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Abstract. S���������������� ���������� ������� �� ��� �����S���������������� ���������� ������� �� ��� �����
���� 1 (STEAP1) ��� ������d �� �� �d��� ������ �� c��c�� 
�������u��c�. H�w�v��, ��� �u�c����� �� STEAP1 �� ��v�� 
c��c�� ������ u��������d. T�� cu����� ��udy ����d �� c����c�
����z� ��� �������c�� ����� �� STEAP1 �� ��v�� c��c��. STEAP1 
���������� w�� u����u����d �� �u��� ����u��, ��d ���� STEAP1 
���������� w�� ����c����d w��� ���� c����c�� �u�c���� �� 
�������� w��� ��v�� c��c��, �cc��d��� �� ��v���� �u���c�y �v����
���� d�������. STEAP1 �����c��� u���� ����� ����������� RNA 
��������d c��� ������������� ��d w�� �cc�������d �y G1 ������ 
��duc�d �y ��� �u��������� �� cyc��� D1 ��d ��� ��������� �� 
�27. STEAP1 �����c��� �u�������d c�Myc ����������, w��c� 
was identified as a component in STEAP1 ������ �����duc���� 
by mining publicly available datasets and was then confirmed 
�y PCR ����y. I� c��c�u����, ��� k��ckd�w� �� STEAP1 �� 
��v�� c��c�� c��� ����� ��d �� ���������� �� c��� ������������� 
��v��v��� G1 ������ �y �u��������� c�Myc. T�� ������� ��udy 
���v�d�� � ���c����c�� c��c��� ��� STEAP1 �� � d�u������ 
������ �� ��v�� c��c��.

Introduction

P�����y ��v�� c��c�� �� ��������d �� �� ��� ����d ���d��� c�u�� 
�� c��c���������d d����� w���dw�d�, �cc�u����� ��� 830,000 
d����� ��c� y��� (1). H�����c���u��� c��c����� (HCC) �� 
��� ���� c����� �y�� �� ������y ��v�� c��c�� c��������� 
75�85% �� c���� (1). D������ ��c��� �dv��c�� �� �u���k����� 

����������, �uc� �� ���������, �����������, ��d ���v������, �� 
w��� �� �����v��cu��� ��d�������� ���w�� ��c��� ��������� ��d 
���u�� c��ck ����� ����������, �dv��c�d HCC ��� � d����� 
��������� (2�5). A� ����������� �� ��� ����cu��� c����c�
�������c� �� ��v�� c��c�� �� ���d�d �� d�v���� ���� ����c��v� 
�������u��c�.

A w��� c����c����z�d ��c��������, c�Myc c������u��� �� 
��� ������������ �� � ����d ����� �� �u��� c��c���, ��c�ud��� 
��v�� c��c�� (6). Ov������������ �� c�Myc �� ����c����d w��� � 
poor prognosis (7). The amplification of c‑Myc ��d ����������� 
�� �������� c�Myc ���w��k ������� ��v� ���� �d�������d 
�� �v�� 30% ��d 70% �� HCC c����, �����c��v��y (8). Suc� 
���d���� ��������� c�Myc �� �� �����c��v� ������ ��� ��v�� 
c��c�� �������u��c�. H�w�v��, ��� ���uc�u��, w��c� ��ck� � 
d�u������ �yd�������c ��ck��, ��d ��� �uc���� ��c���z����� 
��v� �������d ��� d�v�������� �� ���c���c ���������� �� 
c�Myc (9). C�������y, ������� c����c�� ������ �� c�Myc �������
���� ��� ������������, ��c��� ��� � ����� ��v��v��� 90������ 
acid peptide as a dominant negative inhibitor (10). Specifically, 
�� �� c����c�� �� ���k d�u������ ������� �� ��� c�Myc ����w�y �� 
c����� c�Myc�d��v�� ��v�� c��c��.

S���������������� ���������� ������� �� ��� �������� 1 
(STEAP1), which was initially identified in prostate cancer 
c���� ��d �� ��������d �� ��w ��v��� �� ������ c����, �� � c��� 
�u���c� ������� (11) ���� �� �v�����������d �� ���y �u��� 
c��c��� (12). STEAP1 ��� ��u� ������d �� �� �d��� ������ �� 
c��c�� �������u��c�. STEAP1 �� �����v�d �� ���y � ��y�������
�c�� ���� �� �� ��� c������ ��d ����������� (13). Add��������y, 
���uc�u��� ����y��� u���� � c�y�����c���� ��c���c��y ��v����d 
���� STEAP1 w��k� �� � �����c ��duc���� w��� ���d��� �� ��� 
NADPH����d��� d����� �� STEAP4 (14). I� c�������, ��� 
���������c�� �u�c����� �� STEAP1 �� c��c�� c���� ��v� ���� 
������y u��������d. W� ��c����y d��c�v���d ���� ���� �������
���� �� STEAP1 ���d �� ��� �u��������� �� ���c��v� ��y��� 
���c��� (ROS) ���� ��c���d ���� ��������� v�� � NF�E2�������d 
��c��� 2 (NRF2) ����w�y �� c�����c��� c��c�� c���� (15). 
H�w�v��, ��� ����� �� STEAP1 �� ��v�� c��c�� ������������ 
������ c��������y u�k��w�.

