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研究成果の概要（和文）：ストレス応答は、熱ショックタンパク質（Hsp）の発現を介して細胞の恒常性維持に
寄与する。一方、癌細胞において、Hspは温熱や薬剤に対して抵抗性を引き起こすことから治療の妨げとなる。
本研究では、熱ストレスによるStat3のリン酸化を介した活性化とその意義として癌細胞における温熱耐性獲得
へのStat3のリン酸化やHsp105の関与を明らかにした。さらにStat3活性化は、癌細胞の生存や転移浸潤に寄与す
ることから、熱ストレスが転移浸潤の亢進や上皮間葉転換を誘導する可能性について検討した結果、熱ストレス
により転移細胞数の増加が観察され、この熱による転移能亢進へのStat3の活性化の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The stress response contributes to cellular homeostasis by expressing heat 
shock proteins (Hsp). However, Hsp causes resistance to heat stress and anticancer drugs in cancer 
cells. In this study, we showed the involvement of Stat3 and Hsp105 in the acquisition of 
thermotolerance of cancer cells. Since Stat3 activation contributes to cancer cell survival and 
metastasis, we investigated how heat stress possibly induces enhanced metastatic invasion and 
epithelial-mesenchymal transition. Cell migration assay and western blot analysis suggested that 
heat shock increases the number of migrating cells and the involvement of Stat3 phosphorylation in 
the heat shock-induced cancer cell migration.

研究分野：生物系薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、熱ストレスによるStat3活性化の生理的意義として、Stat3の標的遺伝子の発現を介した温熱耐性
獲得、細胞転移能亢進などが示唆された。これらは、癌温熱療法や化学療法における治療の妨げや癌悪性化の可
能性を示している。熱ストレスにより活性化したStat3を阻害することは治療効果の向上と副作用の低減に有用
であると期待される。

※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。
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１.  研究開始当初の背景 

熱ストレス応答は、熱ショックタンパク質(Hsp)の発現を介して細胞の恒常性維持に

寄与する。一方、癌細胞における Hspの発現増加は、熱や薬剤に対し抵抗性を引き起こ

し治療の妨げとなる。Stat3 は固形癌をはじめ多くに癌で活性化しており、転移をはじ

めとする癌悪性化に寄与するが、熱ストレス時における Stat3活性化と癌悪性化へ関連

は明らかでない。これまでに我々は、哺乳動物細胞の熱ショックタンパク質である

Hsp105 がサイトカイン伝達系転写因子 Stat3 を介して Hsp70 を転写誘導することを明

らかにしてきた。これは 42℃という比較的温和なストレス条件下において Stat3 が

Hsp70の発現誘導を介して温熱耐性化に寄与する可能性を示唆している。 

予備的な検討において、熱ストレスにより Stat3活性化の指標であるチロシンリン酸

化や Stat3 の核内発現が亢進することを見出している。熱ストレスによる Stat3 リン酸

化は、Stat3の上流キナーゼである JAKチロシンキナーゼ阻害剤で抑制されたことから、

熱ストレスによる JAK の活性化が示唆された。通常、JAK の活性化はサイトカインレ

セプターにリガンドが結合することで起こるが、熱ストレスのようなリガンド非依存的

な JAK-Stat経路の活性化は不明である。 

熱ストレスは、温熱耐性化を誘導するだけでなく、上皮間葉転換(EMT)を誘導するこ

と、熱ストレスによる EMT活性化が腫瘍形成を亢進させることが報告されている。し

かし、これらに対する Stat3活性化の関与は不明である。熱ストレスによる Stat3活性化

が癌悪性化に寄与するのであれば、熱ストレスによる Stat3の活性化とその阻害効果を

検証することは、温熱療法をはじめとする癌治療法において新たな視点を与えることが

できると考え本研究を計画した。 

 

２. 研究の目的 

これまでに42℃程度の温和な熱処理によりStat3が一過性に活性化することを明らか

にしている。Stat3は、通常、インターフェロンやインターロイキンなどリガンド依存的

に活性化されるが、熱ストレスはリガンド非依存的なStat3活性化の可能性がある。熱ス

トレスによる癌悪性化として、Stat3の標的遺伝子の発現を介したEMT亢進と低酸素環

境下におけるVEGF発現を介した血管新生の2つが想定された。これらは、温熱療法にお

ける治療の妨げや癌悪性化の可能性を示しており、温熱療法においてStat3を阻害するこ

とは治療効果の向上と転移など副次的作用の抑制に有用であると期待される。本研究で

は、熱ストレス応答として、癌悪性化因子としてのStat3のリン酸化を介した活性化の意

義とその抑制の効果を明らかにすることを目的とした。 

 

