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研究成果の概要（和文）：本研究では、CNPY2とCACHD1をノックダウン(kn)した肝癌細胞株の生存率と浸潤活性の減少
がみられ、それにはNrf2、SP1、HNF1A及びc-mycとN-myc(CACHD1knのみ)の抑制が関与していた。COS細胞に遺伝子をノ
ックインしたところ、成長率や浸潤活性の増加が認められ、TGFbetaの関与が示唆された。ヌードマウスxenograftモデ
ルを用いた実験では、CNPY2knとCACHD1kn腫瘍の成長率や細胞増殖の有意な減少とアポトーシスの有意な上昇がみられ
た。今回の結果より、CNPY2及びCACHD1は肝細胞癌において新規治療のための分子ターゲットになりうる可能性が示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Knockdown (kn) of CNPY2 and CACHD1 in hepatocellular cancer cell lines was found 
to suppress their cell survival, proliferation and invasion activity. Inactivation of Nrf2, CEBPA, HNF1A 
and FOXA2 in CNPY2kn and CACHD1kn cells, and c-myc and N-myc in CACHD1kn cells was predicted. CNPY2 and 
CACHD1 knock-in of COS1 and COS7 cells elevated their cell proliferation and invasion activities likely 
to be due to activation of TGFbeta signaling. Systemic CNPY2 and CACHD1 knockdown in hepatocellular 
cancer xenografts nude mice models significantly suppressed the growth of tumors due to inhibition of 
cell proliferation and induction of tumor cellular apoptosis. These findings demonstrate that CNPY2 and 
CACHD1 knockdown can inhibit the growth of liver cancer xenografts. CNPY2 and CACHD1 might have a 
potential as new molecular therapeutic targets for human liver cancer.

研究分野：肝細胞癌
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１．研究開始当初の背景 
わが国では年間約3万5000人の肝癌死亡者
がおり、男性では肺癌・胃癌に次いで癌死の
第3位となっている。治療法には、肝切除や
肝動脈塞栓術、穿刺療法があり、病状が初期
から中期の場合は、肝切除が有効である。死
亡率の劇的な低下には個別化治療に代表され
る新しい治療薬と戦略が必要である。 
我々は、ヒト肝細胞癌組織及び実験動物を用
いて発がんメカニズムの研究を行っており、
これらの研究に網羅的プロテオーム解析を組
み合わせて、前がん病変及び腫瘍における新
規マーカーの検索を行ったところ、canopy 2 
homolog (CNPY2)、cache domain containing 1 
(CACHD1)、immediate early response 5-like 
(IER5L)及びWD and tetratricopeptide 
repeats 1 (WDTC1)の有意な発現増加が認めら
れた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、肝細胞癌の新規治療のための有用
なターゲットの発見と、肝発がんの機序の解
明を目的としている。肝癌細胞株を用いて、
これまでの我々の研究においてヒトや動物の
肝細胞癌と前がん病変で有意な発現増加が認
められた蛋白:CNPY2、CACHD1、IER5L 及び
WDCT1 の siRNA によるノックダウン(kn)を行
い、in vitro 機能解析を行った。また、COS
細胞（アフリカミドリザル腎臓由来細胞株）
を用いて目的蛋白をノックインし、機能解析
を行った。さらに、Balb/c ヌードマウスの
xenograftモデルを用いて、in vitroで選択
された目的蛋白に対するsiRNAの静脈内投与、
または、安定ノックダウン細胞の移植により、
がんに対するノックダウンの治療効果を検討
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) CNPY2, CACHD1, IER5L及びWDTC1 siRNA
ノックダウン及び確認 
ヒトHuh-7,HepG2（細胞材料開発室、大阪、
日本） (5 x 104/well)において6.7 nM CNPY2、
CACHD1、IER5L及びWDTC1のsiRNA(Silencer 
Select siRNA Cat.No.4392420; CNPY2 IDs: 
s20206 (1), s20208 (2); CACHD1 IDs: s33589 
(1), s33591 (2); IER5L IDs: s196293 (1), 
s196295 (2); WDTC1 IDs: s22892 (1), s22891 
(2); non-targeting 5nmol control siRNA 
(Silencer Select, Cat.No.: 4390843, Ambion, 
東京 , 日 本 ) や Lipofectamine RNAiMAX 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて、
24-ウェルプレートに遺伝子の RNA サイレン
シングを行った。その後、細胞のRNA(RNeasy 
Mini Kit QIAGEN, Hilden, Germany)や蛋白質
を抽出し、目的蛋白質の発現をウェスタン・
ブロット及び Real-time Quantitative 
(Q)-PCR で確認した。ラット肝癌細胞の
RH-7777 においてノックダウンを行ったが、
目的蛋白の発現減少が不十分であった。 
 

