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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに肝細胞癌においてPKR阻害剤 (imidazolo-oxindole)が腫瘍の増殖を
抑制することを示した。本研究ではPKR阻害剤の標的蛋白質として、解糖系の主要酵素であるHexokinase-2を同
定した。PKR阻害剤添加により、肝癌細胞株でHK2の発現が減少、またPKRとHK2はPKRリン酸化依存的に直接結合
した。PKR阻害剤は解糖系抑制により細胞内ATP産生を低下させた。さらにHK2とPKRの過剰発現により腫瘍増殖が
相加的に増加した。肝細胞癌ではPKR-HK2 axisが解糖系の促進により腫瘍増殖が亢進させており、肝細胞癌にお
ける新規治療標的となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We have shown that PKR is highly expressed in hepatocellular carcinoma and 
that administration of imidazolo-oxindole, an inhibitor of PKR suppressed tumor growth. We also 
identified by mass spectrometry hexokinase -2, a major enzyme in glycolysis, as a target protein for
 PKR inhibitor. In hepatocellular carcinoma cell lines PKR inhibitor treatment suppressed HK2 
expression. We showed that PKR and HK2 bind directly, which is dependent on PKR phosphorylation. PKR
 inhibitors suppressed intracellular ATP production by suppressing glycolysis. Overexpression of HK2
 increased tumor proliferation and adding overexpression of PKR at the same time additively 
increased that. These findings suggest that PKR-HK2 axis increases tumor growth in hepatocellular 
carcinoma by promoting glycolysis, and that PKR-HK2 axis may be a novel therapeutic target in 
hepatocellular carcinoma.

研究分野： 消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝細胞癌における治療標的となる分子や経路はごく限られており、治療効果のエビデンスのある薬物は十分では
ないのが現状である。我々は以前より肝細胞癌で高発現するPKRの役割、癌促進機序を研究してきた。本研究で
はPKRが肝細胞癌の細胞内代謝に関わる複数の分子に影響を与えていることを見出した。その中で特に解糖系の
主要分子であるHK2に着目し研究を行い、PKR-HK2経路が解糖系の促進を介して腫瘍増殖能を亢進していることを
見出した。このことは細胞内代謝経路の変化という新たな視点での治療標的になり得ると考えられた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 肝細胞癌の患者数は国内約 4.4 万人、世界約 75万人とされ、悪性腫瘍の死亡原因として依然

4位と高い頻度を維持している。肝細胞癌は慢性肝炎、特に肝硬変を背景として発症することが

多く、また慢性肝炎患者の高齢化も相まって予後不良の癌腫である。近年、食生活の欧米化など

に伴い慢性肝障害の原因として非アルコール性脂肪性肝炎 (NASH)の割合が増加しており、NASH

を背景とする肝細胞癌が増加し注目されている。肝細胞癌による治療は、手術、内科的な局所治

療として RFA、TACE が用いられている。しかし肝細胞癌患者の高齢化、その高い再発率から患者

への負担の少ない薬物治療の開発が必要である。肝細胞癌に対する分子標的薬としては、治療効

果のエビデンスのある薬物はごく限られているのが現状である。特に今後増加が予想される

NASH を背景とする肝細胞癌においては発癌および癌進展の分子メカニズムはまだ未解明な部分

が多く、それを明らかにし、新規の機序による画期的な薬剤の開発が求められる。Protein kinase 

R (PKR)は HCV の複製でみられる 2本鎖 RNA などにより誘導される宿主蛋白で、RNA ウイルスの

蛋白合成を阻害して、HCV などに対して抗ウイルス作用をもつ宿主蛋白として認識されている。

申請者らは、PKR が肝細胞癌において非癌部の肝組織に比べて高発現していることを明らかにし、

さらにNASH症例の肝組織において肝細胞にPKRが高発現していることを確認している。またPKR

は Erk1, JNK1 およびその下流の c-Fos、c-Jun を活性化、肝細胞癌の細胞増殖シグナルを増強す

ることで、腫瘍の進展を助長していることを明らかにした(①)。さらに、ヌードマウスへ肝癌細

胞株 Huh7 を皮下移植する実験系において PKR 阻害剤 (imidazolo-oxindole)の投与は、腫瘍の

増殖を著明に抑制するとともに、増殖因子の発現抑制により血管新生を抑制する機序も有して

いることを報告した(②)。 

 
２．研究の目的 
 
 より効果的で副作用の少ない治療標的を明らかにするために、申請者らは Huh7 細胞に PKR 阻

害剤を加えることで変化するタンパク質を質量分析の手法で網羅的に解析した。それにより

Hexokinase-2 (HK2), Annexin A6 (ANXA6)など細胞内の代謝経路、代謝異常に関与する分子を

複数同定している。また肝細胞癌の多くは線維化の進行した肝臓から発生するが、NASH の原因

の一部とされている腸内細菌の LPS やパルミチン酸などの刺激により活性化された肝星細胞に

おいて、PKR シグナルが活性化していることを報告しており、PKR は NASH における肝線維化促進

の原因となっている可能性もある。そこで本研究では NASH 関連肝癌における PKR の肝線維化, 

細胞内代謝経路への影響に注目し実験を行う。PKR ノックアウトマウスを用いて NASH モデルを

作製し、PKR の線維化, NASH を背景とした肝細胞癌発症への影響を解析する。さらに細胞内代謝

経路の変化という肝細胞癌における PKR の新たな役割を発見し、治療標的として検討すること

を目的とする。特に PKR 阻害剤の下流の候補分子として、解糖系の主要酵素である Hexokinase-

2 (HK2)に注目し、PKR と HK2 の相互作用が肝細胞癌において癌促進作用を有することを想定し

てその機序・役割を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 
(1) Kaplan–Meier Plotter (https://kmplot.com/analysis/)を用いて肝細胞癌症例における、