３. 研究の方法 

（１） 熱ストレスによる Stat3活性化と温熱耐性 

細胞には、ヒト子宮頸癌細胞由来 HeLa細胞とその亜株である HeLa S3細胞、ヒト肝

癌由来 HepG2 細胞を用いた。熱処理はウォーターバスあるいはインキュベーター内で

行った。Stat3 活性化は抗リン酸化 Stat3(Tyr705)抗体を用いたウエスタンブロット法お

よび蛍光検疫染色法により解析した。温熱耐性実験は細胞を 42℃で短時間処理し、37℃

で数時間培養後、致死的な温度である 45℃で処理した。処理後の細胞の生存をニュー



トラルレッド法や細胞形態変化により評価した。 

 

（２）熱ストレスによる HIF-1αの蓄積と HIF-1標的遺伝子の発現変化 

HeLa細胞、ヒト網膜色素上皮由来RPE-1細胞(hTERT不死化細胞)、あるいはヒト乳癌

由来MCF-7細胞を、37℃または42℃において塩化コバルトあるいはプロテアソーム阻害

剤MG132で6時間処理した。低酸素処理(1％ O2)はマルチガスインキュベーター(APM-

30D, ASTEC)で行った。HIF-1αの発現はウエスタンブロット法、HIF-1標的遺伝子の発現

はTaqManプローブを使用し、QuantStudio 1リアルタイム PCRシステム(Thermo Fisher 

Scientific)を用いて解析した。 

 

（３） 熱ストレスによる細胞遊走亢進 

細胞遊走はトランズウェル(Corning)を用いて評価した。細胞を0.1% BSAを含む無血

清培地に懸濁し、トランズウェル上部に播種した。ウェルの下層部には10 ng/mLのEGF

含有メディウムを加えて24時間培養した。トランズウェル上部の細胞を取り除いた後、

遊走細胞をクリスタルバイオレット染色した。 

 

（４） HSP105ファミリータンパク質の発現抑制が抗癌剤感受性に及ぼす影響 

Hsp105あるいは Apg-1をターゲットとした shRNA発現プラスミドを作製し、レンチ

ウイルス感染によりノックダウン細胞(HeLa S3/shHsp105, HeLa S3/shApg-1)およびコン

トロール shRNA発現細胞（HeLa S3/shCtrl)を樹立した。これらの細胞を用いて、アドリ

アマイシンおよびパクリタキセル感受性を WST-8 アッセイおよび細胞形態観察により

評価した。 

 

４. 研究成果 

（１）熱ストレスによる Stat3活性化と温熱耐性への関与 

HeLa細胞を42℃で0.5~4時間処理し、抗リン酸化Stat3(Tyr705)抗体を用いたウエスタ

ンブロット解析を行った結果、Stat3は0.5 ~ 1時間をピークに一過性にリン酸化されるこ

を明らかにした。この熱ストレスによるStat3リン酸化は、JAK阻害剤であるAG490ある

いはStat3のリン酸化阻害剤であるStattic処理により低レベルにまで減少した。42℃加温

した細胞における熱ショックタンパク質の発現を調べたところ、Hsp105、Hsp70、およ

びHsp27がタンパク質レベルで増加しており、これらの発現はAG490およびStattic処理に

より部分的に抑制された。これらStat3のリン酸化阻害は、AG490と比較してStatticにお

いて顕著に観察された。 

温熱耐性化とStat3の関連が不明であることから、温熱耐性獲得へのStat3活性化阻害の

影響ついて検討した。HeLa細胞あるいはHepG2細胞を42℃で短時間処理し、37℃で数時

間培養後、致死的な温度である45℃で処理した。その結果、42℃で前加温していない細

胞と比較して、前加温した細胞において有意な温熱耐性化が観察された。この温熱耐性

化は、AG490またはStatticを処理することで有意に抑制された。Hsp105ノックダウン細

胞を用いて検討したところ、Hsp105の発現抑制により温熱耐性獲得細胞が減少した。 

温熱耐性化には、熱ショック転写因子を介した種々のHspの発現増加が重要である。

本研究により、サイトカインシグナル伝達系転写因子であるStat3の関与を明らかにした。

Hspの発現亢進による温熱耐性獲得は、温熱療法の問題点である。温熱療法における



Stat3阻害が有用であることが示唆された。 

 

