合で発症するとされており、我が国の悪
性新生物による死亡率では第５位である。B 型肝炎ウイルス（HBV）、C 型肝炎ウイルス(HCV)
の持続感染による肝炎を母地とする発症が大部分を占めているが、最近では、抗ウイルス薬の
進歩により発症の減少が期待されるようになってきた。しかし近年、非アルコール性脂肪性肝
炎(NASH)による肝細胞癌の増加が認められるようになってきておりメタボリック症候群の増加
を鑑みれば、いまだ脅威であることに変わりない。肝細胞癌では、転移再発、多中心性再発も
高頻度で認められ、その浸潤・転移は予後不良の大きな原因となっている。したがって、肝細
胞癌の発症・進展の機序を解明し、増殖、遊走・浸潤・転移に対する新たな分子標的治療法や、
より確実な予後予測の指標の確立が急務となっている。 
私共は、HSPB の肝細胞癌への関与に注目して、今までに大垣市民病院との共同研究を進めて
おり、53例の肝細胞癌の患者の手術標本を解析した結果、リン酸化型 HSP27 と HSP20 の蛋白質
発現が TNM 分類による肝癌のステージ進行に伴い減少することを見出し、HSPB が肝細胞癌の進
展に関与していることを世界で始めて報告した。さらにその分子機序の検討を行い、リン酸化
型 HSP27 が ERK signaling pathway を抑制することで cyclin D1 の産生を抑制し、肝細胞癌の
増殖を制御していること、一方、HSP20 は ERK および PI3 kinase/AKT signaling pathway を抑
制して肝癌の増殖を抑制していることを明らかとしている。さらに HSP20 は肝癌細胞内で PI3 
kinase に結合することでその活性を抑制すること、IKの発現を抑制することで NF-B の活性
を制御すること、 Bcl-2 family の中の Bax と結合することで apoptosis を促進的に制御して
いることも報告している。またリン酸化型 HSP20 が TGF刺激による肝癌細胞の遊走・浸潤を抑
制することも明らかとした。 
近年、種々のがん細胞において、特に HSP70 や HSP90 などの高分子量 HSP の発現量と予後と
の関連性が報告され HSP が悪性腫瘍の増殖および遊走・浸潤・転移に深く関与していることが
推察されるようになり、HSP は新たながん治療の分子標的として期待されている。HSPB も新た
な治療の分子標的となる可能性が示唆されるようになってきており、肝細胞癌において HSPB
が分子標的として新たな治療の糸口となる可能性は非常に高いと考えている。生体内で HSPB
は HSPB 同士でも複合体を形成し標的分子を制御することが知られている。その複合体ネッ
トワークの形成および機能の肝癌における詳細は未だ不明である。本研究では肝細胞癌の
進展に対する HSPB 複合体ネットワークによる制御機構の詳細を検討することを目的とし
ている。 
 
２．研究の目的 
分子量が 10-30 kDa である低分子量ストレス蛋白質(heat shock protein: HSP)は HSPB と総
称され、HSP27、HSP20 等は種々の臓器に恒常的に発現している。私共は、肝細胞癌の進行に HSP27
のリン酸化レベル及び HSP20 の発現レベルが逆相関することを見出し、作用機序としてこれら
が ERK 及び AKT の細胞内情報伝達系を抑制し肝癌細胞の増殖を抑制することを既に明らかとし
ている。さらに、HSP20 は肝がん細胞において PI3 kinase に結合してその活性を制御している
こと、リン酸化型 HSP20 が肝がん細胞の遊走、浸潤を抑制することを報告している。生体内で
HSPB は HSPB 同士でも複合体を形成し標的分子を制御することが知られている。その複合体ネ
ットワークの形成および機能の肝癌における詳細は未だ不明である。本研究の目的は HSPB 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、肝細胞癌の進展に対する HSPB
複合体ネットワークによる制御機構の詳細を検討することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 肝細胞癌における HSPB の発現解析：各臓器に普遍的に発現していると考えられる Class I 
の４種の HSPB(HSP27、HSP20、HSP22、B-crystallin)の内、すでにヒト肝細胞癌での発現を明
らかとしている HSP27 と HSP20 以外の HSPB の発現、リン酸化による翻訳後修飾を、ヒト肝癌の
手術標本および肝癌細胞株を用いて immunblot 法、ELISA 法、immunohistochemistry 法、
immunocytochemistry 法により解析する。 
(2) 肝細胞癌の進展における個々の HSPB の機能解析：肝細胞癌の進展には transforming 



growth factor (TGF)などの細胞増殖因子や tumor necrosis factor (TNF)などの炎症
性サイトカインが深く関与している。これら細胞増殖因子やサイトカインの存在下におけ
