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研究成果の概要：種々の癌治療により細胞内に導かれる酸化ｽﾄﾚｽはｱﾎﾟﾄｰｼｽを誘導するが、癌細胞

は元来、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性を特性として備えている。従って、その分子機構を解明することは癌治療成

績を向上させるために不可欠である。これまでに、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ刺激下の遺伝子発現や蛋白質発現・機能

の変化を、肝癌細胞株を用いて網羅的に解析し、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性の責任分子を明らかしてきた。その

中で、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性の強い肝癌細胞株において、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ刺激後に、ｱﾎﾟﾄｰｼｽや細胞内情報伝

達の関連遺伝子、転写因子の発現が亢進することを明らかにした。一方、蛋白質機能の制御に必要

な燐酸化の解析では、細胞骨格や分子ｼｬﾍﾟﾛﾝ関連蛋白質の燐酸化が有意に変動していた。以上の

結果を統合した pathway 解析で、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ刺激により転写や細胞接着に関連する分子群が誘導さ

れる事を明らかにした。さらに、HCV 陽性ﾋﾄ肝癌組織と非癌部組織から cell lysate を調整し、

2D-DIGE にて蛋白質発現ならびに翻訳後修飾の差異を検討した。最終的には LC-MS ｼｮｯﾄｶﾞﾝ法

による質量分析から蛋白質を同定した。その結果、非癌部に比べて癌部で有意に燐酸化が上昇して

いる約 15 個の燐酸化ｽﾎﾟｯﾄより約 35 個の蛋白質を同定した。その中の多くが、細胞接着、分子ｼｬﾍﾟ

ﾛﾝ、細胞内情報伝達、ﾚﾁﾉｰﾙ酸代謝などの機能を有する蛋白質であった。また肝癌細胞株で得られ

た、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性の候補責任分子群と対比を行ったところ、数種類の蛋白質については一致を認

めた。現在、それらの分子について肝癌細胞株を用いて、siRNA、あるいは恒常的活性体を導入し、

loss of function や gain of function の手法により、候補責任分子の重要性を検証している。
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１．研究開始当初の背景

(1) 癌細胞の生物学的特性の一つである「ｱﾎﾟﾄ

ｰｼｽ抵抗性」は、「免疫監視機構からの回避」、

「抗がん剤に対する薬剤耐性」、「放射線治療抵

抗性」などの一翼を担い、さまざまな癌治療法に

対する抵抗性の主因となっている。我々はこれ

までに、「ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性」の分子基盤を構築

する系として、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ促進系ｼｸﾞﾅﾙの減弱と

抑制系ｼｸﾞﾅﾙの増強、生存ｼｸﾞﾅﾙの活性化、さ

らに抗原提示関連分子の発現低下を報告し、

「ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性」へのこれら分子基盤の関与

は、症例毎に異なっていることも明らかにした。
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(2) このような「ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性」の多岐にわた

る分子基盤を解析した上で、個々の症例にお

いて重み付けを行い、それに応じた治療戦略

を構築することは、がん治療の個別化に結びつ

く。そこでまず、「ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性」に関わる責

任分子を解析同定するためには、遺伝子解析

(ｹﾞﾉﾑ、ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ)と同時に蛋白質発現や

翻訳後修飾を得る事が重要である。

(3) かかる状況において、研究代表者が所属

する熊本大学では「病態ﾌﾟﾛﾃｵﾐｸｽ解析ｺｱｼｽﾃ

ﾑ」が 2005 年より本格的に稼動するようになっ

た。本ｼｽﾃﾑは現時点では世界最高感度の質

量分析計をはじめとする、最先端の蛋白質解

析機器および各種ﾃﾞｰﾀﾍﾞｰｽより構成されてお

り、高感度でﾊｲｽﾙｰﾌﾟｯﾄ、かつ網羅的解析が

行える独自の分析技術、および細胞内分子ｼｸﾞ

ﾅﾙﾈｯﾄﾜｰｸ抽出法が確立されている。熊本大

学では疾患ﾌﾟﾛﾃｵﾐｸｽの先駆的研究者である

荒木令江博士の共同研究で、疾患ﾌﾟﾛﾃｵﾐｸｽ

解析を行うことが可能である。

２．研究の目的

(1) 肝癌における「ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性」の分子基

盤の責任分子(群)を、ﾌﾟﾛﾃｵｰﾑならびにﾄﾗﾝｽｸ

ﾘﾌﾟﾄｰﾑ解析両技術による定量的分子発現差異

解析（differential display）を行うことによって

同定する。

(2) さらに「ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性」の責任分子群の

関わる細胞内の特異的なｼｸﾞﾅﾙﾈｯﾄﾜｰｸの選

択的抽出を行うことで、肝癌患者の症例間の

共通性と特異性を明らかにし、個々の症例に

応じたｵｰﾀﾞｰﾒｲﾄﾞの「ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性」制御

法を構築する

３．研究の方法

(1)癌細胞にもともと備わる「ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性」を

担う責任分子を抽出するために、種々のｱﾎﾟﾄｰｼ

ｽ刺激に対する感受性・耐性(抵抗性)の肝癌細

胞株間で比較検討する。また、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ刺激に

より反応性に誘導される責任分子群を抽出する

ために、同一細胞(肝癌細胞、正常肝細胞等)に
おけるｱﾎﾟﾄｰｼｽ刺激群・非刺激群間で比較検

討する。方法はいずれも、分子発現あるいは翻

訳後修飾に関して、2 次元電気泳動、および

LC-MS ｼ ｮ ｯ ﾄ ｶ ﾞ ﾝ 法 に よ る ﾌ ﾟ ﾛ ﾃ ｵ ｰ ﾑ 解 析

（proteomic differential display）、ならびに

DNA ｱﾚｲによるﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ解析（mRNA 
differential display）を行う。それらのﾃﾞｰﾀを

