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1　要旨

　　熱ショック応答は、進化の過程で保存された普遍的な生体防御機構である。この応答

を制御するのが熱ショック転写因子（Heat　shock　transcription血ctor　l：HSFI）である。　HSF　l

は、構成的ならびに誘導性の熱ショック蛋白質（Heat　shock　protein：Hsp）の発現を制御す

ることで、熱ストレスをはじめとする様々なストレスに対する耐性獲得に働いている。

　最近の研究から、HSFIは細胞内蛋白質ネットワークを調整することにより腫瘍形成を

制御しており、癌の発生や維持において重要な役割を演じていることが報告されている。

　今回我々は、ヒトメラノーマ細胞株MeWo、　HMV－1、　HMV－IIにショートヘアピンRNA

発現アデノウイルスを感染させ、HSFIをノックダウンさせた。　HSFIをノックダウンした

MeWo細胞は増殖能が低下し、細胞周期の解析からGlブロックが認められた。さらに、

HMV－1、　HMV－II細胞においても、　HSF1ノックダウンにより細胞増殖能の低下を認めた。

しかし、正常細胞であるヒトケラチノサイト細胞株HaCatは、　HSFIをノックダウンしても

細胞増殖能の低下は認められず、癌であるメラノーマ細胞に特異的にHSFIが細胞増殖に

重要な役割を演じていることが示された。また、HSFIをノックダウンしたメラノーマ細

胞は、温熱処置に対する抵抗性が減弱することが分かった。

　これらの結果から、ヒトメラノーマ細胞において、HSFIは増殖能の維持と熱ストレス

下での生存に必要な因子であり、HSFIを制御することはヒトメラノーマ治療の有望な標

的の1つになりうることが示唆される。

2研究の背景
　近年、皮膚メラノーマの発生率は他の癌よりも上昇している。全体的に見て、メラノー

マは全ての悪性腫瘍の1～3％の割合を占め、毎年、発生率は6～7％の上昇を続けている1、2）。

メラノーマは遠隔部位へ拡がる前に原発部位を完全に切除すれば、治癒することができる。

しかしながら、数十年に及ぶ単純、複雑いずれの治療的アプローチにもかかわらず、転移

性メラノーマの治療の進歩はほとんどなく、現在でもStageIV患者の5年生存率は6％しかな

く、メディアン生存期間は6ヶ月である3あ4）。進行したStageの患者のほとんどは全身化学療

法を受け、依然としてそれがStageIV患者の治療の中心と考えられている5戦多数の化学療

法薬がメラノーマの治療において多少の効果を示し、その中でも、ダカルバジンが最も広

く使用されている。ダカルバジンは非古典的なアルキル化剤であり、一般的にメラノーマ

の治療において最も効果的であるとされており、アメリカ食品医薬品局にも承認されてい

る5、7）。ダカルバジンは核酸のメチル化もしくは直接DNAに傷害をあたえ、細胞増殖停止も

しくは細胞死をもたらすことにより、抗腫瘍効果を発揮する。しかしながら、ダカルバジ

ン単独での有効例は10％～25％と低く、そのため、臨床上の完全寛解は5％以下しか認めら

れない。
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　熱ショック応答は一群の熱ショック蛋白質（Heat　shock　protein：Hsp）の誘導を特徴とす

