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研究成果の概要（和文）：正常に比べ、前立腺癌で発現上昇を認めるHigh mobility group box 2 (HMGB2)の役
割を、前立腺癌進展およびアンドロゲン依存性および去勢抵抗性それぞれの状態について検討した。
ヒト手術検体で、組織異型や進行度に対して発現上昇を認めたものの、生存期間には関与していなかった。ホル
モン療法によりHMGB2は発現低下傾向を示し、治療効果とHMGB2発現は反比例する結果が見られた。
前立腺癌細胞株では、HMGB2がアンドロゲンレセプターを介する経路に関与することを確認した。また、アンド
ロゲン依存性および去勢抵抗性いずれの前立腺癌細胞株においても細胞増殖に関与した。

研究成果の概要（英文）：High mobility group box 2 (HMGB2), which belongs the HMG protein families, 
was up-regulated in prostate adenocarcinoma compared to normal epithelium. In this study, we 
investigated functions of HMGB2 for progression, androgen regulation and cell proliferation of 
hormone naive and castration resistant prostate cancer.
In prostatectomy samples, HMGB2 expression was correlated with Gleason grading and tumor stage, but 
was not related with overall survival. Compared to hormone naive prostate cancer, HMGB2 expression 
in hormone-treated prostate cancer tended to be decreased, and was reverse correlated with 
therapeutic effect.
In prostate cancer cell lines, HMGB2 regulated androgen receptor-mediated pathway in androgen 
dependent cell line, LNCaP. HMGB2 also regulated cell proliferation in both androgen dependent and 
independent cancer cell lines. 

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
High mobility group box 2 (HMGB2)は、
high-mobility group protein family に属す
る核内非ヒストンタンパクで、転写制御に関
わる報告がされている。以前に我々は、ラッ
トを用いた肝発がん課程での遺伝子発現解
析を行った結果、腺腫から癌に悪性転化する
際に発現上昇する遺伝子として HMGB2 を
見いだし、ラット肝細胞癌細胞株において
HMGB2 の発現抑制が細胞増殖抑制効果を
示すことを報告した。また、HMGB1/2 抗体
を用いた免疫組織化学染色で、核陽性率がラ
ット肝細胞癌において、正常肝細胞や腺腫細
胞よりも高いことを確認し（図１）、ヒト肝
細胞癌においても周囲の非腫瘍部よりも有
意に高いことを示した 1)。近年、HMGB2 特
異的な抗体が製品化され、同抗体を用いて非
腫瘍部と腺腫、肝細胞癌に対して免疫組織化
学染色を行った結果、より癌特異的な陽性率
を占めるデータを取得した（図 2）。その後、
Kwonら 2)がヒト肝細胞癌において、HMGB2
の mRNA 発現および免疫組織化学染色によ
る核陽性率が、進展や予後に関わるデータを
示している。 
 
図１：HMGB1/2 発現 

 
 
 
 
 
 
 

図２：ラット肝臓における HMGB2 発現 

 
一方、ラットに、ヘテロサイクリックアミン
に 属 す る 前 立 腺 発 癌 物 質 で あ る
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo 
[4,5-b]pyridine(PhIP)を単回投与した際、発
がん標的臓器である前立腺腹葉における遺
伝子変動を Microarray 解析により検討した
結果、HMGB2 の高発現を認めた。そこで前
立腺腹葉に対して HMGB2 抗体を用いた免
疫組織化学染色を行ったところ、対照群に比
べ PhIP 投与群において核陽性率が有意に上
昇することを確認した。加えて、前立腺発癌
物質である PhIP や 3,2’-dimethyl-4-amino- 
biphenyl (DMAB)を用いて作成された前立
腺腫瘍病変において HMGB2 の核染色陽性
率を検討した結果、周囲の非腫瘍性病変に比
べ有意な高陽性率を示すことが確認された。
また、乳癌において HMGB2 は Steroid 
receptor coactivator-1 (SRC-1)を介して、ホ

