
川崎医科大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３５３０３

基盤研究(B)（一般）

2017～2014

酸化ストレス応答シグナルの網羅的解析による肝発癌機構の解析

Investigation of hepatocarcinogenic mechanisms by comprehensive ahalysis of 
cellular signaling responding to oxidative stress

８０２２８７４１研究者番号：

日野　啓輔（Hino, Keisuke）

研究期間：

２６２９３１７９

平成 年 月 日現在３０   ６ １１

円    11,600,000

研究成果の概要（和文）：酸化ストレスは重要な肝発癌機構であるが、本研究で以下の2点を明らかにした。
（1）酸化ストレスによって細胞内情報伝達が影響を受け、糖代謝や細胞死機構が影響を受ける。（2）酸化スト
レスの主役は活性酸素種（ROS）であるが、ROSの主な産生部位であるミトコンドリアの品質管理障害は肝発癌に
関係し、細胞内の鉄が減少するとミトコンドリアの品質管理障害が回復する。以上の結果は肝発癌における酸化
ストレスの意義を説明する。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanisms underlying oxidative stress induces 
hepatocarcinogenesis in terms of cellular signaling and mitochondria quality control. Oxidative 
stress modified cellular signaling for glycolysis and apoptosis through activation of several 
kinase. These changes were cancelled by antioxidant, N-acetyl cysteine. Mitochondria is the main 
site of ROS production. Therefore, mitochondria quality control is critical for controlling 
oxidative stress. We found that iron loss reduces the development of liver tumors in NASH-rerlated 
hepatocarcinogenic mouse model through induction of mitochondria quality control.
  

研究分野：肝臓病学、肝発癌、酸化ストレス
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１．研究開始当初の背景 
依然、肝細胞癌の第一位の原因はＣ型肝炎ウ
イルス（HCV）である。Direct Acting 
Antiviral (DAA)の登場によりHCVの排除が
容易になると予想されるが、sustained viral 
responder (SVR)例からの肝発癌に代表され
るように、HCV排除のみでHCV関連肝癌が
撲滅されるわけではない。一方、HCV関連
肝癌の制御にはHCV感染のみでなく、イン
スリン抵抗性、肝脂肪化、鉄代謝異常などが
発癌促進因子として関与することが明らか
にされている。こうした代謝異常の根幹に共
通する病態の一つは酸化ストレスである。
HCVによる肝発癌機構はこれまで主として
細胞内シグナルや転写因子の活性制御等の
観点から検討されてきたが、HCVを基軸と
した酸化ストレスと細胞内シグナルの関係
については殆ど明らかにされていない。 
酸化ストレスの実行分子は活性酸素種
（ROS）であるが、ROSの主たる産生部位
はミトコンドリアである。このため過剰な
ROS産生を防ぐため、ミトコンドリアには抗
酸化機構が備わっている。ミトコンドリアの
機能障害により抗酸化機能が発揮できず、過
剰な ROSを産生しないために、障害をもつ
ミトコンドリアはミトコンドリア特異的オ
ートファジー（マイトファジー）により排除
され、ミトコンドリアの品質管理が制御され
ている。酸化ストレスによる肝発癌にミトコ
ンドリア品質管理障害がどのように関与し
ているかも明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
ROS に起因する酸化ストレスの分子機構は、
不対電子をもつフリーラジカルによる細胞
内高分子の障害と H2O2に代表される非ラジ
カルラジカル oxidantによる細胞内シグナル
の障害やレドックス制御機構の破綻に大別
される。細胞内の酸化ストレス環境ではラ
ジカルスカベンジャーの存在によりラジカ
ルよりも圧倒的に非ラジカル oxidant が多
く存在する。アミノ酸の cysteine（Cys）は
多くのタンパク質の活性部位に存在し、酸
化・還元センサーであるチオール基（-SH）
を含有する。細胞内が酸化状態になるとチ
オール基は酸化型（-SS-や-SO−）に変化す
ることで、タンパク質活性部位の On-Off
スイッチとなり、さらには高分子との相互
作用やアロステリックな作用でタンパク質
の活性に影響を及ぼす。したがって、チオ
ール基は酸化・還元状態に応じた細胞内の
シグナル伝達や転写因子の DNA 結合ある
いは受容体の活性化に重要な役割を果たす
と考えられる。 Cys は殆どすべての
phosphataseに含有されているため、酸化状
態では phosphatase活性が抑制され、kinase
活性が相対的に活性化されることが明らか
にされており、これまで報告されてきた
HCV コアタンパクによる種々の細胞内シ
グナル（NF-B、MAPK、TGF-など）の変

