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研究成果の概要（和文）：　本研究ではまずHSP72高発現Jurkat細胞株を樹立し、HSP72の高発現がHDAC阻害剤による細
胞増殖抑制やアポトーシス誘導を減弱させること、そのメカニズムとしてカスパーゼ経路が関与していること、bcl-2
やXIAPの発現が亢進していることを明らかにした。次にHSP72高発現株であるHut78細胞を用いてHSP72の発現抑制株を
作成し、HDAC阻害剤に対する感受性が亢進することを明らかにした。さらにHSP70阻害作用のあるQuercetinを併用した
ところ、Hut78細胞に対するHDAC阻害剤の細胞増殖抑制効果とアポトーシス誘導効果が増強した。

研究成果の概要（英文）： Using proteomic analysis of lymphoid cell lines, we identified HSP72, an 
inducible isoform of HSP70 family, was increased in histone deacetylase inhibitor (HDACi)-resistant cell 
line group. However, the functional role of HSP72 on HDACi-resistance had been largely unknown. In this 
study, we first established HSP72 stably transfected Jurkat cells, and we identified that HDACi-induced 
apoptosis and caspase activities were decreased and that base line expression level of bcl-2 and XIAP 
were increased in HSP72 overexpressed cells. On the other hand, HSP72 knock down Hut78 cell line was more 
sensitive for HDACi compared to MOCK cell line. Finally, we identified quercetin, an inhibitor of HSP70, 
enhanced HDACi-induced suppression of cell proliferation and HDACi-induced apoptosis in Hut78 cells. In 
conclusion, HSP72 is a possible target for combination therapy of HDACi.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： HDAC阻害剤　HSP72
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１．研究開始当初の背景 
（１）ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）

は新たな悪性腫瘍治療のターゲットとして

注目され、様々な観点から研究がおこなわれ

ている。米国では既にボリノスタット

（SAHA）が他疾患に先駆けて皮膚 T 細胞リ

ンパ腫の治療薬として認可されており、本邦

でも 2011 年に皮膚 T 細胞リンパ腫に対する

適応で認可された。しかしその効果は患者間

で異なり、また同一患者においても効果のあ

る部位と効果のない部位が混在して存在す

ることがある。しかしその分子的背景につい

ては不明な点が多く残されていた。 

 

（２）我々は蛍光標識二次元電気泳動法を用

いた定量的プロテオームの手法を開発し

（Kondo T, Fujii K, et al. Proteomics 2003）、

細胞内のタンパク質の定量的プロテオーム

を解析することにより細胞の形質を分類す

ることを明らかにした（Seike M, Fujii K, et 

al. Proteomics 2004, Fujii K, et al. Prote-

omics 2005）。また 42 株のリンパ球系悪性腫

瘍の細胞内タンパク質の網羅的解析のデー

タベースを作成し、リンパ腫の分類に有効で

あることを証明した（Fujii K, et al. Pro-

teomics 2006）。さらにそのデータベースを

利用して HSP70 の代表的なアイソフォーム

であるHSP72がリンパ腫においてHDAC阻

害剤の感受性に最も関係していることを示

した。 

 

（３）HSP72 は正常組織では種々のストレ

スにより誘導されるが、定常状態ではほとん

ど発現していない。一方で多くのがん細胞に

おいて HSP72 が高発現していることが知ら

れている。また HDAC 阻害剤による治療に

より HSP72 が誘導されるという報告（de 

Bono JS, et al. Clin Cancer Res 2008）もあ

ることから、HSP72 が HDAC 阻害剤の治療

のターゲットとなり得るのではないかと考

えた。 

 
２．研究の目的 
以下の 3 点を本研究の目的としてあげた。 

（１）HDAC 阻害剤の感受性に HSP72 の高

発現が機能的に関与しているか、関与してい

るとすればどのようなメカニズムで関与し

ているか明らかにする。 

 