分子ﾈｯﾄﾜｰｸ解析にかけることで、「ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵

抗性」の候補責任分子群およびそれらの関わる

細胞内分子ｼｸﾞﾅﾙﾈｯﾄﾜｰｸを絞り込む。 
(2) 次に外科的に切除したﾋﾄ肝癌組織とその

周辺の非癌部組織とを用い網羅的なﾃﾞｲﾌｧﾚﾝ

ｼｬﾙ解析を行い、得られた変動分子に関する

結果と前述の実験で得られた結果とを比較対

比し、責任分子をさらに絞り込む。責任分子は

その発現量の変化のみならずﾘﾝ酸化などの翻

訳後修飾の変化をもって関与する場合もあるた

め、siRNA や恒常的活性体、あるいは種々の

酵素阻害剤、活性化剤等を用いて in vitro で

ｱﾎﾟﾄｰｼｽ誘導の有無を確認し、責任分子群を

細胞生物学的に同定する。

４．研究成果

(1) ﾋﾄ肝癌細胞株(HepG2 細胞、Huh7 細胞)
とヒト肝細胞株(Hc 細胞)を対象に、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ刺

激である過酸化水素(H2O2)刺激下に、遺伝

子発現、蛋白質発現の網羅的解析を行った。

複数のこれら細胞株は、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ刺激に感受

性を示すものと、抵抗性を示すものとが明らか

になった。最も抵抗性を呈する HepG2 細胞で

は、刺激後 1 時間、3 時間で 1.5 倍以上の発現

亢進を認めた遺伝子数は各々約 150 個、約

520 個であった。それらの中で、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ関連

では刺激後 1 時間で 8 遺伝子、3 時間後で 14
遺伝子、細胞内情報伝達関連では各々19 遺

伝子、35 遺伝子、転写関連では各々14 遺伝

子、39 遺伝子が含まれていた。

(2) 一方、刺激前後で HepG2 細胞の cell 
lysate を調整して 2 次元ﾃﾞｲﾌｧﾚﾝｼｬﾙ電気泳

動にて蛋白質発現、あるいは翻訳後修飾の一

つである燐酸化の変化を評価した。蛋白質機

能の制御に必要な燐酸化の解析では、刺激後

1 時間で燐酸化ｽﾎﾟｯﾄは約 30 個認められ、これ

らｽﾎﾟｯﾄに該当する蛋白質の発現量の変化は

40-180%であった。燐酸化が刺激により有意に

変動する蛋白質は、細胞骨格や分子ｼｬﾍﾟﾛﾝ

に関連する蛋白質であった。

(3) さらにﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ解析とﾌﾟﾛﾃｵｰﾑ解析と

の 結 果 を 統 合 し た Key Molnet に よ る

pathway 解析では、分子ﾅｯﾄﾜｰｸ解析から、酸

化ｽﾄﾚｽ刺激後早期から転写や細胞接着に関

連する分子群が誘導されることが示された。ｱﾎﾟ

ﾄｰｼｽ抵抗性である HepG2 細胞より得られたこ

のような情報を元に、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ感受性肝癌細胞

株と比較検討することで、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性を担

う責任分子（群）の絞込みを行っている。

(4)その中で核小体に存在する燐酸化蛋白質で



ある Protein X は、働きとしては細胞増殖の亢

進、ｱﾎﾟﾄｰｼｽの抑制などが報告されている。

HepG2 細胞、Huh7 細胞、Hc 細胞において、

燐酸化は刺激後時間と共にすべての細胞で低

下した。とりわけｱﾎﾟﾄｰｼｽ感受性である Huh7 細

胞や Hc 細胞では、HepG2 細胞に比べて燐酸

化の低下が”より顕著”であった。また Protein X
の細胞内局在は核より細胞質へ移動しており、

局在の変化に伴う機能の変化が示唆された。こ

のように、肝癌細胞におけるｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性を

担う責任分子の１つとその pathway が絞り込ま

れた。現在、ヒト肝癌組織におけるこれら責任分

子の発現と燐酸化を確認すると共に、in vivo 
で siRNA や阻害剤等を用いて責任分子の重み

付けを行っている。

(4) HCV 陽性ﾋﾄ肝癌組織と counter-part であ

る非癌部組織から cell lysate を調整し、2 次元

ﾃﾞｲﾌｧﾚﾝｼｬﾙ電気泳動にて蛋白質発現ならび

に翻訳後修飾の差異を検討した。最終的には

LC-MS ｼｮｯﾄｶﾞﾝ法による質量分析から蛋白質

を同定した。その結果、非癌部に比べて癌部で

有意に燐酸化が上昇しているｽﾎﾟｯﾄに限定した

場合、約 15 個の燐酸化ｽﾎﾟｯﾄより約 35 個の蛋

白質を同定した。その中の多くが、細胞接着、分

子ｼｬﾍﾟﾛﾝ、細胞内情報伝達、ﾚﾁﾉｰﾙ酸代謝な

どの機能を有する蛋白質であった。それぞれの

分子について、燐酸化抗体を用いた 2 次元ｳｴｽ

ﾀﾝ法に確認した。またこれまでの研究で得られ

た、ｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性の候補責任分子群と対比を

行ったところ、数種類の蛋白質については一致

を認めた。そこでそれらの分子については肝癌

細胞株を用いて、siRNA、あるいは恒常的活性

体 を 導 入 し 、 loss of function や gain of 
function の手法により、候補責任分子の重要性

を検証している。
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