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研究成果の概要（和文）：多くの肝癌は慢性炎症による組織の線維化を背景に発癌し、この過程において活性酸素種（
ROS）の蓄積およびその下流分子JNKが重要な役割を果たしている。癌幹細胞の増殖にはROS依存性と非依存性の経路が
あり、前者にはc-Jun/JNK, SOX2が、後者にはガンキリンによる血管内皮増殖因子(VEGF), Nanog発現の制御が関与して
いる。ヒト大腸、肝癌において、ガンキリンの発現量は癌幹細胞マーカーであるCD133の発現量と有意な相関を認め、
ガンキリンは炎症や幹細胞の制御を介して発癌に関与していると思われる。ROS、ガンキリンを標的とした新しい治療
効果予測のバイオマーカーや治療薬の開発が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Liver-specific p38-alpha ablation was found to enhance ROS accumulation, because i
t reduced the expression ofHSP25. p38-alpha-deficiency also increased the expression of SOX2, c-Jun and Ga
nkyrin and led to enhanced TAA-induced hepatocarcinogenesis. The up-regulation of SOX2 and c-Jun was preve
nted by administration of the antioxidant butylated hydroxyanisole. The risk of human HCC recurrence is po
sitively correlated with ROS accumulation in the liver.  Augmented oxidative stress of liver parenchymal c
ells may explain the close relationship between liver fibrosis and hepatocarcinogenesis. In addition, expr
ession of CD133, a cancer stem cell marker, was significantly correlated with Gankyrin expression. Gankyri
n knockdown decreased the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and stemness factors suc
h as Nanog and Oct-4 in colorectal and liver cancer cells.
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１． 研究開始当初の背景 

