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研究成果の概要（和文）：低分子量ストレス蛋白質（HSPB）はヒト肝蔵に恒常的に発現しており、肝癌組織でも
HSPBのうちHSP20、HSP22、HSP27の発現が高い。これまでに、これらHSPBが肝癌細胞の増殖や転移能に対して抑
制的に作用することを明らかとしている。HSPBの機能は、標的タンパク質との結合により制御される。本研究で
は、ヒト肝細胞癌においてHSPBが結合するタンパク質を検討し、HSP27がHSP20およびHSP22とそれぞれ独立して
結合し、複合体を形成していることを明らかとした。さらに、これらの複合体の形成は肝細胞癌の進展と逆相関
を示し、HSPB複合体が肝細胞癌の進展を抑制していることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Small heat shock proteins (HSPBs) regulate a variety of cellular functions. 
 We have previously reported that HSP20, HSP22 and HSP27 are highly expressed in hepatocellular 
carcinoma (HCC) and that each HSP suppresses the progression of HCC.  HSPBs are known to form 
protein complexes with various molecular target proteins and regulate them.  In the present study, 
we investigated the target proteins to which HSPB binds in HCC.  HSP27/HSP20 and HSP27/HSP22 
complexes were observed in both HSPB6-overexpressing human HCC derived HuH-7 cells and resected 
human HCC tumor tissues, but not the HSP20/HSP22 complex.  The presence of the HSPB complexes in HCC
 tissue was inversely corelated with the progression of HCC.  Our results strongly suggest that the 
formation of HSPB complexes plays a suppressive role in HCC progression.

研究分野： 肝臓学　腫瘍生物学　細胞生物学　薬理学　

キーワード： ストレスタンパク質　低分子量　肝細胞癌　細胞運動

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低分子量ストレス蛋白質（HSPB）による肝細胞癌の進展の制御については、私共が世界に先んじてその機構の詳
細の検討を行っている。本研究において私共が見出した、肝癌細胞内においてHSP27がHSP20およびHSP22を標的
分子として各々と独立に複合体を形成するという結果に加え、これらHSPB複合体の存在と肝細胞癌の進展との間
には、分化度、大きさ、ステージ、脈管浸潤において逆相関の関係があるという結果は、低分子量ストレスタン
パク質を標的とした新たな肝細胞癌の治療法の確立に大いに資すると考えられた。

※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 
熱や化学物質などによる種々のストレスに対する生体の応答をストレス反応と呼んでおり、

外的環境の変化に対して生体は迅速に反応してストレスタンパク質(heat shock protein;HSP)
と称される一群のタンパク質が誘導される。HSP には分子量 70 kDa の HSP70(HSPA)や 90 kDa
の HSP90(HSPC)などの高分子量ストレスタンパク質のほか、分子量が 10-30 kDa である低分子
量ストレスタンパク質が HSPB と総称され分類されている。低分子量ストレスタンパク質は遺
伝子解析により 10 種存在することが知られており、臓器分布の特性により Class I 及び IIに
分類されている。広く様々な臓器に分布して発現することが知られている Class I HSPB のう
ち HSP27、HSP20 及び HSP22 はヒト肝蔵にも恒常的に発現している。さらに肝癌組織において
もその発現が高いことが認められている。低分子量ストレスタンパク質はストレス応答に際し
ては、細胞内で分子シャペロンとして作用することが知られているが、近年、シャペロンとし
ての活性以外に個々の低分子量ストレスタンパク質に固有の作用もあることが明らかにされ
てきた。種々のがん細胞において低分子量ストレスタンパク質の発現と予後についての報告が
なされるようになり、低分子量ストレスタンパク質はがん細胞の増殖及び遊走・浸潤・転移に
深く関与していることが明らかとなってきている。低分子量ストレスタンパク質はリン酸化な
どの翻訳後修飾を受け、その機能が変化すること、それ自身で多量体を形成すること、または
他の分子標的となるタンパク質と複合体を形成することで機能を発揮することが知られてい
るが、その詳細はいまだ不明な部分が多い。 

肝細胞癌は、ウイルス性肝炎などによる持続する肝臓の炎症を特徴とする肝炎、肝硬変の患
者に高率に発症することが知られている。手術などで腫瘍を除去しても再発・転移が高率で生じ
ることからその予後は不良であり、我が国の悪性腫瘍による死亡率の第 5位である。最近、イン
ターフェロンフリーの経口治療薬の開発によりウイルス性肝炎の治療法が飛躍的に進歩し、根
治が期待できるようになり肝細胞癌の減少が期待されてはいる。しかし近年、非アルコール性脂
肪性肝炎（NASH）による肝細胞癌の発症は増加傾向にあり、メタボリックシンドロームの増加を
鑑みれば肝細胞癌の発症・進展の機序を解明し、増殖、遊走・浸潤・転移に対する新たな分子標
的治療法の確立や、より確実な予後予測の指標の確立は急務といえる。 
私共は、低分子量ストレスタンパク質の肝細胞癌への関与に注目して、大垣市民病院との共同

