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研究成果の概要（和文）：肝癌細胞は外部環境としての分子標的治療薬ｿﾗﾌｪﾆﾌﾞ(SFN)刺激に対応して、転写因子
SREBP1Cの発現を増強し脂肪合成の促進とｴﾈﾙｷﾞｰの蓄積を行う共に、標的分子の１つであるClusterin（CLU）の
発現を上昇させることでSFN薬剤耐性を獲得することを明らかにした。さらに血清CLU値の治療開始前後の変化率
からSFN治療効果の早期予測が可能であった。
一方、高脂肪環境、あるいはSFN治療や肝癌組織の増大によりもたらされる低酸素状況に対応してﾋｽﾄﾝ脱ﾒﾁﾙ化酵
素LSD1ならびにLSD2は活性化し、糖代謝や脂質代謝を変化させることで肝癌細胞の増殖進展に関与することが示
された。

研究成果の概要（英文）：When gene expression in response to Sorafenib (SFN), a molecular target 
agent for HCCs, was compared between HepG2 cells and HepG2- SFN resistant cells (HepG2-SR), genes in
 the metabolism of lipids were significantly enriched in both cell lines, whereas gene expressions 
by SREBP1C were significantly enhanced in HepG2-SR cells. Clusterin (CLU), one of the target genes 
of SREBP1C, was up-regulated in HepG2-SR cells and knock-down with siRNA enhanced SFN treatment 
response, suggesting that CLU might play a role in SFN resistance. In addition, an increase in serum
 CLU level one month after SFN treatment initiation was significantly associated with shorter PFS in
 the HCC patients, indicating that serum CLU might be a potential biomarker for early prediction of 
SFN response. On the other hand, hypoxia or high fat microenvironment enhanced expression of LSD1 
and LSD2, histone demethylase, in hepatoma cell lines, leading to lipid and carbohydrate 
reprogramming required for cancer cell growth. 

研究分野： 消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
低酸素環境、分子標的治療薬存在下などの細胞環境に肝癌細胞は適応し、代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞとして細胞内の代謝
を変化させ、さらに治療抵抗性を獲得して増殖進展を続ける。そこで本研究では、さまざまな細胞環境下で誘導
されるｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御分子（遺伝子発現を調節する分子）とそれによりもたらされる代謝変化を明らかにしたこと
で、代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞの制御を介した新たな治療法に発展することが期待される。さらに分子標的治療薬が代謝ﾘ
ﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞを介して誘導する治療抵抗性分子を同定し、治療効果の早期予測血清ﾏｰｶｰとしての有用性を証明した
ため、今後、肝癌の治療法選択に応用される可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

 近年、高血糖や高脂血症を基礎疾患にした非ｱﾙｺｰﾙ性脂肪性肝疾患(NAFLD)が本邦の非 B 非 C

肝癌の原因としても注目されており、その分子機構では異常な栄養環境が肝細胞の代謝を変化さ

せ、代謝産物などの作用と相まって肝発癌に関与することが想定される。 

 一方、癌細胞がその生物学的特性を発揮し増殖進展するためには、十分なｴﾈﾙｷﾞｰと蛋白質、脂

質、核酸など高分子化合物の確保が必須である。それを支えるために癌細胞では細胞環境に適応

しつつ、糖代謝、脂質代謝､ｱﾐﾉ酸代謝、ｴﾈﾙｷﾞｰ代謝で代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞが行われている (Cell 