肝癌は世界で３番目に死亡率の高い癌で

ある。肝発癌率は炎症の遷延により生じる肝

線維化の進行とともに上昇し、線維化の終末

像であるC型肝硬変では毎年7-8%と高率に発

癌する。主な危険因子は B 型、C 型肝炎ウィ

ルス(HBV, HCV)による慢性感染であるが、垂

直感染防御事業や輸血血液のスクリーニン

グの施行により、新たなウィルス肝炎患者は

減少し、一方で肝発癌の原因として NASH の

重要性が指摘されている。NASH は肥満を背景

に発生し、インスリン抵抗性を主な病態とす

る。プロテアソームはインスリン抵抗性およ

び肥満の発生に重要な役割を果たしており

(Wing SS, BMC Biochem 2008)、またヒトに

おいて肥満とプロテアソーム活性の逆相関

が認められる(Chang et al., Metabolism 

2009,58;1643)。このようなことから NASH の

病態にはプロテアソームが関与しているこ

とが考えられる。 

発癌とプロテアソームの関連については

多くの報告がある。プロテアソームは癌抑制

遺伝子 p53 を MDM2/HDM2 依存的に分解し、細

胞死および細胞周期を制御する。また炎症と

発癌に重要なNF-kBの活性はプロテアソーム

による IkB の分解により制御される。このよ

うにプロテアソームは炎症および発癌にお

いて重要な役割を果たしている。実際、血清

プロテアソームレベルが肝発癌早期に上昇

することが報告されている(Henry et al., 

Gut 2009)。 

ガンキリンは Rb と結合し、強制発現によ

り Rb のリン酸化および分解は促進し、転写

因子 E2F-1 を介して細胞周期は亢進する。ま

た、MDM2/HDM2 と結合して p53 のユビキチン

化および分解を介して細胞死を制御する。ガ

ンキリンは 7 つの ankyrin repeat を有し、

構造的に類似する IkB と同様、Rel A と結合

し、NF-kB 活性を抑制する(Higashituji et 

al., 2007)。近年、ガンキリンの発現の亢進

は、プロテアソームの regulatory particle

と core particle との相互作用を阻害し、プ

ロテアソームの生理的な機能を阻害するこ

とが報告された (Roelofs et al., Nature 

2009)。一方で、ガンキリンはプロテアソー

ムの不可欠な構成要素である(Saeki et al., 

Cell 2009)。臨床的には肝癌で高発現し、発

癌との関連が示唆されているが、in vivo で

のガンキリンの機能は不明である。そこで本

研究では、ガンキリンの transgenic mouse

および conditional knock-out mouse を用い

て、ガンキリンおよびプロテアソームを介す

る NASH、肝発癌の分子メカニズムの解明とそ

の臨床応用を模索する。 

 
２．研究の目的 

肝癌は線維化を伴う慢性肝炎から高率に

発生する。肝発癌の原因として肥満、非アル

コ ー ル 性 脂 肪 肝 炎 (nonalcoholic 

steatohepatitis, NASH)が指摘され、慢性炎

症と肝癌との関連が重要視されている。また

プロテアソームは炎症性発癌に関わる遺伝

子を制御する。近年、肝癌で高発現するガン

キリンがプロテアソームの不可欠な構成要

素であり、その機能に重要な役割を果たして

いることが明らかとなった。そこで本研究は、

transgenic mouse お よ び conditional 

knock-out mouse を用いて、ガンキリンの

NASH、肝線維化、肝発癌における in vivo で

の役割をプロテアソームとの関わりに注目

しながら解明する。 

 
３．研究の方法 

(1) NASH、肝線維化におけるガンキリン及び

プロテアソームの役割を解明する: ヒ

ト NASH, 肝硬変におけるガンキリン発

現量、プロテアソーム活性を解析する。

NASH, 肝線維化マウスモデルを用いて、

肝臓でのガンキリンおよびプロテアソ



ームの役割を解明する。  

(2) ガンキリンにより制御される癌関連遺

伝子を同定する:ガンキリンとの結合蛋

白を同定する。 

(3) ガンキリンおよびプロテアソームと肝

発癌の関連について分子レベルで明ら

かにし、新規癌治療薬の開発を目指す: 

肝発癌モデルを用いて in vivo で解析す

る。発癌に重要である NF-kB, IL-1, MAPK

へのガンキリンの影響を検討する。 

 
４．研究成果 

HBx promoter/enhancer を使用したガンキ

リントランスジェニックマウスは生後 10 か

月の時点で血管肉腫様の腫瘍が出現した。ま

た、化学発癌剤である diethylnitrosamine 

(DEN)を 2 週齢の雄に投与すると、8か月後に

高分化肝細胞癌を認め、トランスジェニック

マウスでコントロールマウスに比べてその

腫瘍数と腫瘍サイズが有意に亢進した。SAP 

promoter を使用したトランスジェニックマ

ウスにおいても同様に、DEN 投与後の肝発癌

が亢進した。 

ヒト肝細胞癌の生検サンプルよりRNAを抽

出し qRT-PCR を行った。ガンキリンの発現量

と vascular endothelial growth factor 

(VEGF)の発現量との間に正の相関を認めた。

ヒト大腸癌組織においてガンキリンと VEGF

の発現量との間に有意な相関を認め、このこ

とはガンキリンが血管新生を介して肝、大腸

発癌に関わっていることを示唆している。  

肝癌細胞株を用いて実験を行った。ガンキ

リンは検討したすべての細胞株で発現が亢

進していた。siRNA にてガンキリンの発現を

低下させると、VEGF の発現が低下した。大腸

癌細胞株においても、ガンキリンが VEGF, 

stemness factor Nanog の発現を促進し、ま

た VEGF は Nanog の発現を直接制御すること

を確認した(Lui et al 2012; Mine et al 2013)。

ガンキリンが幹細胞の増幅を制御している

可能性がある。 

MAPKの一つであるp38は肝発癌に重要であ

る。p38alpha floxed mouse と Albumin-Cre

トランスジェニックマウスを交配すると、肝

細胞だけでなく幼若な細胞においても

p38alpha が欠損する。この conditional KO 

mouse において、DEN 投与後、ガンキリンお

よび幹細胞の分子マーカーである SOX2 の発

現が亢進する。 

多くの肝癌は慢性炎症による組織の線維

化を背景に発癌し、この過程において活性酸

素種（ROS）の蓄積およびその下流分子 JNK

が 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。

Thioacetamide (2.5%)をマウスに 10 か月間

経口投与することで、慢性肝炎、肝線維化を

経て肝細胞癌ができることを見出した。TAA

投与による慢性肝炎において、ROS 依存性に

c-Jun/JNK 経路の活性化および stemness 

factor SOX2 の発現が亢進し、また ROS 非依

存性にガンキリンの発現が亢進し、発癌に貢

献する。 

epitherial mesenchymal transition (EMT)

は癌細胞の浸潤、転移に重要な病態と考えら

れている。ガンキリンは、TWIST, SNAIL など

EMT に関わる遺伝子発現に影響があった。一

方で、ガンキリン knock-down による NF-kB, 

MAPK への影響は限定的であった。ストレス応

答蛋白は外界からの刺激に対して生体の恒

常性維持に重要な役割を果たしている。

HSP27 は ROS の蓄積を阻害し、肝発癌を抑制

し、一方で EMT 及び癌の脱分化に関与する可

能性がある。ガンキリンとストレス応答蛋白

の関連について今後研究を進めていく。 

 分子標的薬ソラフェニブ治療前に肝生検

にて採取した肝組織を用いた検討にて、治療

抵抗性に関わる遺伝子を検討した肝癌患者

におけるソラフェニブ治療抵抗性および予



後と癌幹細胞マーカーであるCD133の発現量

との間に相関があり、治療抵抗性の獲得にお

ける癌幹細胞の重要な関与が示唆された。

JNK 活性がソラフェニブ治療抵抗例で高い傾

向を示した。ガンキリンの幹細胞制御機構を

考えると、ガンキリンがソラフェニブなど化

学療法奏功性と関連があることが予想され

る。今後ヒトにおいても研究を進めていく。 
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