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研究成果の概要（和文）：肝癌培養細胞株あるいはヒト肝細胞癌に於いて、HGF/MET刺激誘導型のEMT現象に関して微小
管過アセチル化がどのような影響を与えるか、HDAC6/NACC1発現抑制系を使用して検討した。HDAC6の発現抑制は細胞増
殖能、運動能を低下させた。HDAC6の過剰発現の見られる肝癌では肝内転移が高頻度に認められた。さらにHDAC6の発現
抑制はHGF刺激によるERK1/2の核内移行を抑制することでEMTの抑制果たしていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the significance of HDAC6 in the invasion
 and metastasis activities of hepatocellular carcinoma (HCC). And we also examined the effect on epithelia
l mesenchymal trsnsition induced by HGF/MET system. HDAC6 expression was greater in all of the HCC cell li
nes compared to the primary cultures of hepatocytes. Knockdown of HDAC6 markedly downregulated the migrati
on and invasion activities of all HCC cell lines (P<0.05). Overexpression of HDAC6 protein to a level high
er than that in the corresponding normal hepatocytes was observed in 14 (20%) of the 70 primary HCCs, and 
was significantly correlated with high clinical stage, number of tumors, vascular invasion and intrahepati
c metastasis (P<0.05). Downregulation of HDAC6 inhibited ERK1/2 tranlocation to the nuclesu. These results
 suggest that overexpression of the HDAC6 protein is involved in EMT of HCC cells.
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１．研究開始当初の背景 
上皮－間葉転換（epithelial-mesenchymal 

transition：EMT)は上皮系細胞が間葉系細胞
に形態変換する現象であり、細胞接着装置の
緩み、細胞外基質分解酵素
(metalloproteinase: MMP)の過剰発現や、細
胞運動の亢進をきたし、がん細胞では浸潤/
転移能の獲得に寄与している。ENT関連分子は
がんの浸潤転移抑制の観点から格好の治療標
的分子となり得る。HGF (hepatocyte growth 
factor)は、TGF-β(transforming growth 
factor)とならびEMTを誘導する増殖因子であ
る。HGF はその受容体であるMET (hepatocyte 
growth factor)に結合し、RAS→RAF→MEK→
ERK1/2と順次シグナルが伝達され、Snail、
Slug、Twist、Est-1 などの核内転写因子の作
用を介して、E-cadherinの発現抑制や、マト
リックス分解酵素の過剰発現を誘導しEMTを
引き起こす。またHGFによって活性化したERK
およびSrcは、細胞接着(Focal adhesion; FA)
に於いてfocal adhesion kinase (FAK)を活性
化させ、FA形成一崩壊のturn overrateを上げ、
細胞の運動能を加速させることが知られてい
る。さらに、HGFによって活性化したERKおよ
びSrcは、低分子G蛋白であるRACを活性化させ、
細胞の辺縁でのラメリボディアの形成に寄与
することで、アクチンフィラメントによる細
胞運動の推進力のとなっている。 
HGF/METは、がん治療戦略に於いて格好の

EMT抑制標的分子であり、既に生物製剤の開発
も進んでいる。しかし、これまでのEMT現象に
関連する細胞骨格分子の研究では、actinや中
間径filamentに関するもの多く、微小管はあ
まり注目されてこなかった。 
本研究では、HGF/MET誘導型のEMT現象に関

連して生じる肝細胞癌のEMT現象に関して、
HDAC6-NACC1の微小管アセチル化系に著目し
た研究を展開する。 
る。 
２．研究の目的 
 本申請課題では、HGF/MET刺激誘導型のEMT
現象に対して、微小管過アセチル化がどのよ
うな影響を与えるか、①METのりン酸化状態、
②下流シグ、ナノレ分子(ERK1/2、RAC1)への
影響、③細胞機能形態 (細胞運動/浸潤能/増
殖能)に関して検証し、その分子機構を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、肝癌培養細胞株を用いてHGF

刺激ならびにHDAC6の発現抑制による下流
のシグナル分子の動態を生化学的手法およ

び免疫組織学的手法を用いて解析した。 
ヒト肝癌培養細胞３株（HLF，PLC/PRF/5，

Hep3B）とヒト正常肝細胞２株（Hc-cells，
WRL-68）についてHDAC6の発現を定量PCR法，
Western blot法で評価した．siRNA (Life 
Technologies, Co. Ltd.)処理を行い，cell 
scratch assayにてHDAC6発現抑制下の細胞運
動能を評価した．浸潤能については，Matrigel 
invasion assayにて評価した． 
また，2006年8月から2011年10月まで，岩手

医科大学外科学講座において肝細胞癌の診断
で肝切除術を施行した70症例に関してHDAC6
の発現をVentana社製の自動免疫染色装置を
用いlabeled streptavidin-biotin法にて染
色し，臨床病理学的事項との相関を検討した． 
有意差の判定には，Mann-Whitney U test，

Fisher’s exact probability test ，
Kruskal-Wallis testを用いた．全ての検定で，
危険率が0.05未満の場合に有意差ありと判定
した． 
 
４． 研究成果 

 

（１）HDAC6 の mRNA/蛋白質の発現量は細胞株

間でばらつきが認められたが，正常肝細胞に

比較して肝細胞癌株で過剰発現していた．

siRNA 処理による HDAC6 の発現抑制は肝細胞

癌株３株全てで細胞運動能を低下させた

(p<0.05). 

（２）HDAC6 の発現抑制は全ての肝細胞癌株

の浸潤能を有意に低下させた(p<0.05). 

（３）HDAC6 は細胞質に陽性で正常肝細胞で

も発現が認められた．正常肝細胞より発現の

強い肝癌は 14 例（14/70，20%），肝細胞と同

等の発現強度が 35 例（35/70，50%），肝細胞

より強度の弱い症例が 21 例（21/70，30%）

であった． 

（３）免疫染色結果と臨床病理学的事項との

比較では，正常肝細胞に比較して HDAC6 の過

剰発現を認めた症例 14 例では，残りの 56 例

に比較して進行例が多く，腫瘍数/脈管侵襲/

肝内転移が高頻度に認められた(p<0.05)． 

（５）HDAC6-NACC1 システムの発現抑制は、

MET の細胞膜への凝集を誘導し自己リン酸化

を促した。 

 



 

 

（６）HDAC6 発現抑制下では、HGF 刺激によ

り細胞増殖能が抑制された。 

（７）この状態では MET の自己リン酸化は亢

進していたものの ERK1/2 の核内移行が阻害

されており細胞増殖能の低下の原因となる

と考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上の結果より、HDAC6 の発現抑制下にお

いて、MET の細胞内局在が変化し細胞

膜での発現の増強を認めるものの、微

小管の過アセチル化により ERK1/2 の

核内移行は極端に抑制され細胞増殖

に影響を与える事が明らかかとなっ

た。HDAC6 の過剰発現は HGF/MET 誘導

型の EMTに関して促進的に作用するこ

とが明らかとなった。 
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