(1) mRNA発現の検討  
TaqManプローブ及びTaqMan Gene 
Expression Assays (4351372) (Applied 
Biosystems, Japan)で設定されたプライマー
を用いるリアルタイム定量的PCRを、次の
mRNA発現の解析に使用した：CNPY2 
(Hs00204549_m1), CACHD1 (Hs00326087_m1), 
IER5L (Hs01087507_s1), WDCT1 
(Hs002488234_m1) 。Eukaryotic 18S rRNA 
(4319413E) (Applied biosystems, Japan)を、
内部対照として用いた。 
 
(2) ウェスタン・ブロット 
細胞をCelLytic MT (Sigma, StLouis, MO, 
USA)バッファで懸濁し、さらに、25 mM Tris 
(pH 7.4), 100 mM NaCl及び 1% Tween-20を
含んだ溶解バッファを加え、細胞を溶解した。
ウェスタン・ブロット解析には、次の抗体を
使用した： CNPY2 (1:300, 14635-1-AP, 
Proteintech, USA), CACHD1 (1:100, 
HPA017202, Atlas, Sweden), IER5L (1:500, 
ab90889, Abcam, Japan) and rabbit 
monoclonal antibodies against WDTC1 (1:100, 
ab174294, Abcam, Japan)。  
 
(3) 細胞生存アッセイ 
細胞の成長率を調べるために、 MTT 及び
WST-8 アッセイ(Cell counting Kit, Wako, 
Japan)を使用した。 
 
(4) 細胞浸潤アッセイ 
癌細胞の浸潤活性を調べるために、BD 
BioCoat Matrigel Invasion Chamber (Becton, 
Dickinson and Company, Bedford, USA)を用
いた。 
 
(5) LC-Ms/Ms解析 
プロテオーム解析にはCNPY2及びCACHD1を
ノックダウンしたHuh7を用いた。9MUrea/ 2% 
Chaps及びT-perバッファを用いてサンプル
のホモジェナイズを行った後、蛋白質を抽出
した。それぞれの蛋白濃度はBCA Protein 
Assay Kit (Pierce, IL, USA)により測定した。
トリプシン処理(16-18時間)後、それぞれの
蛋白量を20μgとし、DiNa-AI nano LC System 
(KYA Technologies, Tokyo, Japan) 及び
QSTAR Elite hybrid mass spectrometer (AB 
Sciex, Concord, ON, Canada)を用いて比較解
析を行った。定量的比較のために各々のサン
プルにiTRAQ 試薬によるラベリングを下記
のように行った。CNPY2 kn Huh７(iTRAQ 試薬
114), CACHD1 kn Huh7 (iTRAQ 試薬115)及び
Huh7 siRNA control細胞（iTRAQ 試薬116）
においてそれぞれにラベリングを行った。得
られたデータは 95%の信頼区間で使用された。 
 
(6) Ingenuity Pathway解析 (IPA) 
LC-MS/MS によってコントロール siRNAkn 
Huh7 細胞に比して、CNPY2kn 及び CACHD1kn
細胞で過剰発現が確認された蛋白から、IPA
を用いて機能解析、上流調節因子解析やネッ
トワークの同定を行った。 
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では、CNPY2及びCACHD1の発現を抑えること
によって、xenograftの細胞増殖の抑制とア
ポトーシスの誘導が観察され、それは腫瘍の
成長率の抑制に関わると考えられる。CNPY2 
（別名はMSAP, TMEM4）は細胞の小胞体や細
胞膜の蛋白質であり、神経芽細胞腫では細胞
骨格（ミオシンの調節性軽鎖）を増やすこと
によって、神経突起の発育をコントロールす
ると言われている。CACHD1はカルシウムイ
オン輸送の関連蛋白質であることが知られ
ている。今回の結果より、候補蛋白質として
CNPY2及びCACHD1の肝細胞癌における新機能
が明らかとなり、新規治療のための分子ター
ゲットになりうる可能性が示された。 
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