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研究成果の概要（和文）：本研究では肝細胞癌における直鎖状ポリユビキチン鎖の役割とSharpin高発現の意義の検討
を行った。Sharpinは癌部で発現が増加しており、腫瘍径及び病理学的悪性度と有意な相関を認めた。Sharpin安定発現
株では増殖能に変化は認めなかったものの浸潤能が亢進し、一部NF-κB非依存的な機序が考えられた。cDNAマイクロア
レイ解析ではVersicanという細胞外マトリックスプロテオグリカンの発現亢進が認められ、ノックダウンで浸潤能は低
下した。SharpinはVersicanの発現亢進を介して肝癌の浸潤を促進している可能性が示唆され、新規の癌進展メカニズ
ムと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Sharpin is one of the components of the LUBAC, which specifically generates 
linear polyubiquitin chains to activate NF-kB pathway. Sharpin is also reported to be up-regulated in 
various types of cancers including HCC and implicated in　cancer progression. In this study, we showed 
that Sharpin transcription was　up-regulated in HCC tissues, and significantly correlated with tumor size 
and histology. Increased expression of Sharpin enhanced the invasion of hepatoma　cells, and cDNA 
microarray analysis identified that Versican, an extracellular matrix proteoglycan, was also up-regulated 
in Sharpin expressing cells. Knocking down of Versican greatly attenuated the invasion of hepatoma. 
Furthermore, Sharpin overexpression resulted in activation of Versican promoter activity.　Taken 
together, these results suggest that Sharpin plays crucial roles in tumor-invasiveness during cancer 
progression through transactivating Versican.

研究分野： 肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
 
ユビキチン (ubiquitin)は 3 種の酵素、ユ

ビキチン活性化酵素 (E1)、ユビキチン結合
酵素 (E2)、ユビキチン転移酵素(リガーゼ) 
(E3) により鎖状につながり（ポリユビキチ
ン鎖）その標的タンパクに結合することで，
タンパク質分解や細胞内シグナル伝達、さら
にはDNA修復や翻訳調節などさまざまな生命
現象に関与していることが知られている。 

ユビキチンには 7 つのリジン残基（K6, 
K11, K27, K29, K33, K48, K63）が存在し、
一般的にこれら全てのリジン残基を介して
ポリユビキチン鎖が形成されるが、どのリジ
ンを介したユビキチン鎖かによりそれぞれ
細胞内での役割が異なっている。プロテアソ
ーム依存性のタンパク質の分解にはユビキ
チンの 48 番目のリジン残基を介したユビキ
チン鎖（K48 型ポリユビキチン鎖）が関与し
ている一方で、63 番目のリジン残基を介した
K63型ポリユビキチン鎖は転写因子NF-κBを
活性化することが知られている。 
近年このK63型ポリユビキチン鎖以外にユ

ビキチンのN末端メチオニン残基のαアミノ
基とC末端グリシン残基とがペプチド結合す
ることで形成される直鎖状ポリユビキチン
鎖が細胞内に存在し、NF-κB活性化に関与し
ていることが明らかとなり、注目を浴びてい
る(EMBO J. 2006;25:4877-87)。 
彼 ら は HOIL-1L ・ HOIP ・ SHARPIN
（SHANK-ASSOCIATED RH DOMAIN INTERACTOR）
複合体が直鎖状ポリユビキチン鎖を選択的
に形成するユビキチンリガーゼ LUBAC
（ linear ubiquitin chain assembly 
complex）であることを明らかにし、さらに
この複合体が TNFαなど種々の刺激に依存的
に NF-κB を活性化に導くことが分かった。
（Nature 2011;471:633-6）。 
この SHARPIN という分子は 1993 年に慢性皮
膚炎，種々の免疫異常，関節炎など多彩な症
状を呈する自然変異マウスとして報告され
た cpdm（chronic proliferative dermatitis）
マウスの責任遺伝子産物である。 
肝細胞癌を含むさまざまな悪性腫瘍で恒常
的な NF-κB 活性化はすでに報告されている
が、そのメカニズムは決して明らかではなか
った。近年、悪性腫瘍において SHARPIN が高
発現しており特に卵巣癌・肝細胞癌で高発現
が認められることが報告された。(Mol Cell 
Biochem. 2010;340:161-7) また SHARPIN を
強制発現させた細胞では、細胞の増殖能、浸
潤能が亢進しており、癌の悪性化に関与して
いる可能性が示唆されたものの、その詳細な
メカニズムは明らかとはされていない。 
 
