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研究成果の概要（和文）： 癌を取り巻く微小環境は、肝癌細胞の治療抵抗性獲得や生物学的特性の維持のため
に、時空間的に関与することが予想される。遺伝子・ﾀﾝﾊﾟｸ質発現の網羅的解析、翻訳後修飾や相互作用から見
たﾀﾝﾊﾟｸ質機能解析を融合した病態ｼｽﾃﾑｽﾞﾊﾞｲｵﾛｼﾞｰを用いた検討より、細胞骨格や分子ｼｬﾍﾟﾛﾝに分類される蛋白
質群が、微小環境によりその機能が変化し治療死抵抗性を担う可能性が示された。また栄養環境はｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御
因子であるLSD2（Lysine-specific demethylase2）を介して代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞを誘導し、生物学的特性の維持に
関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Microenvironment surrounding cancer tissues might contribute much 
spatiotemporally so that cancer cells could obtain treatment resistance and exhibit biological 
characteristics. Comprehensive analysis of gene and protein expression in hepatoma cells, associated
 with analysis of post-translational modification, have described that phosphorylation status of 
thirty proteins has significantly changed under apoptotic stimulation. These proteins are including 
chaperon proteins, cytoskeleton-related molecules. In addition, nutritional environment would induce
 metabolic re-programming in terms of mediating the cross talk between the epigenome and lipid 
metabolism.

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
1)  癌細胞の有する「治療抵抗性」を担う分子基
盤として、細胞死抵抗性、無制限な細胞増殖
能、転移浸潤能、血管新生能等があげられる。
我々はこれまでに、このような「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
いることを見出してきた。例えば、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、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
能性を示唆した(Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 2007, J. BIol. Chem. 2008)       
（研究代表者 佐々木裕、分担研究者 荒木
令江 ほか：基盤研究 B課題番号 18390219
平成 18年度～20年度、基盤研究B課題番号
21390230平成 21年度～24年度）。 

2)  環境・栄養因子などの微小環境は、ｴﾋﾟｹﾞﾉ
ﾑ制御を介して細胞内代謝を修飾する。ｴﾋﾟ
ｹﾞﾉﾑ制御とは DNAの塩基配列の変化を伴
わずに遺伝子の発現を調節する仕組みであ
り、DNA ﾒﾁﾙ化やﾋｽﾄﾝ修飾を介したｹﾞﾉﾑの
印付けにより遺伝子発現が制御されている。
ｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御因子の１つである LSD1
（Lysine-specific demethylase1）は最近同定さ
れたフラビン依存性ﾋｽﾄﾝ脱ﾒﾁﾙ化酵素であ
り、遺伝子の転写活性化/不活性化の指標と
なる特定リジン残基の脱ﾒﾁﾙ化を担うことで、
標的遺伝子の遺伝子発現制御に関わってい
る。このようなｸﾛﾏﾁﾝを修飾する酵素は栄養
由来の代謝物を基質と補酵素として利用す
るため、ｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御は栄養状態と代謝状態
に大きく影響を受けることが予想される。 
実際に肝細胞癌株を用いた我々の先行研
究（Nat. Commun. 3: 758, 2012）では、LSD1
のﾉｯｸﾀﾞｳﾝ（以下 KD）で解糖系遺伝子の発
現が有意に低下し、糖新生関連の遺伝子とﾐﾄ
ｺﾝﾄﾞﾘｱ機能のﾏｽﾀｰﾚｷﾞｭﾚｰﾀｰである PGC-1
αの発現が有意に増強することを明らかにし
た。さらに LSD1-KDにより有意に変動する代
謝物を同定し、LSD1-KDによりﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ呼吸
機能が増強すること、あるいは定量的ﾘｱﾙﾀｲ
ﾑ PCR解析やｸﾞﾙｺｰｽ取り込みの検討から、
LSD1 は糖の取り込みを増強することを示した。
癌細胞では酸素条件によらず解糖系による
ATP産生と乳酸産生が亢進しており（好気的
解糖、ﾜｰﾙﾌﾞﾙｸﾞ効果）、LSD1は肝癌細胞に
おいて糖の取り込みを活性化しﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ呼
吸に関連する遺伝子の発現を抑制することで、
細胞内代謝をﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱ呼吸から好気的解糖
系へのｼﾌﾄさせること、即ちﾜｰﾙﾌﾞﾙｸﾞ効果に
関連していることを見出した。 
２．研究の目的 
肝癌細胞が治療抵抗性を獲得し維持し
ていくためには、癌を取り巻く微小環境が時
空間的に関与することが予想される。そこで、
微小環境が肝癌細胞のいかなる標的分子
に影響し治療抵抗性を獲得・維持させるか
を、遺伝子・ﾀﾝﾊﾟｸ質発現の網羅的解析、
翻訳後修飾や相互作用から見たﾀﾝﾊﾟｸ質
機能解析を融合した病態ｼｽﾃﾑｽﾞﾊﾞｲｵﾛｼﾞ
ｰを用いて明らかにする。最終的には肝癌

