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研究成果の概要（和文）：ストレス蛋白質は、熱や化学物質などのストレスにより組織・細胞内に誘導される一群のタ
ンパク質の総称である。しかし、肝細胞がんにおける低分子量ストレス蛋白質の分子機序の詳細は明らかとされていな
い。本研究では、肝がん細胞の増殖における低分子量ストレス蛋白質の分子機序を検討した。本解析により、低分子量
ストレス蛋白質の一つであるHSP20が肝がん細胞において、ホスファチジルイノシトール3-キナーゼおよびBaxを標的タ
ンパク質とし、その細胞内情報伝達系を介してがん細胞の増殖を抑制することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Heat shock protein (HSP) 20, one of the low-molecular-weight HSPs, is recognized 
to play various functions, such as vasorelaxation. However, its exact roles in cancer proliferation 
remain to be clarified. While HSP20 is constitutively expressed in various tissues including the liver, 
we have previously reported that HSP20 overexpression in human hepatocellular carcinoma (HCC) cells 
represses the cell proliferation. In this study, we investigated the molecular targets of HSP20 in HCC 
proliferation. Our results strongly suggest that HSP20 interacts with phosphatidylinositol 3-kinase or 
Bax in HCC cells, resulting in the suppression of cell proliferation.

研究分野： 医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
我が国におけるB型肝炎ウイルス (HBV)、C

型肝炎ウイルス (HCV) の持続感染者はおよそ
150万人と推定され、HBV感染者の10-15％、
HCV感染者の60-70％が慢性肝炎に移行する
と考えられている。また肝細胞がんは、その大部
分はHBV、HCVの持続感染による慢性肝炎や
肝硬変を母地として発症する。このことから、肝
細胞がんは高危険群が容易に設定できることが
他のがんにはない大きな特徴である。肝硬変患
者は年率5-7％という高率な割合で肝細胞がん
を併発するとされ、我が国の悪性新生物による
死亡率で肝細胞がんは第3位と増加傾向にある。
最近では、早期発見と治療法の進歩により根治
的治療がなされる症例が増えてきているものの、
一方では転移再発、多中心性再発が高頻度で
認められ、このことが予後改善を図る上で大きな
問題となっている。現在、肝細胞がんの再発予
防策として、インターフェロンをはじめとしたウイ
ルスの排除が最も重要とされ、それ以外にも非
環式レチノイド、ビタミンK、分岐鎖アミノ酸製剤、
免疫療法、ACE阻害剤、化学療法剤などにより、
がん再発予防の試みがなされているが、未だ十
分な治療効果は得られていないのが現状である。
したがって、肝細胞がんの発症・進展の機序の
詳細をさらに解析し、新たながん増殖抑制の分
子標的治療法および予後予測のための良い指
標の確立が求められている。 

種々のストレスに対する生体反応をストレス反
応と呼んでおり、外的環境の変化に対し生体は
迅速に反応する。ストレス蛋白質 (heat shock 
protein; HSP) は、熱や化学物質などのストレ
スにより誘導される一群のタンパク質の総称で、
分子量が70kDaのHSP70 (HSPA) や90kDa
の HSP90 (HSPC) などと共に、分子量が
10-30kDa の HSP27、HSP20、HSP22、B ク
リスタリンなどが small HSP (低分子量 HSP; 
HSPB) として分類されている。これら一連の
HSP はストレス応答に際し、生体防御機構の中
心的役割を担い、細胞内で分子シャペロンとし
て作用すると考えられているが、一方、最近、分
子シャペロン作用以外にも各 HSP 固有の作用
が明らかにされつつある。私共は small HSP に
注目し、この中で、HSP20 及びB クリスタリン
がストレス応答に際し細胞外に遊離し、細胞外
で機能すること (血小板の粘着・凝集反応を抑
制し、抗血栓作用を有すること) を世界で初め
てヒトの病態との関連において証明した。今日で
は small HSP (HSPB) は細胞外でも作用する
ことが一般に広く認知されている。また、small 
HSP はリン酸化等の翻訳後修飾を受けることも
知られているが、その詳細は未だ判然としてい
ない。 

近年、種々の癌細胞における HSP の発現量
と予後の関連性が報告され、HSP が悪性腫瘍
の増殖と転移に強く関与していることが推察され
るに至り、HSP は癌治療における新たな分子標
的として期待されている。HSPを標的とした癌治
療には HSP を免疫担当細胞の抗腫瘍効果を
増強するためのアジュバントとして用いる手法、

