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研究成果の概要（和文）： HDAC6あるいはNACC1をsiRNAによりノックダウンし、HSP27抗体で
免疫沈降すると、HSP27のアセチル化が亢進しているようにみえたが、acetyl-lysine抗体で免
疫沈降すると、HSP27のアセチル化の明らかな亢進は認められなかった。HSP27のリジン残基7
個を順次アルギニン残基に変換したvectorを作製し、HDAC6をsiRNAでノックダウンあるいは
TSA添加し、HSP27のアセチル化状態も検討したが、その明らかな変化は認められなかった。更
にHDAC6をsiRNAでノックダウンあるいはTSA添加し、アセチル化部位についてLC-MS/MSで検
討したが、アセチル化の生じている部位の特定もできなかった。そこで、腫瘍形成に大きく関
わっているβ-cateninの細胞内動態に HSP27がどのような影響を及ぼしているかを検討した。
その結果、細胞質で共局在を示しており、pull down assayにて直接結合していることが分か
った。更にHSP27をsiRNAにてノックダウンすると、β-cateninのユビキチン化と分解が亢進
することが明らかになり、HSP27はβ-cateninを細胞内で維持するのに関与していることが示
唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： Using silencing of HDAC6 or NACC1 on MB-231, hyperacetylation 
of HSP27 was seen by immunoprecipitation of the endogenous proteins with anti-HSP27 
antibody, but not with anti-acetyl-lysine antibody. None of serial mutations from lysine 
to arginine in HSP27 also led to evident change of the acetylation state by treatment 
with HDAC6 siRNA or TSA (HDAC inhibitor). Additionally, LC tandem mass spectorometric 
analysis did not detect acetylation sites of HSP27 on treatment with HDAC6 siRNA or TSA. 
Therefore association between HSP27 and β-catenin was examined. Immunohistochemical 
analysis indicated colocalization of HSP27 and β-catenin in the cytoplasm of MB-231. 
The interaction between HSP27 and β-catenin was confirmed by immunoprecipitation using 
cell lysate of MB-231and pull down assay using Halo- or Flag-tagged proteins of HSP27 
and β-catenin by wheat germ protein expression system. Silencing of HSP27 induced the 
ubiquitination ofβ-catenin and the degradation by proteasome system.  
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１．研究開始当初の背景 

