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研究成果の概要（和文）：HMGB1はシスプラチン耐性をもたらす重要な因子である。本研究ではHMGB1の標的化に
よりシスプラチン耐性を改善する試みを行った。デオキシコール酸は核内HMGB1を低下させシスプラチン耐性を
改善した。ナイーブHMGB1に比較し酸化HMGB1で活性が高く、糖化HMGB1(CML-HMGB1)はさらに強い活性を示した。
これに対して、エチルピルビン酸やタンシノンによりHMGB1分泌抑制すると、CML-HMGB1によるシスプラチン耐性
は抑制された。これらのことから、HMGB1とくにCML-HMGB1を標的化することはシスプラチン耐性の克服に重要で
あることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：HMGB1 is an important factor in cisplatin resistance. In this study, we 
attempted to improve cisplatin resistance by targeting HMGB1. Post-translational modification of 
HMGB1 showed that oxidized HMGB1 was more active than naive HMGB1, and glycated HMGB1 (CML-HMGB1) 
was more active. In contrast, inhibition of HMGB1 secretion by ethylpyruvate or tanshinone 
suppressed CML-HMGB1-induced cisplatin resistance. These findings indicate that targeting HMGB1, 
especially CML-HMGB1, is important for overcoming cisplatin resistance.

研究分野： 病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌の化学療法においてシスプラチンは中心的な薬剤のひとつであるが、その感受性は症例により差異があり、
感受性の予知および増強法を開発することは胃癌の予後改善に重要である。申請者は、シスプラチン耐性に
HMGB1高発現が有意に相関することを見出したが、発現抑制やシグナル阻害では核内HMGB1のDNA修復機能を抑制
できなかった。本研究では、DNA修復機能を有する核内HMGB1を選択的に阻害する方法を検討し、シスプラチン耐
性を解除する補助的治療法の基礎的知見を得ることを目的とする。本研究の結果はシスプラチンの奏効性を高
め、胃癌の治療成績の向上につなが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、研究者個人に帰属します。
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1． 研究の背景 
胃癌における集学的治療はその予後を改善してきたが、シスプラチンは進行胃癌に対する化学
療法において 5-FU やタキサン系薬剤とともに中心的な役割を果たしている（胃癌ガイドライン
第 4 版, 2014）。シスプラチン+S-1 は 1st line レジメンとして推奨されている。シスプラチン耐性
を化学療法施行前に予測することは、適切な化学療法レジメンを選択する上で有用である。申請
者は 30 例のネオアジュバント化学療法を施行した胃癌症例を用いてシスプラチン再生と 4 種類
の耐性遺伝子の発現について免疫染色により検討を行った。クラスター解析を行うと核内
HMGB1 陽性率が最も強いシスプラチン耐性関連因子であることが示された（Nishiguchi Y, Int J 
Mol Sci. 2020）。HMGB1 がシスプラチン結合 DNA に対し結合し DNA 障害を修復すると考えら
れており (Stros M, Eur J Biochem. 2000)、このため HMGB1 を抑制することが癌細胞の DNA 修
復能を低下させシスプラチン耐性を抑制すると考えられていた。ところが、HMGB1 はシスプラ
チン結合DNAに強固に結合し修復分子コンプレックスの接近を阻害して修復を抑制するという
予測と反対の結果が明らかになった (Calandrini V, J Inorg Biochem. 2015)。さらに、HMGB1 には、
非修飾型(ナイーブ HMGB1)、Cys 残基の酸化・S-S 結合形成(酸化型 HMGB1)、アセチル化、リ
ン酸化の 4 種の分子種が存在し、HMGB1 のシスプラチン結合 DNA 結合性はその修飾形態によ
り異なることが明らかになった (He Y, Chem Sci. 2015)。すなわち、ナイーブ HMGB1 やリン酸
化 HMGB1 はシスプラチン結合 DNA に結合し修復を阻害するのに対し、酸化 HMGB1 やアセチ
ル化 HMGB1 はシスプラチン結合 DNA への結合能が低下しており、シスプラチン感受性亢進を
もたらさない (Ugrinova I, Int J Biochem Cell Biol. 2009)。このことからシスプラチンの抗腫瘍活
性は HMGB1 のシスプラチン結合 DNA への結合能に相関することが明らかになった (Pasheva 
EA, Int J Biochem Cell Biol. 2002)。申請者が明らかにした、核内 HMGB1 レベルとシスプラチン
耐性が相関するという所見は、癌細胞においては核内 HMGB1 の多くが酸化あるいはアセチル
化されてナイーブ HMGB1 が減少することによりシスプラチン感受性を低下させていると解釈
できる。また、申請者は HMGB1 抗体や HMGB1 の細胞内シグナルを抑制するピルビン酸エチル
によりシスプラチン感受性を促進できるか検討したが、シスプラチン感受性は変わらなかった 
(西口由希子, 日本胃癌学会, 2019)。このように、細胞外 HMGB1 の標的化では CDDP 感受性を
促進できない。これらの所見から、HMGB1 の酸化やアセチル化を抑制しナイーブ HMGB1 を増
加させることによりシスプラチン感受性を促進できる可能性がある。 
 
