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研究成果の概要（和文）：Heat shock protein 90 (HSP90) は多くの癌関連蛋白質を制御し、様々な悪性腫瘍で
HSP90阻害剤の治験が行われている。本研究では、血管肉腫におけるHSP90阻害による抗腫瘍効果を検討した。血
管肉腫培養細胞株および患者組織においてHSP90蛋白質は過剰発現していた。HSP90阻害により血管肉腫細胞株の
増殖能・浸潤能・遊走能が抑制された。これらの抗腫瘍効果は、vascular endothelial growth factor (VEGF) 
signalingの下流の各種蛋白質が抑制されることに基づいていた。血管肉腫においてHSP90は治療標的になりうる
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：New therapy for angiosarcoma is urgent because there are few effective 
treatments. Heat shock protein 90 (HSP90) regulates cancer-associated proteins and many clinical 
trials of HSP90 inhibitors are on-going in several cancers. In this study, we investigated the 
anti-tumor effect of HSP90 inhibition. HSP90 protein are overexpressed in angiosarcoma patient’s 
tissues and cell lines. Knockdown of HSP90 inhibited the proliferation/migration/invasion of 
angiosarcoma cells. These anti-tumor effect were based on the suppression of several downstream 
targets of VEGF signaling. Taken together, HSP90 is a novel therapeutic target against angiosarcoma.

研究分野：皮膚科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管肉腫は、非常に希少且つ悪性度が高い肉腫である。進行例では、化学療法が主体となるが、現在でも有効性
の高い治療法は未確立である。そのため、血管肉腫に対する新規治療の開発は急務である。今回、HSP90阻害剤
の血管肉腫に対する抗腫瘍効果を検討した。HSP90阻害効果により血管肉腫細胞株の増殖能・浸潤能・遊走能が
抑制された。またその抗腫瘍効果に関する分子メカニズムを解明した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
血管肉腫の新規治療開発が、他の悪性腫瘍と比較して進展しない理由として、高齢者に発生
するため毒性の強い抗癌剤が選択しにくいこと、希少な悪性腫瘍であり大規模臨床試験が施行
困難なことが考えられる。我々は、血管肉腫症例に対する biweekly gemcitabine 療法および
S-1/docetaxel 療法の有効性を報告しているが、既存の抗癌剤では限界がある。そのため、有
効性及び安全性の両者を備えた分子標的薬を用いた血管肉腫に対する新規治療法の開発が必要
である。 
 HSP90 は主要な細胞内シャペロンのひとつであり、翻訳された不安定なエネルギー状態にあ
る蛋白質をフォールディングの過程を経て安定化させる。また、種々の変性した蛋白質に作用
し、生理機能活性の回復を促進させる。HSP90 は 200 種類以上のクライアント蛋白質の機能維
持に必須であり、注目すべきは(1)MEK、mTOR、AKT、HER2、EGFR、BRAF など細胞増殖および生
存に必要な多数の protein kinase の制御(2)VEGF signaling の下流蛋白質の調節に関与するこ
とである。また HSP90 阻害剤による治療は、単一の分子を標的とすると同時に、多数の HSP90
クライアント蛋白質を同時に抑制する。癌細胞では、HSP90 が正常組織に比べ、数倍の過剰発
現を認めている。また HSP90 阻害剤による治療は、単一の分子を標的とすると同時に、多数の