Heat shock protein 27 (HSP27) は乳癌で

発現が亢進しており、化学療法をはじめとす

る治療に耐性を示す大きな要因となってい

る。これは、HSP27が cytochrome cや

pro-caspase 3と結合することにより、

apoptosisの経路を抑制的に制御しているた

めである。また、HSP27はAkt、あるいはNF-

κBの抑制因子であるIκBと結合することに

より、それぞれの経路の活性化を保ち、腫瘍

細胞の生存に一役買っている。更にHSP27は

estrogen receptor α、HER2、βカテニンと

結合し、腫瘍形成に影響を与えている可能性

も示唆されている。また、アクチンの再構成

を制御する事により、細胞の遊走にも影響を

与えているという報告がある。以上のように

HSP27はさまざまな面で乳癌の形成および維

持に関与しているおり、この分子の制御は治

療に多大な貢献をもたらす可能性がある。 

分子が細胞において機能するためには、そ

の発現の調節が最初の一歩であるが、リン酸

化をはじめとする翻訳後修飾が発現した分

子の機能制御に大きな役割を担っている。最

近、ヒストンをはじめ、さまざまな分子がリ

ジン残基のアセチル化修飾 (アセチル化お

よび脱アセチル化) により、機能が制御され

ているという報告が認められる。しかし、

HSP27のアセチル化修飾についての報告は認

められず、この修飾がどのように細胞機能に

影響を与えるかは不明である。 

histone deacetylase 6 (HDAC6) は細胞質

に存在する脱アセチル化酵素で、α-tubulin、

cortactin、HSP90の脱アセチル化を促進し、

遊走あるいは分子シャペロンとしての機能

を制御している。我々は、BTB/POZ domain 

family に 属 す る Nucleus accumbens-1 

(NACC1) が HDAC6と結合し、HDAC6のα

-tubulinの脱アセチル化および細胞の遊走

を制御している事を解明した。更にNACC1が

広くHDAC6の脱アセチル化機構に影響を及ぼ

しているか検討するため、cortactinとHSP90

について検討した。その結果、cortactinお

よびHSP90は、HDAC6とNACC1の協調的作用

により脱アセチル化が制御され、接着斑の形

成あるいはレセプターの恒常性の維持が変

化する事を確認した。 

そこで、我々は、HSP27にもリジン残基が

7カ所あることから、いずれかがアセチル化

修飾の制御を受けることにより、上記機能に

変化を与え、乳癌の腫瘍形成および維持に影

響を生じると仮定した。 

 
２．研究の目的 

本研究では、乳癌で発現が亢進している

HSP27について、そのアセチル化修飾が化学

療法への耐性および腫瘍形成能にどのよう

な影響を及ぼすかを明らかにし、そのアセチ

ル化修飾の制御に関して、臨床応用への研究

基盤を確立することを目的とする。しかし、

当初の目的は上記であったが、HSP27のアセ

チル化が明確に証明できなかったため、

HSP27が腫瘍形成に大きく関わっているβ

-cateninの細胞内動態にどのような影響を

与えるかを検討することに目的を変更した。 

 
３． 研究の方法 

(1)HSP27のアセチル化修飾部位の同定 

乳癌細胞株である MB-231を対象とし、

以下の実験を行った。 

① HDAC6およびNACC1のsiRNAでそれ

ぞれをノックダウンし、HSP27抗体

あるいはacetyl-lysine抗体にて免

疫沈降し、アセチル化が生じている

か検討した。 

② リジン残基7個をアルギニン残基に



順次変換した HSP27の発現 vector

を作成した (リジン残基をアルギ

ニン残基に変換した時はアセチル

化が起こらない状態となる)。 

③ HSP27の wild typeあるいは上記

mutationを有すvectorとHDAC6の

siRNAをダブルトランスフェクショ

ンし、免疫沈降にてアセチル化状態

を検討した。同様な検討は HDAC 

inhibitorである TSA処理でも行っ

た。 

④ 更にLC-MS/MSにて、HSP27のアセチ

ル化部位について確認する。 

(2)β-catenin とHsp27の細胞内局在の検討 

それぞれの分子について蛍光免疫染

色を行い、confocal laser scanning 

microscopyにて検討した。 

(3)β-catenin とHsp27の結合の検討 

それぞれの内在性タンパクに関して、

β-catenin 抗体あるいは Hsp27抗体

で免疫沈降を行い、検討した。また、

小麦発現系でそれぞれのタンパクを

発現させ、pull downにて、両者の結

合について検討した。 

(4)HSP27によるβ-cateninの細胞内含有量

への影響の検討 

Hsp27をsiRNAでノックダウンした時

のβ-cateninの細胞内含有量の経時

的変化を検討した。また、HSP27を

siRNAでノックダウンし、MG-132 (2.5 

μM) 添加5時間後でのβ-cateninの

ユビキチン化およびリン酸化を検討

した。 

 
４．研究成果 

(1) HSP27のアセチル化制御の検討 

HDAC6とNACC1がHSP27の脱アセチル化を協

調的に制御しているか検討を行うと、脱アセ

チル化はHDAC6とNACC1により協調的に制御

されていることが示唆された。 

 

HDAC6とNACC1によるHSP27のアセチル化状

態の制御. a. HDAC6あるいはNACC1をsiRNA

でノックダウンして得た細胞溶解液を HSP27

抗体で免疫沈降し、acetyl-lysine抗体で

immunoblotした。b. 内在性のタンパクを

HSP27あるいは HDAC6で免疫沈降し、HSP27

およびNACC1でimmunoblotした。 

しかし、逆にHDAC6およびNACC1をノックダ

ウンし、アセチル化抗体で免疫沈降を行うと、

アセチル化の亢進を確認することはできな

かった。また、HSP27のリジン残基 7個を順

次アルギニン残基に変換した vectorを作製

し、HDAC6をsiRNAでノックダウンあるいは

TSA添加し、HSP27のアセチル化を検討した

が、アセチル化状態の明らかな変化は確認で

きなかった。更にHDAC6をsiRNAでノックダ

ウンあるいはTSA添加し、LC-MS/MSでHSP27

のアセチル化部位の検討も行ったが、HSP27

のアセチル化部位について明らかな証拠を

得ることができなかった。以上の様に、HSP27

のアセチル化修飾について明らかな変化を

確認することができなかったため、HSP27が

腫瘍形成に大きく関わっているβ-catenin

の細胞内動態に寄与しているかを更に検討

することにした。 

(2) β-cateninと HSP27の細胞内局在の検

討. 

MB231の内在性タンパクに関して、蛍光免疫

染 色を 行い 、confocal laser scanning 

microscopyにて観察した。その結果、2つの

分子は、いずれも細胞質にびまん性に分布し



ており、共局在を示していた。 

 

HSP27とβ-cateninの細胞内局在の検討 

(3) β-catenin とHSP27の結合の検討 

内 在 性 の タ ン パ ク に 関 し て

immunoprecipitaionを行った。その結果、β

-cateninとHSP27は細胞内で結合している事

が確認された。 

 

HSP27とβ-cateninの結合の検討.  

MB231の内在性のタンパクをHSP27抗体で免

疫沈降し、 

β -catenin お よ び HSP27 に つ い て

immunoblotを行った。 

また、小麦発現系でHSP27とβ-cateninをそ

れぞれ発現させpull down assayを行った実

験でも両者の結合がみられ、これが直接結合

である事が確認された。 

 

HSP27とβ-cateninの直接結合の検討 

小麦発現系でHaloタグあるいはFlagタグを

付けたHSP27およびβ-cateninを発現させ、

pull down assayを行った。 

(4) HSP27によるβ-cateninの細胞内含有量

への影響 

HSP27をsiRNAでノックダウンし、β-catenin

の経時的な細胞内含有量を immunoblotで検

討した。その結果、Hsp27の発現抑制に伴い、

β-cateninの細胞内含有量も減少する事が

確認された。 

 

HSP27のノックダウンによるβ-cateninの細

胞内含有量への影響 

更にHSP27がβ-cateninの分解系への移行を

抑制しているかを調べるため、siRNAでHSP27

をノックダウンし、タンパクの proteasome

系での分解を抑制する MG132 (2.5μM) を 5

時間反応させ、β-cateninのリン酸化および

ユビキチン化状態を検討した。その結果、

HSP27の発現抑制に伴い、β-cateninのリン

酸化およびユビキチン化が亢進している事

が確認された。 

 

HSP27のノックダウンによるβ-cateninの

proteasome系での分解 

Hsp27 



a. HSP27をsiRNAでノックダウンし、その後

MG132 (2.5μM) で5時間処理し、immunoblot

を行った。b. 上記同様に処理して得た細胞

溶解液をβ-cateninで免疫沈降を行い、ユビ

キチン化が生じているがを immunoblotで検

討した。 

以上より、HSP27はβ-cateninと細胞質で直

接結合し、その結合によりβ-cateninの分解

系への移行を抑制し、β-cateninの安定化を

助け、これにより細胞内貯留および核移行を

促進させ、腫瘍形成に影響を与えている事が

示唆された。 
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