ルモン抵抗性に関与することが報告された 3)。 
 
２．研究の目的 
ヒト前立腺癌における HMGB2 の役割につ
いて、(1)ヒト前立腺癌において HMGB2 が
予後因子などのバイオマーカーとしての役
割を有するか、(2)前立腺癌における HMGB2
の役割について、前立腺癌細胞株を用いた機
能解析を行う。特に去勢抵抗性に関連した
HMGB2 の機能を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト前立腺癌におけるHMGB2発現とバイ
オマーカーとしての役割検討 
HMGB2 抗体を用いた免疫組織化学染色を下記
の組織に行い、その核陽性率から HMGB2 の発
現を確認することで、癌の進展との関連や、
予後因子などバイオマーカーとしてHMGB2が
役立つことを検討する。 
① 以前 4)に報告した膀胱癌摘出術時の正常

前立腺組織および未治療の前立腺癌全摘
出標本組織を用いて、正常前立腺上皮、
前立腺上皮内腫瘍および腺癌病変におけ
る HMGB2 陽性率を検討し、癌の進展と
HMGB2 発がんに正の相関が存在すること
を確認する。 

② 治療抵抗性の前立腺癌組織に対する
HMGB2 発現に注目して、去勢抵抗性に対
する反応を検討する。 

③ ホルモン療法を行われた後に前立腺を摘
出した前立腺癌患者症例を用いて、組織
内に存在する治療抵抗性腺癌の HMGB2 陽
性率を上記の未治療例前立腺癌の陽性率
と比較し、治療抵抗性病変におけるHMGB2
発現状態を検討する。 

 
(2) 前立腺癌におけるHMGB2の役割について、
前立腺癌細胞株を用いた機能解析 
アンドロゲン依存性前立腺癌細胞株LNCaPを
用いて、アンドロゲンに対する反応と HMGB2
発現および細胞増殖に関与する因子を検討
する。特に HMGB2 発現がアンドロゲン関連増
殖活性に対して、どの程度関与するかを同定
する。 
① アンドロゲン依存性前立腺癌細胞株

LNCaP 細胞に、チャコール処理しアンド
ロゲンを除去したウシ胎児血清を使用し
た細胞培養液およびジヒドロテストステ
ロンを用いて培養液内テストステロン濃
度を変化した際の HMGB2 発現解析ととも
に、アンドロゲンレセプター(AR)活性を
前立腺特異抗原(PSA)発現により検討す
る。 

② LNCaP 細胞に、HMGB2 の siRNA を作成し暴
露することで HMGB2 発現の低下した環境
を作成する。この環境下で、AR や SRC-1
の発現とともに、AR 活性を前立腺特異抗
原(PSA)発現により検討する。 

③ LNCaP 細胞由来抽出物に対して、HMGB2 や
AR、SRC-1 に対する抗体を用いた免疫沈



降を行い、精製したタンパク質に対して
Western blot により AR と SRC-1、HMGB2
が複合体を形成しているかを確認する。 

④ アンドロゲン非依存性前立腺癌細胞株
PC3 は、AR タンパク発現がなく、他の経
路による細胞増殖活性を有する。そこで、
siRNA による HMGB2 発現低下後の細胞増
殖抑制効果を確認するとともに、別の増
殖因子に対する HMGB2 の機能を検討する。
多くの増殖因子が抑制されている可能性
があり、Microarray 解析により網羅的な
遺伝子発現解析も行う。 

 
４．研究成果 
(1) ヒト前立腺癌におけるHMGB2発現とバイ
オマーカーとしての役割検討 
① 未治療の前立腺癌全摘出標本を用いて、

HMGB2 陽性率を検討した結果、HMGB2 は
正常上皮および腺癌上皮いずれも核に
染色され、周囲正常前立腺上皮に比べ、
腺癌病変での高陽性率を確認した（図
3）。核陽性率を基にしてその発現解析を
行った結果、Gleason grade による組織
悪性度（図 4）や病期（図 5）に比例し
て発現上昇することが確認された。 