PKR、HK2 の発現と予後の関係を検討した。 

(2) 肝細胞癌細胞株における PKR 阻害剤添加による HK2 発現の変化をウエスタンブロットにて

検討する。PKR 阻害剤濃度を 500 nmol/L から 3000 nmol/L の間で設定し control と比較した。



PKR 阻害剤の PKR シグナル抑制の確認のため、PKR, リン酸化 PKR (p-PKR)のウエスタンブロッ

ト解析も行った。 

(3)細胞内のエネルギー代謝経路を検討するため、細胞外フラックスアナライザーを用いた解析

を行い、酸素消費速度 (OCR)、細胞外酸素化速度 (ECAR)を計測した。 

(4)PKR と HK2 の結合を解析するため、タグ付 PKR、HK2 発現プラスミド、さらにリン酸化活性を

消失させた mutant type である PKR K296R のタグ付き発現プラスミドも作成し COS-7 細胞に

transfection し、免疫沈降 (IP)-ウエスタンブロット解析を行った。 

(5)PKR、HH2 の発現と腫瘍増殖の関係を明らかにするため、肝癌細胞株に HK2、PKR を過剰発現

し、proliferation assay し、腫瘍細胞増殖能を評価した。 

(6)食餌性の NASH モデルとして western diet (21.1%fat・41%スクロース・1.25%コレステロー

ル)を与える。ヘテロマウス(PKR+/-)同士を交配させて得た WTマウス、PKR ノックアウトマウス

それぞれを、4週齢より通常食、western diet 群に分ける。12週後、血液検査にて肝機能を、

肝組織の HE 染色、鍍銀染色により肝の炎症、線維化を評価し、WT と PKR ノックアウトの 2群間

で比較、また 24 週後に肝臓を採取し、肝腫瘍の発現の有無、個数、大きさを各群で比較する。

発現した腫瘍については HE 染色を行い、病理学的な評価を行った。 

 
４．研究成果 
 

(1)肝細胞症例において、PKR の高

発現群では低発現群と比較し、そ

の生命予後が不良であった(図

1A)。同様に HK2 の高発現群におい

ても同様であった(図 1B)。さらに

PKR の高発現症例のうち、HK2 も子

発現している症例ではさらに相加

的に予後が不良であった(図 1C)。 

(2)肝細胞癌細胞株 Huh7、HepG2 に

PKR 阻害剤を添加すると、2000 

nmol/L の濃度で PKR のリン酸化、

すなわち PKR のシグナルが抑制された。PKR リン酸化の低

下に伴い、HK2 の発現が著明に減少した。 

(3)肝細胞癌細胞株 Huh7 に PKR 阻害剤 2000 nmol/L を添

加し、細胞外フラックスアナライザーを用いて細胞内のエ

ネルギー代謝経路を検討した。PKR 阻害剤添加ではコント

ロールと比較して、酸素消費速度 (OCR)、細胞外酸素化速

度 (ECAR)ともに有意に低下していた。このことから PKR

阻害剤により細胞内エネルギー産生が抑制されることが

明らかとなった。 

(4) COS-7 細胞における IP 実験にて、wild type PKR と

HK2 の結合は見られなかった。一方、リン酸化活性を消失

させた mutant type PKR と HK2 の結合は検出されたこと

(図 2)。このことから、PKR のシグナル依存的に HK2 と直



接結合し相互作用していることが示唆され、HK2 が PKR のキナーゼとしての器質となっている可

能性があると考えられた。 

(5)肝細胞癌細胞株 Huh7 に HK2 を過

剰発現し、proliferation assay を行

った。PKR 過剰発現により腫瘍細胞増

殖が有意に増加したが、PKR も同時に

過剰発現させると細胞増殖はさらに

相加的に増加した (図 3)。また、PKR

阻害剤添加による腫瘍細胞増殖の抑

制効果は、HK2 の過剰発現により有意

に rescue された。これらのことから

肝細胞癌では PKR-HK2 axis による解

糖系の促進を介して腫瘍増殖を増加

させており、PKR-HK2 axis は肝細胞癌における新規治療標的となる可能性があることが示唆さ

れた。  

(6)western diet により、食餌性マウス NASH モデルを作成した。western diet 開始後 12 週時

点で wild type と PKR ノックアウトマウスの 2群で肝内の脂肪化、炎症、線維化を比較した。両

群で著明な脂肪化と線維化が見られ、2 群間での有意差は見られなかった。また 24 週時点の肝

では両群で肝腫瘍が発生していたが、その個数・大きさに 2群間の有意差は見られなかった。こ

れらのことから、少なくとも conventional な PKR ノックアウトでは、NASH の表現型、肝発癌に

は影響が見られないことが分かり、今後は conditional なノックアウトマウスを作成し検討す

る必要があると考えられた。 
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