Death & Disease 2012, Frontiers in Immunology 2016)。 

 我々の先行実験として、ｵﾚｲﾝ酸負荷肝癌細胞株の cell lysate を 2 次元電気泳動後に転写因子

HNF4α抗体でｳｴｽﾀﾝﾌﾞﾛｯﾄを行うと、負荷前に認められたｽﾎﾟｯﾄに加え、負荷により分子量、移動

度の異なるｽﾎﾟｯﾄが新たに検出され、脂肪負荷で HFN4αの翻訳後修飾が変化することが明らかに

なった。翻訳後修飾の変化は蛋白質機能を修飾することから、栄養環境が翻訳後修飾を介して代

謝系に変化を与える可能性が示された。 

 一方、連携研究者中尾光善教授との共同研究から、高脂肪食投与ﾏｳｽにて発現が亢進するｴﾋﾟｹﾞﾉ

ﾑ制御因子ﾋｽﾄﾝ脱ﾒﾁﾙ化酵素 LSD2（Lysine-specific demethylase 2）が、脂肪代謝関連遺伝子の発

現を制御して肝細胞への脂肪酸の取り込みを抑え、脂肪毒性による細胞障害の回避に働くことを報

告した (Nagaoka, Sasaki, Nakao, et al. Mol Cell Biol 2015)。もとよりｸﾛﾏﾁﾝを修飾する酵素は栄養由

来の代謝物を基質や補酵素として利用することから、異常な栄養環境はｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御機構を変化さ

せる可能性がある。 

 以上の先行結果から、

異常な栄養環境は翻訳

後修飾による蛋白質機

能制御とｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御

因子の発現変化の両面

から、代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞ

を誘導することが示唆さ

れた。 

 

2．研究の目的 

異常な栄養環境、低酸

素環境、分子標的治療薬

存在下などの細胞環境が、いかなる代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞをもたらし肝発癌や増殖進展に寄与するかを、肝

細胞株や肝癌細胞を対象に、遺伝子・蛋白質発現の網羅的解析、翻訳後修飾による蛋白質機能解析

ならびに代謝産物ﾒﾀﾎﾞﾛｰﾑ解析を融合的に行い、最先端ﾊﾞｲｵｲﾝﾌｫﾏﾃｲｸｽを導入したﾏﾙﾁｵﾐｸｽ解析

を用いて明らかにする。最終的に代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞの制御を包括した肝発癌予防や治療成績の向上を

目指す（図 1）。 

3．研究の方法 

ﾋﾄ肝癌細胞株を様々な細胞環境（分子標的治療薬存在下、低酸素環境、高脂肪環境）で培養した

後に回収し、RNA を抽出後ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ解析に供する。また質量分析法にて細胞内代謝産物（ﾒﾀﾎﾞﾗ

ｲﾄ）を網羅的に定量する（ﾒﾀﾎﾞﾛｰﾑ解析）。ｺﾝﾄﾛｰﾙと比較し有意に細胞内含量が増加するﾒﾀﾎﾞﾗｲﾄを、

細胞環境応答性ﾒﾀﾎﾞﾗｲﾄとして絞り込み、代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞの表現型として、細胞内 ATP 濃度、酸素消



費速度(OCR)、細胞増殖速度、細胞死を確認する。さらにﾊﾞｲｵｲﾝﾌｫﾏﾃｨｸｽ手法の１つである Gene Set 

Enrichment Analysis (GSEA)を用いて、ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ解析とﾒﾀﾎﾞﾛｰﾑ解析と統合することで代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞ

ﾗﾐﾝｸﾞに関連する遺伝子群を同定したうえで、siRNA（small interfering RNA）を用いた knock down 実験

により代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞの責任分子を同定する。 

一方、各種分子標的治療薬の効果予測のために、治療前と開始後早期のﾋﾄ pair 血清をﾌﾟﾛﾃｵｰﾑ解

析ならびに ELISA に供し、有意に発現が変動する血清蛋白質群の中から、統計学的手法で治療効果

予測に有用な血清蛋白質を抽出する。さらに分子標的治療薬抵抗性肝癌細胞株を作成し、分子標的

治療薬刺激下での細胞内の蛋白質発現・遺伝子発現を網羅的に解析し、治療効果予測に有用な血清

蛋白質との対比を行うことで、分子標的治療薬によりもたらされる「代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞ」と治療抵抗性の関