2． 研究の目的 
胃癌の化学療法においてシスプラチンは中心的な薬剤のひとつであるが、その感受性は症例に
より差異があり、感受性の予知および増強法を開発することは胃癌の予後改善に重要である。申
請者は、シスプラチン耐性に HMGB1 高発現が有意に相関することを見出したが、発現抑制やシ
グナル阻害では核内 HMGB1 の DNA 修復機能を抑制できなかった。本研究では、DNA 修復機
能を有する核内 HMGB1 を選択的に阻害する方法を検討し、シスプラチン耐性を解除する補助
的治療法の基礎的知見を得ることを目的とする。本研究の結果はシスプラチンの奏効性を高め、
胃癌の治療成績の向上につながることが期待される。 
 
3． 研究方法 
HMGB1 を標的化するために、デオキシコール酸による核内
HMGB1 の枯渇化、HMGB1 の修飾による CDDP 感受性への影響の
検討として酸化型 HMGB1 と糖化 HMGB1（CML-HMGB1）の比較、
さらに、CML-HMGB1 標的化のためにエチルピルビン酸とタンシ
ノンの効果を検討した。 
 
4． 結果 
核内 HMGB1 を枯渇させる方法としてデオキシコール酸を用い、
そのシスプラチン抗腫瘍効果への影響を検討した。デオキシコール
酸が核内 HMGB1 の細胞外分泌を促進し、核内 HMGB1 の枯渇を
誘導することを報告している（Fujii K, Cell Prolif. 2009）。デオキシ
コール酸とシスプラチンを MKN74 および TMK1 に対して同時処理 すると、シスプラチンの細
胞増殖抑制効果はデオキシコール酸の濃度依存性に増加した（図 1）。一方、この時のアポトー
シスは、デオキシコール酸処理により逆に低下 していた。デオキシコール酸による細胞外へ分
泌された HMGB1 による、RAGE を介した NFkB 活性化がアポトーシス抑制に関与していた。こ



のため、デオキシコール酸とエチルピルビン酸を同時投与すると、
HMGB1 分泌は抑制された。シスプラチン、デオキシコール酸とエ
チルピルビン酸を同時処理すると、細胞増殖抑制とアポトーシス
促進が見られた（図 2）。このように、核内と細胞外の HMGB1 を
同時に抑制することにより、シスプラチンの抗腫瘍効果を促進す
ることが明らかになった。 

HMGB1 標的化を検討する過程で、HMGB1 の翻訳後修飾の状況
が重要であることが明らかになってきた。そこで本年度は、酸化型
HMGB1 および糖化 HMGB1 の癌細胞に対 する作用を比較検討し
た。Nε-(Carboxymethyl)lysine (CML)は、タンパク質のリジン残基が

糖化することで生
成する AGE の一種である。CML 修飾によるタン
パ ク質の機能変化に関する報告はいくつかある
が、癌との関連は明らかではない。われわれは、
HMGB1 における CML 修飾の意義について検討
した。ヒト胃癌胞株 TMK1 および MKN74 をグリ
オキザールまたはグルコースで処理すると、CML
修 飾 が
増 加 し

た（図 3）。CML-HMGB1 は、ナイーブ HMGB1 や酸化
型 HMGB1 に比べ、 RAGE、AKT、NF-κB をより顕著
に活性化した（図 4）。CML-HMGB1 は、DNA やヒスト
ン H3 への親和性が低下しており、細胞外への分泌が促
進された。CML-HMGB1 は、 HMGB1 と比較して、増
殖、浸潤、抗アポトーシス生存、幹細胞性、5-FU 耐性
を向上させた（図 5）。さらに、CML-HMGB1 は、胃癌
検体すべてにおいて様々なレベルで検出された。CML-
HMGB1 レベルは、pT、pN、pM、pStage と関連してい
た。さらに、CML-HMGB1 レベルは、癌組織の酸化ス
トレスおよびネオアジュバント療法への抵抗性と相関
していた。したがって、HMGB1 の CML 修飾は、HMGB1
のがん促進作用を増強していた。  
さらに、CML-HMGB1 のシスプラチン感受性への影響、なら

びに、CML-HMGB1 標的化の試みとしてエチルピルビン酸とタ
ンシノンの効果を検討した。ヒト胃癌細胞株 MKN74 と TMK1
をグロキサールで CML-HMGB1 生成を促進したうえでシスプ
ラチン処理すると、その効果は両細胞とも約 40％低下した（図
6）。すなわち、CML-HMGB1 は HMGB1 よりも強くシスプラチ

ン耐性を誘導することが明ら
かになった。ダンシノンでヒ
ト胃癌細胞株 MKN74 と TMK
１を処理したところ、HMGB1 
mRNA 発現が抑制された。こ
の系にグロキサールを併用し
た時の CML-HMGB1 発現は抑制された。高糖液飲水ヌードマ
ウス皮下腫瘍モデルを用いると CML-HMGB1 レベルは、2 週
後に通常飲水マウスに比較し 1.4 倍に増加した。この系でシス
プラチンの効果を検討すると、糖水投与によりシスプラチンの
効果は 24%低下したのに対し、タンシノンを併用することによ
り、抗腫瘍効果は 3 倍に増加した。これらのことから、タンシ
ノンをシスプラチンと併用することにより、シスプラチン感受

性を増大することが可能であると考えられた。 
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