H���, w� ��u��� �� c����c����z� ��� �������c�� ����� �� 
STEAP1 in liver cancer. We identified that STEAP1 �����c���� 
levels were significantly increased in liver cancer compared 
�� ������ ��v�� c����, ��d ���� �uc� ���� ��v��� w��� ����c��
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���d w��� � ���� ���������. T�� k��ckd�w� �� STEAP1 ��d �� 
c�������w�� ���������� �cc�������d �y G1 ������ �y ��������� 
��� �u��������� �� c�Myc, w��c� w�� d��c�v���d �y ������ 
publicly available databases. Our findings yield a new treat�
���� �������y ��������� ��� STEAP1�c�Myc ���� �� ��v�� 
c��c��.

Materials and methods

Databases and gene expression data analysis. G��� �������
���� ��v��� �� STEAP1 �� �����u��� ��d ��v�� c��c�� ����u�� 
were evaluated using gene expression profiles of GSE14520 
��d GSE36376 ���� ��� G��� E��������� O����u�, � �u���c 
��d �����y �v������� d�������. T�� GSE14520 d������ ��c�ud�� 
488 ������� �� 241 ����c��c���u� ��d 247 c��c���u� 
������c ����u��. T���� d������� ��v� ���� w�d��y u��d ��d 
w��� �cc����d �� ������������c� ����y��� �� ��v�� c��c��. T�� 
GSE36376 d������ ��c�ud�� 433 ������� c��������� �� 193 
����c��c���u� ������c ����u�� ��d 240 c��c���u� ����u��. T�� 
c���������� ���w��� STEAP1 ��v��� ��d c����c�� �u�c���� �� 
�������� w��� ��v�� c��c�� w�� ��v��������d u���� GSE14520 
��d ��� C��c�� G����� A���� P������ (TCGA) (16). W� 
u��d � ��c��v�� ��������� c����c�������c cu�v� �� d�������� 
��� cu���� v��u�. I� �����, 247 �������� ���� ��� GSE14520 
d������ ��d 360 �������� ���� TCGA, ��� w��� ��v�� c��c��, 
w��� d�v�d�d ���� �w� ���u�� ��v��� ���� �� ��w ��v��� �� 
STEAP1, �����c��v��y. K������M���� ����y��� �� �u�v�v�� 
w��� ��������d ����d �� ����� ���u��. S�������c�� ����y��� 
w��� ��������d u���� EZR ����w��� v������ 1.33 (17).

G��� ��� ����c����� ����y��� (GSEA) w�� ��������d 
u���� ��� ���� ��u�c� ����w���, GSEA 4.0.3. I�������y, 
w� ��� �w� ���u�� (STEAP1_���� ��d STEAP1_��w) �� 
GSE14520�GPL3921, w��c� ��c�ud�� 225 ��v�� c��c�� ������� 
�� �����. W� c��duc��d GSEA �� ��� �w� ���u�� u���� H������k 
���� ����. G��� ���� ���w��� � NOM P�v��. (P�v��u�) <0.05 
��d ����� d��c�v��y ���� (FDR) Q�v��. (FDR) <0.25 w��� 
considered significant. Differentially expressed genes (DEGs) 
between these two groups were identified using an online tool, 
GEO2R, w��� |���FC| >1.5 ��d �� �dju���d P�v��u� <0.05.

Cell lines and culture conditions. H��G2 ��d H��3B c��� ����� 
w��� �u�c����d ���� ��� A����c�� Ty�� Cu��u�� C����c����; 
����� w��� �u������c���d �y ����� ���d�� ������ DNA 
profiling prior to all experiments. Both cell lines were cultured 
�� DMEM c��������� 10% ����� ��v��� ���u� (FBS), 2 µM 
L���u������ ��d 1% ����c��������������yc�� (��� ��d�u� ��d 
��� �u��������� ���� S�����A�d��c�; M��ck KG�A).

Inhibition of STEAP1 expression by small‑interfering RNA. 
C������ ����������������� RNA (��RNA; C������; #4390843; 
Thermo Fisher Scientific, Inc.) and two independent siRNAs 
��������� �u��� STEAP1 (��STEAP1; D�003713�01: 5'�GGA 
GAGAAUUUCACUAUAU�3' ��d D�003713�02: 5'�UAAAGA 
AGAUGCCUGGAUU�3'; D�����c��) w��� �������c��d u���� 
Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific, Inc.) 
�cc��d��� �� ��� ���u��c�u���'� �����c��. C���� w��� ���d�d �� 
� d�����y �� 3�105 c����/w��� ���� 6�w��� ������ ��d cu��u��d ��� 
24 h at 37˚C. Subsequently, cells were transfected with control 
��RNA �� ��RNA ��������� �u��� STEAP1, ��d ��cu����d ��� 
72 h at 37˚C. Final siRNA used per well was 25 pmol. After 

incubation, floating cells in media were collected, adhesive 
c���� w��� w����d ��d c����c��d, ��d ���� w��� ����d�����y 
u��d ��� �����������.

