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研究成果の概要（和文）：様々な癌種におけるアクアポリン5(AQP5)発現が報告されているが、温熱刺激による
AQP5発現制御を介した抗腫瘍メカニズムについての報告は存在しない。AQP5高発現肝癌細胞株（Alexander 
cell）に温熱刺激を加えると、細胞膜・細胞質におけるAQP5発現が減弱し、G0/G1期での細胞周期停止、細胞増
殖抑制、細胞遊走・浸潤能低下、アポトーシス増強が生じることを確認した。AQP5-siRNAによりAQP5発現を下方
制御した際にも同様の結果が得られ、AQP5高発現癌細胞株における“温熱刺激によるAQP5発現下方制御を介した
細胞周期、細胞遊走・浸潤能・アポトーシス制御機構”を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Recent studies have shown that aquaporin5 (AQP5) is expressed in various 
cancers, and plays a role in tumor progression. We herein examined whether heat shock exerts 
anticancer effects via the changes in AQP5 expression. The expression of AQP5 protein was high in 
Alexander cells, a human liver cancer cell line. Heat shock decreased AQP5 on cellular membranes and
 in the cytoplasm of Alexander cells, and suppressed cell migration/invasion and proliferation, and 
induced early apoptosis and G0/G1 arrest. Meanwhile, the knockdown of AQP5 using AQP5-siRNA 
similarly suppressed cell migration/invasion and proliferation, and induced early apoptosis and 
G0/G1 arrest. Cycloheximide (CHX) chase experiments revealed that heat shock accelerated the 
degradation of AQP5, which was rescued under CHX and the autophagy inhibitor, bafilomycin A1. In 
conclusion, heat shock induces anticancer effects on liver cancer via the autophagic degradation of 
AQP5 on the cellular membrane and in the cytoplasm. 

研究分野： 消化器外科学
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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 
 アクアポリン（AQP）は水分子を選択的に
通過させる膜蛋白であるが、近年、様々の癌
種における発現および腫瘍進展への関与が
明らかになっている。 
一方で、癌細胞が熱に弱い性質を利用し、

古くより癌に対する温熱療法が行われてき
た。しかしながら、これまでに、温熱刺激に
よる AQP 発現制御およびその抗腫瘍メカニ
ズムについての研究報告は存在しない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヒト癌細胞株における AQP
発現レベルを解析し、“AQP を高発現する癌
細胞株では、温熱刺激により抗腫瘍効果が増
強される”という実験仮説の検証を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト癌細胞株における AQP 発現レベ
ルの解析 
ヒト肝癌細胞株（Alexander、Hep-G2、

HLE）における AQP1、AQP3、AQP5 の蛋
白発現をウエスタンブロット法で確認。 

 
（２）AQP 高発現癌細胞株における温熱刺激
による AQP 発現変化の解析 
 AQP 高発現癌細胞株を選択し、温熱刺激
（42 度）時の細胞膜・細胞質・核における
AQP 蛋白発現変化をウエスタンブロット法
および蛍光免疫染色で確認。 
 
（３）AQP 高発現癌細胞株における AQP 発
現調節（温熱刺激または siRNA）と細胞周
期・増殖・遊走・浸潤・アポトーシス解析 

AQP 高発現癌細胞株を選択し、温熱刺激
（42 度）または AQP-siRNA により AQP 発
現を下方制御した際の、細胞周期・増殖・遊
走・浸潤・アポトーシスへの影響を、フロー
サイトメトリー、細胞増殖アッセイ、細胞遊
走・浸潤アッセイを用いて検証。 

 
（４）AQP 高発現癌細胞株における温熱刺激
による AQP 発現低下のメカニズム解析 

AQP 高 発 現 癌 細 胞 株 を 選 択 し 、
cycloheximide（CHX）投与下に温熱刺激（42
度）を加えるとともに、proteasome inhibitor
（epoxomicin：EPX）、autophagy inhibitor
（Bafilomycin A1：BafA1）を用いて chase 
assay を施行。 
 
４．研究成果 
 まず、ヒト肝癌細胞株（Alexander、Hep-G2、
HLE）における AQP1、AQP3、AQP5 の蛋
白発現レベルの解析により、Alexander cell
でのAQP1、AQP5高発現を確認した（図1）。
続いて、AQP1、AQP5 高発現株である
Alexander cell に温熱刺激を加えたところ、
AQP1 発現に変化を認めなかったが、細胞膜
および細胞質における AQP5 発現が減弱し
た（図 2）。また、Alexander cell に温熱刺激

を加えると、G0/G1 期の細胞周期停止、細胞
増殖抑制、細胞遊走・浸潤能低下、アポトー
シス増強が生じることを確認した（図 3、図
4、図 5、図 6）。一方で、Alexander cell に
おいて、AQP-5 siRNA により AQP5 発現を
下方制御した際にも、同様に G0/G1 期の細胞
周期停止、細胞増殖抑制、細胞遊走・浸潤能
低下、アポトーシス増強が生じることを確認
した（図 3、図 4、図 5、図 6）。CHX chase assay
の結果、温熱刺激による AQP5 発現低下は
AQP 分解促進により生じており、AQP5 分解
促進には autophagy の活性化が関与してい
ることが明らかとなった（図 7）。以上の結果
から、AQP5 高発現癌細胞株における“温熱
刺激による AQP5 発現下方制御を介した細
胞周期、細胞遊走・浸潤能・アポトーシス制
御機構”を明らかにした(Int J Oncol. 2017)。 
研究期間中、同時に低浸透圧細胞破壊療法

の基礎的検討も進め、ヒト肝癌細胞株におい
て、クロライドチャネル、カリウムチャネル、
水チャネル阻害薬併用による殺細胞増強効
果を明らかにした（J Cancer. 2016）。胃癌に
ついても、カリウムチャネル阻害薬併用によ
る低浸透圧殺細胞増強効果を in vitro、in 
vivo 両実験系で明らかにした（論文投稿中）。 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1 ヒト肝癌細胞株における AQP 発現 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2 温熱刺激による AQP1、AQP5 発現変化
（M：細胞膜、C：細胞質、N：核） 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3 細胞周期解析（温熱刺激、AQP5-siRNA） 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4 細胞増殖解析（温熱刺激、AQP5-siRNA） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 5 遊走・浸潤能解析（温熱刺激、AQP5-siRNA） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 6  ア ポ ト ー シ ス 解 析 （ 温 熱 刺 激 、
AQP5-siRNA） 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 CHX chase assay 
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