る HSP27、HSP20 の肝癌細胞の遊走・浸潤・転移、増殖への関与については研究が先行して
いる。これに加えてほかの HSPB がどのように肝癌細胞の遊走・浸潤・転移、増殖に関与す
るのか検討する。さらに HSPB の発現 vector および siRNA を用いて肝がん細胞内の HSPB の発
現を変化させた時、細胞増殖因子や炎症性サイトカインの存在下での肝癌細胞の遊走・浸潤・
転移を transwell 法および wound healing 法で比較検討する。 
(3)肝細胞癌における HSPB の複合体解析:肝癌細胞株内の各 HSPB の発現量を、発現 vector お
よび siRNA を用いて変化させ、各 HSPB を認識する抗体、標的分子となる蛋白質を認識する抗体
を用いて HSPB 複合体を免疫沈降法により分離し、共沈してくる HSPB や標的分子を immunoblot
法で解析し、肝癌細胞における HSPB 複合体の形成分子、各 HSPB の量的変化に伴う HSPB 複合体
の変化を解析する。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト肝癌 (n=29) の腫瘍部における HSP22 タンパク質の発現を、非腫瘍部との比較において
検討した。腫瘍部(189.9 + 68.4 ng/mg protein) およ非腫瘍部 (167.9 + 94.6 ng/mg protein)
で発現していることを確認した。腫瘍部の 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腫瘍部より発現が上昇していたことを見出
した。 
(2) 肝癌細胞の遊走能における HSP22 の役割を検討した。遊走能は transwell 法および Wound 
healing 法を用い解析した。まず肝癌細胞株 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 が肝癌細胞の遊走に対し、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
激された肝癌細胞内で、PI3 kinase /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) PI3 kinase /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) HSPB がストレスにより誘導される高分子量HSPであるHSP70およびHSP90と複合体ネット
ワークを形成して作用を発現している可能性を検討するために HuH7 細胞の遊走能への HSP70
および HSP90 の関与を検討した。その結果、TGF-および HGF 刺激による HuH7 細胞の遊走は
HSP70 および HSP90 によって促進的に制御されることを明らかとした。 
(6) 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/immunoblot 法を用いて PI3 kinase /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、PI3 kinase 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 PI3 kinase 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。 
(7) さらに、ヒト肝癌 (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癌組織において、HSP22 タンパク
質の発現レベルは非腫瘍部より有意に低下していることを明らかにした。モデルの肝癌細胞に
おける HSP22 が肝癌細胞の進展に対し、抑制的に作用するという知見が、実際にヒトの肝癌に
おいても HSP22 が機能している可能性が強く示唆された。 
(8) 肝癌細胞において HSPB のうち HSP20 および HSP22 はそれぞれ PI3K に結合してそのシグナ
ルを制御していることを既に明らかにしていることから、HSP20 が HSP22 と複合体を形成して
いる可能性を検討した。その結果 HSP20 と HSP22 は複合体形成をしていないことを明らかにし
た。 
(9)さらに、HSP27 と HSP20 および HSP22 との複合体形成について検討した。その結果 HSP27 は
HSP20 および HSP22 とそれぞれ独立して複合体を形成していることを明らかにした。この結果
から肝癌細胞内でHSPBは HSP20と HSP27の複合体及びHSP22と HSP27の複合体が独立してネッ
トワークを形成し肝癌細胞の遊走を制御している可能性を示唆することができた。 
(10)また、臓器のサイズ制御にかかわる転写共役因子として知られている Yes-associated 
protein (YAP)が HSP22 と複合体を形成することを見出し、HSP22 の分子標的タンパク質である
可能性を発見した。 
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