Reverse transcription‑quantitative PCR (RT‑qPCR). T���� RNA 
was extracted using TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific) 
�cc��d��� �� ��� ���u��c�u���'� �����c��. Su���qu����y, c������
������y (c)DNA w�� �y������z�d ���� ��� RNA u���� � 
Su���Sc���� VILO cDNA �y������� k�� (T����� F����� 
Sc�������c). qPCR w�� ��������d w��� �� A�����d 
B���y����� 7300 R�������� PCR �y���� (A�����d B���y�����; 
Thermo Fisher Scientific, Inc.). The analysis of target genes 
(STEAP1 ��d c‑Myc) w�� c��duc��d �� qu�d�u���c��� u���� � 
POWER SYBR‑Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, 
Inc.) as previously described (18). The thermal profile of the 
qPCR program consisted of 2 min at 50˚C, 10 min at 95˚C, 
40 cycles of 15 sec at 95˚C and 1 min at 60˚C, and a dissociation 
stage at the end of the run from 60˚C to 95˚C. Transcript levels 
w��� �������z�d �� β��c��� ���������� ��d ����yz�d u���� ��� 
2�ΔΔCq �����d. T�� �����w��� PCR ������� w��� d������d: 
5'�CCCTTCTACTGGGCACAATACA�3' ��d 5'�GCATGG 
CAGGAATAGTATGCTTT�3' ��� STEAP1; 5'�TTTTTCGGG 
TAGTGGAAAACC�3' ��d 5'�GCAGTAGAAATACGGCTG 
CAC�3' ��� c‑Myc; ��d 5'�GGCATCCTCACCCTGAAGTA�3' 
��d 5'�GAAGGTGTGGTGCCAGATTT�3' ��� β‑actin.

Western blotting. A� ���v��u��y d��c����d (19), c���� w��� ���u�
����z�d �� ��d�����u�����c��������� ����y �y��� �u���� (50 �M 
T����HC�, �H 7.5, 1% NP�40, 0.5% N��d���yc������, 1 �M 
EDTA, 150 �M N�C�, 1 �M EGTA, ��d �������� ��������� 
c�ck����; S�����A�d��c�; M��ck KG�A), ��d c������u��d �� 
12,000 � � ��� 10 ���. T�� �u���������� w��� c����c��d, ��d 
������� c��c���������� w��� d��������d u���� � ��c��c������c 
acid Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Inc.). Equal 
���u��� �� ������� w��� ��������d �� MULTIGEL II ���� 
���� (C���� B�� C�., L�d.) ��d ����������d �� ���yv��y��d��� 
fluoride membranes using a QBlot Kit (ATTO, Tokyo, Japan). 
T�� ����� w��� �����d u���� ��� �����w��� ������y �����
��d���: �����STEAP1 (�c25514; S���� C�uz B����c������y), 
�����STEAP1 (#88677; C��� S�������� T�c������y), 
�����cyc��� D1 (#2987; C��� S�������� T�c������y,), ������27 
K��1 (#3686; C��� S�������� T�c������y), �����c�Myc (OP10L; 
EMD B���c���c��), ��d ������c��������� ��d��� ������d��� 
(HRP; �c�47778; S���� C�uz B����c������y).

Evaluation of cell proliferation. H�����c���u��� c��c����� 
c���� w��� ���d�d �� � d�����y �� 2�103 c����/w��� ���� 96�w��� 
������. C������ ��RNA �� �w� ��d����d��� ��RNA� ��������� 
�u��� STEAP1 w��� �������c��d 24 � ����� ���d���. C��� 
v�������y w�� �������d �� 0, 24, 48 ��d 72 � u���� � WST�1 
����y (P����� WST�� C��� P������������ A���y; T�k��� B��) 
and Infinite M1000 Pro microplate reader (Tecan Japan). A 
���w�� cu�v� w�� c�����uc��d �y �������� ��������c� ������� 
����.

Cell cycle analysis. L�v�� c��c�� c���� w��� ���d�d �� � d�����y 
�� 3�105 c����/w��� ���� 6�w��� ������ ��d cu��u��d ��� 24 �. 
Su���qu����y, c���� w��� �������c��d w��� c������ ��RNA �� �� 
��RNA ��������� �u��� STEAP1, ��d ��cu����d ��� 72 �. A���� 
incubation, floating cells in media were collected and adhesive 
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cells were washed, fixed in ethanol, and stained with prop�
�d�u� ��d�d� u���� � c����cyc�� ����y��� k�� (F�Cyc�� PI/RN��� 
S������� S��u����; T����� F����� Sc�������c), �����w�d �y 
����y��� �� � BD FACS II (BD B���c���c��) �����u���� u���� 
FACSD�v� (BD B���c���c��) �� ���v��u��y d��c����d (20).

