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研究成果の概要（和文）：肝腫瘍細胞株と膵腫瘍細胞株においてオートファジー機能障害と関連する共通の核マ
トリクス蛋白として14-3-3ζ、Importinα４、Importinβ１の3つが同定された。これらの核マトリクス蛋白の
核内局在は、膵癌組織でも観察された。これらの3つの蛋白の核内蓄積は、p62蛋白の細胞質内蓄積を介した
Nrf2-Notchシグナル活性化と協調して細胞増殖や細胞死抑制を惹起する可能性が考えられた。これらの核マトリ
クス蛋白は消化器難病疾患である肝癌・膵癌の診断マーカーとしてだけでなく、治療標的としても有望である可
能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Three nuclear matrix proteins, 14-3-3ζ, Importin-α4 and Importin-β1, were
 identified in liver and pancreatic tumor cell lines as autophagy-related proteins. These proteins 
were confirmed to be expressed in the nucleus of cancer cells in several pancreatic cancer tissues. 
These nuclear matrix proteins were thought to be involved in cell proliferation and cell death 
suppression. This feature was strongly confirmed in cell lines in which p62 expression is 
particularly increased in the cytoplasm, so it was suggested that nuclear accumulation of 14-3-3ζ, 
Importin-α4 and Importin-β1 cooperates with the p62 protein to enhance cell proliferation and to 
suppress cell death. Since accumulation of p62 protein in cytoplasm affects cell proliferation 
through Nrf2-Notch signal activation, cell growth promotion and cell death inhibitory effects 
induced by nuclear accumulation of 14-3-3ζ, Importin α4 and Importin β1 might be related to 
Nrf2-Notch signal activation.

研究分野： 消化器内科　肝臓病学

キーワード： オートファジー　核マトリクス蛋白　バイオマーカー　膵癌　肝癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝腫瘍細胞株と膵腫瘍細胞株においてオートファジー機能障害と関連する共通の核マトリクス蛋白として同定さ
れた14-3-3ζ、Importinα４、Importinβ１は、いくつかの膵癌組織において核内発現が確認された。これらの
蛋白の核内発現は細胞増殖や細胞死抑制に作用すると考えられることから、これらの核マトリクス蛋白は消化器
難病疾患である肝癌・膵癌の診断マーカーとしてだけでなく、治療標的としても有望と考えられ、社会的にも有
用な研究結果と考えられた。オーファジー研究において核の不溶分画解析の報告はなく学術的にも重要な研究と
考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
オートファジーはユビキチン‐プロテアソーム経路とは異なり、非選択的に細胞質内の蛋白や
小器官など大きな分子も分解する蛋白分解経路である。オートファジーは変性蛋白や傷害され
た細胞内小器官を分解除去し細胞保護的に作用する。オートファジー機能が障害されると細胞
内への変性蛋白蓄積が誘導され、細胞内に不溶性蛋白の凝集体である封入体が形成される
(Komatsu et al. J Cell Biol. 2005)。細胞内封入体はアルコール性肝炎、非アルコール性脂肪性
肝炎(NASH)、肝癌において Mallory-Denk body として観察されることから、これら肝疾患の
発症進展にはオートファジー機能異常が大きく寄与すると考えられている。我々は、脂肪肝で
は mTOR 活性化によるオートファジー誘導の低下とともにリソソーム蛋白分解酵素発現低下
やリソソーム酸性化障害が生じオートファジー機能障害が惹起されることを報告してきた。さ
らにオートファジー機能障害によって細胞内に蓄積する p62 蛋白が Keap1 と競合的に結合し
Nrf2 の核内移行を介して肝発癌を誘導することを明らかにした。近年、オートファジーは自然
免疫・発癌・細胞死などにも関与する事が明らかとなり、クローン病、二型糖尿病や膵癌発症
にも関与することがわかってきた（Simmons et al., Nature Reviews Molecular Cell Biology 
2010.）。以上のことから各臓器におけるオートファジー機能を評価する血清マーカーの発見は
さまざまな病態診断に有効であると考えられた。また近年、オートファジーは細胞内小器官だ
けでなく核蛋白の分解にも関与することが明らかとなった（Mochida et al. Nature, 2015）。 
我々はオートファジー欠損肝組織より単離した核蛋白不溶分画（核マトリクス蛋白）において
コントロール群では検出されない蛋白を複数検出した。さらに脂肪肝モデルでも検出される核
マトリクス蛋白を同定し、血清中でも検出されることを確認した。これらの蛋白はオートファ
ジー抑制や NASH で観察される mTOR 活性化や酸化ストレス、小胞体ストレスに関連する蛋
白であることからオートファジー障害や NASH 診断に有用と考えられた。核マトリクスは核よ
り DNA と可溶性蛋白を除去した際の難溶性残存物として発見された構造体で DNA 複製・転
写などの核内イベントを効率的に制御し行う場と考えられている。核マトリクス蛋白の変性、
量的変化は細胞増殖や核内シグナル伝達に影響を与え発癌に関与すると考えられている。また
細胞が脱落した際に核マトリクス蛋白は細胞外に放出されることから、腫瘍化によって発現が
増加する核マトリクス蛋白の同定は新規腫瘍マーカーとして有望視され、実際に臨床において
膀胱癌診断などで利用され、保険適応となっている。以上のようにオートファジー機能障害の
ような非可溶性蛋白の凝集体を形成する病態においては、核の非可溶性蛋白である核マトリク
ス蛋白の解析は病態解析や血清マーカー創製の上で非常に理にかなったものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、動物モデル、腫瘍細胞株、ヒト検体を用いて、オートファジー抑制によって発現
が誘導される核マトリクス蛋白を明らかにし、オートファジー機能障害と関連する消化器難病
疾患（肝癌、膵癌）の発症とどのようにリンクするのかを検証し、疾患評価のためのバイオマ
ーカーとしての有用性について検討を行う。またその核マトリクス蛋白の細胞内機能を明らか
にし、病態生理学的役割についても検証する。以上の検討を通して、肝臓癌、膵臓癌における
特異的核マトリクス蛋白を同定し、発病メカニズムとの関連を解明するとともに、これら疾患
の早期診断用の新規体外診断用血清マーカー創製の基盤となる研究を行うことを目的としてい
る。 
 