連を解明し、治療抵抗性を克服するための新たな治療標的分子を同定する。 

さらに細胞環境による epigenetic な遺伝子変化が代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞに関与する事を明らかにするた

めに、先行研究で栄養環境により変動したｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御因子ﾋｽﾄﾝ脱ﾒﾁﾙ化酵素 LSD2（Lysine-specific 

demethylase 2）に焦点を当て、肝癌細胞株 HepG2 細胞において siRNA でﾋﾄ LSD2 の発現をﾉｯｸﾀﾞｳﾝ

(KD)し、ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ解析を行う。さらに LSD2-KD による代謝特性の変化の特徴をとらえるために、ｷ

ｬﾋﾟﾗﾘｰ電気泳動飛行時間質量分析と液体ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰ飛行時間質量分析の 2 種類の移動相と質量分

析法を組み合わせ、細胞内の多種類の代謝物を網羅的に定量することで、ﾊﾞｲｱｽを軽減した代謝物ﾌﾟ

ﾛﾌｧｲﾘﾝｸﾞを実施する。最終的には、LSD2 をはじめとしたｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御分子が、様々な細胞環境による

代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞをどのように担うかを解明する。 

 

４．研究成果 

I. 細胞環境としての分子標的治療薬による代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞとその制御 

① 分子標的治療薬ｿﾗﾌｪﾆﾌﾞ（SFN）がもたらす肝癌細胞の代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞ 

低濃度 SFN 培養により作成した SFN 耐性ﾋﾄ肝癌細胞株（以下、SFN 耐性株）を用い、SFN 刺激に

よる遺伝子発現の変化をﾄﾗﾝｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ解析にて親株（感受性株）と比較検討した。さらにﾊﾞｲｵｲﾝﾌｫﾏﾃｨ

ｸｽ手法の１つである Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)を用いて、細胞内代謝物のﾒﾀﾎﾞﾛｰﾑ解析と