の治療抵抗性を抑制するため、癌の微小環
境をも包括した治療戦略を構築する。 
一方、癌細胞が生物学的特性を発揮する
ためには、十分なｴﾈﾙｷﾞｰと蛋白質など高分
子化合物の確保が必須である。そのために癌
細胞では栄養環境を含めた微小環境に適応
しつつ代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞが行われており、それ
を制御するものとして epigeneticsが考えられる。
そこでｴﾋﾟｹﾞﾉﾑ制御因子 LSDのﾌｧﾐﾘｰの１つ
である LSD2（Lysine-specific demethylase2）
に焦点を当て、肝癌細胞における LSD2を介
した代謝ﾘﾌﾟﾛｸﾞﾗﾐﾝｸﾞを解析する。 
３．研究の方法 
1) in vitro, in vivoでの検討 
複数の肝細胞癌株を対象に、微小環境とし
ての慢性炎症に伴う酸化ｽﾄﾚｽ（H2O2）刺激下
に、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、慢性炎症により
修飾される細胞死抵抗性分子群を絞り込ん
だ。 
一方、肝臓における LSD2機能の役割を知
るために、肝癌細胞株 HepG2細胞において
特異的な siRNA（small interfering RNA）を用
いることでﾋﾄ LSD2 の発現をﾉｯｸﾀﾞｳﾝ（KD）し、
DNA ﾏｲｸﾛｱﾚｲを用いたﾄﾗﾝｽｸﾘﾌﾟﾄｰﾑ解析を
行った。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、HepG2細胞を用
いﾒﾀﾎﾞﾛｰﾑ解析を行った。ﾒﾀﾎﾞﾛｰﾑ解析では
ｷｬﾋﾟﾗﾘｰ電気泳動飛行時間質量分析
（CE-TOFMS）と液体ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰ飛行時間
質量分析（LC-TOF-MS）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した。 

2) ﾋﾄ肝癌組織を用いた解析 
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、in vitro, in vivoの解析で抽出された
候補分子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) 微小環境である慢性炎症が肝癌細胞の治
療抵抗性に及ぼす影響 
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、細胞死を誘導
する慢性炎症刺激に対する感受性が異なって
おり、HepG2が最も細胞死抵抗性を示した。 



そこで微小環境である慢性炎症刺激下のＨ
ｅｐＧ２を用いた網羅的翻訳後修飾解析から、リ
ン酸化が有意に変化する約 30個の蛋白質を
同定した。その 1つである Nucleophosmin 
(NPM)は、ﾊﾞｲｵｲﾝﾌｫﾏﾃｲｸｽより細胞死誘導を
抑制する可能性が示された。これまで 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
性化を抑えｱﾎﾟ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。次に siRNAにより NPMの発現を低下
させると、活性酸素、分子標的治療薬などに対
する肝癌細胞の細胞死抵抗性が減弱した。逆
に、NPM強制発現細胞では細胞死抵抗性が
増強すると共に、細胞増殖能も亢進した。そこ
で NPM強制発現細胞を NOD/SKID ﾏｳｽの皮
下に注射すると、親株に比べて有意に大きな
腫瘍塊を形成した。次に燐酸化が蛋白質機能
を担うことが予想されるため、燐酸化部位のｱﾐﾉ
酸を置換した非燐酸化 NPMを発現する Stable 
transfectantを作製した。さらに CREISPR/Cas9
で内因性NPMを抑制し非燐酸化型 mutantを
作製した。野生型に比して mutantでは細胞死
感受性が増強した。また、分子標的治療薬を
添加すると、野生型の増殖は抑制され内因性
NPMの燐酸化は減弱するが、 mutantでは増
殖は抑制されなかった。以上から、NPMの蛋
白質発現量は癌細胞の細胞増殖能に、燐酸化
は細胞死抵抗性に関連することが示された。 
一方、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 Micro-disection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計画である。 
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。 
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予定である。 

3)微小環境としての栄養環境がもたらす肝癌細
胞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ﾋｽﾄﾝ脱ﾒﾁﾙ化酵素

LSD2の発現が亢進していることを見出した。
次に 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い、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た。その結果、KDによ
り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、LSD2を KD した HepG2細胞を対
象に、ﾒﾀﾎﾞﾛｰﾑ解析を行い脂質やﾘﾎﾟﾀﾝﾊﾟｸ
質を含めた代謝物（275種類）を同定したとこ
ろ、LSD2-KDにて脂肪酸をはじめとした、多
くの脂質代謝に関わる代謝物の量が増加して
いた。この中には、リン脂質、ｾﾗﾐﾄﾞ類、そして
ｺﾚｽﾃﾛｰﾙといったいくつかの生物学的活性
をもった中間代謝物、あるは細胞毒性をもっ
た中間代謝物の増加も認めた。 
加えて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。 
さらに臨床検体を用いた免疫組織化学染
色による解析により、肝癌組織（n=31）におけ
る LSD2の発現を検討すると、発現が癌部で
高い検体が 68％と、背景肝組織と比べ肝癌
組織ではLSD2は高発現である傾向を確認し
た。 
このように微小環境としての栄養環境は代
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、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
ながる可能性が示された。 
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