研究を進めており、今までにリン酸化型 HSP27 と HSP20 の蛋白質発現が TNM 分類による肝細胞
癌のステージ進行に伴い減少することを見出し、低分子量ストレスタンパク質が肝細胞癌の進
展に関与していることを世界で始めて報告した。さらにその分子機序の検討を行い、リン酸化型
HSP27 が ERK signaling pathway を抑制することで cyclin D1 の産生を抑制し、肝細胞癌の増殖
を制御していること、一方、HSP20 は ERK および PI3 kinase/AKT signaling pathway を抑制し
て肝細胞癌の増殖を抑制していることを明らかとしている。さらに HSP20 は肝細胞癌細胞内で
PI3 kinase に結合することでその活性を抑制すること、IKKαの発現を抑制することで NF-κB
の活性を制御すること、 Bcl-2 family の中の Bax と結合することで apoptosis を促進的に制御
していることも報告している。またリン酸化型 HSP20 が TGFα刺激による肝癌細胞の遊走・浸潤
を抑制することも明らかとした。さらに HSP22 も PI3 kinase などの分子標的と直接結合してそ
の活性を制御していることも報告してきた。肝細胞癌における低分子量ストレスタンパク質の
機能解析において、特に HSP20 および HSP22 に関しては私共の研究が独走状態である。 
近年、低分子量ストレスタンパク質が、がん治療における新たな分子標的となる可能性が示唆

されるようになってきており、肝細胞癌においても分子標的としての低分子量ストレスタンパ
ク質が新たな治療の糸口となる可能性は非常に高い。生体内で低分子量ストレスタンパク質は
標的分子と複合体を形成し、その活性を制御することが知られている。その複合体ネットワーク
の形成および機能の肝細胞癌における詳細は未だ不明である。肝癌細胞内において発現が確認
されている HSP27、HSP20、HSP22 などの低分子量ストレスタンパク質が、どのような分子標的を
クライアントとして直接的な相互作用をしているのか、低分子量ストレスタンパク質の複合体
がどのように協働して肝癌細胞の機能を制御しているのか、その機構の詳細の検討が求められ
ている。 
２．研究の目的 
私共はこれまでに低分子量ストレスタンパク質のうち HSP27、HSP20、HSP22 が肝癌細胞の増

殖、遊走・浸潤・転移を制御していること、これらの機能発現に翻訳後修飾であるリン酸化が影
響していることを明らかとしてきた。また HSP20 と HSP22 は PI3 kinase などの分子標的と直接
結合してその活性を制御していることも報告してきた。生体内では低分子量ストレスタンパク
質同士でも複合体を形成し標的分子を制御することが知られている。私共は、これまでの低分子
量ストレスタンパク質複合体ネットワークの研究の過程において、ヒト肝細胞癌の細胞株 HuH-
7 に野生型 HSP20 を安定的に発現させたヒト肝細胞癌のモデル細胞を作成し、この HSP20 発現
HuH-7 細胞内において、HSP27 が HSP20 と結合して複合体を形成していること、HSP27 は HSP22
とも複合体を形成しているが、HSP20 と HSP22 とは結合していないことなどを見出している。し
かしながら、これら低分子量ストレスタンパク質複合体ネットワークの形成、および、その機能



の肝細胞癌における詳細は未だ不明である。本研究の目的は低分子量ストレスタンパク質複合
体を介した新たな肝細胞癌治療法の確立に資するため、ヒト肝細胞癌における低分子量ストレ
スタンパク質と分子標的となるタンパク質との複合体形成、およびその機能を明らかとするこ
とを目的とする。 
３．研究の方法 
肝癌細胞における低分子量ストレスタンパク質の複合体解析：私共は、ヒト肝細胞癌由来細