る反応であり、蛋白質ホメオスターシスを維持するために細菌から人間までの全ての生物

に備わった基本的生体防御機構である8あ9LlO）。この応答は真核生物では熱ショック転写因子

（Heat　shock　transcription魚ctor：HSF）により主に転写レベルで制御されており、HSFはHsp

遺伝子のプロモーター上の熱ショックエレメントに結合する11）。HSFファミリー（HSFI－4）

の中で、HSF1は細胞や組織が熱に曝された時に、　Hspsの誘導を担う12、13・14）。このHSFIを介

したHspsの誘導は熱耐性の獲得に必要であり12、13エ15）、神経変性疾患16、17、18、19）や他の変性疾

患20あ21）のような様々な病態生理学的状態での細胞防御にも必要である。その一方、HSFIは

ストレス応答においてプロアポトーシス遺伝子を誘導することにより細胞死を導くことも

ある22、23、24）。さらにHSFsは、配偶子形成や神経形性のような発達過程、感覚器や線毛組織

の維持、免疫応答において重要な役割をはたす25、26）。

　これまでに、様々なタイプの腫瘍でHspsが上昇していることが確認されており27L28、29）、

ヒト前立腺癌細胞株においてはHSF　1の発現が上昇している30玉31）ことが報告されている。最

近の研究では、HSFIは増殖や生存、蛋白質の合成、グルコース代謝といった細胞機能の幅

広いネットワークを調整することにより、発癌の過程と癌細胞の維持に関与していること

が報告されている32あ33）。しかしながら、メラノーマにおけるHSFIの役割は知られていない。

3　目的

　メラノーマにおけるHSF　Iの役割を明らかにするために、ヒトメラノーマ細胞株（MeWo、

HMV－1、　HMV－II）にHSF　I　short　hai叩in（sh）RNA発現アデノウイルスを感染させ、　HSF　1をノ

ックダウンし、細胞増殖能の解析を行った。また、温熱処置単独、ダカルバジン処置単独、

温熱処置とダカルバジン処置の併用処置をそれぞれ、HSFIをノックダウンしたヒトメラノ

ーマ細胞に加えることにより、メラノーマ治療における、HSFIの機能欠損の効果を明らか

にする。

4　対象および方法

1）細胞培養と処理

　MeWo、　HMV－1、　HaCat細胞は10％ウシ胎児血清を含んだDMEM培地を用いて、37℃設定

の5％CO2インキュベーターにて培養した。　HMV－II細胞は10％ウシ胎児血清を含んだFl2培

地で培養した。ダカルバジン（Kyowa　Hakko　Kirin　Co．，　Tokyo，　Jpapan）は使用する前に、1時

間光に曝し活1生化させた。温熱処置のため、メラノーマ細胞は1時間42℃もしくは43℃に保

ち、その後37℃でリカバリーした。温熱療法とダカルバジン処置の併用処置のため、ダカ
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ルバジンを投与2時間後に温熱処置を加えた。

2）細胞生死判別

　細胞生死判別はtrypan　blue　exclusionにて評価した。

3）細胞周期解析

　メラノーマ、HaCat細胞にsh　RNA発現アデノウイルスを感染させ、72時間、144時間後に

トリプシン処理をし、その後、4℃オーバーナイトで70％エタノールにより固定した。細胞

はphosphate－buf飴red　saline（PBS）で洗浄し、　propidium　iodideで再懸濁し、15分間室温で保

った。細胞周期はフローサイトメトリー（C獅mics　FC500，　Bec㎞㎜Coulter）にて解析した。

4）ウエスタンブロット解析

　sh　RNA発現アデノウイルスを感染させたメラノーマ、　HaCat細胞をNP－40溶解緩衝液（150

mM　NaCl，1．0％Nonidet　p－40，50　mM　Tris（pH　8．0），　l　mM　phenylmethlsulfbnyl　nuoride，1μg／ml

