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研究成果の概要（和文）：肝細胞がんの背景にある慢性肝障害において小胞体ストレス(ERストレス)が存在し、
ERストレスのkey moleculeとしてPKR like endoplasmic reticulum (PERK)がある。肝がん細胞株においてPERK
の発現増加に伴いlong noncoding RNAであるRNA component of mitochondrial RNA processing 
endoribonuclease (RMRP)が抑制されることを同定した。またRMRPノックダウンにより内因性経路を介してアポ
トーシスを誘導が促進された。RMRPは肝細胞がん増殖制御に関わり新たな治療標的となりうる。

研究成果の概要（英文）：Endoplasmic reticulum (ER) stress plays an important role in chronic liver 
injury by inducing hepatocyte degeneration and inflammation, which contributes liver carcinogenesis 
and tumor progression. Protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase (PERK) is one of the major
 ER stress molecules, and is known to induce apoptosis, however, the role in the hepatocellular 
carcinoma is controversial. In this study, a long non-coding RNA, RNA component of mitochondrial RNA
 processing endoribonuclease (RMRP), was identified as the most upregulated molecule by knocking 
down of the PERK. The expression of RMRP was correlated with the expression of PERK in experiments 
with the siRNA and PERK plasmid in both HCC cell lines and human HCC tissue. Furthermore, RMRP 
downregulation induced apoptotic cell death. RMRP is downregulated by PERK, which induces apoptosis 
in HCC. RMRP could be a new therapeutic target to regulate HCC in patients with chronic liver 
diseases associated with ER stress.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： PERK　ERストレス　肝細胞がん　RMRP　long noncoding RNA　アポトーシス　Bcl-2　cleaved カスパー
ゼ3

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小胞体ストレス(ERストレス)は発がんおよびがん進展に関わりうる重要な細胞内ストレスの一つである。これま
で、ERストレスにより誘導されるPERKの肝細胞がんにおける役割は不明確であり、本研究ではその役割を明らか
にするとともに、PERKと最も関連するlong noncoding RNAであるRMRPを同定した。またRMRPがPERKにより発現が
抑制され、内因性経路を介したアポトーシス誘導促進に寄与としていることを解明した。RMRPは、PERK経路をコ
ントロールしてがんの進展を阻害できる可能性があり、新たな治療標的となりうるとともに、肝細胞がん制御の
新たなストラテジーにつながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 肝細胞がんは背景に慢性肝障害および肝硬変があり、これら肝障害進行の原

因の多くは肝臓における炎症とひきつづいて起こる細胞変性の持続による。こ

れら慢性肝障害の際には、肝細胞内における小胞体ストレス(ER ストレス)が増

加しており、炎症、細胞変性に関与し、ひいては肝発がんおよび肝がん進展に寄

与していると考えられる。近年、ER ストレスの key molecule として注目されて

いる細胞内分子に PKR like endoplasmic reticulum（PERK）がある。 

これまで HCV 感染により高発現し活性化される protein kinase R (PKR)が、

肝細胞がんの進展を促進する作用を持つことを報告してきた(引用文献 1-3)。

PKR はその活性化により下流の eIF2αを活性化するが、PERK も同様にその下流

に eIF2αが存在する。しかし、肝細胞がんに対する作用については明らかでは

ない。一方、PERK はアポトーシスを誘導するが、肝細胞がんにおけるアポトー

シス誘導機序については十分に解明されていない。PERK により影響を受ける

noncoding RNA を含めた細胞内分子を同定しその役割を明らかにすることで、

PERK の肝細胞がんへの関与、PERK および ER ストレスの肝がん進展への影響を

解明できる可能性がある。またこれらの解析により肝細胞がんにおける新たな

治療標的を見出すことにつながる。 

 

２．研究の目的 

本研究では肝細胞がんにおける PERK の役割を明確にし、PERK およびその関連

分子の同定と機能を解析し、それらの細胞内分子を標的とした肝細胞がんの治

療の可能性について明らかにすることを研究の目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) 肝がん細胞株（Huh7, HLE）に合成した PERK siRNA をトランスフェクショ