HSP90 クライアント蛋白質を同時に抑制する。実際、多数の悪性腫瘍にて in vitro/in vivo で
の有用性が報告されている。さらに近年、HSP90 阻害剤を用いた臨床試験が肺癌、乳癌、多発
性骨髄腫など多数の癌で多数進行中であり、現在のところ重篤な有害事象のために治験が中止
となった報告はなく、安全性に関しては担保されていると考えられる。血管肉腫は血管内皮細
胞を起源とする悪性腫瘍であり、HSP90 阻害剤による治療は(1)細胞増殖抑制効果のみならず
(2)血管内皮細胞の機能および増殖に必須な VEGF 経路をも抑制することで、他癌よりさらに治
療効果が期待できる。本研究にて in vitro/in vivo で有用性が証明されれば、短期間での臨床
応用が想定される。 
 
２．研究の目的 
上記の背景をもとに、未だ有効な治療法のない血管肉腫に対して、HSP90 阻害剤を用いた新
規治療の臨床応用への基盤となる研究を行う。 
①血管肉腫における HSP90 の発現レベル解析 
患者検体およびセルラインを用いた mRNA および蛋白質レベルの発現量解析 
②血管肉腫に対する HSP90 阻害剤を用いた抗腫瘍効果およびそのメカニズム 
1)セルラインを用いた HSP90 阻害剤単剤および既存抗癌剤との併用療法における細胞増殖・浸
潤能、遊走能の抑制効果を検討する。 
2)HSP90 を key regulator とするクライアント蛋白質の細胞増殖・浸潤能、遊走能への関与を
明らかにし、in vitro における抗腫瘍効果のメカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
1)血管肉腫における HSP90 発現レベルの解析 
検体組織より total RNA を抽出する。正常皮膚組織・良性腫瘍である老人性血管腫・悪性腫瘍
である血管肉腫における HSP90 mRNA 発現量の比較検討を行う。培養細胞株を用いて正常血管内
皮細胞、血管肉腫細胞株である ISOHAS・HAMON・ISOS-1 の HSP90 mRNA 発現量を検討する。さら
に患者検体組織および in vitro における HSP90 蛋白質の発現レベルを検討する。 
2)血管肉腫に対する HSP90 阻害剤の抗腫瘍効果の検討 
①血管肉腫細胞株を用いて HSP90 阻害剤の細胞増殖抑制効果を検討する。 
HSP90 阻害剤(Ganestesib、GA)を用いて各々血管肉腫細胞株に対する細胞増殖抑制効果を検討
する。細胞数は Cell Count Kit-8(Dojindo)を用いて測定し、50%阻害濃度(IC50)を求める。ま
た TUNEL assay にて apoptosis cell も測定する。さらに、血管肉腫において有効とされる
Paclitaxel(PAC)、Docetaxel(DOC)、Gemcitabine(GEM)の、血管肉腫細胞株に対する IC50 は未
報告なためそれぞれ求める。そのうえで、既存抗癌剤と HSP90 阻害剤の併用療法の有効性を検
討する。 
②血管肉腫細胞株を用いて HSP90 阻害剤の浸潤能・遊走能に対する効果を検討する。 
人工基底膜マトリックスを用いて GA投与による浸潤能・遊走能への影響を検討する。 
③HSP90 阻害剤による抗腫瘍効果のメカニズムの解明 
HSP90 は細胞増殖に関与するキナーゼのみならず、VEGF 経路に関与する各種蛋白質を制御して
いる。HSP90 阻害剤投与による血管肉腫細胞株の各種蛋白質の変化量を検討し、抗腫瘍効果の
メカニズムを解析する。検討予定の蛋白質は以下である。 
VEGF signaling 
Survival：Caspase-9、eNOS 
Adhesion：Paxillin、FAK 
Proliferation：MEK 
VEGF signaling 以外：MMP-2、MMP-9 
 
 
 



４．研究成果 
①血管肉腫患者検体組織および培養細胞株において HSP90 は過剰発現している 
 正常、老人性血管腫、血管肉腫組織における HSP90、HSP90α蛋白質の発現を免疫染色にて検
討した。血管肉腫患者組織では正常血管や老人性血管腫と比べ、HSP90 および HSP90αが濃染さ
れた。次に血管肉腫培養細胞株(HAMON、ISO-HAS、MO-LAS、ISOS-1)における HSP90、HSP90α蛋
白質発現を免疫ブロット法にて解析した。コントロール群として HDMEC、HDF、HaCaT を置いた。
血管肉腫細胞株ではコントロール群と比較して HSP90、HSP90αともに強発現を認めた。 