あるいは阻害剤や遺伝子学的手法を用い、が
ん細胞の HSP の発現と機能を調節する方法の
2 通りのアプローチにより研究が進められている。
特に後者は HSP の癌細胞での細胞内情報伝
達における役割の解析によってその分子機能が
解明されることが期待されている分野である。現
在、HSP90 ではその特異的な阻害剤が発見さ
れ、臨床レベルでの実用化に向けた研究が進
められている 。しかしながら、これらの研究の大
半は高分子量の HSP を標的にしたものであり、
small HSP の解析は未だ緒に就いたばかりで
ある。 

私共は肝細胞がんと small HSP との関連に
注目し、大垣市民病院との共同研究により、53
例の肝細胞がんの患者の手術標本を解析した
結果、HSP27 タンパク質の総発現量に変化は
ないが、リン酸化型 HSP27 のレベルが低いほ
ど 、また、HSP20 の総発現量が低いほど肝が
んのステージが進んでいることを見い出し、
small HSP が肝細胞がんの病態に関与してい
ることを世界で初めて報告している。さらに、そ
の メ カ ニ ズ ム の 詳 細 を 検 討 し 、 リ ン 酸 化 型
HSP27 が p44/p42 MAP キナーゼ (ERK) を
中心とした肝がん増殖シグナルを抑制すること
で肝細胞がんの増殖を制御するという、分子機
序を明らかにした。またさらに、HSP20 が ERK
及び PI3 キナーゼ/AKT シグナルを抑制するこ
とで肝細胞がんの増殖を抑制することを明らか
にしている。加えて、肝がんにおいて、他の
small HSP であるB クリスタリンおよび HSP22
陽性肝がん症例が存在することも見いだしてい
る。Small HSP である HSP27 および HSP20
が共に肝臓がんにおける新たな治療の分子標
的となる可能性は非常に高いと考えている。 
 私共はこれまでに、small HSPの発現誘導、
リン酸化に関する機序を心筋・血管平滑筋細胞
株、神経細胞株および骨芽細胞株を用いて検
討し、HSP27の発現誘導・リン酸化にはERK、
p38 MAPキナーゼ、PI3キナーゼ/AKT等の蛋
白質リン酸化酵素が関与していることを明らかに
してきた。本研究では、肝がん細胞において
HSP20、HSP27をはじめとするsmall HSPがそ
の増殖・転移能に具体的にどのように制御してい
るのか、その標的分子を明らかにする。 
 Small HSP が具体的にどのような機構で肝
がん細胞の増殖、進展を調節しているかについ
て明らかにした報告は私共の HSP27 及び
HSP20 に関する研究以外にはなく、この点につ
いて検討する本研究は極めて高い独創性を有
すると考えられる。本研究では、HSP20 をはじ
めとする small HSP が肝発がんにおいてどのよ
うな役割をはたしているのか、その分子標的を
同定することで作用メカニズムに関する基礎的
検討を行い、small HSP を標的とした新たな肝
細胞がん治療法の確立に資することを目的とす
る。 
２．研究の目的 
肝細胞がんの発症・進展の機序の解析を、

特にがん細胞の増殖シグナルと低分子量ス
トレス蛋白質との関連において着目し進め



る。HSP20 をはじめとする低分子量ストレ
ス蛋白質が肝発がんにおいてどのような役
割をはたしているのか、その分子標的を同定
することで作用メカニズムに関する基礎的
検討を行い、低分子量ストレス蛋白質を標的
とした新たな肝細胞がん治療法の確立に資
することを目的とする。 
３．研究の方法 
(1) 市販の遺伝子ライブラリから HSP20 の遺伝
子を入手し、ほ乳類細胞での発現用 vector に
組み込みこんだ。ヒト肝がん細胞株で発現可能
な HSP20 の発現 vector を作成し、肝がん細胞
株 HuH7 細胞に導入した。HSP20 発現肝がん
細胞および発現していない肝がん細胞を用い、
tumor necrosis factor- (TNF-) 存在下で
の肝がん細胞の増殖能を検討した。 
(2) HSP20 発現肝がん細胞および発現してい
な い 肝 が ん 細 胞 に お い て 、 免 疫 沈 降 法 で
HSP20 の標的タンパク質を検索した。さらにヒト
肝がん組織においても免疫沈降法で HSP20 の
標的タンパク質を検索した。 
(3) HSP20 発現肝がん細胞およびヒト肝がん組
織において、肝がんの増殖・進展に関わる細胞
内情報伝達系(MAP キナーゼスーパーファミリ
ー (p44/p42 mitogen-activated protein 
(MAP) キナーゼ、SAPK/JNK)、MEK、ホスフ
ァチジルイノシトール (PI) 3-キナーゼ、PTEN、
AKT）の総タンパクレベルおよびリン酸化レベル
と HSP20 の発現との関連を Western blot 法で
検討した。 
(4) HSP20 発現肝がん細胞において、肝がん
のアポトーシスに関わる細胞内情報伝達系
(Bad 、 Bcl-2 、 Bcl-xL 、 Bax 、 caspase-3 、
caspase-7、PARP、IKK、IκB、NF-κB)の総タ
ンパクレベルおよびリン酸化レベルと HSP20 の
発現との関連を Western blot 法で検討した。 
(5) HSP20 発現肝がん細胞および発現してい
な い 肝 が ん 細 胞 に お い て 、 transforming 
growth factor- (TGF-) 刺激による PI3-キ
ナーゼ活性を比較検討した。 
(6) HSP20発現肝がん細胞および発現していな
い肝がん細胞において、TNF-刺激による
transactivation活性をルシフェラーゼレポータ
ーアッセイで比較検討した。 
４．研究成果 
(1) ヒト肝がんのがん部における HSP20 の発現
が非がん部と比較して有意に減少し、さらに肝
がんのステージが進行するほど発現が減少する
ことを既に報告している。加えて、HSP20 が
TGF-等の細胞増殖因子刺激によって惹起さ
れる MAP キナーゼスーパーファミリーおよび
AKT の細胞内情報伝達経路の阻害を介し、が
ん細胞の増殖を抑制していることを報告している。
これらの結果を基に、今回 HSP20 による肝がん
細胞の増殖抑制の分子機序の詳細について検
討した。その結果、HSP20 発現肝がん細胞に
おいて、HSP20はp44/p42 MAPキナーゼおよ
びAKTとは直接結合しなかったが、一方、AKT
の上流で機能する PI3-キナーゼと直接結合す
ることを見い出した。さらに、HSP20 は AKT の