ンし、PERK の発現をノックダウンし、リアルタイム RT-PCR、ウエスタンブロッ

ト法で確認した。コントロール群と PERK ノックダウン群で発現に差のある分

子をトランスクリプトーム解析により同定した。(2)Huh7, HLE に PERK 発現プ

ラスミドをトランスフェクションし、PERK の高発現をリアルタイム RT-PCR、ウ

エスタンブロット法で確認した。また PERK 高発現群の間で同定した分子の発

現変化をリアルタイム RT-PCR、ノーザンブロット法で解析した。(3)ツニカマ

イシンを用いて肝がん細胞株に ER ストレスを誘導し、PERK の発現変化をリアル

タイム RT-PCR、ウエスタンブロット法で確認した。次に、ER ストレス誘導下で

同定した分子の発現をリアルタイム RT-PCR、ノーザンブロット法で解析した。

(4) 同定した分子の siRNA を合成しトランスフェクションして、ノックダウン

効果を確認した。同分子のノックダウンによるアポトーシス誘導の変化を、フロ

ーサイトメトリー法、TUNEL 法を用いてコントロール群と比較した。(5)同定し

た分子のノックダウンによる Bcl-2、Caspase3 の変化をウエスタンブロット、ル

シフェラーゼアッセイにより解析した。(6)肝細胞がん患者から採取した肝細胞

がんの組織検体を用いて、リアルタイム RT-PCR により組織中の PERK と同定し



た分子の発現量を定量し PERK との関係について検討した(愛媛大学医学部臨床

研究倫理委員会承認番号 1411010 号)。 
 
 
４．研究成果 
(1)PERK siRNA による PERK ノックダウンと RMRP の同定  

Huh7,HLE の PERK の RNA、PERK 蛋白のノックダウンをリアルタイム RT-PCR, 

ウエスタンブロットで

確 認 し た ( 図 1) 。

control siRNA をトラ

ンスフェクションした

コントロール群と PERK

ノックダウン群の RNA

を抽出し、トランスクリ

プトーム解析で解析し

た結果、PERKをノックダ

ウンした際に発現が増加する細胞内分子として long noncoding RNA である、RNA 

component of mitochondrial RNA processing  endoribonuclease（RMRP）を

同定した。また、リアル

タイム RT-PCR、ノーザ

ンブロット法でも同定

した RMRP はコントロー

ル群に比べて PERK ノッ

クダウン群において発

現の増加がみられた(図

2)。 

 

(2) PERK 高発現による

RMRP への影響 

 PERK 発現プラスミド

による PERK の高発現を

行 っ た と こ ろ PERK 

mRNA、PERK蛋白の発現が

増加することを確認し

た（図 3）、その結果 RMRP

の発現は低下していた

（図 4）。 

 

(3) ER ストレス誘導下での RMRP 発現に与える影響 



Huh7,HLE において、ツ

ニカマイシンによる ER

ストレスの誘導により

PERK の mRNA 発現、PERK

蛋白の発現が増加する

ことを確認した(図 5)。

その結果、RMRP の発現は

低下した(図 6)。ER スト

レスを亢進することで

PERK を介して RMRP の発

現が抑制されることが

示された。 
 
(4) RMRP ノックダウン
によるアポトーシスへ
の影響 
 RMRP siRNA を用いて

RMRP をノックダウンす

ると、肝がん細胞株の

アポトーシス誘導の促

進がみられた(図 7, 

8）。PERK の高発現によ

る RMRP の発現低下はア

ポトーシス誘導を促進

することが確認され

た。 

 

(5) RMRP ノックダウン

によるアポトーシス関

連遺伝子の変化の確認 

RMRP をノックダウン

したところ、ウエスタンブロ

ット法による Bcl-2 の発現低

下、cleaved カスパーゼ 3 の

増加、ルシフェラーゼアッセ

イによるカスパーゼ 3 の活性

増加がみられた。RMRP の発現

低下によるアポトーシス誘導

促進には Bcl-2、ミトコンドリ

ア経路が関与していた(図 9)。PERK を介した内因性アポトーシス経路において、RMRP

は肝細胞がんおよびその増殖の制御に関わることが示された。 

 



(6) 肝細胞がん患者より採取

した肝細胞がん組織を用いた

PERK,RMRP の関係の検討 

肝細胞がん患者の組織検体

において PERK と RMRP の RNA

発現量には逆相関がみられ、

肝がん細胞株における結果が

臨床検体で再現された(図

10)。 

 

(7) 結語 

 これらの結果から、肝細

胞がんにおいて、long 

noncoding RNA で あ る

RMRP が PERK により抑制

され、Bcl-2 を介した内因

性経路により、アポトーシ

スを誘導することを明ら

かにした。RMRP は ER スト

レスで誘導される PERK を

介した細胞傷害における

key molecule であり、肝細

胞がんおよびその増殖の

制御に関わる。同定した

RMRP は、PERK 経路をコン

トロールし、がんの進展を

阻害できる可能性があり、

肝細胞がんにおける新た

な治療標的となる可能性

がある。 
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