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研究成果の概要（和文）：Heat shock protein70 (Hsp70) は,がん細胞内に高率に発現しており,抗がん剤の治
療効果を減弱させることで,予後を悪化させる．本研究では骨肉腫細胞株に発現するHsp70を抑制することによっ
てシスプラチンの効果を増強できるかどうかを検討した．Hsp70の抑制条件下でシスプラチンを投与すると,シス
プラチンの抗腫瘍効果が有意に増強した．この結果から,Hsp70の抑制は骨肉腫に対する化学療法の新しい補助療
法となる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Heat shock protein 70 (Hsp70) is expressed at high levels in cancer cells 
and attenuates the therapeutic efficacy of anticancer agents, resulting in a poorer prognosis. The 
objective of this study was to investigate if inhibition of Hsp70 expression in cultured 
osteosarcoma cells might enhance sensitivity of the cells to cisplatin.When cisplatin was 
administered under the inhibitory condition of Hsp70, the antitumor effect of cisplatin was 
significantly enhanced.This result suggested that suppression of Hsp70 could be a new adjuvant 
therapy for chemotherapy for osteosarcoma.

研究分野：骨軟部腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
骨肉腫や軟部肉腫に対する手術の際に，切除
断端に腫瘍細胞が残存すると再発のリスク
は上昇し，生存率も低下する．このため手術
では腫瘍細胞が残存しないように確実に切
除する必要があるが，切除範囲の拡大は患肢
機能温存を困難にする．一方，骨肉腫などの
肉腫では高率に熱ショックタンパク質(Heat 
shock protein; Hsp)が発現しており，抗が
ん剤や温熱療法の治療効果を減弱させてい
る．手術断端での残存腫瘍細胞における Hsp
の発現を抑制できれば，術後化学療法や局所
温熱療法の効果を高め，局所再発のリスクを
減少させるだけでなく，近傍の神経血管束が
温存可能となり，患肢機能の温存も期待出来
る． 
 
２．研究の目的 
悪性腫瘍では Hsp が高発現しており，腫瘍に
対する化学療法や温熱療法の効果を減弱さ
せる要因と考えられていることに注目した． 
本研究の目的は，骨軟部肉腫細胞における
Hspの発現を確認し，高発現する Hspを siRNA
で抑制することにより，化学療法や温熱療法
の治療効果を増強させることができるかを
検討することである． 
 
３．研究の方法 
今回の研究では数あるHspファミリーの中で,
我々が長年研究を行ってきたHsp70をターゲ
ットとした．ヒト骨肉腫細胞における Hsp70
の役割を検討した． 
 
① 骨肉腫細胞における Hsp70 の発現，スト
レス曝露条件下の Hsp70 の発現変化 
ヒト骨肉腫細胞株の SaOS2, MG63 を使用して
温熱刺激（37℃～45℃）やシスプラチン
（CDDP:0～50µM）による物理・化学的ストレ
スを加え，Hsp70 の発現変化を real-time 
RT-PCR 法，Western Blotting法で確認した． 
 
② siRNA を用いた Hsp70 の抑制 
細胞に発現するHsp70の特異的抑制法として
siRNA を用いて実験を行った.その抑制効果
を real-time RT-PCR 法と Western Blotting
法で確認した． 
 
③ Hsp70 抑制条件下での抗腫瘍効果の変化 
siRNA で Hsp70 を抑制させた後，温熱刺激や
CDDP を添加し，Hsp70 非抑制群との cell 
viability の変化と IC50 （50％阻害濃度）
を比較検討した． 
 
④ アポトーシスに関する検討 
がんにおける抗腫瘍効果はがん細胞にアポ
トーシスを誘導することによって生じる．
Hsp70の抑制とCDDPの併用によるアポトーシ
ス誘導効果をミトコンドリア膜電位の変化，
カスパーゼ 3 の変化，TUNEL 陽性細胞率の変
化で評価した． 

４．研究成果 
① 温熱刺激,CDDP 添加による Hsp70 の発
現変化 
45℃の温熱刺激で Hsp70 の発現が著明に上
昇した（図 1）．また,CDDP に関しては濃度
依存性に Hsp70 の発現が増加した（図 2）． 
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          図 2  
 
② siRNA による Hsp70 の抑制 
CDDP非添加群だけでなく,CDDP添加群におい
ても siRNA で Hsp70 が抑制できることがわか
った（図 3）． 
 
 
 
 
 
 
 
  
       図 3 
 

③ Hsp70 抑制条件下での抗腫瘍効果の変化 
温熱刺激に関しては，Hsp70 抑制群で 45℃に
おける cell viability が有意に低下した（図
4）．CDDP に関しては，Hsp70 抑制群で CDDP
の抗腫瘍効果が増強した（図 5）． 
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         図 5 
 
④ アポトーシスに関する検討 
CDDPとHsp70抑制の併用によるアポトーシス
誘導効果を評価した． 
CDDP の添加によってアポトーシス関連因子
が上昇した．Hsp70 の抑制条件下で最もその
上昇が高かった．図 6はカスパーゼ 3活性の
結果であるが，ミトコンドリア膜電位の低下
やTUNEL陽性細胞率の上昇も同様の結果であ
った． 
 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
         図 6 
 
本研究の結果から骨肉腫においてHsp70の発
現を抑制することで温熱療法やシスプラチ
ンの増感効果を得られることが判明した． 
Hsp70 の抑制は骨肉腫に対する化学療法の新
しい補助療法となる可能性が示唆された． 
上記の知見を臨床応用するため，in vivo に
おける増感作用の有無を検討中である． 
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