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研究成果の概要（和文）： 
肝細胞癌（HCC、以下、肝癌）は、たとえ肝切除や RFA などの根治的治療を行っても、年率

15-20％と高率に再発し、依然として予後不良の癌腫である。そこで肝癌細胞の治療抵抗性に焦
点を当て責任分子群を同定し、新たな治療戦略を構築することを目的とした。具体的には、ﾋﾄ
肝癌細胞株を用いて遺伝子・蛋白質発現解析に加え、翻訳後修飾の評価による蛋白質機能解析を
行い、細胞骨格や分子ｼｬﾍﾟﾛﾝに分類される蛋白質群が治療死抵抗性を担う可能性を示した。その
中でも核小体に豊富に存在する燐酸化蛋白質である Nucleophosmin (NPM)が燐酸化を介して治療
抵抗性に関与する可能性を、肝癌細胞株やﾋﾄ肝癌組織を用いた解析から明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Although curative treatment, including surgical resection and radio frequency ablation (RFA), is 
performed against hepatocellular carcinoma (HCC) in the clinical setting, annual recurrence rate has 
been reported to be 15-10%, indicating that HCC might be categorized into cancers with worst prognosis. 
To overcome this issue, this study is aimed to identify key-molecules responsible for treatment 
resistance and develop a new therapeutic strategy for HCC. In this context, we have performed 
comprehensive analysis of gene and protein expression in hepatoma cells under apoptosis stimulation. In 
addition, post-translational modification is analyzed comprehensively. Consequently, around thirty 
proteins are narrowed down, because phosphorylation status, one of the post-translational modifications, 
of these proteins is significantly changed under apoptosis stimulation. These proteins are including 
chaperon proteins, cytoskeleton –related molecules. Functional analysis is currently being performed on 
these proteins in order to identify key-molecules which are responsible for treatment resistance of 
HCCs. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 7,200,000 2,160,000 9,360,000 
2010 年度 2,100,000 630,000 2,730,000 
2011 年度 2,100,000 630,000 2,730,000 
2012 年度 2,300,000 690,000 2,990,000 
  年度    

総 計 13,700,000 4,110,000 17,810,000 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：消化器内科学 
キーワード：ﾌﾟﾛﾃｵﾐｸｽ、翻訳後修飾、肝癌、治療抵抗性、 
１．研究開始当初の背景 
1) 本邦では、2010 年の厚生労働省の人口動
態調査によると、原発性肝癌の年間死亡数は、