統合した結果、ﾒﾁｵﾆﾝ回路とﾘﾝ脂質合成の鍵遺伝子の発現上昇ならびに関連代謝物ｻﾙｺｼﾝの増加

を明らかにした。ｻﾙｺｼﾝは前立腺癌の進行に関与するという報告もあり（Sreekumar A, Nature, 2009）、

肝癌細胞の治療抵抗性機構の一翼を担う可能性が示された。 

加えて、SFN 耐性株においては転写因子 SREBP1c の標的遺伝子群の有意な発現変化が認められ

た。そこで標的遺伝子の 1 つである Clusterin (CLU)に焦点を当てた。その理由としては、下記のごとく、

並行研究で CLU が SFN 治療の早期効果予測ﾏｰｶｰとして有用であることを見出したためである。 

② SFN 治療効果の早期予測を可能とする血清ﾊﾞｲｵﾏｰｶｰとしての CLU の有用性 

2008 年 6 月から 2015 年 2 月までに熊本大学医学部附属病院消化器内科で SFN を投与した進行

肝細胞癌患者（106 例）を対象に、治療効果を投与開始 3 ヶ月後の mRECIST により判定し、Responder

群(R 群：CR/PR/SD)、Non responder 群(NR 群：PD)に分類した。その後、両群より無作為に抽出したそ

れぞれ 5 症例の pair 血清（治療前、開始後 1 か月）を用いて proteome 解析を行い、治療前と開始後 1

か月での蛋白質濃度の変化が両群間で有意差がある 20 種類の候補蛋白質を抽出した。さらに各群よ

り 18 症例（derivation cohort）を無作為に抽出して ELISA を用いて蛋白質量の変化を解析し、候補蛋白

質として最終的に Clusterin (CLU)、VCAM1、CRELD2 の 3 種類に絞り込んだ。次に臨床検査値、患

者背景因子を加えて多変量解析を行ったところ、CLU、VCAM1、AFP が NR の寄与因子として抽出さ

れた。それぞれの寄与因子について線形回帰分析を行い、ROC 曲線を用いて設定したｶｯﾄｵﾌ値を寄



与因子が超えた場合、それぞれ+1 点として計算し合計点を NR-index と定義し、0-1 点を低ﾘｽｸ群、2-3

点を高ﾘｽｸ群に分類した。その結果、NR のｵｯｽﾞ比は 40.0（P＜0.001)となり、全生存率（OS）、PFS につ

いても高ﾘｽｸ群が有意に短かった(HR=1.694, P=0.004 / HR=1.990, P＜0.001)。さらに validation cohort

として肝細胞癌患者 24 例を対象に NR-index を算出したところ、NR のｵｯｽﾞ比は 45.0（P=0.001）で PFS

も有意に短く（HR=3.784, P=0.006）、NR-index の妥当性が確認された。 

一方、CLU の単独の変化量に焦点を当てると、治療開始後に NR 群では CLU 血中濃度が上昇し、

R 群では低下していた。また CLU 上昇群は低下群より有意に無増悪生存率（PFS）が短かった（ﾊｻﾞｰﾄﾞ

比（HR）=2.97, P=0.002）。 

このように、血清中の CLU 濃度の変化、ならびに CLU に関連した NR-index を用いて、SFN の治療

効果を早期に予測できることが示唆された。 

③ 細胞環境である SFN に対する治療抵抗性の一翼を担う CLU 

  血清に存在する分泌型 CLU は抗ｱﾎﾟﾄｰｼｽ作用のあるｼｬﾍﾟﾛﾝ蛋白の 1 つである。体内に広く分布

し、癌や神経変性疾患を含む多くの疾患との関わりが明らかになっている。 

上述の SFN 耐性株では、親株(感受性株)と比して SFN 刺激により有意に CLU の発現が上昇した。

一方、siRNA にて CLU の発現を抑制すると SFN に対する感受性が回復したことより、CLU が SFN 耐

性の一翼を担うことが示された。次に CLU 発現上昇のﾒｶﾆｽﾞﾑを解析した。これまでの報告では

PI3K/AKT 経路や mTOR/SREBP1C 系による発現制御が報告されている。SFN は腫瘍細胞の増殖に

関与する MAP ｷﾅｰｾﾞ経路の Raf ｷﾅｰｾﾞを阻害するが、その一方で生存ｼｸﾞﾅﾙである PI3K/AKT 経路

が代償的に活性化することが言われており、SFN 耐性株では SFN 刺激下では AKT の活性化が確認さ

れた。さらに細胞内ｴﾈﾙｷﾞｰが生存ｼｸﾞﾅﾙ PI3K-Akt-mTOR 経路を介して調節する遺伝子発現が、SFN

耐性株においては SFN 感受性株に比して変化していることを見出した。即ち、SFN 刺激により細胞内ｴ

ﾈﾙｷﾞｰ（ADP/ATP, AMP/ATP)比が低下しｴﾈﾙｷﾞｰｾﾝｻｰでもある mTOR 系が不活性化されることが予想

されたが、SFN 耐性株ではむしろ mTOR は活性化されており、そのような細胞情報伝達の変化がその

下流の sREBP1C の発現を介して CLU の発現を増強していることが明らかになった。さらに PI3K と

mTOR の両者の阻害剤である BEZ235 を投与すると、SFN 耐性株における CLU の発現は低下すると

共に細胞増殖が抑制され、SFN の治療効果は増強した。最後に siRNA を用いて SREBP1c を knock-

down すると、CLU の発現が低下し、SFN による細胞増殖抑制と細胞死の増強が確認された。 

以上の結果を統合すると、分子標的治療薬 SFN に対応した肝癌細胞代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸとして、脂肪

