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研究成果の概要（和文）：本研究では、肺などの扁平上皮癌組織におけるHsp105の核内高発現を明らかにした。
培養細胞レベルの解析により、Hsp105が核内に発現し、癌悪性化に関わるタンパク質の発現や活性化に寄与する
ことが明らかになった。抗癌剤処理によりHsp105の核内発現が増加し、Hsp105の発現抑制により抗癌剤感受性が
増加した。今後さらに動物モデルや臨床検体を用いて検証する必要があるが、Hsp105を標的とした治療や診断へ
の応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：We focused and analyzed the expression and localization of Hsp105 in tumor 
tissues. Immunohistochemical analysis revealed the overexpression of Hsp105 in nucleus of some tumor
 tissues. The findings using cell lines indicated the possibility that Hsp105 localizes in the 
nucleus and affects the expression and activation of anti-cancer target proteins. Although further 
studies are needed, these observations will provide novel strategy for the Hsp105-targeted 
anti-cancer therapy and diagnosis.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍組織の内部環境は、低酸素、低 pH、低

グルコース状態などのストレスにさらされ
ており、このようなストレスに対して耐性を
獲得した細胞が増殖する。特に、低酸素条件
下といった癌微小環境では低酸素誘導因子
HIF の発現に伴う遺伝子発現により、癌細胞
の生存や転移能の獲得などの癌悪性化が起
こる。 
一方、細胞は熱ショックをはじめとする

種々のストレスにより熱ショックタンパク
質 (Hsp) と呼ばれる一群のタンパク質の合
成を誘導する。Hsp は細菌から哺乳動物に至
るまで多くの生物に存在しており、その構造
および分子量によって Hsp105/110、Hsp90、
Hsp70、シャペロニンなどのファミリーに分
類されている。これら Hsp の多くはタンパク
質の凝集抑制作用やアポトーシス抑制作用
をもち、ストレスから細胞を防御している。 
熱ショックタンパク質Hsp105/110ファミリ

ーには、同一の遺伝子から産生される
Hsp105と Hsp105が存在する。Hsp105が構
成的かつストレス誘導性であるのに対して、
Hsp105は正常時には発現しておらず 42℃程
度の熱ショックにより特異的に誘導される。
これら Hsp105 は変性タンパク質の凝集を抑
制することや、アポトーシスを細胞種によっ
て正または負に制御することで、細胞の恒常
性を維持している。 
大腸癌をはじめとするヒト腫瘍組織で

Hsp105 は高発現し、アポトーシス抵抗性によ
る抗癌剤耐性に寄与することから、Hsp105 は
癌治療の標的分子であると考えられている。
さらに、Hsp105 は、大腸癌腺種などの発癌初
期の組織において発現が低いため、Hsp105 の
発現レベルは癌悪性度の指標になると考えら
れる。その一方で、腫瘍組織における Hsp105
の発現や局在制御についての解析は進んでい
なかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、熱ショックタンパク質Hsp105 
の腫瘍組織における発現亢進、特に、核内で
の発現の意義を明らかにし、腫瘍組織マーカ
ーとしての利用や治療への応用を目指した基
盤的研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) 腫瘍組織における Hsp105 の発現 

ヒト腫瘍組織マイクロアレイを用いて、免
疫組織化学染色法により Hsp105 の発現を調
べた。抗体には、当研究室で作製した抗ヒト

Hsp105 抗体 (Biochem. Biophys. Acta, 1999)、
抗ラビット正常 IgG 抗体を用いた。免疫組織
化学染色は、基質に ImmPACT DAB を使用し
た VECTASTAIN システム (Vector) により
行い、ヘマトキシリンで対比染色した。
Hsp105 mRNA 発現は RT−PCRまたはリアル
タイム PCR にて解析した。 
 
(2) Hsp105の核内発現の可能性 

Hsp105 の細胞内局在は、抗 Hsp105 抗体を
用いた蛍光免疫染色法により観察した。
Hsp105および Hsp105の核移行シグナル 
(NLS) または核外排出シグナル (NES) 変異
体をドキシサイクリンで発現制御できるプ
ラスミドを作製した。EGFP 融合 Hsp105 発現
プラスミドを作製し、タイムラプス解析を行
った。タイムラプス解析には細胞イメージン
グシステム (Operatta, PerkinElmer) を使用し
た。 
 
(3) Hsp105 による Hsp70 発現誘導 

細胞内における Hsp70 発現は、ウエスタ
ンブロット法ならびにHsp70プロモーター領
域の下流にルシフェラーゼ遺伝子を連結し
たレポータージーンアッセイにより評価し
た。これまでに Hsp105 結合タンパク質とし
て見出していたタンパク質 (Nmi、 AF9、
SNRPE) と Hsp105 との相互作用をプルダウ
ン法および免疫沈降法で検討した。発現プラ
スミドおよび siRNAを用いて、これらHsp105
結合タンパク質のHsp70発現誘導への関与を
調べた。 

 
(4) 薬剤感受性への Hsp105 の寄与 

Hsp105 の翻訳領域あるいは非翻訳領域を
ターゲットとした shRNA 発現プラスミドを
作製し、リポフェクション法あるいはレンチ
ウイルス感染により Hsp105 ノックダウン細
胞を作製した (HeLa/sh105、HCT116/sh105)。
これらの細胞を用いて、アドリアマイシンな
ど抗癌剤の感受性について評価した。 
 
