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研究成果の概要（和文）：これまでの研究でprotein disulfideisomerase A3(PDIA3)の高発現が肝細胞癌(HCC)
の予後不良と関連することを示してきた。ヒト肝細胞癌培養株を用いた今回の研究では、PDIA3の発現を抑制す
ると増殖能が低下し、アポトーシスが増加することを明らかにした。今回の研究結果から、PDIA3はHCCの細胞増
殖やアポトーシス抑制に関与していると考えられる。今回研究ではさらに腫瘍の細胞増殖において重要な役割を
するmTOR経路に注目し、PDIA3の発現を抑制しその下流の分子の変化を調べたが、細胞株によって異なる結果で
あり、一定の見解は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：Previous studies have shown that high expression of protein 
disulfideisomerase A3 (PDIA3) is associated with poor prognosis in hepatocellular carcinoma (HCC). 
In the present study, using human hepatocellular carcinoma culture lines, we showed that suppression
 of PDIA3 expression decreased cell growth and increased apoptosis. The results of this study 
suggest that PDIA3 is involved in HCC cell proliferation and suppression of apoptosis. In this 
study, we focused on the mTOR pathway, which plays an important role in tumor cell proliferation, 
and suppressed the expression of PDIA3 and investigated changes in downstream molecules. However, 
the results are cell line dependent and its role is still unclear.

研究分野：消化器外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト肝細胞癌培養株を用いた今回の研究で、PDIA3の発現がHCCの細胞増殖やアポトーシス抑制に関与しているこ
とが明らかとなった。PDIA3制御によって腫瘍の増殖抑制やアポトーシス促進が得られれば、予後改善につなが
る新規肝細胞癌治療薬に結び付く可能性
がある。PDIA3のmTOR経路への関与については一定の見解は得られなかったが、mTOR経路への関与を示唆する結
果であり、今後のHCCにおけるPDIA3の役割のさらなる解明の一助になると考える。

※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。



１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌（HCC）は近年の治療法の進歩により予後は改善されつつある。しかしながら、根治的

外科切除後の累積再発率は 5 年で約 70％とまだまだ高く、新規の予後予測分子や治療標的薬の

創出が望まれている。これまで本研究者らは、根治的外科切除がおこなわれた HCC 症例のホルマ

リン固定パラフィン包埋標本を用い、網羅的蛋白発現解析の研究をおこなってきた。Antigen 

processing and presentation のカテゴリーに属する蛋白質である protein disulfide-

isomerase A3（PDIA3）が癌部で 2 倍以上高く発現していることに注目し、HCC における PDIA3

の高発現が癌の予後不良と関与することを初めて示した (Takata, et al. Oncol Lett, 2016)。

さらに、PDIA3 は、小胞体ストレス伝達に関連しており、小胞体ストレスによるアポトーシスを

抑制する（Corazzri M, et al. Br J Cancre, 2007）。これまでの本申請者らの研究においても、

PDIA3 が高発現の HCC ではアポトーシスが少ないことが示されている (Takata, et al. Oncol 

Lett, 2016)。HCC の細胞増殖においては mTOR 経路が重要な役割をすることが既に知られてい

る。PDIA3 は mTOR と複合体を形成し、シグナル経路の調節に関与しており、HCC においても PDIA3

が mTOR 経路を介して細胞増殖に関与している可能性が考えられる。HCC における PDIA3 の役割

のさらなる解明が必要であるが、PDIA3 は HCC の肝切除後の予後予測因子となるばかりでなく、

新規の治療標的分子となる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

PDIA3 高発現が HCC の不良な予後に関連し、また PDIA3 がアポトーシス抑制や細胞増殖に関与す

ることがこれまでの研究で言われており、本研究における目的は HCC の PDIA3 の役割を解明し、

PDIA3 を用いた HCC における診断や治療への応用を目指すことである。PDIA3 制御によって腫瘍

のアポトーシス促進や増殖抑制が得られれば、予後改善につながる新規肝細胞癌治療法に結び

付く可能性もある。また、PDIA3 制御によって変動する分子を解明することで、HCC のさらなる

病態解明につながる可能性がある。本研究では、ヒト肝細胞癌培養株を用いて、PDIA3 の発現と

細胞増殖およびアポトーシスの関連について検討した。また、PDI 阻害剤投与による細胞増殖へ

の影響、および mTOR 経路に関連する分子への影響を検討した。 

 