Apoptosis assay. A�������� w�� �v��u���d u���� �� 
A������ V/7��������c�����yc�� (AAD) �������� k�� 
(BD B���c���c��). L�v�� c��c�� c���� w��� ���d�d �� � d�����y 
�� 3�105 c����/w��� ���� 6�w��� ������ ��d cu��u��d ��� 24 �. 
Su���qu����y, c���� w��� �������c��d w��� c������ ��RNA �� 
�� ��RNA ��������� �u��� STEAP1, ��d ��cu����d ��� 72 �. 
After incubation, floating cells in media were collected and 
�d����v� c���� w��� w����d, ������d w��� A������ V ��d 
7�AAD, ��d ����yz�d �� � BD FACSC���� II (BD B���c���c��) 
�����u���� u���� FACSD�v� (BD B���c���c��) �� ���v��u��y 
d��c����d (21).

PCR array. T���� RNA w�� ��v����������c����d u���� �� RT2 
F���� S����d K�� (Q�����). PCR ����y w�� ��������d u���� RT2 
P�������™ PCR A���y Hu��� MYC T������ (PAHS�177Z; 
Q�����) �cc��d��� �� ��� ���u��c�u���'� �����c��.

Statistical analysis. The significance of differences was deter�
����d �y S�ud���'� ������, M����W�����y U ����, �������k ���� 
�� ����w�y ANOVA �����w�d �y B���������'� �������c ����, 
�� �����������. P������'� c���������� w�� u��d �� ������� ��� 
c���������� ����y���. A�� ��������c�� ����y��� w��� ��������d 
using EZR software version 1.33 (17). Statistical significance 
was defined as P<0.05.

Results

STEAP1 is up‑regulated and significantly associated with poor 
overall survival and recurrence‑free survival in liver cancer. 
We first investigated the expression of STEAP1 �� �������� 
w��� ��v�� c��c�� u���� �u���c�y �cc������� d������� (GSE14250 
��d GSE36376) ���� ��� G��� E��������� O����u�. I� ���� 
d�������, STEAP1 �� �v�����������d �� ��v�� c��c�� ����u�� 
c������d �� ����c��c���u� ������c ����u�� (F��. 1A ��d B). 
N���, w� �v��u���d ��� c���������� ���w��� STEAP1 �������
���� ��d �u�v�v�� �� �������� w��� ��v�� c��c�� u���� GSE14520 
��d TCGA d�������. P������� w��� ���� STEAP1 ���������� 
presented with significantly shorter overall survival (OS) and 
recurrence‑free survival (RFS) in GSE14520 and significantly 
������� OS �� TCGA (F��. 1C�E). T���� d��� ����y ���� 
STEAP1 ��y ��v� ��c�����c �u�c����� �� ��v�� c��c��.

Knockdown of STEAP1 inhibits proliferation of liver cancer 
cell lines. T� �v��u��� ��� ����c� �� STEAP1 �� ��v�� c��c��, 
w� ��������d STEAP1 �����c��� u���� �� RNA ����������c� 
�����d �� �w� d�������� ��v�� c��c�� c��� �����, H��G2 ��d 
Hep3B. Knockdown efficiency was examined by RT‑qPCR 
��d w������ ����. STEAP1 ���������� �� ����� c��� ����� w�� 
significantly down‑regulated 72 h after transfection of two 
��d����d��� ��RNA� (F��. 2A, B, D ��d E). W� ���� �v��u�
���d ��� ����c� �� STEAP1 �����c��� �� ��v�� c��c�� c��� ����� 
u���� WST�1 ����y�. STEAP1 silencing significantly reduced 
������������� �� ���� c��� ����� (F��. 2C ��d F). B���d �� ����� 
d���, w� c��c�ud�d ���� STEAP1 �c��v���d ������������� �� 
��v�� c��c�� c��� �����.