(5) Hsp105 による HIF-1 活性化制御 

低酸素や塩化コバルト処理により増加す
る HIF-1発現について、Hsp105 ノックダウ
ンの影響を調べた。HIF-1発現はウエスタン
ブロット法、HIF-1 転写活性化はレポーター
ジーンアッセイにより評価した。低酸素処理 
(1% O2) は、マルチガスインキュベーター 
(APM-30D, アステック) で行った。 
 
４．研究成果 



(1) 腫瘍組織における Hsp105 の発現 
腫瘍組織マイクロアレイを用いた解析に

より、胃、大腸、肺、子宮頸部、皮膚、肝蔵、
膀胱では、正常組織と比較して腫瘍組織にお
いて Hsp105 が高発現していることを明らか
にした。興味深いことに肺、皮膚、食道など
の扁平上皮癌組織において Hsp105 の核内発
現が観察された。一方、既に Hsp105 の高発
現が報告されている大腸癌や肝癌組織では
Hsp105 の発現亢進が見られたものの、Hsp105
の明確な核内発現は観察されず、Hsp105 の核
内発現が腫瘍組織特異的であることが示唆
された。 

培養細胞においてHsp105が細胞質に局在
するのに対して Hsp105は核に局在する。免
疫組織化学染色法に使用した抗体は、
Hsp105と Hsp105の両方を認識することか
ら、次に、腫瘍組織で発現する Hsp105 の分
子種の決定を試みた。 

Hsp105 の核内発現が観察された肺癌組織
を含む 4 つの組織について Hsp105 mRNA 発
現を調べたところ、明確な Hsp105の発現は
認められなかった。また、正常組織と比較し
て、腫瘍組織における Hsp105 mRNA の発現
量は大きく変化しておらず、腫瘍組織での
Hsp105 の発現亢進は転写レベル以外で制御
されている可能性が考えられた。 

以上のように、一部の腫瘍組織において
Hsp105 が核内に発現することがわかった。本
研究の実施期間中に、胃癌における Hsp110 
(Hsp105) の核内高発現が治療の予後不良と
相関することが報告された (Oncotarget 2016)。
更なる検討により Hsp105 の核内発現をマー
カーとした診断、治療への応用が期待される。 
 
(2) Hsp105の核内発現の可能性 

Hsp105は核移行シグナル (NLS) と核外
排出シグナル (NES) が存在する。NES 依存
的な核外排出を阻害する LMB を処理すると
Hsp105は核内に発現する。一方、生理的条
件下における Hsp105の核内発現はわかって
いなかった。HeLa 細胞を種々の薬剤で処理
した結果、アドリアマイシン、エトポシドな
どの DNA 傷害性抗癌剤や、低酸素状態を模
倣する塩化コバルトにより、Hsp105の核内
発現が増加することが明らかになった。この
ように、ある種のストレス環境下において
Hsp105が核内に発現することがわかった。 
 
(3) Hsp105 による Hsp70 発現誘導 

核に発現する Hsp105は、サイトカインシ
グナル伝達系転写因子 Stat3 の活性化を介し

て Hsp70 発現を増加させる。Hsp105 核内発
現の意義として Hsp105による Hsp70 誘導に
着目し、Hsp105と相互作用する分子の関与
について検討した。その結果、Stat 結合タン
パク質として報告されている Nmi を同定し、
Nmi が Stat3 活性化を介して Hsp70 誘導に関
わることを明らかにした。興味深いことに、
Nmi を一過性に高発現させた細胞では
Hsp105の核内発現の増加と、Hsp105依存
的な Hsp70 発現増加が観察された。 

Nmi 以外にも Hsp105による Hsp70 誘導
に関与する Hsp105結合タンパク質として急
性白血病原因遺伝子の転座パートナータン
パク質 AF9、核内低分子リボ核タンパク質
SNRPE を同定した。AF9 と SNRPE は核に局
在し、共に Hsp105 による Hsp70 誘導を亢進
させた。 
 
(4) 薬剤感受性への Hsp105 の寄与 

抗癌剤に対する細胞応答について、
Hsp105の核内発現に着目し解析した。細胞
を種々の濃度のアドリアマイシンで処理す
ると、ある一定の濃度以上でアポトーシス様
の細胞死が観察されたが、Hsp105 の発現抑制
は低濃度のアドリアマイシン処理で起こる
細胞死が増加させた。この時、Hsp105の核
内発現は増加したことから、Hsp105の核内
発現がアドリアマイシン感受性に寄与する
可能性が示唆された。 
 
(5) Hsp105 による HIF-1 活性化制御 

低酸素誘導因子 HIF-1 は核内で転写因子
として機能する。Hsp105 の核内発現の意義と
して、HIF-1 の機能制御への Hsp105 の関与に
ついて検討した。その結果、塩化コバルト処
理によるHIF-1の蓄積とHIF-1転写活性化が
Hsp105 ノックダウンにより抑制されること
を明らかにした。塩化コバルト処理により
Hsp105の核内発現が増加するが、Hsp105
は、HIF-1と相互作用し、HIF-1の発現量依
存的に核に局在した。これらの結果は、腫瘍
組織の低酸素環境下において、Hsp105が
HIF-1 を介して核内発現し、癌悪性化に寄与
する可能性を示唆している。 
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