leupeptin，1μg／ml　pepstatin）で溶解し、12，000　X　gで10分間遠心分離した。蛋白質をSDS一ポリ

アクリルアミドゲルで電気泳動した後に、ニトロセルロース膜に転写した。βアクチン

（AC－15，　Sigma）とHsp70（W27，　Santa　Cruz）に対するマウス抗体、　HSFI（αHSF　Ix）、HspllO

（αH・pllOb）、H・p90（αH・p90d）、H・p60（αH・p60－1）、H・p40（αH・p40－1）、H・p27（αH・p27・）

に対するラビット抗体を用いてニトロセルロース膜をプロットした34）。

5）アデノウイルスベクター作成

　ヒトHSFIに対するshRNAのターゲットシークエンスはBLOCK－iT　RNAi　Designer

（Invitoregen）と以前の報告を基に決定した33）。対応センスとアンチセンスのオリゴヌクレ

オチド（Tab且e　1）はアニールし、　pCR2．1－hU6のBamHIIHidlllサイトに挿入した

（pCR2．1－hU6－shRNA）。hU6－shRNAを含んだフラグメントをpShu廿leベクター（Stratagene）

のXhol／HindIIIサイトに挿入した（pShu廿le－hU6－shRNA）。感染アデノウイルスはアデノウ

イルスDNAをHEK293細胞にトランスフェクトすることにより作成した。ウイルス力価はプ

ラーク形性単位（plaque　fbrming　units：p鋤で決定した。

6）統計分析

　データはStudent’s’－testとANOVAにて解析した。　P＜0．05を統計的有意差とした。

5　結果

1）MeWo、　H劉C飢細胞におけるshRNA発現アデノウイルスによるHSF1のノックダウン。
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　MeWo、　HaCat細胞のHSF　I発現を抑制するために、2つの特異的19ヌクレオチドのシーク

エンスを決定し（TaUe　1）、HSF　Iに対するshort　hairpin（sh）RNA発現アデノウイルスを作成

した（HSF　I－1、　HSF　I－2　shRNA）。MeWo、　HaCat細胞にHSF　I－1、　HSF　I－2、　scramble　shRNA

発現アデノウイルスを72時間感染させた後に、HSFI、　Hsps蛋白質レベルをウエスタンブロ

ットで測定した。HSF　I蛋白質レベルはHSF　I－1、　HSFI－2　shRNAを感染させた細胞では著明に

減少していたが、scramble　shRNAを感染させた細胞では減少は認められなかった（Fig　IA，

B）。HSF　I－1、　HSFI－2　shRNAを感染させたMeWo細胞において、　HspllO、　Hsp90、　Hsp70、

Hsp60の蛋白質レベルはわずかに減少していた（Fig　IA，　C）。常に、　MeWo細胞のHSFI蛋

白質レベルはHaCat細胞の2倍以上であった（Fig．1B）。

2）HSFI　shRNA発現アデノウイルスの感染により、メラノーマ細胞の増殖能は顕著に低下

した。

　最近、HSF1は様々なヒト組織由来（子宮頸部、前立腺、末梢神経鞘、腎、乳腺）の癌細

胞の増殖、生存の維持に必要であることが報告されている33）。shRNAによりHSFIをノック

ダウンした細胞の増殖能を検討するために、ウイルス感染後72時間後より毎日細胞数を数

えた。驚くべきことに、HSFI　shRNAを感染させたMeWo細胞はscramble　shRNAと比較し、

著明に細胞増殖能が低下していた（Fig．2A）。この細胞増殖能の低下はHaCat細胞では認め

られなかった（Fig．2B）。他のメラノーマ細胞株HMv－1、　HMv－II細胞においても、　HsF　lの

ノックダウンにより細胞増殖能の低下を認めた（Fig．2c，1））。この結果により、HSFIはメ

ラノーマ細胞の増殖能に重要な役割を果たしていることが初めて明らかとなった。

3）MeWo細胞においてHSF1のノックダウンはG1期での細胞周期停止を起こし、アポトー

シスを誘導する。

　最近の報告より、HSFIは有糸分裂の制御やゲノムの不安定性に関連していることが示さ

れている32あ35）。これを明らかにするために、MeWo、　HaCat細胞においてHSF　Iのノックダウ

ンが細胞周期に影響を与えるかどうかを検討した。ウイルス感染後72時間、144時間後に細

胞のフローサイトメトリー解析を行った。ウイルス感染後72時間では、MeWo細胞において

HSFI　shRNA（～88．0％）ではscramble　shRNA（～80．1％）と比較してよりG1期への集積が

認められた（Fig　3A，　B）。ウイルス感染後144時間では、　MeWo細胞においてHSFI　shRNA

（～20．9％）ではscramble　shRNA（～5．4％）と比較して大幅にsub－Glの細胞増加が認められ

た（Fig．3A，　B）。HSFl　shRNAはHaCat細胞において、感染後72時間で若干のGl期への集積

（～84．4％）を認めたが、感染後144時間でのsub－Glの細胞増加は認めなかった（Fig．3c，　D）。

これらの結果より、MeWo細胞においてHSFIのノックダウンはGl期での細胞周期停止を起

こし、アポトーシスを誘導することが示された。

4）HSF1のノックダウンは温熱感受性を増加させるが、ダカルバジン単独処置、ダカルバ
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ジン処置と温熱処置の併用への感受性に影響を与えない。