F��u�� 1. STEAP1 expression is upregulated and associated with poor survival in patients with liver cancer. Publicly accessible gene expression profiling data�
����, (A) GSE14520 ��d (B) GSE36376, w��� �������d ���� ��� G��� E��������� O����u� ��d ����yz�d �� �v��u��� STEAP1 ���������� �� �������� w��� ��v�� 
c��c��. A���c������� ���w��� STEAP1 ���������� ��d (C) OS ��d (D) RFS �� GSE14520, ��d (E) OS �� TCGA w��� �v��u���d u���� ��� K������M���� �����d. 
STEAP1, ����������������� ���������� ������� �� ��� �������� 1; OS, �v����� �u�v�v��; RFS, ��cu����c������ �u�v�v��; TCGA, T�� C��c�� G����� A����.
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STEAP1 silencing promotes G1 arrest in liver cancer cell 
lines. T� �v��u��� ��� ��c������ �� d�c������� ������������� 
�� �������� �� ��� k��ckd�w� �� STEAP1, w� �������d ��� 
����c�� �� STEAP1 �����c��� �� ��� c��� cyc�� �� ��� ��v�� 
c��c�� c��� �����, H��G2 ��d H��3B. STEAP1 �����c��� 
�������c����y ��duc�d G1 ������ �� ���� ��v�� c��c�� c��� 
lines (Fig. 3A and B). We also performed a flow cytometry 
����y��� u���� A������ V/7AAD �������� �� �v��u��� ��� 
���� �� ���������. H�w�v��, �� ��c�����d ���c������ �� �����
����� w�� ��� �����v�d �� STEAP1������c�d ��v�� c��c�� c��� 
����� (F��. S1A ��d B). T� ����yz� ��� ��c������ �� G1 ������ 
�� HCC c��� ����� ��duc�d �y ��� k��ckd�w� �� STEAP1, w� 
�v��u���d ������� ��v��� �� ��v���� c����cyc���������d �������� 
�� ��v�� c��c�� c��� ����� u���� w������ ����. T�� ���������� 
�� ��� G1 �����������c����d �������, cyc��� D1, w�� d�c�����d, 
w������ ��� ���������� �� �27, w��c� �������� c����cyc�� 
������, w�� ���������y ��c�����d (F��. 3C).

c‑Myc target genes were significantly enriched in patients 
with liver cancer showing high STEAP1 expression. T� 
c�����y ��� ����w�y� ������d �� STEAP1, w� ����� �����c��d 
DEG� ���w��� ��w ��d ���� STEAP1 ��v�� c��c�� ������� 
�� � �u���c�y �cc������� d������, GSE14520�GPL3921, u���� 
GEO2R. The significant DEGs with |logFC| >1.5 and adjusted 
P�v��u� < 0.05 ��� ����������d �� ��d ��d ��u� c�����. E�c� 
���� w�� ����������d �� � v��c��� ���� (F��. 4A) ��d �����d �� � 
����� (T���� I). N���, w� c��duc��d GSEA �� ������� ��� ���� 
���� ���u����d �y STEAP1 in liver cancer and found five path�
ways which were significantly enriched (NOM P‑val <0.05 and 
FDR Q�v�� <0.25; F��. 4B, F��. S2, ��d T���� SI). T�� ����� 
belonging to MYC_TARGET_V2 were the most significantly 
enriched among these five pathways (Fig. 4C and D). Based on 
these findings, we hypothesized the existence of a relationship 
���w��� STEAP1 and c‑Myc in liver cancer. To confirm this, 
w� �v��u���d ����� ���������� u���� ��� �u���c�y �cc������� d����

F��u�� 2. K��ckd�w� �� STEAP1 ���d� �� ���������� �� c��� ������������� �� d�������� ��v�� c��c�� c��� �����. Tw� d�������� ��v�� c��c�� c��� �����, H��G2 ��d H��3B, 
were transfected with non‑targeting control siRNA and two independent siRNAs targeting (siSTEAP1_1 and siSTEAP1_2). Efficiency of knockdown was evaluated 
u���� RT�qPCR ��d w������ ��������. RT�qPCR �� (A) H��G2 ��d (B) H��3B c����. W������ �������� �� (C) H��G2 ��d (D) H��3B. D��� �� RT�qPCR ����������� 
��� ���w� �� ��� ���� �� qu�d�u���c��� ����u������� ± SD. C��� ������������� �� �w� d�������� ��v�� c��c�� c��� �����, (E) H��G2 ��d (F) H��3B, w�� �v��u���d 
u���� � WST�1 ����y �� 0, 24, 48 ��d 96 � ����� ��RNA �������c����. D��� ��� ��������d �� ��� ���� �� ������c��� ����u������� ± SD. *P<0.05 ��d **P<0.01 v�. c������. 
RT�qPCR, ��v���� �����c��������qu��������v� PCR; ��RNA, ����� ����������� RNA; STEAP1, ����������������� ���������� ������� �� ��� �������� 1.
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Table I. List of significant DEGs in samples with high and low STEAP1 ���������� �� �u���c�y �cc������� ���� ���������� 
profiling dataset, GSE14520‑GPL3921.

