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研究成果の概要（和文）：Protein kinase R (PKR)は、非癌部の肝組織に比べてHCV関連肝細胞癌において強発現して
いる。しかし強発現したPKRのHCV関連肝細胞癌の発癌と進展における役割については不明であった。申請者らはHCV感
染肝癌細胞株、ヒト肝細胞癌組織を用いて、PKRがHCV関連肝細胞癌において細胞増殖能を亢進させており、その作用は
Erk1/2→c-Fos, JNK→c-JunのMAPK経路に依存していることを同定した。ＨＣＶ感染に伴う肝細胞癌で高発現するPKRが
、癌の進展を亢進させ、を調節することが治療に結びつく可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that protein kinase RNA-depended (PKR) is overexpressed in 
hepatocellular carcinoma (HCC) with hepatitis C virus (HCV) infection, as compared with surrounding 
non-HCC tissues. Cell proliferation significantly increased by PKR expression, moreover that was 
dependent on PKR-modulated c-Fos and c-Jun expression in the HCV-replicating cell lines. We also 
confirmed the coordinate expression of c-Fos and c-Jun with PKR in human HCC specimens. These findings 
suggest that the overexpressed PKR would some roles for proliferation of HCC, and could be one of the 
targeted molecules to treat the HCC related with HCV.

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 現在、悪性腫瘍の中で肝細胞癌の発生数は

肺癌、胃癌、大腸癌に次いで 4位であり高い

頻度を維持している。他の固形癌と異なり肝

細胞癌はその発生背景に慢性肝障害が存在

することをほぼ必須とする。原因として C型

肝炎ウイルス(HCV)感染による慢性肝炎、肝

硬変から発症する頻度が約 60%と最も高い。 

 申請者は過去の検討で、Protein kinase R 

(PKR)が、肝細胞癌において非癌部の肝組織

に比べて強発現することを同定し、報告した

(文献 1)。PKR は HCV の複製でみられる 2 本

鎖 RNA により誘導される宿主蛋白で、RNA ウ

イルスの感染を阻害する宿主蛋白として認

識されている。ヒト肝細胞癌のサンプルを用

いた検討により、肝細胞癌組織では非癌組織

に比べて PKR の発現が有意に上昇し、それと

ともにリン酸化 eIF2-a の発現増加がみられ

た。一方、PKR は HCV など RNA ウイルスの複

製を阻害する。また、申請者の検討でも in 

vitro の HCV 複製系において HCV 増殖により

PKR は誘導され、PKR の過剰発現は抗 HCV 作

用を有した(文献 2)。ヒト肝細胞癌組織を用

いた検討では、肝細胞癌部で強発現する PKR

は HCV 複製阻害作用を保持し、肝細胞癌部で

は非癌部よりも HCV-RNA 量は低下していた。

HCV は肝細胞癌を誘導する最も強い原因であ

るが、それによって誘導される PKR が、肝発

癌・進展に寄与する可能性はある。PKR が肝

細胞癌発癌に関与しているのか、あるいは発

癌の結果増強しているのかは不明であった。 

 

２．研究の目的 

 本研究では肝細胞癌で高発現するPKRにつ

いて、その発癌に対しての役割を究明すると

ともに、癌化に関わる宿主細胞蛋白を同定し、

さらにはそれらの key molecule の宿主肝細

胞への機能修飾作用を明らかにすることを

研究の目的とする。その結果、PKR およびそ

の関連蛋白が、発癌予測や予後を規定する分

子マーカーとして、あるいは癌治療の治療標

的としての臨床的に有用な factor になりう

るかについて明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) Huh7.5.1 細胞を用いて、HCV genotype 2

型の全遺伝子を複製する肝細胞癌株である

JFH1(文献 3)と、HCV genotype 1 型の全遺伝

子を複製する肝細胞癌株である H77s(文献

4)を作成した。 

 

(2) 作成した PKR siRNA と、PKR の全遺伝子

をコードしたプラスミド (pPKR)を用いて、

肝細胞癌株にトランスフェクションして

PKR の発現をノックダウン、あるいは過剰発

現させ、修飾される細胞内遺伝子を PCR アレ

イで網羅的に検討した。また C 型肝炎ウイル

ス導入前後のHuh7.5.1とJFH1における細胞

内癌関連遺伝子の変化を比較し、HCV による

修飾についても検討した。 

 

(3) PKR 発現の増減に伴って増減した細胞内

癌関連遺伝子 (2.で抽出された遺伝子)につ

いて、mRNA および蛋白の変化をリアルタイ

ム RT-PCR、ウエスタンブロット法で確定し

た。 

 

