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研究成果の概要（和文）：熱ショック蛋白質72(Hsp72)は蛋白質の立体構造の維持や癌遺伝子の安定化、ストレス回避
反応を担っている。また胃癌においてHsp72過剰発現が抗癌剤耐性に関与しているとの報告がある。我々はHsp72の結合
蛋白質が抗癌剤耐性に重要な役割を果たしていると考えた。
ヒト胃癌細胞株2Mおよびoxaliplatin(OXA)耐性株2M/OXAを用いた。LC/MS/MSにより2M/OXA特異的なHsp72結合蛋白質を
同定した。その中の１つ、stromal cell derived factor2を機能阻害することでOXAによる細胞死が増強された。
Hsp72結合蛋白質は薬剤耐性を克服する標的となりうる。

研究成果の概要（英文）：Heat shock protein 72 (Hsp72) has functions such as promotion of protein folding, 
stabilizing oncogenic proteins, and avoiding stress. It has reported that Hsp72 overexpressed in gastric c
ancer was associated with resistance to chemotherapy. We think that Hsp72 client proteins would play an im
portant role in drug resistance. 
All experiments used human gastric cancer cell line, 2M and oxaliplatin (OXA) resistant 2M (2M/OXA). We id
entified 22 specific Hsp72-client proteins in 2M/OXA by LC/MS/MS. One of the client proteins, stromal cell
 derived factor 2 siRNA enhanced OXA inducing cell death in 2M/OXA. 
Hsp72-client proteins in drug-resistant cells may target molecules to overcome drug resistance.
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１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍の抗癌剤に対する耐性の獲得は、

治療の中心的役割を果たしている化学療法
にとって重要な問題である。この耐性機序を
解明し、克服することが、癌患者生存期間の
延長に求められる。 

Heat shock protein70 (Hsp70)のアイソフ
ォームの 1 つである Hsp72 は新生蛋白質や
変性蛋白質に対しシャペロン機能を有し、細
胞保護の働きを示す。またアポトーシスを
様々なシグナル伝達ポイントで抑制するこ
とが知られている [Garrido et al. (2006), 
Cell Cycle]。癌細胞は正常細胞と比較して
Hsp72 が高発現していること、悪性度の高い
低分化癌ではさらに高発現していることが
報告されている [Calderwood SK et al. 
(2006), Trends Biochem Sci.]。さらに我々は
スキルス胃癌より樹立された oxaliplatin 耐
性株では感受性株と比較して Hsp72 が発現
亢進していることを見出している。このよう
な背景から、Hsp72 は抗癌剤や低酸素などの
ストレス回避反応に大きく寄与している可
能性が高いと考えられる。そこで我々は抗癌
剤耐性細胞株と感受性細胞株の Hsp72 と相
互作用する蛋白質を網羅的に比較・解析する
ことにより、抗癌剤耐性に関わる分子を同定
し、耐性解除薬を開発することができると考
えた。 
 
２．研究の目的 

抗癌剤耐性は臨床上、非常に重大な問題で
ある。耐性を解除する薬剤の開発は切望され
ているが、その開発には至っていない。本研
究は癌細胞で高発現し、癌細胞のストレス回
避や生存に関わっていると考えられるスト
レス応答・回避蛋白質 Hsp72 に着目し、
Hsp72 が作用する蛋白質の網羅的解析シス
テムを用いて抗癌剤耐性に関与する分子の
同定、耐性解除薬標的分子の探索を目的とし
た。具体的な研究項目は①耐性細胞株と感受
性細胞株の Hsp72 と相互作用する蛋白質の
同定比較、②耐性解除薬標的分子としての可
能性の検討、の 2 つである。 
 
