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研究成果の概要（和文）：本研究では、ミトコンドリアプロセシングタンパクであるPMPCBの機能解析を行い、
EpCAM陽性肝癌細胞におけるPMPCBの役割を解明した。PMPCB-shRNAによるミトコンドリア機能低下が活性酸素の
増加を引き起こし、FOXOのリン酸化を促進することでbeta-cateninの転写活性を阻害し、EpCAM陽性肝癌細胞に
おけるEpCAM発現低下と細胞増殖の抑制・アポトーシスの亢進に寄与することが明らかとなった。肝癌幹細胞を
標的とした新たな肝癌治療の開発に当たり、PMPCBが重要な標的分子となりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We characterized PMPCB gene, which plays a role in mitochondrial protein 
processing, as a bona fide target for Epcam positive HCC. PMPCB blocking suppressed EpCAM expression
 and induced apoptosis specifically in EpCAM positive liver cancer cells in vitro and in vivo. PMPCB
 inhibition decreased the activity of Wnt/beta-catenin signaling via mitochondria-related reactive 
oxygen species production and FOXO activities, resulting in apoptosis and tumor suprression. These 
results indicate that a synthetic lethality screen is a viable strategy to identify actionable 
drivers of HCC and identify PMPCB as a therapeutically vulnerable gene in EpCAM positive HCC 
supopulations.

研究分野：消化器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、肝癌の幹/前駆細胞を標的とした治療の開発に当たり、肝癌幹/前駆細胞のマーカーであるEpCAM
と、global RNAiスクリーニングでEpCAMとsynthetic lethalな関係性を持つ候補分子としてミトコンドリアプロ
セシングタンパクであるPMPCBに着目し、機能解析を行った。その結果、PMPCBの機能を阻害することで、
beta-catenin pathwayの活性を低下させ、EpCAM陽性肝癌細胞のみを選択的にアポトーシスに誘導できることが
分かった。本研究成果は、癌幹/前駆細胞を標的とした新しい治療法の開発につながり、今後の肝癌診療の発展
に大きく寄与することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

従来、癌はモノクローナルな細胞集団により構成されると考えられていたが、近年の分子生物

学手技の進歩により、癌の中には cancer initiating cell または cancer stem cellと呼ばれる幹

細胞様の分子生物学的特徴をもった細胞群が存在し、これらの細胞が癌の増殖や進展に強く関

与することが分かってきた。申請者らが留学中に所属していた研究グループは、肝前駆細胞のマ

ーカーである EpCAM を強く発現する肝癌細胞が幹細胞様の分子生物学的特徴を呈しており、

EpCAM 陽性肝癌細胞が癌の進展過程において中心的な役割を果たしていることを明らかにし

た(Yamashita et al. Cancer Res 2007; Yamashita et al. Gastroenterology 2009)。この結果を

受け、EpCAMをターゲットとした分子標的療法の開発が試みられているが、有効な治療薬につ

いては報告がなく、臨床応用は難しい状態にあった。 

近年、レンチウイルス shRNAライブラリーを細胞に感染させ、導入された shRNAの intensity

をマイクロアレイを用いて網羅的に解析する方法が開発された。この手技は global RNAi スク

リーニング法と呼ばれ、複数の細胞群間における機能的な遺伝子発現の違いを同定するのに有

用な方法である(Schlabach et al. Science 2008; Silva et al. Science 2008)。さらに、このスクリ

ーニング方法は、ある特定の細胞を選択的に死に至らせる shRNAを同定する目的にも応用でき

ることが分かっている(Luo et al. Cell 2009)。申請者らは、この global RNAiスクリーニング法

を用いて EpCAM 陽性肝癌細胞を選択的に細胞死に誘導する候補 shRNA の同定を試みた。

EpCAM陽性群・陰性群が混在する細胞株に 47,000種類の遺伝子を標的とした 200,000種類の

レンチウイルス shRNAライブラリーを感染させ、3日間または 5日間培養した後に RNAを抽

出し、各種 shRNAに組み込まれた固有の塩基配列を増幅させたものを shRNA特異的なプロー

ブとハイブリダイズさせ、マイクロアレイを行った。得られたデータより、EpCAM陽性細胞を

選択的に排除する候補として 26 種類、EpCAM 陰性細胞を排除する候補として 50 種類の遺伝

子に対する shRNAが選出された。その中でも PMPCB shRNAは、EpCAM陰性群に比較し陽

性群で最も低い信号強度を呈しており、EpCAM陽性肝癌細胞を特異的に細胞死に導く有力な候

補と考えられた。申請者らは、PMPCB 遺伝子の機能解析が EpCAM 陽性肝癌細胞の維持され

る分子機構の解明に重要であると考え、今回の研究計画を着想するに至った。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、ミトコンドリアタンパク質のプロセシングに重要な役割を果たす PMPCB 遺伝