胞株 HuH-7 に HSP20 を強制発現させた肝癌腫瘍部のモデル細胞を用いて、各低分子量ストレス
タンパク質を認識する抗体を用いた免疫沈降法によって低分子量ストレスタンパク質－分子
標的タンパク質複合体を分離し、immunoblot 法により組成を解析する方法を確立している。本
研究ではヒト肝癌の手術標本を用い、肝癌モデル細胞株により解析された低分子量ストレスタ
ンパク質複合体のヒト肝癌における存在及び局在を免疫沈降法および immunoblot 法等で確認
し、肝癌の分化度、ステージ、腫瘍の個数、腫瘍の大きさ、浸潤の有無などとの関連について、
フィッシャーの正確確率検定などの統計学的手法を用いて解析する。 
４．研究成果 
(1)HSP20 と HSP22 との複合体形成解析：ヒト肝癌手術標本(n=44)の腫瘍部における HSP20 タン
パク質と HSP22 タンパク質との複合体形成を、免疫沈降法および immunoblot 法を用いて解析し
た。その結果、肝癌モデル細胞株における結果と同様に、全例において HSP20 と HSP22 との間に
は直接の結合が認められなかった。肝細胞癌において HSP20 と HSP22 とは直接には相互作用が
ないことが強く示唆された。 
(2)HSP20 または HSP22 と HSP27 との複合体形成解析：ヒト肝癌手術標本(n=44)の腫瘍部におけ
る HSP20 タンパク質または HSP22 タンパク質と HSP27 タンパク質との複合体形成を、免疫沈降
法および immunoblot 法を用いて解析した。その結果、HSP20 と HSP27 および HSP22 と HSP27 と
の直接結合が認められた。HSP27 と HSP20 および HSP27 と HSP22 の直接結合による複合体は、
HSP20/HSP27 と HSP22/HSP27 複合体の両方が存在する症例(n=4)、HSP20/HSP27 複合体は存在す
るがHSP22/HSP27複合体は存在しない症例(n=14)、HSP22/HSP27複合体は存在するがHSP20/HSP27
複合体は存在しない症例(n=2)、どちらの複合体も認められない症例(n=24)がそれぞれ存在する
ことを見出した。HSP20 と HSP22 は、それぞれが独立して分子標的としての HSP27 と結合して複
合体を形成することで機能していることが示唆された。 
(3)低分子量ストレスタンパク質複合体形成と肝細胞癌の分化度との相関解析：ヒト肝癌手術標
本(n=44)を、高分化度と中～低分化度とに分け、低分子量ストレスタンパク質複合体の存在様式
との比較を行ったところ、HSP20/HSP27 と HSP22/HSP27 複合体の両方が存在する症例群とその他
の症例群と比較において、中～低分化度の腫瘍がその他の症例群で有意に多い(p=0.0425)こと
が認められた。 
(4)低分子量ストレスタンパク質複合体形成と肝細胞癌のステージとの相関解析：ヒト肝癌手術
標本(n=44)の症例を、TNM 分類によるステージ I とステージ II～IV とに分け、低分子量ストレ
スタンパク質複合体の存在様式との比較を行ったところ、HSP20/HSP27 複合体が存在する症例群
とその他の症例群と比較において、ステージ II～IV の症例がその他の症例群で有意に多い
(p=0.0079)ことが認められた。また、HSP20/HSP27 と HSP22/HSP27 複合体の両方が存在する症例
群とその他の症例群と比較においても、ステージ II～IV がその他の症例群で有意に多い
(p=0.0143)ことが認められた。 
(5)低分子量ストレスタンパク質複合体形成と肝細胞癌の腫瘍の個数との相関解析：ヒト肝癌手
術標本(n=44)の症例を腫瘍個数１個と腫瘍個数２個以上とに分け、低分子量ストレスタンパク
質複合体の存在様式との比較を行ったところ、腫瘍の個数と低分子量ストレスタンパク質複合
体の存在様式との間に相関関係は認められなかった。 
(6)低分子量ストレスタンパク質複合体形成と肝細胞癌の腫瘍の大きさとの相関解析：ヒト肝癌
手術標本(n=44)を小さいサイズ（≦30 mm）の腫瘍とより大きいサイズ（＞30 mm）の腫瘍とに分
け、低分子量ストレスタンパク質複合体の存在様式との比較を行ったところ、腫瘍の大きさと低
分子量ストレスタンパク質複合体の存在との関係は、HSP20/HSP27 複合体のみが存在する症例群
(p=0.0455)、HSP22/HSP27 複合体のみが存在する症例群(p=0.0450)、HSP20/HSP27 と HSP22/HSP27
複合体の両方が存在する症例群(p=0.0286)、HSP20/HSP27 と HSP22/HSP27 複合体のいずれかが存
在する症例群(p=0.0396)のいずれにおいても、その他の症例群との比較において、複合体が存在
する症例群で小さいサイズ（≦30 mm）の腫瘍が有意に多いことが認められた。 
(7)低分子量ストレスタンパク質複合体形成と肝細胞癌の脈管浸潤との相関解析：ヒト肝癌手術
標本(n=44)の症例を、脈管浸潤の有無で分け、低分子量ストレスタンパク質複合体の存在様式と
の比較を行ったところ、HSP20/HSP27 と HSP22/HSP27 複合体のいずれかが存在する症例群とその
他の症例群と比較において、脈管浸潤がその他の症例群で有意に多い(p=0.0391)ことが認めら
れた。 
 
これらの結果により、肝癌細胞内において、低分子量ストレスタンパク質である HSP20 および
HSP22 と HSP27 は互いを分子標的としても認識してヘテロ複合体を形成していることが明らか
となった。さらに、この低分子量ストレスタンパク質ヘテロ複合体の形成は肝細胞癌の進展に抑
制的に機能していることが強く示唆された。 
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