 
図３：癌と正常上皮   図 4：Gleason grade 

 
図 5：病期（Jewett staging system） 

 
 
 
 
 
 
 

② 前立腺針生検を用いた検討において、
HMGB2 陽性率と前立腺癌再発率および
生存期間については明瞭な相関を見い
だせなかった。University of Califor- 
nia, Santa Cruz の公開している Xena 
Functional Genomics Explorer におい
ても、前立腺癌と HMGB2 発現の関係につ
いて解析を行ったが、HMGB2 発現と生存
期間については差がないことが確認出
来た。 

 
③ 治療により変性を認めた前立腺癌病変

は、未治療の前立腺全摘術で採取された
前立腺癌病変よりも HMGB2 陽性率が低
下していたが、有意差は認められなかっ
た（図 6）。また、HMGB2 陽性率と治療効
果判定 Grade は反比例しており、内分泌
治療による HMGB2 発現低下を確認出来

た（図 7）。 
 
図 6：未治療と治療前立腺癌病変比較 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 7：前立腺治療効果と発現の相関 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) 前立腺癌におけるHMGB2の役割について、
前立腺癌細胞株を用いた機能解析 
① アンドロゲン依存性前立腺癌細胞株

LNCaP 細胞に、チャコール処理しアンド
ロゲンを除去したウシ胎児血清を使用し
た細胞培養液で培養後、ジヒドロテスト
ステロン(DHT)を用いて 24 時間培養した
結果、DHT 濃度依存性に、AR、PSA および
cyclin D1 の発現が上昇した。一方、HMGB2
発現については、やや増加傾向を認める
ものの明瞭な差はなかった(図 8)。 

 
図 8：DHT による蛋白発現変化 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
② LNCaP 細胞に、HMGB2 siRNA を暴露し、

HMGB2 発現の低下した状態（図 9）で細胞
増殖活性を計測した結果、有意な細胞増
殖抑制を認めた（図 10）。その状況下で
のタンパク発現を検討した結果、AR、SRC1
および PSA いずれも発現低下を認めた。
加えてcyclin D1発現低下も存在した（図
11）。 

 
 
 
 
 
 



図 9：HMGB2 RNA 発現  図 10：細胞増殖測定 

図 11：HMGB2 発現抑制時のタンパク発現 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③ LNCaP 細胞由来抽出物に対して、AR およ

び SRC-1 に対する抗体を用いた免疫沈降
を行った結果、比較対象の非特異的なIgG
抗体に比べ、AR や SRC-1 および HMGB2 い
ずれも高い蛋白結合を認め、複合体を形
成している可能性を示した。一方で、
HMGB2 に対する抗体を用いた免疫沈降で
は、免疫沈降された HMGB2 の量が総量の
極一部であり、AR との結合性については
比較対照群を変わらず、結合性を示唆す
る結果は得られなかった。HMGB2 は AR や
SRC-1 に比べ発現量が多く、AR だけでは
なく種々のタンパクと複合体形成してい
る可能性を示した（図 12）。 

 
図 12：AR および HMGB2 抗体による免疫沈降結果 

 
④ アンドロゲン非依存性前立腺癌細胞株

PC3 において、HMGB2 siRNA を暴露し、
HMGB2 発現の低下した状態（図 13）で細
胞増殖活性を計測した結果、有意な細胞
増殖抑制を認めた（図 14）。AR に関与し
ない細胞増殖制御機構を解明するために
microarrayを用いて網羅的な遺伝子発現
解析を行った結果、有意に上昇した 289
遺伝子、低下した 129 遺伝子が同定され、
その中には fibronectin 15)や TM4SF6)と
いった前立腺癌進展や AR に関与する遺
伝子が存在した。 
 
 
 
 
 

図 13：HMGB2 RNA 発現   図 14：細胞増殖測定 
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