子に着目し、PMPCB遺伝子の機能解析を行うことにより、幹細胞様の形質を持った肝癌細胞が

維持されるメカニズムについて解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

1．PMPCB shRNA が EpCAM 発現に与える影響について検証する。 

2．PMPCB shRNA によって EpCAM 陽性細胞に選択的に細胞死が誘導されるかを検討する。 

3．PMPCB shRNA による肝癌の縮小効果について肝癌マウスモデルを用いて評価する。 

4．EpCAM 陽性細胞における PMPCB の機能的役割について検討し、EpCAM 陽性細胞の viability が

維持される分子機構について明らかにする。 

 



４．研究成果 

 

1. PMPCB shRNA は EpCAM 発現を低下させる 

5 種類の PMPCB shRNA をレンチウイルスベクターを用いて EpCAM 陽性の Huh-1 細胞および

Huh-7 細胞に感染させたところ、いずれの shRNA を導入した群においても、qRT-PCR および

flow cytometry にて EpCAM 発現の有意な低下を認めた。 

 

2. PMPCB shRNA によって、EpCAM 陽性細胞に細胞死が誘導され、細胞増殖活性が低下する 

1.で使用した細胞株にPMPCB shRNAを導入し、colony formation assay, spheroid formation 

assay および cell titration assay を施行したところ、PMPCB shRNA が細胞コロニー形成の

抑制、スフェロイド形成抑制、細胞増殖の抑制に強く関与していることが判明した。 

また、PMPCB shRNA を導入による細胞死の有無について、7-AAD 染色を用いた flow cytometry

にょる解析を行ったところ、EpCAM 陽性の Huh-1, Huh-7 細胞では細胞死が認められたが、

EpCAM 陰性細胞である SK-Hep-1 細胞や MHCC97 細胞では細胞死が認められず、PMPCB shRNA

は EpCAM 陽性細胞選択的にアポトーシスを誘導していることが示唆された。 

 

3. PMPCB shRNA により、in vivo でも肝癌は縮小する 

Luciferase 遺伝子を組み込んだ Huh-1-ffluc2 細胞に PMPCB shRNA を導入し、ヌードマウス

の皮下に移植して経過観察したところ、コントロール群と比較して Luciferase のシグナル

が PMPCB shRNA 導入群で有意に低下していることが in vivo imaging の実験で明らかとなっ

た。また、皮下移植して8週後にマウスをsacrificeして腫瘍を解析したところ、PMPCB shRNA

導入群の腫瘍はコントロール群と比較して有意に小さく、TUNEL 染色にて陽性細胞が多いこ

とが判明した。以上より、PMPCB shRNA は EpCAM 陽性肝癌細胞にアポトーシスを誘導し、細

胞増殖を抑えることが in vivo の解析でも明らかとなった。 

 

4. PMPCB 阻害により引き起こされるミトコンドリア機能低下は活性酸素種の産生を増加させ、

FOXO family 分子の活性化を介して beta-catenin の転写活性を阻害する 

PMPCB はミトコンドリアプロセシングタンパクであり、PMPCB shRNA によってミトコンドリ

ア機能は低下し、活性酸素種 (reactive oxygen species: ROS)の過剰産生を引き起こすこ

とを示した。一方、EpCAM は beta-catenin pathway の下流分子であるため、PMPCB shRNA と

同分子経路との関連を解析したところ、PMPCB shRNA により beta-catenin 転写活性が阻害

されることが分かった。そこで、ROS の増加に伴って活性化する分子である FOXO に着目し

た。PMPCB shRNA を EpCAM 陽性肝癌細胞に導入すると、リン酸化された活性化した FOXO が

核内に移動し、beta-catenin と結合してその転写活性を阻害することが明らかとなった。以

上より、PMPCB-shRNA によるミトコンドリア機能低下が ROS の増加を引き起こし、FOXO のリ

ン酸化を促進することで beta-catenin の転写活性を阻害し、EpCAM 陽性細胞における EpCAM

発現低下と細胞増殖の抑制・アポトーシスの亢進に寄与することが明らかとなった。 
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