化との関連も想定される。そこで代表的な
細胞内シグナル別にシグナル内タンパク質
のリン酸化状態を網羅的に解析し、HCVに
よる酸化ストレスに対してどのようなシグ
ナル経路が変化しているのかを明らかにす
る。 
一方、われわれはこれまでに HCV がミト
コンドリア障害を引き起こすだけでなく、
マイトファジーを抑制することも報告して
きた（Am J Pathol 2014）。そこでマイトフ
ァジーの回復が肝発癌を抑制しうるか否か
を検討することで、ミトコンドリア品質管理
障害と肝発癌との関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）酸化ストレス状態下での細胞内蛋白質
リン酸化状態の網羅的解析 
HCV-JFH1 株感染細胞ならびにヒト肝細胞キ
メラマウスを用いて、液体クロマトグラフ質
量分析計（LC/MS）を利用した iTRAQ®リン
酸化部位同定・相対的定量解析を行った。 
（２）マイトファジー誘導による肝発癌抑制
効果についての検討 
鉄キレート剤によるマイトファジー誘導の
報告（EMBO reports 2013）を参考にして、鉄
キレート剤がマイトファジー誘導を介して、
脂肪肝関連肝発癌マウスモデル（STAMマウ
ス、7,12-dimethylbenz(a)anthracene [DMBA]投
与後高カロリー飼育マウス）の肝発癌を抑制
するか否かを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）酸化ストレス状態下での細胞内蛋白質
リン酸化状態の網羅的解析 
ROS 産生が亢進している HCV 感染細胞では
488 種類の蛋白に質量変化を認めた。そのう
ち 80.3％がリン酸化による質量増加であっ
た。リン酸化を受けたアミノ酸の 97％が
serine、3％が threonine であり、ストレス
応答性キナーゼである serine/threonine 
kinase の活性亢進が示唆された。非感染細胞
と比較してリン酸化タンパク質の質量比が
1.2 以上、すなわち JFH1 感染細胞でリン酸化
が亢進していたタンパク質を 125 個認めた。
逆に質量比が 0.8 以下、すなわちリン酸化が
抑制された蛋白は 4個のみであった。

Protein Related pathway Targeting point

Isoform 7 of tight junction protein ZO-2 Apoptosis Apoptotic cleavage of cell adhesion protein

Alpha-enolase Glucose metabolism Glycolysis

Isoform 2 Heat shock protein HSP 90-alpha Metabolism of nitric oxide eNOS activation

Endoplasmin Toll- like receptors cascade ATF6-alpha activates chaperone genes 

Hydroxymethylglutaryl-CoA synthetase, cytoplasmic
Regulation of lipid metabolism by 

PPARalpha
Activation of gene expression of SREBP

Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate Regulation of insulin secretion Acetylcholine regulates insulin secretion

Peroxiredoxin-1 Cellular responses to stress Detoxification of ROS

Spectrin alpha chain, non-erythrocytis 1 Apoptosis
Caspase-mediated cleavage of cytoskeletal 

proteins

Glycealdehyde-3-phosphate dehydrigenase Glucosse metabolism Glycolysis

Alpha-adducin Apoptosis
Caspase-mediated cleavage of cytoskeltal

proteins

Sequestosome-1 NF-κB is activated and signals survival IKKbeta is activated

RNA polymerase-associated protein LEO1 Signaling by Wnt in cancer
XVA939 binds tankyrase to stabilize axin and 

inhibit Wnt signaling

High mobility group protein B1 Activation of DNA fragmentation factor Association of HMGB1/HMGB2 with chromatin