(4) PKR の細胞増殖への影響を調べるため、

細 胞 増 殖 ア ッ セ イ (MTS ア ッ セ イ ) と

wound-healing アッセイを用いて、PKR の発

現量の増減に伴って、増減する肝細胞癌増殖

能を観察した。 

 

(5) 手術あるいは肝生検時に得られた 34 例

の肝細胞癌組織(HCV 陽性 17 例、陰性 17 例)

より、mRNA を抽出し、PKR mRNA の中央値か



ら PKR 高発現群と低発現群に分けた。次に

3.で同定し得た細胞内癌関連遺伝子につい

て、mRNA および蛋白をリアルタイム RT-PCR、

ウエスタンブロット法で測定し、PKR 発現量

によって増減するかどうかを検討した。また

HCV 陽性群と陰性群に分けて検討を加えた。 

 

 (倫理面への配慮) 

検体採取およびWT1ペプチドを用いた臨床試

験については愛媛大学医学部臨床研究倫理

委員会にて承認後(0809006 号)、十分な説明

を行い、書面による同意を得た上で行った。 

 
４．研究成果 

(1) HCV 感染肝癌細胞癌の作成、PKR siRNA と

発現プラスミドによる PKR 発現変化 

 H77s (HCV genotype 1) と JFH1 (HCV 

genotype 2) か ら 抽 出 し た HCV-RNA を

Huh7.5.1 細胞に導入した。その細胞株で PKR 

siRNAによるPKRのノックダウンとPKR 発現

プラスミドによる過剰発現を確認した。 

 

(2) 肝細胞癌株における PKR 発現量の変化

に伴う肝細胞内遺伝子発現修飾についての

網羅的な解析 

 PCR アレイの結果、PKR を過剰発現すると

MAP kinase関連遺伝子である c-Fosと c-Jun

の発現が増加してノックダウンすると低下

した。PKR の増減による c-Fos と c-Jun 遺伝

子の増減は、HCV を複製していない Huh7.5.1

より、HCV を複製している JFH1 株で変化が

大きかった。 

 

(3) H77 s, JFH1 における PKR の増減に伴う

c-Fos, c-Jun の発現変化 

JFH1 と H77s において、PKR ノックダウン

に伴う c-Fos と c-Jun の発現低下、および

PKR過剰発現による c-Fosと c-Junの発現増

加をリアルタイム PCR により確認した。また

リン酸化c-Fosとリン酸化c-Junも PKRノッ

クダウンで低下し、PKR 過剰発現で増加する

ことをウエスタンブロット法で確認した。さ

らに各々の上流にあるErk1/2とJNK1のリン

酸化蛋白も同様に PKR の増減に伴って増減

した(図 1, 2)。 

 

 

 
 
(4) H77s, JFH1 における PKR の発現変化に伴
う細胞増殖への影響 

 細胞増殖アッセイ (MTS アッセイ)を行っ

た。その結果 PKR をノックダウンすると細胞

増殖能が低下し、また過剰発現すると細胞増



殖能が増加することが分かった(図 3)。次に

wound-healingアッセイを行いPKRをノック

ダウンすると傷の修復が遅延することを確

認した(図 4)。 

 
 

 

 

(5) PKRによる細胞増殖能亢進とMAPK経路と

の関連 

c-Fos を阻害する U0126 と c-Jun を阻害

する SP600125 を添加して阻害実験を行

った。PKR の過剰発現による細胞増殖増

加は、各々の阻害により低下し、両者を阻

害することでさらに低下した。PKR によ

る肝細胞癌増殖作用は c-Fosと c-Junの両

者に依存していた(図 5)。 

 

 

(6) 肝細胞癌患者より採取した肝細胞癌組

織を用いた c-Fos, c-Jun の検討 

ヒト肝細胞癌組織を用いた実験で、特に

HCV 陽性の肝細胞癌で PKR 高発現群に

おいてPKR低発現群より c-Jun mRNAが

増加していた。Western blot にて、PKR

高発現群では PKR 低発現群よりリン酸化

c-Fos とリン酸化 c-Jun の発現増加がみら

れた。これらの結果は細胞株の実験でみら

れた PKR が c-Fos と c-Jun を活性化する

結果と一致していた(図 6)。 

 

 
 
(7) 結語 

 HCV 感染に伴う肝細胞癌において過剰

に発現している PKR は、c-Fos と c-Jun



を活性化して癌細胞増殖を亢進すること

を明らかにした。HCV 関連肝細胞癌にお

いて PKR を調節することにより、その進

展を阻害しうる可能性があり、PKR は治

療標的の一つとなる可能性が示唆された。 
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