３．研究の方法 

（1）ヒト肝細胞癌培養細胞株における PDIA3 発現抑制および細胞増殖との関連 

2 種類のヒト肝細胞癌培養株（HuH-7、Li-7）を培養し、western blotting にて PDIA3 の発現を

確認した。PDIA3 に対する siRNA を 2 種類のヒト肝細胞癌培養株（HuH-7 および Li-7）に導入

し、PDIA3 の発現を抑制した。PDIA3 の発現抑制による 24、48、72 時間後の細胞増殖の変化につ

いて検討した。 

（2）PDIA3 発現と細胞増殖能とアポトーシスとの関連 

細胞増殖能およびアポトーシスを、Ki-67およびFITC-Annexin Vの蛍光免疫染色により解析し、

PDIA3 発現との関連を検討した。 

（3）PDI 阻害剤（16F16）投与と細胞増殖の関連 



PDI 阻害剤（16F16）投与による細胞増殖への影響について検討した。16F16 の濃度を

0,0.1,0.5,1,5,10,100μg/ml に設定し、24、48 および 72 時間後の細胞増殖について評価し、72

時間後の 50％阻害濃度を測定した。 

（4）PDIA3 発現抑制および 16F16 による mTOR 経路への影響 

PDIA3 の mTOR 経路への関連の評価として、PDIA3 発現抑制および 16F16 投与下で mTOR 経路の下

流に位置する p70 S6 kinase および phosphorylation of p70 S6 kinase の発現を western 

blotting にて確認した。 

 

４．研究成果 

（1）ヒト肝細胞癌培養細胞株における PDIA3 発現抑制および細胞増殖との関連 

HuH-7 および Li-7 へ PDIA3 に対する siRNA を導入した結果、72時間後の培養において有意に細

胞増殖の減少がみられた（図 1A,B）。Western blotting にて各々の細胞株において PDIA3 の発現

が抑制されている事が確認された（図 1C）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 

PDIA3 発現抑制により有意に細胞増殖が抑制された。 

 

 

 

（2）PDIA3 発現と細胞増殖能とアポトーシスとの関連 

HuH-7 および Li-7 へ PDIA3 に対する siRNA を導入し、72 時間培養した後に Ki-67 および FITC-

Annexin V の蛍光免疫染色をおこない、細胞増殖能およびアポトーシスについて評価した（図

2A）。PDIA3 の発現を抑制すると、抑制しなかった場合と比較して有意に Ki-67 陽性細胞の占め

る比率が少なかった（図 2B）。反対に、PDIA3 の発現を抑制すると、有意に FITC-Annexin V 陽性

細胞の占める比率が高かった（図 2C）。 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

図２ 

PDIA3 の発現を抑制した細胞株では、増殖能は低下し、アポ

トーシスが多い。 

 

 

（3）PDI 阻害剤（16F16）投与と細胞増殖の関連 

16F16 を投与し細胞増殖の評価をした結果、投与しなかった群と比較し、1.0μg/ml の濃度を投

与した群で有意に細胞増殖の低下がみられ、16F16 の濃度が 5.0μg/ml 以上では細胞増殖はみら

れなかった（図 3B）。今回の研究において、16F16 の 50％阻害濃度は、HuH-7 が 1.1μg/ml で、

Li-7 が 1.5μg/ml であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 

16F16 投与により細胞増殖が抑制された。 

 

 

（4）PDIA3 発現抑制および 16F16 による mTOR 経路への影響 

HuH-7 では PDIA3 の発現を抑制させても、p70 S6 kinase および phosphorylation of p70 S6 

kinase の発現に変化はみられなかった。一方、Li-7 では PDIA3 の発現抑制により、

phosphorylation of p70 S6 kinase の発現低下がみられた。16F16 投与では、いずれの細胞株に

おいても p70 S6 kinase および phosphorylation of p70 S6 kinase の発現に変化はみられなか

った。 



 

 

図 4 

Li-7 において PIDA3 の発現抑

制により、phosphorylation of 

p70 S6 kinase の発現低下がみ

られた 

 

 

これまでの研究で、PDIA3 高発現の HCC 症例ではアポトーシスが少なく、増殖能が高いことを示

してきた（Takata H, et al. Oncol Lett, 2016）。今回研究では、2種類のヒト肝細胞癌培養株

（HuH-7、Li-7）において、PDIA3 の発現を抑制すると、増殖能は低下し、アポトーシスが多いこ 

とを新たに示した。また、PDI 阻害剤である 16F16 を投与すると、細胞増殖の抑制がみられた。

PDIA3 が HCC の成長に関与しているものと考えられる。現時点で、HCC における PDIA3 の詳細な

メカニズムは明らかになっておらず、本研究では mTOR 経路への関与に注目し、その下流に存在

する p70 S6 kinase および phosphorylation of p70 S6 kinase の発現を評価したが、細胞株に

よっても異なる結果であった。PDIA3 の mTOR 経路への関与についてはその他分子の発現を含め

たさらなる検討が必要である。HCC における PDIA3 の役割についてさらなる解明が必要である

が、PDIA3 は HCC の新規の治療標的分子となる可能性が示唆された。 
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