肺、胃、大腸に次いで 4 番目に多く約 3.3 万
人にも上っている。原発性肝癌の中で 94％と
大半を占めている肝細胞癌(HCC)は、世界的
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にも主要な悪性疾患の 1 つであり、約 4 分の
3 がｱｼﾞｱに発生していることより、肝炎ｳｲﾙｽ
感染の関与が示されている。 
2) HCC の治療法について、肝切除、ﾗｼﾞｵ波熱
焼灼療法(RFA)などの局所療法、抗癌剤を使用
した肝動脈化学塞栓療法(TACE)や肝動注化学
療法、放射線療法、肝移植などを選択できる時
代となった。しかしながら HCC は既に進行し
た状態で見つかる場合も多く、仮に肝切除や
RFAなどの根治的治療を行えても年率 15-20％
と高率に再発を認めるため、依然として予後不
良の癌腫である。 
3) 一方、癌細胞の有する「治療抵抗性」を担
う分子基盤として、①細胞死抵抗性、②無制限
な細胞増殖能、③転移浸潤能、④血管新生能が
あげられる。加えて、肝癌に特徴的な点として、
非癌部組織の慢性炎症が挙げられる。即ち、炎
症が肝癌細胞の「治療抵抗性」の獲得と維持に
関与している。 
2) 我々はこれまでに、①細胞死抵抗性には抗
原提示関連分子の発現低下や細胞死調節ｼｸﾞﾅﾙ
のｱﾝﾊﾞﾗﾝｽが (Hepatology 1997, ibid 1999, 
Frontiers in Hepatology 2001, Cancer 2003, 
Cancer Res. 2003, Int. J Cancer 2003）、②無制限
な細胞増殖能には増殖ｼｸﾞﾅﾙ系の恒常的活性化
が(Mol. Cell. Biol. 1996, Hepatology 1994, ibid 
1998)、③転移浸潤能には増殖因子ｼｸﾞﾅﾙ伝達の
活性化(Clin.Exp. Metastas.1999）、癌遺伝子活
性 化 に よ る 接 着 分 子 の 発 現 低 下
（Gastroenterol.2002）、COX-2 による接着分子
の糖鎖構造の変化などが(Cancer Res. 2002)、④
血管新生能には血管新生因子やその受容体の
過剰発現が(Cancer Res.1996)、それぞれ関与す
ると報告してきた。このような解析から、「治
療抵抗性」に関与する責任分子の多くは、ﾀﾝﾊﾟ
ｸ質の発現量の多寡のみならず、燐酸化や糖鎖
付加などの翻訳後修飾を介した機能制御によ
り、「治療抵抗性」の分子基盤をさまざまな比
重で担っていることを見出した。 
3) しかしながら、これまでは特定の分子に焦
点を当てた解析であり、「治療抵抗性」の責任
分子群について、翻訳後修飾制御を含めた機能
面からの網羅的な解析は未だ行われていない。
翻訳後修飾は燐酸化、糖鎖修飾、ﾕﾋﾞｷﾁﾝ化、ｱ
ｾﾁﾙ化、ﾒﾁﾙ化などを包括し、ﾀﾝﾊﾟｸ質の機能、
安定性（発現量）、細胞内局在を厳密に制御し
ている。例えば、癌抑制遺伝子 p53 ﾀﾝﾊﾟｸ質は
DNA 障害時に燐酸化とｱｾﾁﾙ化を受けてはじ
めて機能する(Current Opinion in Cell Biology 
2003,15:164-171)。 
一方、慢性炎症に伴い発生する酸化ｽﾄﾚｽや NO
ｽﾄﾚｽが、ｴﾋﾟｼﾞｪﾈﾃｲｯｸな変化をもたらし、翻訳
後修飾にも影響してﾀﾝﾊﾟｸ質機能を変化させる
ことが明らかになった。 
5) 我々はこれまでに、酸化ｽﾄﾚｽ刺激による肝
細胞障害の分子基盤をﾌﾟﾛﾃｵﾐｸｽにて解析する
中で（基盤研究 B、課題番号 1830219、平成 18
年度～20 年度、研究代表者 佐々木裕、分担研
究者 荒木令江）、複数のﾀﾝﾊﾟｸ質が、質量分析
では同一のｱﾐﾉ酸配列を持つﾀﾝﾊﾟｸ質と同定さ
れた分子でありながら、二次元電気泳動上では
近接する複数の変動ｽﾎﾟｯﾄとして観察されるこ
とを見出した。このような多様な移動度と分子

量のｼﾌﾄは、細胞外刺激によりﾀﾝﾊﾟｸ質が、燐酸
化や分解などの複雑な翻訳後修飾を受けてい
ることを表している。これらの責任酵素や構造
変化のﾒｶﾆｽﾞﾑを解明することで、治療ﾀｰｹﾞｯﾄ
や創薬への基本情報が得られる可能性が示唆
されている(Biochem. Biophys. Res. Commun. 
2007, J.BIol.Chem. 2008)。 
 
2．研究の目的 
1) 肝癌の「治療抵抗性」を担う分子基盤を、
細胞死抵抗性、無制限な細胞増殖能、血管新
生能、転移浸潤能の 4 つに分類する。その上
で、ﾋﾄ肝癌細胞株の中で、それぞれの形質を
有する細胞株と有さない細胞株の間、あるい
はﾋﾄ肝癌組織と非癌部組織の間で、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)と、翻訳
後修飾の定量的差異解析を組み合わせて行い、
分子基盤の責任分子群を同定する。 
2) 次に機能面からの責任分子群を中心とし
た機能的分子ﾈｯﾄﾜｰｸ解析を行い、責任分子群
の機能制御機構を明らかにする。 
3) さらに多数の肝癌症例を対象にして、「治
療抵抗性」を担うさまざまな分子基盤の責任
分子群の共通性と特異性を明らかにした上で、
治療成績や予後との関連を解析する。 
 