　次に、HSFIをノックダウンしたMeWo細胞における温熱処置への影響を検討した。　HSFI－2、

scr㎜ble　shRNAを感染させたMeWo細胞を42℃1時間の温熱処置を行った後に37℃でリカバ

リーした。リカバリー後0、3、6、12時間後に細胞を回収し、ウエスタンブロットによりHSFI、

Hsp70、　Hsp27の蛋白質レベルを測定した。　scramble　shRNAを感染させたMeWo細胞において

は、温熱処置によりHSFlはリン酸化され、リカバリー3時間後には活1生が減弱していた。そ

の一方、HSF　l－2　shRNAを感染させたMeWo細胞では温熱処置、リカバリーの間ともHSF　lは

全く検出されなかった（Fig．4A）。

　MeWo細胞においてHSF　lノックダウンの温熱処置、化学療法への影響を検討するために、

ウイルス感染後72時間に温熱処置とダカルバジン処置を行った。細胞生死判別は処置後72

時間後にtrypan　blue　exclusionにて評価した。　HSFlノックダウンは42℃、43℃の温熱処置への

感受性を著明に増加させることが分かった（Fig．4B）。また、温熱処置への感受性の増加

は、他のメラノーマ細胞株HMV－1、　HMV－IIにおいても認められた（Supplementary　Fig．1）。

しかしながら、HSFIのノックダウンはダカルバジン処置への感受性には全くの影響を与え

なかった（Fig　4C）。さらに、　HSF　IをノックダウンしたMeWo細胞における、温熱処置と

化学療法を併用した温熱化学療法の効果を検討した。42℃の温熱処置と250μg／mlのダカルバ

ジン処置を併用した温熱化学療法は、scramble　shRNAを感染させたMeWoにおいて、温熱処

置単独（生存細胞、約72．9％）と比較して、大きく感受性を増加させた（生存細胞、約50．7％）。

過去の報告では、HSFIのノックダウンにより、ヒト子宮頸癌細胞株HeLaは、温熱処置とシ

スプラチン処置を併用した温熱化学療法の感受性を著明に増加させることが示されている

が、今回の実験では、温熱処置単独（生存細胞、約41．1％）、温熱化学療法（生存細胞、約

36．o％）とほぼ同様の効果が観察された（Fig．4B，　D）。これらの結果より、温熱処置、化学

療法、温熱化学療法は、HSFIをノックダウンしたメラノーマ細胞の生存に対してそれぞれ

異なったメカニズムで影響を与えることが強く示唆された。

6　考察

　多くの固形腫瘍の発生率が徐々に減少しているが、皮膚メラノーマの発生率は現在もま

だ上昇しており、臨床上の大きな問題となっている1吻。薄い病変で診断できれば、外科的

切除により高い確率で治癒することができる。しかしながら、一度転移を生じると致命的

となる。転移性メラノーマの標準治療は確定しておらず、様々な治療的アプローチが評価

されているが、著明な生存効果は認められていない3周。抗癌剤ダカルバジンは転移性メラ

ノーマの標準治療薬であるが、長期的な効果が得られる患者はごく少数である37）。今でも、

メラノーマに対する温熱療法は注目される治療法であるが38あ39）、温熱療法の効果は温熱によ

り誘導されるHspsの細胞保護作用により減弱される可能1生がある28、29㌔それ故に、　Hsps発現
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の減少は癌細胞の温熱療法に対する感受性を増加させるかもしれない。ほ乳類において、