３．研究の方法 
 
① 膵臓におけるオートファジー抑制による核マトリクス蛋白発現変化と病態生理学的意義の

解明 
 
膵癌細胞株、肝癌細胞株を用いたオートファジー抑制による核マトリクス蛋白発現変化の解析 

 
膵癌細胞株（Panc-1）と肝腫瘍細胞株（HepG2）にオートファジー阻害薬として用いられること
の多い 3-Methyladenine (3- MA)を添加し、オートファジー誘導を抑制し、その後、核を単離
する。単離した核を DNA 分解酵素と lysis buffer にて処理し非可溶性蛋白（核マトリクス蛋白）
を遠心分離にて抽出する。さらに膵癌細胞株と肝腫瘍細胞株に Atg7-siRNA を用いて遺伝子的に
オートファジー誘導を抑制し、上記と同様に核の非可溶性蛋白を抽出する。これらの核マトリ
クス蛋白を 2次元電気泳動にて分離したうえで銀染色を行い可視化する。オートファジー抑制
細胞群とコントロール群の蛋白スポットを比較しオートファジー抑制によって発現が増加する
蛋白スポットより蛋白を抽出する。抽出蛋白を質量分析器によって解析し、肝・膵腫瘍細胞に
おけるオートファジー抑制によって発現が亢進する核マトリクス蛋白を同定する。 
 
② ヒト検体を用いた核マトリクス変化と病態との関連性の解明 
 
膵臓癌の手術検体を用いて肝・膵腫瘍細胞においてオートファジー抑制によって発現増加した
3つの核マトリクス蛋白 14-3-3ζ、Importinα４、Importinβ１蛋白の抗体を用いて免疫組織
染色を行い、これらの蛋白の組織内局在および細胞内局在を観察する。また組織内蛋白発現細



胞数と腫瘍の大きさとの関係についても検証を行う。 
 
③ 核マトリクス蛋白と細胞増殖・細胞死との関連についての検証 

 
細胞株を用いたオートファジー関連核マトリクス蛋白と細胞増殖・細胞死との関連についての
検討 
 
14-3-3ζ、Importinα４、Importinβ１それぞれの蛋白に対する siRNA を作製し、肝癌細胞株
（HepG2, JHH5）と膵癌細胞株（Panc-1）に遺伝子導入し、これらの蛋白発現を抑制する。発現
抑制後に通常の培養液下で培養を行いＷＳＴ－１アッセイにて細胞数の経時的変化について解
析を行う。さらに siRNA によってこれら蛋白の発現抑制を行った肝癌細胞株と膵癌細胞株を
Krebs-Ringer Modified Buffer（低栄養環境）下で培養し、ＷＳＴ－１アッセイにて細胞数の
数的評価を行い、細胞死誘導に関して検討する。 
 