（２）熱ストレスによる HIF-1α蓄積量の増加と HIF-1応答遺伝子の発現変化 

HeLa細胞を37℃または42℃において低酸素環境を模倣する塩化コバルトあるいはプ

ロテアソーム阻害剤であるMG132を処理した。通常酸素条件下においてHIF-1αは発現し

なかったのに対して、塩化コバルト処理およびMG132処理においてHIF-1αの蓄積が観察

された。このHIF-1αの発現は、37℃と比較して熱処理時に増加した。これら熱ストレス

によるHIF-1α発現量の増加は、低酸素処理時においても観察され、Stattic処理により一

部抑制された。 

HIF-1標的遺伝子であるVEGFAの発現変化を調べた結果、これらは低酸素処理により

増加した。熱ストレスがHIF-1αの発現量を増加させることで、下流のVEGFAの発現が亢

進することが示唆された。一方、HeLa細胞で観察された熱ストレスによるHIF-1α蓄積量

の増加とVEGFA誘導は、ヒト正常モデル細胞であるRPE-1/hTERT細胞やヒト乳癌由来

MCF-7細胞では一部異なり、細胞特有の反応である可能性が考えられた。 

癌微小環境は低酸素状態であり、低酸素依存的なHIF-1αの蓄積は血管新生を介して癌

悪性化に寄与する。以上の結果より、熱ストレスがHIF-1αの発現増加を介して癌悪性化

に寄与する可能性が示唆された。 

 

（３）熱ストレスによる細胞遊走亢進と Stat3の関与 

42℃の熱ストレスは EMT 誘導を介して細胞遊走を亢進する(Cell Stress Chaperones, 

17, 765-778, 2012)。この論文において著者らは、熱ショック転写因子(HSF1)の関与につ

いて検討したが、HSF1 非依存的であると結論付けており、熱ショックによる細胞遊走

亢進メカニズムの詳細不明であった。研究成果（１）のとおり、42℃による Stat3リン

酸化と阻害剤の効果を明らかにしたことから、Stat3 阻害剤を用いて熱ストレスによる

細胞遊走亢進に及ぼす Stat3の関与を調べた。その結果、熱ストレスは Stat3のリン酸化

を一過性に亢進し、細胞遊走を促進し、このリン酸化および細胞遊走が Stat3阻害剤で

ある Statticにより阻害されたことから、熱ストレスによる細胞遊走亢進への Stat3の関

与が示唆された。一方、EMT誘導の指標となる E-カドヘリンおよびビメンチン、熱シ

ョックタンパク質として Hsp70、Hsp105 の発現量をウエスタンブロット解析で確認し

たが、熱ストレスによる細胞遊走と相関する結果は得られず、他のタンパク質の関与が

示唆された。 

 

（４）Hsp105ファミリータンパク質の抗癌剤感受性の違い 

熱ショックタンパク質 Hsp105は、癌組織で高発現し、抗アポトーシス作用により薬

剤抵抗性に寄与する。Hsp105 の発現抑制はアドリアマイシン（ADR）感受性を増加さ

せる一方、パクリタキセル（PTX）感受性を低下させるが、Hsp105と高い相同性をもつ

Apg-1が同様の機能を有するかは不明であった。そこで、Apg-1の発現抑制が細胞増殖

や抗癌併用療法剤感受性に及ぼす影響を Hsp105 と比較検討した。Agp-1 ノックダウン

（KD）細胞と Hsp105KD細胞の増殖をコントロール細胞と比較した結果、Agp-1 KD細

胞において細胞増殖の低下が観察され, Hsp105 ではなく Apg-1 の細胞増殖への役割が

示唆された。ADR感受性への Agp-1 KDの影響を調べたところ、Hsp105 KDと同程度

に感受性が増加した。一方、PTX処理において、Apg-1 KD細胞はコントロール細胞と



同じく生存率が低下し、Hsp105 KD細胞のような PTX感受性の低下は観察されなかっ

た。以上の結果、Apg-1 KDは細胞増殖を抑制し、ADR感受性を高める一方、Hsp105 KD

のように PTX 感受性を低下させないことが明らかになった。Apg-1 は精巣以外の正常

組織における発現が低く、子宮頸部や肺などの癌組織で高発現している。Apg-1が高発

現している癌において、Apg-1 の発現抑制は微小管作動薬の感受性低下を起こさずに、

癌併用療法に利用できる可能性がある。 
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