A, U����u����d DEG�

Sy���� G��� ���� ���2 ����� Adju���d P�v��u�

AFP α ����������� 2.28 0.0197
SULT1C2 Su�������������� �����y 1C ������ 2 2.23 0.0000113
MT1E M�������������� 1E 2.09 0.0000135
ABCB1 ATP ���d��� c������� �u������y B ������ 1 1.99 0.0000268
MT1G M�������������� 1G 1.96 0.0000135
GPX2 G�u�������� ������d��� 2 1.92 0.00308
C9 C��������� c�������� 9 1.92 0.00971
MT1H M�������������� 1H 1.91 0.0000105
SPP1 S�c����d �������������� 1 1.91 0.0104
MT1X M�������������� 1X 1.86 0.0000241
REG3A R����������� �����y ������ 3α 1.83 0.0215
ROBO1 R�u�d���u� �u�d��c� ��c����� 1 1.82 0.0000441
LCN2 L���c���� 2 1.8 0.00455
MYC v��yc �v��� �y���cy��������� v���� ��c����� ������� 1.74 0.00023
MT1M M�������������� 1M 1.71 0.000015
TSPAN8 T���������� 8 1.67 0.00928
PLPPR1 P����������d ����������� ������d 1 1.64 0.00000564
MT1X M�������������� 1X 1.64 0.000126
MT1F M�������������� 1F 1.63 0.0000604
BCHE Bu�y�y�c������������� 1.61 0.0103
MT1HL1 M�������������� 1H���k� 1 1.6 0.0000192
MTTP M�c������� �����yc���d� �������� ������� 1.6 0.000745
SQSTM1 S�qu�������� 1 1.59 0.000114
RELN R����� 1.59 0.0144
CXCL5 C�X�C ����� c����k��� �����d 5 1.57 0.000184
TRIM16L///TRIM16 T��������� ����� c��������� 16���k�///���������� 1.57 0.000923
 ����� c��������� 16
AKR1C4 A�d��k��� ��duc���� �����y 1, ������ C4 1.57 0.00464
CCL20 C�C ����� c����k��� �����d 20 1.56 0.00949
COL2A1 C������� �y�� II α 1 c���� 1.55 0.0134
YBX3 Y���� ���d��� ������� 3 1.54 0.0000268
IGF2BP3 I��u��� ��k� ���w�� ��c��� 2 �RNA ���d��� ������� 3 1.54 0.00289

B, D�w����u����d DEG�

Sy���� G��� ���� ���2 ����� Adju���d P�v��u�

SLPI S�c�����y ��uk�cy�� �����d��� ��������� �3.17 3.31�10�08

GNMT G�yc��� N�����y������������ �1.88 0.0016
SPP2 S�c����d �������������� 2 �1.82 0.00581
LGALS4 G���c��� 4 �1.79 0.0169
CYP7A1 Cy��c����� P450 �����y 7 �u������y A ������ 1 �1.55 0.0472
SLC22A1 S��u�� c������ �����y 22 ������ 1 �1.55 0.03
PPP1R1A P������ ����������� 1 ���u�����y ��������� �u�u��� 1A �1.53 0.00516
CHI3L1 C�������� 3 ��k� 1 �1.52 0.12

DEG�, d������������y ��������d �����; STEAP1, ����������������� ���������� ������� �� ��� �������� 1. 
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����, GSE14250, GSE36376, ��d TCGA. P������'� c���������� 
coefficient analysis revealed a significant positive relationship 
���w��� STEAP1 ��d c‑Myc �� ��� d������� (F��. 4E�G).

STEAP1 regulates c‑Myc and its related genes in liver cancer 
cell lines. To confirm the relationship between STEAP1 ��d 
c�Myc �� ��v�� c��c��, w� �v��u���d ��� ���������� �� c�Myc 
����� STEAP1 k��ckd�w� �� H��G2 ��d H��3B c��� ����� �y 
RT�qPCR ��d w������ ����. A� w� ����c��d, d�w����u������ 
�� c�Myc w�� �����v�d �� ���� c��� ����� w��� �������c��d 
w��� ��RNA ��������� STEAP1 c������d �� ������������� 
��RNA (F��. 5A�D). N���, w� c��duc��d � PCR ����y �� ����yz� 
components of c‑Myc‑related genes; most were significantly 
d�w����u����d �y STEAP1 �����c��� (F���. 5E ��d S3). T�k�� 
��������, �u� d��� �u����� ���� c�Myc ���� d�w������� �� 
STEAP1, ��d ���� ��� STEAP1�c�Myc ����w�y �������� c��� 
������������� ��d c����cyc�� ����������� �� ��v�� c��c��.

Discussion

R�c����y, ��������� ������� ��� HCC ��v� ���� �����d��� �� 
��w d�u�� ��� �����v�d (2�5). H�w�v��, u�����c����� HCC 
�� �� ��cu����� d������; ��� ��d��� �v����� �u�v�v�� ������� 
���u�d � y��� (22). T�u�, ��� �u����� ����������� �� ��v�� 
����cu����y�����d ��������� �� ��qu���d �� �����v� �u�v�v�� �� 
�������� w��� �dv��c�d HCC. c�Myc �� � ���� �������y ������ 
�� ��v�� c��c�� �������u��c� ��c�u�� ��� ���������c�� �u�c����� 
����� �� � �u���� �� ��v�� c��c�� c����. T�� ���uc�u�� �� c�Myc 
has hampered the development of c‑Myc‑specific inhibitors and 
���������� ��� ���d ��� �u����� ��v����������� �� ��v�� c�Myc 
��������� c��������� �� ��������� ������� ��� ��v�� c��c�� ������
��u��c�. T�� cu����� ��udy ��uc�d���d STEAP1 �� � ������ �� 
��� c�Myc ������ �����duc���� ����w�y u���� in vitro ��d ������
�������c ����y���. I��������� �� STEAP1 ��d �� ��� �u��������� 
�� c��� ���w�� �cc�������d �y G1 ������ �� ��v�� c��c��, ��c�u��

F��u�� 3. STEAP1 �����c��� �������� G1 ������ �� ��v�� c��c�� c��� �����. Tw� d�������� ��v�� c��c�� c��� �����, (A) H��G2 ��d (B) H��3B, w��� �������c��d 
w��� ������������� c������ ��RNA �� ��STEAP1. C���� w��� ������d w��� �����d�u� ��d�d� 72 � ����� ��RNA �������c����. Su���qu����y, c��� cyc��� w��� 
analyzed by flow cytometry. The percentage of G0/1 c���� �������c��d w��� ��STEAP1 w�� c������d �� ���� �� c���� �������c��d w��� ������������� c������ 
��RNA. D��� ��� ��������d �� ��� ���� �� ������c��� ����u������� ± SD. **P<0.01. (C) Tw� d�������� ��v�� c��c�� c��� �����, H��G2 ��d H��3B, w��� ������
��c��d w��� ������������� c������ ��RNA �� ��STEAP1. C��� cyc�������c����d �������� w��� ����yz�d �y w������ ��������. ��RNA, ����� ����������� RNA; 
STEAP1, ����������������� ���������� ������� �� ��� �������� 1.
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����� ��� d�v�������� �� STEAP1 ���������� �� �������u��c� ��� 
STEAP1�c�Myc �����d��v�� ��v�� c��c��. Add��������y, STEAP1 
�� �� �����c��v� ������ ��� ������dy d�u� c��ju����� (ADC) �� 
c��c��� ��c�u�� �� �� ��������d �� ��� ������ �������� (11). 
I� ��c�, DSTP3086S, �� ADC���������� STEAP1, ��� ���� 
�����duc�d ��� �������� w��� ���������c c������������������� �����
���� c��c��; �� ��� ���� �v��u���d �� ���� ��d ���w� ��������� 
�������u��c� (23). T��������, �� ADC���������� STEAP1 c�� �� 
u��d ��� �������� w��� ��v�� c��c��, w��, �cc��d��� �� �u� d���, 
���w ��� �v������������ �� STEAP1 �� c��c���u� ������c ����u� 
c������d �� �dj�c��� ����c��c���u� ����� (F��. 1A ��d B).

I� �u� ���v��u� w��k, w� d����������d ���� STEAP1 
k��ckd�w� ��d �� ��������� �� c�����c��� c��c�� c���� �� �� 
NRF2�d����d��� �������, c��������d��� �� ��� ��c�����d 
���duc���� �� ROS (15). A� ���w� �� F��. S4, �����c���u��� ROS 
��v��� w��� ��c�����d �y STEAP1 ���������� �� ��u�d �� �u� 
���v��u� w��k (F��. S4A ��d B). Fu���������, GSEA ��v����d 
an ROS‑related pathway was significantly enriched in patients 
w��� ��v�� c��c�� ���w��� u����u����d STEAP1 (F��. S2D). 
H�w�v��, �� ��������d ���v�, ��������c c���� w��� ��� ��c�����d 
�y STEAP1 ���������� �� ��v�� c��c�� c���� (F��. S1A ��d B). I� 
�dd�����, w� ��u�d �� ��������c�� c���������� ���w��� STEAP1 