酸・中性脂肪合成系遺伝子群の発現を調節する転写因子 SREBP1c が lipogenesis の促進とそれに伴

うｴﾈﾙｷﾞｰの蓄積に働くと共に、標的遺伝子の 1 つである Clusterin (CLU)の発現を介して、SFN 薬剤耐

性獲得の一翼を担うことが示された。 

 

II. 異常な細胞環境における代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞ 

① 低酸素環境での代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞ 

SFN の有する血管新生抑制効果は癌組織に低酸素を惹起すること、また一般に腫瘍が増大すると

腫瘍内部が低酸素環境になることから、低酸素環境における肝癌細胞の代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞを解析し

た。具体的には、三次元培養により作成したﾋﾄ肝癌細胞ｽﾌｪﾛｲﾄﾞを低酸素下で培養すると、糖代謝

や脂質代謝に関与するﾋｽﾄﾝ脱ﾒﾁﾙ化酵素である LSD1 ならびに LSD2 の mRNA 発現増加を認め

た。一方、前述の SFN 耐性肝癌細胞株を用いると低酸素負荷による LSD1/LSD2 の発現上昇を認

めず、SFN 耐性獲得に伴い代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞが変化することが示唆された。 

② 高脂肪環境での代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞ 



高脂肪食投与ﾏｳｽでは前述の LSD2 の発現が亢進していることから、HepG2 細胞にて LSD2 をﾉ

ｯｸﾀﾞｳﾝ(KD)させてﾊﾞｲｵｲﾝﾌｫﾏﾃｲｸｽな解析を行った。その結果、ｺﾝﾄﾛｰﾙに比し LSD2-KD で 1.5

倍以上変化した 1,362 ﾌﾟﾛｰﾌﾞを見出し、有意差をもって発現が上昇した遺伝子の多くは、“脂質お

よびﾘﾎﾟﾀﾝﾊﾟｸ質の代謝“に関連する遺伝子群に属することが示された。実際に定量的ﾘｱﾙﾀｲﾑ PCR

では、脂肪酸輸送体 CD36 をはじめとした脂質代謝に関連する重要な調節因子は LSD2-KD にて

有意に転写が上昇することが確認された。 

さらに脂肪酸に蛍光色素を結合させた試薬を用いて脂肪酸の取り込み量を調べると、LSD2-KD

により細胞内の脂肪酸の取り込みが有意に増加していたことより、LSD2 は脂肪酸の取り込みを抑制

していることが示唆された。これらの結果を合わせると、LSD2 は脂肪酸の細胞内への流入を抑え、

脂質代謝を抑制していることが示された。 

加えて肝癌細胞における LSD1/ 2 の役割を調べるために、ﾉｯｸｱｳﾄ（KO）ﾏｳｽを準備した。LSD1 

KO ﾏｳｽは胎生致死のため、LSD2 KO ﾏｳｽを準備し高脂肪食負荷にて体重の推移を調べたところ、

野生型ﾏｳｽに比べて体重増加は抑制された。加えて LSD2 KO ﾏｳｽ肝の cDNA ﾏｲｸﾛｱﾚｲを行い、

脂肪酸・脂質代謝に関わる遺伝子群の発現上昇を確認した。 

    LSD2 の制御には生存ｼｸﾞﾅﾙ PI3K-Akt-mTOR 経路の下流に存在する転写因子 SREBP-1c が

関与するという preliminary なﾃﾞｰﾀを我々は得ており、また低酸素環境で活性化する転写因子 HIF-

1 が SREBP1c を制御するとの報告も合わせると、細胞環境に対応して肝癌細胞ではさまざまな転写

制御が時空間的に変動し、代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞをもたらしている可能性が考えられた。 

 

まとめ 

低酸素環境、高脂肪環境、分子標的治療薬等の様々な細胞環境は、代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞを介して肝癌

組織の増殖進展に関与することが示され、本研究の成果はｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御機構を介した新しい肝癌の治

療法の開発につながる可能性が示唆された。 
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