主要なHspsの発現はHSFIにより制御されている11）。最近の研究より、HSFIは重要な細胞機

能に関わる多くの遺伝子発現を維持していると報告されている。HSFIはストレス状態で単

にHspsの発現を増加させるだけでなく、細胞を生存させるために多くの遺伝子発現を制御

していることが推測される34あ40）。このことはHSFIが、生存維持の役割の一環として、腫瘍

形成を可能にする細胞機能ネットワーク全体を調整している可能性を示唆しており、それ

故にHSFlは抗癌治療の重要なターゲットになるかもしれない41）。この仮説を検証するため

に、shRNAによりHSFIをノックダウンし、温熱療法により誘導されるメラノーマ細胞死の

効果を検討した。

　MeWo細胞のHSFI蛋白質レベルはHaCat細胞と比較し2倍以上であり、Hsp蛋白質レベルは

HSFl　shRNAを感染させたMeWo細胞においてのみ、若干の減少がみられることが確認され

た（Fig．1A，　c）。これらの結果はメラノーマ細胞においてHspの発現はHsF　l蛋白質レベル

に依存しており、HSF　lを高発現する多くの種類の腫瘍が高濃度のHspsを含む理由を説明す

るものになるかもしれない。

　HSFI　shRNAを感染させたMeWo細胞では細胞増殖能が著明に減少したが、これはHaCat

細胞には認められないことが明らかとなった（Fig．2A，　B）。さらに、他のメラノーマ細胞

株HMv－1、　HMv－IIにおいても、HsFlのノックダウンにより細胞増殖能の低下を認めた（Fig．

2C，　D）。これらの結果は以前の他の細胞を用いた報告と一致していた33）。また、　MeWo細

胞においてHSFIのノックダウンはウイルス感染後144時間でアポトーシスを誘導したが、こ

れはHaCat細胞では認められなかった（Fig．3）。以上の結果より、HSF　Iはメラノーマ細胞

の増殖能、生存の維持に必要であるが、正常ヒトケラチノサイトの増殖能、生存にほとん

ど影響を与えないことが明らかとなった。

　これまでに、HSFlのノックダウンにより、ヒト子宮頸癌細胞株HeLaは、温熱処置とシス

プラチン処置を併用した温熱化学療法の感受性を著明に増加させることが示されている36）。

彼らの報告によれば、HSFIのノックダウンはシスプラチン単独、温熱処置単独の感受性に

影響を与えなかったが、温熱処置とシスプラチン処置を併用した温熱化学療法の感受性を

著明に増加させることを報告している。対照的にわれわれの研究からは、HSFIのノックダ

ウンは、メラノーマ細胞において、ダカルバジン処置単独の感受性に影響を与えなかった

が、温熱処置単独の感受性を顕著に増加させた（Fig．4B，　C，　Supplement群y　Fig　1）。重要な

ことは、HSFIをノックダウンしたMeWo細胞において、温熱療法とダカルバジン処置を併

用した温熱化学療法の感受性は、温熱療法単独の感受性とほとんど違いがないことである。

これらの結果より、温熱処置、化学療法、温熱化学療法は、HSFIをノックダウンしたメラ

ノーマ細胞の生存に対してそれぞれ異なったメカニズムで影響を与えることが示唆された。
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7結語
　我々の研究より、HSFIのノックダウンはメラノーマ細胞の増殖を抑制し、アポトーシス