タンパク質発現レベルには何ら影響しなかった
が、PI3-キナーゼ活性を抑制することを明らかと
した。また、ヒト肝がん組織においても、HSP20
は PI3-キナーゼと直接結合していることを明ら
かとした。以上の結果から、ヒト肝がん組織にお
いて、HSP20 は PI3-キナーゼを標的分子とし、
その活性を阻害することより AKT シグナル伝達
の抑制を介し、肝がん細胞の増殖を抑制する分
子機序を明らかにした。 
(2) 肝がんのアポトーシスにおける HSP20 の役
割を検討するために、今回アポトーシスに関わる
細胞内情報伝達系と HSP20 の関連を解析した。
Western blot 法による検討の結果、HSP20 発
現肝がん細胞において、cleaved-カスパーゼ-3
および cleaved-カスパーゼ-7 のレベルが上昇し
て い る こ と を 見 い 出 し た 。 加 え て 、
cleaved-PARP のレベルも上昇していることを明
らかとした。さらに、HSP20 の標的分子を検討し、
アポトーシスに関わる Bcl-2 ファミリーの内、Bad、
Bcl-2 および Bcl-xL とは何ら直接結合しないが、
HSP20 が Bax と直接結合していることを明らか
とした。以上の結果から、肝がん細胞において、
HSP20 は Bax を標的分子とし、カスパーゼカス
ケードを刺激することより、肝がん細胞のアポト
ーシスを促進する分子機序を明らかにした。 
(3) ヒト肝がんは炎症を伴っていることはよく知ら
れている。その炎症には TNF-を含む多くのサ
イトカインが重要な役割を果たし、肝がんの進展
を制御していると考えられている。今回、HSP20
と TNF-によって惹起される細胞内情報伝達の
関連を検討した。その結果、TNF-存在下での
HSP20 を発現させた肝がん細胞における細胞
増殖は HSP20 が発現していない細胞に比し、
有意に低下していることを見い出した。TNF-
の細胞内情報伝達経路として IκB/NF-κB 経路
が中心的役割を果たしていると考えられている。
これを基に、HSP20 発現肝がん細胞および発
現していない肝がん細胞において、TNF-刺
激による IκB/NF-κB 経路の活性化を比較検討
した。HSP20 発現肝がん細胞において、IκB の
リン酸化酵素である IKK-のタンパク質発現レ
ベルが低下していることを見い出した。加えて、
TNF-刺激による IκB および NF-κB のリン酸
化レベルが低下していることを明らかとした。ま
た、HSP20 発現肝がん細胞において、TNF-
刺激による transactivation 活性が低下してい
ることを明らかとした。さらに、ヒト肝がん組織に
おいても、HSP20 のタンパク質発現レベルが低
下しているがん部の IKK-のタンパク質発現レ
ベルが非がん部に比し、上昇していることを明ら
かとした。以上の結果から、肝がん細胞におい
て、HSP20はIKK-のタンパク質発現レベルを
低下させ、TNF-刺激による細胞内情報伝達
経路を阻害することより、肝がん細胞の増殖を抑
制する分子機序を明らかにした。 
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