3．研究の方法 
1) ﾋﾄ肝癌細胞株での検討 
複数の肝細胞癌株を用い、細胞死刺激とし

て働く酸化ｽﾄﾚｽ（H2O2）にて刺激し、FACS
を用いて細胞死を評価した。ｺﾝﾄﾛｰﾙとしてﾋﾄ
肝細胞株(Hc 細胞)を用いた。ﾌﾟﾛﾃｵｰﾑ解析のた
めに刺激前後で cell lysate を調整し、多重蛍光
色素標識法（Cy3/5）を用いた 2 次元ﾃﾞｲﾌｧﾚﾝｼ
ｬﾙ電気泳動を行った。さらに蛋白質検出を高
感度に行うために SYPRO Ruby を、燐酸化を
検討するために ProQ Diamond を使用した特
殊染色を施行し、刺激前後での蛋白質発現あ
るいは燐酸化の変化を評価した。引き続き蛋
白質ｽﾎﾟｯﾄを切り出し質量分析器(MS/MS)に
て燐酸化蛋白質を同定した。 
一方、遺伝子発現解析として刺激前後で

RNA を抽出した上で cDNA を作製し、Gene 
Chip（Human genome U133 Plus 2.0 Array）を用
いて遺伝子発現の網羅的解析を行った。 
最終的には情報統合ﾌﾟﾗｯﾄﾌｫｰﾑを用いて、蛋

白質発現・燐酸化解析と遺伝子発現解析との
結果を統合するﾈｯﾄﾜｰｸ解析を行い、細胞死抵
抗性を担う分子群の絞込みを行った。 
2) ﾋﾄ肝癌組織を用いた蛋白質発現・燐酸化の
解析 
兵庫医科大学第一外科にて肝切除術を施行

された原発性肝癌組織とその非癌部組織を対
象に、肝癌細胞株を用いた解析で抽出された
候補責任分子群の発現を確認すると共に、腫
瘍径、病期、予後との関連を検討した。また
患者血清を用いて候補責任分子がﾊﾞｲｵﾏｰｶｰと
しての可能性があるかを解析した。 
なお、ﾋﾄ肝癌組織・血清を用いた解析に関

しては、患者様に十分な説明を行い、ｲﾝﾌｫｰﾑﾄﾞ
ｺﾝｾﾝﾄを得た。またすべての症例は匿名化し、
患者情報とﾌﾟﾗｲﾊﾞｼｰの管理を厳重に行った。 



 

 

本研究内容については、熊本大学大学院生
命科学研究部ならびに兵庫医科大学のそれ
ぞれの倫理委員会より承認を受けている。 
 
４．研究成果 
1) 酸化ｽﾄﾚｽに対する翻訳後修飾の変動につ
いての網羅的解析 
肝癌細胞株である HepG2 細胞、Huh7 細胞、

ならびに肝細胞株 Hc 細胞では、酸化ｽﾄﾚｽの誘
導する細胞死に対する感受性（細胞死抵抗性）
が異なっており、HepG2 が最も抵抗性を示し
た。蛋白質機能の制御に重要な翻訳後修飾であ
る燐酸化の変化については、刺激後 1 時間で有
意に変化する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発現量の変化は
40-180%であった。さらに刺激により燐酸化が
有意に変動する蛋白質は、質量分析の結果、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。一方、ﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ解析から、刺激後 1 時
間、3 時間で 1.5 倍以上の発現亢進を認めた細
胞死関連遺伝子数は各々8 遺伝子、14 遺伝子で
あった。さらにﾈｯﾄﾜｰｸ解析から、細胞死刺激に
よる燐酸化の変化が、細胞死関連遺伝子の発現
を誘導する可能性が示唆された。 
2) 細胞死抵抗性を担う責任分子群の絞込み 
上述の結果を元に、細胞死抵抗性の異なる肝

癌細胞株を比較検討することで、責任分子群の
絞 込 み を 行 っ た 。 そ の 中 で 今 回 は
Nucleophosmin (NPM)に注目した。NPM は核小
体に豊富に存在する 37kDa の燐酸化蛋白質で、
①細胞周期関連分子(p21, p53)の抑制を介する
細胞増殖の亢進する、②p53 の活性化を抑えア
ポトーシスを抑制する、③癌細胞には高発現で
癌遺伝子としての働きが示唆されている。 