動物モデルを用いた p62 蛋白と肝細胞増殖の解析 
 
リソソーム蛋白分解酵素の１つを欠損させオートファジー機能の一部を抑制し p62 蓄積を誘導
することが可能な Cathepsin L 欠損マウス（Ctl-/-マウス）と wild type マウスを用いて、70％
肝部分切除術を行う。肝部分切除後の肝重量変化、肝組織切片の免疫組織学的染色による BrdU
陽性細胞数の割合を評価し、肝再生の変化について検討を行う。ウエスタンブロット法によっ
て CyclinD1, p62, cleaved-Notch, Hes1 の蛋白発現の変化について解析を行う。さらに肝組織
より核蛋白と細胞質蛋白を抽出し、Nrf2 発現をウエスタンブロット法にて評価し、Nrf2 蛋白の
核移行について評価した。 
 
４．研究成果 
 
① 膵臓におけるオートファジー抑制による核マトリクス蛋白発現変化と病態生理学的意義の

解明 
 
膵癌細胞株、肝癌細胞株を用いたオートファジー抑制による核マトリクス蛋白発現変化の解析 
 
3-MA 添加によってオートファジー抑制を誘導した肝腫瘍細胞株(HepG2)と膵癌細胞株(panc-1)
より核不溶性蛋白を抽出し２次元電気泳動を行った。さらに Atg7-siRNA を用いてオートファジ
ー抑制を誘導した肝腫瘍細胞株(HepG2)と膵癌細胞株(panc-1)より核不溶性蛋白を抽出し２次
元電気泳動を行った。3-MA 添加群で誘導される蛋白スポットと Atg7-siRNA によって誘導され
る蛋白スポットの発現が異なるため、より効率的にオートファジーを抑制する処置を選別する
ために 3-MA 処置細胞と Atg7-siRNA 処置細胞それぞれより細胞質蛋白を抽出し、オートファジ
ーの分解基質である p62 蛋白の発現をウエスタンブロット法にて評価した。Atg7-siRNA 導入細
胞群のほうが 3-MA 群よりも p62 発現が増加していたことから Atg7-siRNA 導入法のほうがより
オートファジー機能を効率的に抑制しているものと考えられたため、以後の解析は Atg7-siRNA
導入法で行うこととした。Atg7-siRNA 導入によるオートファジー抑制は核不溶性蛋白スポット
数を劇的に増加させることがわかった。オートファジー抑制によって発現が増加する核マトリ
クス蛋白の数が膨大であったため、肝癌細胞株(HepG2)と膵癌細胞株(panc-1)においてともに発
現が増加し、かつ動物モデルにおいても発現が増加した核マトリクス蛋白として 14-3-3ζ、
Importinα４、Importinβ１蛋白を同定したので以後、この３つの蛋白に着目し、解析を行う
こととした。 
 
②  ヒト検体を用いた核マトリクス発現と病態との関連性の解明 
 
ヒト膵癌の検体を用いて、オートファジー抑制によって発現が増加する核マトリクス蛋白
14-3-3ζ、Importinα４、Importinβ１蛋白の膵癌組織における発現について免疫組織染色に
よって評価を行った（図１）。膵癌組織周囲に存在している正常の膵組織部ではこれらの蛋白の
核への局在は認められなかった。しかし膵癌組織部では、これら核マトリクス蛋白が核に集積
する細胞が観察された。なかでも Importinα４がより核に局在している傾向にあり、14-3-3ζ
は核にも局在するが、細胞質に局在している細胞も観察された。またこれらの蛋白が局在した
核では核のサイズが大きい傾向にあった。また、これらの蛋白の発現と患者の年齢、性別との
関連性は認められなかった。一方、これらの蛋白が核に発現している細胞が多い症例では、腫
瘍径が大きい傾向にあったことから、これらの蛋白の核内発現は細胞増殖に関連している可能
性が示唆された。しかし膵腫瘍組織部であってもこれらの蛋白が核内に検出されない細胞も混
在することから、膵癌におけるこれらの核マトリクス蛋白の役割についてはさらなる検討を要
すると考えられた。 
 