Pyruvate kinase PKM Glucose metabolism Glycolysis

Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
Signaling by type 1 insulin- like growth

factor 1 receptor
PI3K activation

Lamin B1 Apoptosis Apoptotic cleavage of cellular ptroteins

Catenin alpha-1 Signaling by VEGF VEGFA-VEGFR2 pathway

Phosphatidate cytidylytransferase 2 Metabolism of lipids and lipoproteins Synthesis of PG

JFH1感染細胞でリン酸化が亢進したタンパク



HCV-JFH1株感染細胞においてリン酸化が亢
進した主なタンパク質と関与する細胞内シ
グナル経路の一覧を表１に示す。 
一方、HCV 感染ヒト肝細胞キメラマウスの肝
組織では信頼度 99.9％以上のリン酸化タンパ
クは 292個同定された。HCV感染キメラマウ
ス/非感染キメラマウスに対応するタンパク
の質量比が 1.2以上、すなわち HCV感染キメ
ラマウスでリン酸化亢進していたタンパク
を 56個に認めた。一方、質量比が 0.8以下、
すなわちリン酸化が抑制されたタンパクは
34個であった。以上の結果から、HCV感染
による酸化ストレスはストレス応答性キナ
ーゼ活性を活性化させ、細胞内リン酸化シグ
ナルを亢進させるのではないかと考えられ
たが、in vitroと in vivoでの細胞内リン酸化
シグナル活性化には差が認められ、更なる検
討が必要と考えられた。 
 
（2）HCV感染細胞でのリン酸化亢進タンパ
クの個別解析 
リン酸化の亢進したタンパク質のうち糖代
謝に関連する pyruvate kinase muscle 
isozyme (PKM)と細胞骨格タンパクである
alpha-adducin (ADD1)のリン酸化について
HCV-JFH1 株感染細胞を用いて検討した。PKM
はリン酸化されるとその活性が低下するこ
とが知られているが、HCV-JFH1 株感染細胞で
は PKM の活性は低下し、抗酸化剤である
N-acetyl cysteine (NAC)の添加により PMK
の活性は回復した。HCV 非感染 Huh7 細胞に
H2O2を加えるとPKMの活性は低下した。また、
HCV-JFH1 株感染細胞ではリン酸化 ADD1 の発
現量は亢進していたが、NAC の添加によりリ
ン酸化 ADD1 の発現量は低下した。PKM は解糖
経路の最終段階の律速酵素であり、ADD1 のリ
ン酸化が caspase 3 による ADD1 の cleavage
に関与することが報告されている。以上の成
績は、細胞内の酸化ストレスにより種々のタ
ンパク質のリン酸化が亢進し、様々な細胞内
シグナルを変化させることを示していると
考えられた。 
 
（3）鉄キレート剤によるマイトファジー誘
導と肝発癌抑制に関する検討 
鉄キレート剤(Deferiprone, DFP)を Huh7 細
胞に投与すると、細胞内、ミトコンドリアに
の鉄が減少し、電子顕微鏡的には障害ミトコ
ンドリアが隔離膜で被われた小胞体（マイト
ファゴソーム）が増加し、マイトファジーの
誘導が確認された。ミトコンドリアの鉄代謝
関連分子の発現を調べたところ、ミトコンド
リアフェリチン（FtMt）の発現上昇が確認さ
れた。一方、FtMt はオートファジーの cargo 
receptor である nuclear receptor 
coactivator 4 (NCOA4)と結合することが明
らかとなった（図１）。さらに FtMt をノック
ダウンするとマイトファジーの誘導は抑制
された。 
In vivo では DFP 投与により STAM マウスと

DMBA 投与後高カロリーマウスの肝発癌をと
もに抑制した（図２）。 
図１：ミトコンドリアフェリチンと NCOA4 の
共免疫沈降 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 

 
以上の結果から鉄キレート剤によるマイト
ファジーの誘導は肝発癌を抑制することが
明らかとなった。 
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