３．研究の方法 
(1)スキルス胃癌細胞株を用いた抗癌剤耐性
分子の探索 
本学医学研究科老年腫瘍病態学講座にて

樹立されたスキルス胃癌細胞株(2M)とそれ
より樹立した oxaliplatin 耐性株(2M/OXA)
を用いた。耐性株の細胞抽出液より Hsp72
結合分子を同定、感受性株と比較した。具体
的には以下の①～③の方法で行った。 
 
①Hsp72 アフィニティービーズを用いた精
製 
細胞抽出液中に含まれる Hsp72 複合体の

精製には申請者がこれまでに作製した抗

Hsp72 モノクローナル抗体を共有結合させ
た NHS-activated Sepharose を使用し、バ 
ッチ法にてアフィニティー精製する。 
 
②抗癌剤耐性関連蛋白質の同定 
①で精製したサンプルに含まれる全蛋白

質を質量分析計にてショットガン分析法を
用いて同定する。 
 
③同定蛋白質の確認 
質量分析計によって同定された蛋白質が

実験操作の過程で検出される擬陽性蛋白質
である可能性を排除するために、同定蛋白質
に対する共免疫沈降を行い、同定蛋白質と
Hsp72 の結合を確認する。 
 
(2) 耐性解除薬標的分子としての検討 
 質量分析計によって同定された蛋白質で
上記(1)-③で確認が取れた蛋白質が耐性解除
薬の標的分子と成りえるのかを in vitro で評
価する。具体的な方法としては感受性株およ
び耐性株に同定分子の siRNA を導入するこ
とにより標的候補分子の機能阻害を行い、抗
癌剤による細胞死誘導について評価を行う。 
 
４．研究成果 
(1) oxaliplatin 耐性における Hsp72 の関与
の検証 
 oxaliplatin (OXA)耐性における Hsp72 の
関与を検証するため、2M 株および 2M/OXA
株の Hsp72 発現量を real time PCR 法およ
び Western bolts 法にて検討した。その結果、
mRNA レベル、蛋白レベルいずれにおいても
耐性株で発現が有意に亢進していた (図
1-a,b)。 
 

 
 
  
さらに、発現亢進が認められた Hsp72 を

siRNA を用いて機能阻害することで、OXA
添加時の細胞生存が有意に低下した(図 2)。 
 
 

図 1 胃癌耐性株における Hsp72 発現上昇 



 
 
 
以上の結果より、Hsp72 が OXA 耐性に関与
している可能性か示唆された。 
 
(2) oxaliplatin 耐性株特異的 Hsp72 結合分
子の同定 
 2M および 2M/OXA の細胞抽出液中の
Hsp72 複合体を精製し、ゲルショットガン法
にて全蛋白質を Orbitrap LC-MS system に
て測定した。その後、Mascot にてデーター
ベースと照合し、95％以上の confidence をカ
ットオフ値とし、Hsp72 結合蛋白質を同定し
た。その結果、2M のみで同定された蛋白質
が 26 個、2M/OXA のみで同定された蛋白質
が 22 個、両者に共通の蛋白質が 96 個同定さ
れた。 
 
(3) 耐性解除標的分子としての検討 
 
耐性株のみで同定された 22 個の蛋白質の中
から98％の信頼度で同定されたStromal cell 
derived factor 2 (SDF2)について耐性解除標
的分子としての検討を行った。 
 2M/OXA 株に対して SDF2 の機能阻害を行
い、OXA 添加後、72 時間後の細胞死を評価
した。その結果、SDF2 の機能阻害のみでは
有意な細胞死は誘導されなかったが、OXA20
μM を作用させることで、死細胞はネガティ
ブコントロールと比較し、約 3.3 倍に増加し、
有意に細胞死が誘導された(図 3)。 

 
 

さらにこの効果は 2M 株では認められず、耐
性株特異的なものであった。以上の結果より、
SDF2 は OXA 耐性解除の標的分子となる可
能性が示唆された。今後は in vivo による評
価および OXA 耐性における SDF2 の役割を
明らかにすることで耐性標的分子としての
可能性を検討していく予定である。 
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