 
③ 核マトリクス蛋白と細胞増殖・細胞死との関連についての検証 
 
細胞株を用いたオートファジー関連核マトリクス蛋白と細胞増殖・細胞死との関連についての
検討 
 
14-3-3ζ、Importinα４、Importinβ１蛋白に対する
siRNA を用いて、これらの蛋白をそれぞれ発現抑制し
た肝腫瘍細胞を通常の培養液下で培養し、４８時間後
の細胞数の変化を WST-1 アッセイにて評価した。これ
らの蛋白の発現抑制は肝癌細胞株の増殖を有意に抑制
することがわかった（図２）。特に 14-3-3ζの発現抑
制は細胞増殖を強く抑制する傾向にあった。 
さらに siRNA を用いて蛋白の発現抑制を行った肝癌

細胞株を Krebs-Ringer Modified Buffer（低栄養環境）
下で培養し、細胞死誘導に関して評価を行ったところ、
これら蛋白の発現抑制を行った肝癌細胞株では低栄養
に対する細胞死が有意に強く誘導されることが分かっ
た（図３）。この実験でも特に 14-3-3ζの発現抑制は
細胞死を強く誘導する傾向にあった。以上のことから
肝腫瘍細胞株ではオートファジー機能抑制において生
じる細胞内環境変化に適応するために、核マトリクス
蛋白変性を介して増殖促進や細胞死耐性を獲得するシ
ステムを構築している可能性が示唆された。特にオー
トファジー基質蛋白 p62 が強発現している肝癌細胞株
JHH5 細胞株、膵癌細胞株 Panc-1 細胞株においてこれ
らの特性は強く観察されたことから肝癌細胞株や膵癌
細胞株において細胞質への p62 蛋白蓄積が核マトリク
ス蛋白発現の変化に関連している可能性や p62 蛋白発
現とこれらの核マトリクス蛋白が相関・協調し細胞増
殖や細胞死誘導耐性を誘導している可能性が考えられた。そこで p62 蛋白と細胞増殖との関係
について動物モデルを用いて検証を行うこととした。 
 
動物モデルを用いた p62 蛋白と肝細胞増殖の解析 
 
リソソーム蛋白分解酵素の一部を欠損させオートファ
ジー機能を部分的に抑制し p62 発現増加を誘導させる
カテプシン L 欠損マウスでは、肝部分切除（ＰＨ）後
の肝重量の回復が Wild type マウスと比較し有意に促
進していることが分かった。さらにカテプシン L 欠損
によって肝部分切除後の BrdU の核内取り込みと肝組
織中の CyclinD1 発現がともに増加した（図４）ことか
ら、p62 蛋白蓄積が細胞増殖を促進したことによって
肝重量が増加したものと考えられた。またカテプシン
L欠損によって Nrf2 の核内移行が誘導されること、活
性型 Notch 発現が増加し、さらに Notch シグナルによ
って誘導される Hes-1 発現が増加したことから（図５）、
オートファジーによるp62増加はNrf2-Notchシグナル
の亢進を介して肝再生を促進させると考えられた。以
上のことから、癌組織において発現が亢進しているこ



れらの核マトリクス蛋白は Nrf2-Notch シグナルと協調
し、細胞増殖促進に寄与している可能性が示唆された。  
 
これらの検討から、①オートファジー抑制によって誘導

される核マトリクス蛋白 14-3-3ζ、Importinα４、
Importinβ１は肝癌、膵癌組織においても検出される。
②14-3-3ζ、Importinα４、Importinβ１の核内蓄積は
細胞増殖促進、細胞死抑制に関連する。③オートファジ
ー抑制によって生じる細胞質内の p62 蛋白蓄積も
Nrf2-Notchシグナル活性化を介して細胞増殖に作用する。
④14-3-3ζ、Importinα４、Importinβ１の核内蓄積に
よって誘導される細胞増殖促進や細胞死抑制効果は p62
蓄積を介した Nrf2-Notch シグナル活性化と関連してい
る可能性がある。ということがわかった。核マトリクス蛋白 14-3-3ζ、Importinα４、Importin
β１は肝癌・膵癌の診断マーカーとしてだけでなく、治療標的ともなりうる可能性があると考
えられた。 
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