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研究成果の概要（和文）：1) 小胞体ストレスは自然免疫による肝細胞障害に重要な役割を果たしている. 2) 男性優位
癌の一つである肝癌ではアンドロジェンレセプターシグナルがGRP78をはじめとする小胞体ストレスシグナルに影響を
及ぼしていることを確認した. 3) HCV感染肝細胞ではGRP78の発現増強によりアポトーシス抵抗性を獲得している. 4) 
アンドロジェンレセプター高発現膵癌細胞株KP-2細胞では, 特に小胞体ストレスシグナルがアポトーシス抵抗性に関与
していることを確認した.

研究成果の概要（英文）：(1) Endoplasmic reticulum (ER) stress response plays a key role in hepatic cell 
damage induced by an innate immune response. (2) Androgen receptor (AR) and ER-stress response are 
cooperatively involved in human liver cancer, one of the male-dominant cancers. (3) Hepatitis C virus 
(HCV) infection enhances GRP78 expression, which confers to the resistance against apoptosis in 
HCV-infected hepatocytes. (4) ER stress response plays an important role in pancreatic cancer cell line 
KP-2, in which AR highly expresses.

研究分野：医歯学
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１．研究開始当初の背景 
(1) C型肝炎ウイルス(HCV)およびB型肝炎ウ
イルス(HBV)感染による慢性肝炎、肝硬変か
ら肝細胞癌が発症する。また非 B非 C型肝細
胞癌ではその原因として非アルコール性脂
肪肝炎なども注目されている。その病態形成
に小胞体 (ER)ストレスが重要な役割を果た
していることが報告されている。 
(2) ER ストレスは unfolded protein response 
(UPR)と呼ばれ、 inositol-requiring enzyme 1 
(IRE1α)、PKR-like ER kinase (PERK)、activating 
transcription factor 6 (ATF6) など ER stress 
response factor (ERSF)の活性化により誘導開
始される。これらは ER 内分子シャペロン
Glucose-regulated protein (GRP) 78の発現亢進
と関連している。 
(3) ER内の蛋白の折りたたみ異常や構造異常
のタンパク質(unfolded protein)の蓄積、すなわ
ち ERストレスが UPRを誘導し、過剰な場合
は細胞がアポトーシス等により死んでゆく。 
(4) 様々な癌で ER ストレスシグナルと腫瘍
発育および進展の関連が示唆されている。 
(5) 肝細胞癌はその原因に限らず多かれ少な
かれその発症頻度に 2:1 ~ 4:1で男性優位とい
う性差が存在する。 
(6) 膵癌でもアンドロジエン受容体(AR)シグ
ナルが癌発育、進展に重要である。 
(7) GRP78 が AR の標的遺伝子であることが
明らかにされた。AR、GRP78、AKT の分子
間相互作用が非常に重要であるとされてい
る。 
 
２．研究の目的 
(1) これまでに男性優位である肝癌において
ER ストレスと AR シグナル伝達経路を詳細
に検討した報告は国内外においてみられて
いない。 
(2) 肝疾患および膵疾患における ER ストレ
スシグナルと ARを含む核内レセプターシグ
ナルの相互作用を検討することにより新た
な発癌進展の分子メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) Stat3およびARを knock-downした肝細胞
を得るために、short hairpin RNA発現 vectors 
psh-Stat3、psh-AR, psh-control (コントロール
vector)を HepG2 に遺伝子導入し、Stable cell 
lineを作成した。Stat3、 ARの発現および ER
ストレス関連分子の発現を real-time RT-PCR
およびWestern blottingにて確認した。 
(2) AR を knock-down し た 肝 癌 細 胞
Huh7-sh-AR とコントロール Huh7-sh-control
を用いて、ER ストレスマーカーGRP78 の発
現状態を real-time RT-PCR および Western 
blottingにて検討した。 
(3) AR を強制発現させた場合の GRP78 発現
および ER stress responsive elements (ESRE)、
AR-responsive elements (ARE)の活性化を
Western blottingおよびレポーターアッセイに
てそれぞれ検討した。 

(4) 臨床検体(OriGene Tissue-qPCR-array)を用
いて肝細胞癌におけるARおよびGRP78発現
状態を real-time PCRにて検討した。 
(5) AR及び GRP78の knock-downが Sorafenib
誘導性アポトーシスに与える影響を検討し
た。 
(6) ER ストレス誘導剤 Thapsigargin (TG) 
(1μM)の存在下および非存在下で膵癌細胞株
における GRP78 およびその下流分子の発現
をWestern blottingを用いて検討した。 
(7) GRP78に対する siRNAを用いて TG存在
下における PARP切断をWestern blottingを用
いて検討した。 
(8) HCV JFH1の感染による ERストレスの誘
導を行なった。 
(9) HepG2 controlと HepG2-NS5A細胞に TG
により細胞死を誘導し, HCV NS5Aの影響を
検討した。 
(10) NS5A ISDRに変異を導入し, その影響を
検討した。 
(11) LPS投与による GRP78誘導, PARP切断
をはじめとする肝細胞アポトーシスに与え
る影響を検討した。GRP78強制発現を行いこ
れらに対する GRP78の効果を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) HepG2-sh-ARでは GRP78をはじめとする
ERストレス関連分子の発現が低下していた。 
(2) HepG2-sh-ARでは Tgによる ERストレス
誘導も低下していた。HepG2 を AR 阻害剤
Flutamide にて処理すると容量依存性に
GRP78発現の低下がみられた。 
(3) Huh7-sh-controlと比較すると Huh7-sh-AR
では GRP78の発現が低下していた。  
(4) Huh7細胞で ARを強制発現させると ARE
および ESREの活性化の増強が確認された。 
(5) 臨床検体を用いた検討で、 特に Stage I/II
の肝細胞癌で ARおよび GRP78 mRNAの強
い相関関係がみられた。 
(6) HepG2を用いた検討で、ARと GRP78両
者をともに knock-down すると、Sorafenib 誘
導性アポトーシスが増強した。 
(7) 膵癌細胞株  (KP-2, MIAPaCa-2, Panc-1, 
SUIT-2)は恒常的に GRP78 を発現していた。
(8) TG は膵癌細胞株において GRP78 発現を
増加させ、TG 存在下において GRP78 の
knock-down は PARP 切断を増強させた。AR
を高発現しているKP-2細胞では TGにより、
GADD34、ATF4、ATF6、XBP1の発現増強お
よび eIF2αのリン酸化の増加が特に強くみら
れた。 
(9) Huh7に HCV JFH1の感染実験を行なうと
GRP78をはじめとする ERストレス関連分子
の発現誘導を real time RT-PCRで確認した。 
(10) 一方、HepG2 細胞を用いた検討で HCV 
NS5Aは TG誘導性アポトーシスを阻害した。
この作用は HCV NS5Aによる GRP78の発現
増強と関連していた。 
(11)HCV NS5Aにより PARP切断, Caspase-3、
-7、-9や Baxの発現減弱がみられた。 



(12) また免疫染色により NS5A と GRP78 の
相互作用を確認した。 
(13) NS5A ISDR に変異を導入しても影響は
みられなかった。 
(14) LPSにより GRP78の発現低下がみられ、
PARP切断がみられた。GRP78の強制発現に
より PARP 切断は改善した。 
以上のように肝細胞癌・膵癌では ARシグ
ナル・GRP78など ERストレスが発癌・進展、
特にアポトーシスに重要な影響を及ぼして
いることを確認した。 
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