を誘導することが初めて明らかとなった42）。この結果より、HSFIのノックダウンは温熱処

置を組み合わせることにより、メラノーマの有望な治療法となり得ることが示唆された。

HSF1のノックダウンは正常ヒトケラチノサイトの増殖や生存に影響を与えず、この治療法

はほとんど副作用を示さない可能性がある。
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9　図の説明

Figure　l　HSF1に対するshort　hai叩in（sh）RNA発現アデノウイルスによるMeWo、　HaCat

細胞のノックダウン。

AMeWo、　HaCat細胞にshRNA発現アデノウイルスを感染させた。　scr㎜ble、　HSFl－1、HSFl－2

shRNA発現アデノウイルス感染72時間後に、　HSFI、Hsp蛋白質レベルをウエスタンブロット

にて測定した。β一アクチンはウエスタンブロットのローディングコントロールとして使用

した。

B　MeWo、　HaCat細胞における、　HSF　1－1／2　shRNAとscramble　shRNAのHSFl蛋白質レベルの

比較。平均と標準偏差は3回の独立した実験より示した。＊＊はP＜0．Olを示す（Student’－test）。

C　MeWo、　HaCat細胞における、　HSFl－1／2　shRNAとscramble　shRNAのHsp蛋白質レベルの

比較。それぞれの蛋白質レベルはβ一アクチン蛋白質で補正している。平均と標準偏差は3

回の独立した実験より示した。＊はP＜0．05を示す（Student’－test）。

Figure　2　HSF1のノックダウンはメラノーマ細胞の増殖能を低下させる。

A、B　shRNA発現アデノウイルス感染72時間後に、　MeWo、　HaCat細胞を1×105の濃度で培

養プレートにまいた。示した時間に細胞数をtrypan　blue　exclusionにて計測した。平均と標準

偏差は3回の独立した実験より示した。＊＊はP＜0．Olを示す（ANOVA）。

C　HMV－1、　HMV－II細胞にscramble、　HSFI－1、　HSF　I－2　shRNA発現アデノウイルスを感染さ

せた。感染72時間後にHSFI蛋白質レベルをウエスタンブロットにて測定した。β一アクチン

はウエスタンブロットのローディングコントロールとして使用した。

D　shRNA発現アデノウイルス感染72時間後に、　HMV－1とHMV－II細胞を1×105の濃度で培

養プレートにまいた。示した時間に細胞数をtrypan　blue　exclusionにて計測した。平均と標準

偏差は3回の独立した実験より示した。＊はP＜0．05、＊＊はP＜0．Olを示す（ANOVA）。

Figure　3　HSF1のノックダウンはMeWo細胞のGl期での細胞周期停止を起こし、アポトー

シスを誘導する。

A、C　ウイルス感染72、144時間後に細胞周期をフローサイトメトリーにて解析した。　MeWo

細胞（上側）、HaCat細胞（下側）の生死割合をFacs解析のヒストグラムに示す。

B、D　ウイルス感染72、144時間後に細胞周期をフローサイトメトリーにて解析した。　MeWo

細胞（上側）、HaCat細胞（下側）のG1期とsub－Glの細胞割合を示す。平均と標準偏差は3

回の独立した実験より示した。＊はP＜0．05、＊＊はP＜0．Olを示す（Student’－test）。

Figure　4　HSF1のノックダウンはMeWo細胞の温熱感受性を増加させる。

A　scrambleとHSFI－2　shRNA発現アデノウイルス感染72時間後に、　MeWo細胞に42℃1時間

の温熱処置（HS）を加え、その後37℃でリカバリーした。リカバリーのそれぞれの時間で

細胞を回収し、HSFI、　Hsp70、　Hsp27の蛋白質レベルをウエスタンブロットで測定した。β
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一アクチンはウエスタンブロットのローディングコントロールとして使用した。

B　ウイルス感染72時間後に、MeWo細胞に42もしくは43℃1時間の温熱処置を加え、37℃で

リカバリーした。処置72時間後に生存した細胞をtrypan　blue　exclusionにて計測した。平均と

標準偏差は3回の独立した実験より示した。＊＊はP＜0．Olを示す（Student’－test）。

C　ウイルス感染72時間後に、MeWo細胞に示した濃度のダカルバジン処置を加えた。処置

72時間後に生存した細胞をtrypan　blue　exclusionにて計測した。平均と標準偏差は3回の独立

した実験より示した。

D　ウイルス感染72時間後に、MeWo細胞に250μg／mlのダカルバジン投与し、2時間後に42℃

1時間の温熱処置を加えた。処置72時間後に生存した細胞をtrypan　blue　exclusionにて計測し

た。平均と標準偏差は3回の独立した実験より示した。＊はP＜0．05を示す（Student’－test）。

Supplementary　Figure　l　HSF1のノックダウンはHMV－1、　HMV－II細胞において温熱感受性

を増加させる。

ウイルス感染72時間後に、MeWo細胞に42もしくは43℃1時間の温熱処置を加え、37℃でリ

カバリーした。処置72時間後に生存した細胞をtrypan　blue　exclusionにて計測した。平均と標

準偏差は3回の独立した実験より示した。＊はP＜0．05、＊＊はP＜0．Olを示す（Student’－test）。
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