NPM を起点としたﾈｯﾄﾜｰｸ解析を行ったとこ
ろ、NPM が細胞死誘導遺伝子の発現を抑制し
ていることが示唆された。 
そこで HepG2 細胞に siRNA を導入して NPM
の発現を抑制すると、細胞死刺激に対する感
受性が亢進し、細胞死が増強することが確認
された。しかしながらこの結果からは、NPM
発現そのものか、あるいは NPM の燐酸化が
細胞死抵抗性を担うかが明らかではない。そ
こで内因性の NPM の発現が低い肝癌細胞株
Hep3B 細胞に、ﾋﾄ NPM 発現ﾍﾞｸﾀｰを導入する
ことで NPM 強制発現 Hep3B 細胞株（以下
Hep3B-NPM）を作成し、細胞内の燐酸化の抑
制に働く分子標的治療薬 sorafenib にて刺激
したところ、Hep3B-NPM 細胞では NPM の燐
酸化は抑制され、生細胞は減少した。このこ
とから、NPM の燐酸化の重要性が窺われた。
さらに NPM の燐酸化が細胞死抵抗性を担う
かを”より直接的に”解析するために、NPM の
燐酸化部位を変異させた非燐酸化型NPMﾍﾞｸ
ﾀｰを作成し、非燐酸化型 NPM を恒常的に発
現する Hep3B 細胞株の樹立を目指している。 
一方、Hep3B-NPM 細胞は in vitro の系では、

親株細胞に比べて増殖が早く、NPM が細胞増
殖にも関与していることが確認された。そこ
で Hep3B 細 胞 と Hep3B-NPM 細 胞 を
NOD/SKID ﾏｳｽの皮下に注射すると、40 日後、
親株に比べて、Hep3B-NPM 細胞は有意に大
きな腫瘍塊を形成した。このように NPM が

細胞死抵抗性のみならず、細胞増殖にも関連
している可能性が示されたが、どのような条
件下でそれぞれの特性を担うかは不明であ
る。今後、NPM の発現、燐酸化の制御機構を
解析し、癌細胞の生物学的特性における重要
性を明らかにし、治療標的になりうるか否か
を検討する。 
3)ﾋﾄ肝癌組織での検討 
ﾋﾄ肝癌組織 23 症例（B 型肝炎ｳｲﾙｽ陽性 5

例、C 型肝炎ｳｲﾙｽ陽性 13 例、非 B 非 C 5 例）
で NPM の発現を検討した。NPM ならびに
p-NPM（燐酸化 NPM）は、癌部において非癌
部より発現が有意に増強しており、なかでも
p-NPM は、腫瘍径の大きい例、多結節例、単
結節周囲増殖型/多結節癒合型で癌部での発
現が高い傾向にあった。加えて NPM は、非
癌部肝組織の活動性の高い例において有意
に高値であり、さらに p-NPM 高値例は、再
発までの期間が有意に短縮されていた。この
ように NPM、とりわけ p-NPM はﾋﾄ肝癌組織
の形質と密接な関連があることが示唆され
た。今後 Laser Capture Microdisection を用いて、
NPM が肝癌細胞そのものに特異的に発現し
ているか、それとも間葉系細胞が担うかを解
析していく。 
最後に、高分離能で再現性よく行うことが

可能な全自動 2 次元電気泳動装置(Auto 2D)
を開発し、微量ｻﾝﾌﾟﾙの翻訳後修飾解析を行
ったところ、NPM には燐酸化の程度の異なる
複数の form が存在することを明らかにした。
現在、燐酸化の異なるｽﾎﾟｯﾄを質量分析器に
て同定し、燐酸化の変化の生理学的な意義を
検討している。 
一方、患者血清を用いた ELISA では、NPM

濃度は 肝癌において慢性肝炎よりも高く、
肝癌切除後に前値に比べ血清 NPM 値は低下
していることから、新たなﾊﾞｲｵﾏｰｶｰとしての
可能性も示された。 前述のように燐酸化の
異なる NPM の存在が明らかになっているた
め、今後、蛋白質の機能的変化を反映するﾊﾞ
ｲｵﾏｰｶｰの確立を目指していく予定である。 
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