２．研究の目的 
 
(1)肝細胞癌における直鎖状ポリユビキチン
鎖の役割 
 

(2)肝細胞癌における SHARPIN 高発現の意義 
 
を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 肝細胞癌臨床検体における HOIL-1L・
HOIP・SHARPIN 複合体、直鎖状ポリユビキチ
ン鎖の発現解析 
 
本研究では東京大学医学部附属病院で採

取された、肝細胞癌患者の病理検体の解析を
行う。これらは倫理委員会ですでに承認の得
られている同意説明文書にて十分に説明し、
文書同意を得た後、本人の自由意思による文
書同意を得られた当院の入院患者から手術
もしくは針生検により採取されたものとす
る。本研究に協力することで患者さんの負担
が増えないよう十分な配慮を行う。 
サンプルの肝細胞癌臨床検体における

HOIL-1L・HOIP・SHARPIN 複合体、直鎖状ポリ
ユビキチン鎖の発現状態を検討するために
各種抗体を用いた免疫染色もしくは抽出 RNA
を用いた定量的 PCR 法を行う。これらの結果
と患者臨床データを対比することで、臨床病
態との関連を調べる。 
 
(2) 肝細胞癌における HOIL-1L・HOIP・
SHARPIN 複合体の機能解析  
 
肝細胞癌におけるSHARPIN複合体の機能解

析を行うために、SHARPIN を強制発現もしく
はノックダウンした肝癌細胞株を樹立し、そ
の表現型（細胞増殖、浸潤能、遊走能など）
を検討する。さらにTNFαなどで刺激してNF-
κB活性化能を検討する。 
発現遺伝子を cDNA マイクロアレイにて網

羅的に解析し、上記の表現型の責任遺伝子の
同定を試みる。 
 
４．研究成果 
 
(1) 肝細胞癌臨床検体における HOIL-1L・
HOIP・SHARPIN 複合体、直鎖状ポリユビキチ
ン鎖の発現解析 
 
 市販の組織アレイの免疫染色では、
SHARPIN の発現は非癌部に比べ癌部で高発現
していた。 
さらに当院での肝癌手術検体の解析を行

い、SHARPIN が非癌部に比べ癌部で高発現し
ていることを確認した。さらに SHARPIN の発
現は腫瘍径及び病理学的悪性度と有意な相
関を認め、肝細胞癌の進展に関与している可
能性が示唆された。 
 

(2) 肝細胞癌における HOIL-1L・HOIP・
SHARPIN 複合体の機能解析  
 
SHARPIN の生物学的意義を検討するために、



肝癌細胞株でSHARPINの安定発現細胞株及び
ノックダウン細胞株を作成し、増殖能や浸潤
能など癌の悪性度に関連している表現形を
検討した。 
SHARPIN は細胞の増殖能には影響を与えな

かったが、SHARPIN 高発現の細胞株では細胞
浸潤能が亢進していることがマトリゲル細
胞浸潤チャンバーを用いた細胞浸潤アッセ
イで明らかとなった。さらに SHARPIN ノック
ダウン細胞では浸潤能が低下し、本分子は 
肝細胞癌の浸潤能に関与している可能性が
考えられた。 
この高浸潤能を持つSHARPINの安定発現株

を用いて cDNA マイクロアレイ遺伝子発現解
析を行い、本表現型の責任分子同定を試みた。
その結果、SHARPIN の高発現株では VERSICAN
という細胞外マトリックスプロテオグリカ
ンの発現亢進が認められた。一方で既知の
NF-κB 下流の分子の発現上昇は認められな
かった。 
また VERSICAN は臨床検体でも癌部で発現

が増加しており、SHARPIN の発現と相関が認
められた。さらに SHARPIN 高発現株で
VERSICAN をノックダウンしたところ浸潤能
が低下した。以上より、VERSICAN が SHARPIN
による浸潤能亢進という表現型を説明しう
る分子の一つである可能性が考えられた。 
さらに VERSICAN 発現亢進の機序を検討し

たところ、VERSICAN の転写は SHARPIN の発現
により上昇したが、NF-κB活性化では転写は
変化しなかった。SHARPIN のカルボキシ末端
が浸潤能増強及び VERSICAN 転写に必要であ
ったが、SHARPIN 単独では NF-κBの活性化は
認められず、一部 NF-κB 非依存的な機序が
考えられた。既報では転写因子 p53 や
Wnt/-catenin 系の転写因子 TCF/LEF が
Versican の転写制御に関わることが知られ
ており、これらの転写因子の関与が示唆され
る。 
以上より SHARPIN は一部 NF-κB 非依存的

に VERSICAN の発現亢進を介して肝癌の浸潤
を促進している可能性が示唆され、新規の癌
進展機序と考えられた。 
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