②HSP90 阻害剤 ganetespib は血管肉腫細胞の増殖を抑制する 
 HSP90 阻害効果を確認するために、血管肉腫細胞株(HAMON、ISO-HAS)に対して、HSP90 阻害剤
ganetespib を異なる濃度(10、25、50、75、100、1000 nM)で 72 時間投与し、細胞生存率を解
析した。ganetespib は濃度依存性に血管肉腫細胞株(HAMON、ISO-HAS)ともに抑制した。 
③HSP90 siRNA は血管肉腫細胞の増殖能・遊走能・浸潤能を抑制する 
 HSP90 siRNA を用いて血管肉腫細胞株に対する HSP90 阻害効果を検討した。HSP90 siRNA によ
り血管肉腫細胞株において細胞数の減少を認めた。遊走/浸潤アッセイでは、遊走能・浸潤能と
もに低下させた。 
④血管肉腫における HSP90 阻害は、VEGF シグナリングの下流を抑制する 
HSP90 阻害による血管肉腫への抗腫瘍効果のメカニズムを検討した。HSP90 siRNA による VEGFR2
のリン酸化への影響を検討したが、明らかな変化を認めなかった。次に、VEGF シグナリングの
下流への効果を探索した。HSP90 siRNA により、ERK のリン酸化は抑制され、一方で MEK のリン
酸化は変わらなかった。このことは血管肉腫において HSP90 阻害作用は、MEK を介さずに ERK
のリン酸化が直接抑制されることを示唆した。また FAK および paxillin、VE cadherin のリン
酸化も抑制された。さらに survivin の発現量、caspase-3/7 活性も抑制された。以上のことか
ら、血管肉腫において HSP90 阻害は、直接 VEGFR2 に作用するのではなく、VEGF シグナリング
の各種下流蛋白質を抑制することで抗腫瘍効果をもたらすと考えられた。 
 本研究では、血管肉腫において HSP90 が過剰発現していること、HSP90 阻害により血管肉腫
細胞の増殖能・遊走能・浸潤能が抑制されること、さらに HSP90 阻害は VEGF シグナリングの下
流を抑制することで抗腫瘍効果をもたらすことを示した。 
 HSP90 は悪性腫瘍の生命維持に欠かせない分子シャペロンであり、複数の悪性腫瘍で HSP90
の過剰発現を認め、予後不良因子とされている。本研究においても、HSP90 は血管肉腫患者検
体組織および培養細胞株において過剰発現を認めた。HSP90 阻害剤 ganetespib は、様々な癌モ
デルで増殖抑制しアポトーシスを誘導することが示されており、臨床試験において副作用がほ
とんどなく抗腫瘍効果を認めている。本研究でも HSP90 阻害剤および HSP90 siRNA による増殖
抑制効果を認めた。 
VEGF は血管新生において重要な役割を果たし、血管肉腫は VEGF シグナリングに依存的である
とされる。しかし、抗 VEGF モノクローナル抗体であるベバシズマブ、VEGF 受容体を含むマル
チキナーゼ阻害剤であるスニチニブ、ソラフェニブは血管肉腫患者には、奏功しなかった。ま
たベバシズマブは in vitro・in vivo における検討でも効果が不十分と報告されている。これ
らのことは、血管肉腫の治療において VEGF や VEGFR を標的とするよりも、VEGF シグナリング
の下流をターゲットとする方が重要である可能性が示唆される。本研究結果では、血管肉腫に
おいて HSP90 を阻害すると、直接 VEGFR2 に作用するのでなく、VEGF シグナリングの下流タン
パクを抑制することが分かった。MAPK 経路は細胞増殖に重要とされており、HSP90 siRNA は MEK
を介さずに ERK のリン酸化を抑制した。また FAK や paxillin は癌細胞の遊走・浸潤を制御して
おり、FAK は VE cadherin のリン酸化を促し血管内皮細胞接着を減弱させる。今回の結果では
HSP90 siRNA は FAK・paxillin・VE cadherin のリン酸化を抑制しており、HSP90 阻害により転
移が抑制されることが示唆された。さらに HSP90 siRNA はアポトーシスを抑制する survivin
の発現を低下させ、細胞死に必要な caspase-3/7 活性を増強させた。このことは HSP90 阻害に
よるアポトーシス効果を示唆した。以上より、血管肉腫における HSP90 阻害は VEGF 経路の様々
な下流蛋白質を抑制することにより、抗腫瘍効果を発揮すると考えられた。 
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