（２）HSP72 の発現を低下させた場合に

HDAC 阻害剤の感受性が亢進するか明らか

にする。 

 

（３）HSP70 阻害剤を併用することにより、

HDAC 阻害剤の感受性がどのように変化す

るか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）HSP72 を過剰発現させた Jurkat 細胞

を作成し、MOCK と比べて HDAC 阻害剤の

感受性にどのような影響があるか、細胞増殖、

アポトーシス誘導の観点から検討した。さら

にアポトーシスに関してカスパーゼ経路な

どメカニズムについて検討した。 

 

（２）遺伝子導入の手法を用いて HSP72 の

発現を抑制した Hut78 細胞の亜株を作成し、

MOCK と比べて HDAC 阻害剤による細胞増

殖やアポトーシス誘導にどのような影響が

あるか検討した。 

 

（３）HSP70 の阻害作用がある Quercetin

を用いて SAHA による細胞増殖抑制やアポ

トーシス誘導にどのような影響があるか検

討した。 
 
４．研究成果 

（１）① HSP72 過剰発現 Jurkat 細胞では

HDAC 阻害剤による増殖抑制効果が低下し

ていた（図１）



 

 

図１：HSP72 過剰発現株では SAHA に対し

ても(a)、VPA に対しても(b)MOCK と比べて

細胞増殖抑制効果が低下していた（■：

Jurkkat-HSP72、◆：Jurkat-MOCK）。各々

の細胞株を指定の濃度で 24 時間培養後に

WST-1 を加えて 4 時間培養後吸光度を測定

した。 

② HSP72 過剰発現株では HDAC 阻害剤に

よるアポトーシス誘導が抑制されていた（図

２） 

 
図２：各々の細胞を SAHA (1 uM)、VPA (2 

mM)で 24 時間刺激後、Annexine V assay で

アポトーシス誘導細胞の割合を測定した。

HSP72 過剰発現株（■）では MOCK（■）

と比べてアポトーシス誘導が抑制されてい

た。 

③ HSP72過剰発現株ではSAHAやVPAに

よる caspase-3/7 活性、-8 活性、-9 活性の誘

導のいずれもが抑制されており、さらに

HDAC 阻害剤によるミトコンドリアの膜電

位の低下も抑制されていた。 

④ HDAC 過剰発現株では抗アポトーシス

に作用する分子である bcl-2 や XIAP の発現

が定常状態で亢進している一方、アポトーシ

スを促進させる分子である t-bid や bad の発

現の HDAC 阻害剤による誘導が低下してい

た。 

 

（２）HSP72 の発現を抑制させた Hut78 細

胞株では SAHA 及び VPA に対する感受性が

亢進した（図３）。 

 

 



図３：HSP72 発現抑制株では SAHA に対し

ても(a)、VPA に対しても(b)、empty vector

を導入したコントロール株と比べて細胞増

殖 抑 制 効 果 が 低 下 し て い た （ ■ ：

Hut78-siHSP72、◆：Hut78-sicontrol）。各々

の細胞株を指定の濃度で 24 時間培養後に

WST-1 を加えて 4 時間培養後吸光度を測定

した。 

 

（３）HSP72 高発現株である Hut78 を用い

て、HSP70 阻害剤である Quercetin を併用

したところ、SAHA による細胞増殖抑制効果

が増強した（図４）。この作用は主にアポト

ーシスの亢進によるものであった。 

 

図４：Hut78 細胞を SAHA 単独（◆）、

Quercetin 単独（■）、両者の併用（○）で

24 時間培養後、WST-1 を加えてさらに 4 時

間培養し、吸光度を測定した。40uM 以下の

低濃度のQuercetinは単独では増殖抑制効果

は示さなかったが、SAHA と併用することで

SAHA による細胞増殖抑制効果を増強させ

た。 
以上の結果からHSP70をターゲットとした

治療法が HDAC 阻害剤の併用療法の候補とな
り得ると考えた。 
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