F��u�� 4. c‑Myc target genes are significantly enriched in patients with liver cancer with high STEAP1 ����������. (A) V��c��� ���� �� DEG� �� ������� w��� 
���� ��d ��w STEAP1 expression in a publicly accessible gene expression profiling dataset, GSE14520‑GPL3921. Significant DEGs were defined as P<0.05 
��d � |��� ���d�c�����| >1.5. R�d ��d�c���� u����u����d �����, ��u� ��d�c���� d�w����u����d ����� ��d ���y ��d�c���� ����DEG�. (B) G��� S�� E���c����� 
A���y��� w�� ��������d �� ������� ��� ���� ���� ���u����d �y STEAP1 in liver cancer. Bar graph showing significantly enriched Hallmark gene sets in patients 
w��� ��v�� c��c�� w��� ���� STEAP1 ����������. (C) E���c����� ���� ������������ �� MYC_TARGETS_V2. (D) H��� ��� ������������ �� ����� ��c�ud�d �� 
MYC_TARGET_V2 ���w��� ������� w��� ���� ��d ��w STEAP1 ����������. C���������� ���w��� STEAP1 ��d c‑Myc �� ������� w��� ��v�� c��c�� u���� 
publicly accessible gene expression profiling datasets: (E) GSE14520, (F) GSE36376 and (G) TCGA. DEGs, differentially expressed genes; NES, normalized 
����c����� �c���; NOM P�v��, ������� P�v��u�; FDR Q�v��, ����� d��c�v��y ���� Q�v��u�; STEAP1, ����������������� ���������� ������� �� ��� �������� 1.
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��d NRF2 �� ����� ��d�v�du�� d������� (GSE14520, GSE36376 
��d TCGA; F��. S4C�E). Fu���������, ���v��u� ��ud��� 
�������d ���� c�Myc ��������� ROS �� ��v�� c��c�� c���� (24,25). 
H�w�v��, ��� cu����� ��udy d����������d ���� STEAP1 ���d� ��� 
��c�����d ���������� �� c�Myc ��d ��duc�d ROS ���duc���� �� 
��v�� c��c�� c����. T���� ���u��� ���� ��c���������, �u�������� 
��� �������c� �� �� NRF2 �� c�Myc ��d����d��� ROS�������d 
����w�y �� ��� ���u������ �� STEAP1���d����d c��� ���w��. 
Add��������y, ������ ��v� ���w� STEAP1 �����c��� ��duc�d 
c��� ���w�� ����������, w��c� w�� ����c����d w��� d�c�����d 
��v��� �� ROS �� c���� �� Ew��� ���c��� (26). T���� ���u��� 
�u����� ��� �������c� �� �u������ ����w�y� ���w��� STEAP1 
and ROS in a cancer‑type specific manner. Accordingly, our 
���� ����� ��c�ud� ��������� ��� ������������ ���w��� STEAP1 
��d ROS �� STEAP1�d��v�� c��c�� c����.

I� �u����y, ���� ��udy ���v�d�� � ���c����c�� c��c��� ��� 
STEAP1 �� � d�u������ ������ �� ��v�� c��c��, �� ����� ����� 
c��c��. T�� STEAP1�c�Myc ���� ��� ��������� �� �� �����c�
��v� ��d ��������� �������u��c ������ �� ��v�� c��c��, ��d ��� 
�����u������ w��� ���d �� ��� d�v�������� �� � ��v�� �������y 
�� c��qu�� ���� ��������� d������.
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Figure S1. Knockdown of STEAP1 does not induce apoptosis in liver cancer cell lines. (A) HepG2 and (B) Hep3B cells were 
transfected with non‑targeting control siRNA or siSTEAP1. Apoptosis was measured by flow cytometry using Annexin V/7‑AAD 
staining. Data are presented as the mean of triplicate measurements ± SD. siRNA, small interfering RNA; STEAP1, six‑trans-
membrane epithelial antigen of the prostate 1; N.S., not significant.



Figure S2. Pathways associated with high STEAP1 expression were derived from GSEA. GSEA was performed to explore the 
gene sets regulated by STEAP1 in hepatocellular carcinoma using the publicly accessible gene expression profiling dataset, 
GSE14520‑GPL3921. Four statistically significant pathways, namely (A) MTORC1_SIGNALING, (B) MYC_TARGETS_V1, 
(C) UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE and (D) REACTIVE_OXYGEN_SPECIES_PATHWAY, are represented as enrich-
ment plots. NOM P‑val, nominal P‑value; FDR Q‑val, false discovery rate Q‑value; GSEA, Gene Set Enrichment Analysis; 
NES, normalized enrichment score; STEAP1, six‑transmembrane epithelial antigen of the prostate 1.



Figure S3. Inhibition of STEAP1 suppresses c‑Myc downstream target genes in HepG2 cells. HepG2 cells were transfected with 
non‑targeting control siRNA and siSTEAP1. c‑Myc downstream target genes were evaluated using PCR array. The 84 genes are listed 
in a (A) chart and (B) heatmap. Blue/purple represents a decreased expression level, and yellow represents no change. The numbers are 
indicating fold changes. siRNA, small interfering RNA; STEAP1, six‑transmembrane epithelial antigen of the prostate 1.



Figure S4. ROS production is increased by STEAP1‑knockdown, but no statistical correlation between STEAP1 and NRF2 expres-
sion was observed in HCC. (A) HepG2 and (B) Hep3B cells were transfected with non‑targeting control siRNA or siSTEAP1. 
Cytosolic ROS levels were evaluated by flow cytometry using CellROX Deep Red. Data are presented as the mean of triplicate 
measurements ± SD. *P<0.05 vs. control. Correlation between STEAP1 and NRF2 expression in HCC samples using the publicly 
accessible gene expression profiling datasets, (C) GSE14520 and (D) GSE36376, and (E) TCGA. ROS, reactive oxygen species; 
NRF2, NF‑E2‑related factor 2; HCC, hepatocellular carcinoma; TCGA, The Cancer Genome Atlas; siRNA, small interfering RNA; 
STEAP1, six‑transmembrane epithelial antigen of the prostate 1.
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