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研究成果の概要（和文）：リン酸化RXRαが肝発癌に及ぼす影響についてRXRα遺伝子改変マウスを用いて検討を
行った。この遺伝子改変マウスは肝発癌剤であるDiethylnitrosamine投与に対して、対象マウスと比較して有意
な肝腫瘍形成を認めた。また、この肝腫瘍ではPCNA陽性細胞が有意に増加し、細胞周期調節因子であるcyclin 
D1遺伝子/蛋白発現の増加も認めた。さらに、cyclin D1の発現調節に関わるβ-catenin蛋白の増加も確認され
た。以上の結果から、リン酸化RXRαはβ-catenin/cyclin D1を介した増殖シグナルを亢進させることでin vivo
の肝化学発癌に関与する事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The role of phosphorylated-RXRa (p-RXRa) on the development of liver 
tumorigenesis was investigated by using RXRa genetically modified mice. The transgenic mice were 
more susceptible to the treatment of diethylnitrosamine (DEN), and developed more liver tumors 
compared to the control mice. In addition, liver tumors observed in the transgenic mice had more 
PCNA positive cells, indicating that those tumors had high proliferative capacity. Besides, 
increased mRNA and protein expressions of cyclin D1 were observed in transgenic liver tumors, and 
the protein expressions of either p-Rb or PCNA, both of which are the downstream targets of cyclin 
D1, were also increased in those liver tumors. Interestingly, the transgenic liver tumors had more 
b-catenin protein expression, which regulates the expression of cyclin D1. Thus, these results 
indicate that the p-RXRa is associated with the development of DEN-induced liver tumorigenesis by 
promoting b-catenin/cyclin D1 signaling pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)ビタミン Aの誘導体であるレチノイドは、
肝細胞の恒常性（分化・増殖・死）維持にお
いて重要な働きをしている。これまでに我々
の教室では、レチノイド核内受容体の１つで
ある、Retinoid X Receptor-α(RXRα)がヒト
肝癌においてリン酸化修飾を受け、機能不全
に陥っていることを明らかにした。具体的に
は、リン酸化修飾を受けた RXRα受容体は、
正常な RXRα受容体の機能を阻害すること
でレチノイドシグナル伝達を妨げ、肝発癌に
関与することが肝癌細胞株を用いた研究で
明らかになった。これらの事実は、リン酸化
修飾を受けた RXRα受容体（以下、リン酸化
RXRα）がヒト肝発癌治療の分子標的と成り
得ることを示唆するものであった。 
 
(2) 肝癌細胞株を用いた研究から、リン酸化
RXRαのヒト肝発癌への関与が示唆された
が、in vivoの肝発癌過程への影響については
明らかになっていない。そこで、本研究の開
始に先立って、リン酸化 RXRαの発現誘導が
可能な RXRα遺伝子改変マウスを作製した。
興味深いことに、この遺伝子改変マウスに肝
発癌剤である Diethylnitrosanine (DEN)を
服腔内投与し、リン酸化 RXRαを強制発現さ
せたところ、DEN 単独群と比較して有意に
肝腫瘍数・腫瘍体積の増加を認めた。これら
の事実は、リン酸化 RXRαが in vivoにおけ
る肝化学発癌においても重要な役割を果た
していることを示唆するものであった。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究は、細胞の「分化・増殖・死」と
いった幅広い領域に影響を及ぼすレチノイ
ド核内受容体 RXRαの機能異常が、肝発癌機
構において重要な役割を果たしていること
を in vivo において明らかにし、その詳細な
メカニズムを解明することで、臨床の場にお
いて有用な新規肝癌治療（予防）法を開発す
ることを目的とする。 
 
(2)我々が新たに作製した、レチノイド核内
受容体 RXRα遺伝子改変マウスを用いて行っ
た網羅的遺伝子解析の中から、肝発癌リスク
や慢性肝疾患患者の長期予後の予測に有用
な、簡便かつ特異性の高い biomarker を見い
だすことによって、肝癌の新規予後予測法の
開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下(1)(2)(3)の研究を通して、
新規肝癌治療法の分子標的となる異常分子
を同定し、その成果を臨床へフィードバック
する。 
 
(1)DEN 肝発癌の背景にある分子メカニズム
の同定 我々の予備実験において、RXRα遺
伝子改変マウスはDENに対して高感受性を示
し、対照群と比較して有意な肝腫瘍数・腫瘍

体積の増加を認めた。DEN による肝発癌の過
程は、ヒト肝癌と同様の経過をたどることが
知られており、DEN 肝発癌メカニズムの解明
はヒト肝癌治療法の確立にとって重要な鍵
と成り得る。我々の遺伝子改変マウスでは、
リン酸化修飾による異常な RXRαが、正常な
RXRαの機能を阻害し、細胞周期やアポトー
シス調節に異常を来すことが予想された。そ
こで、遺伝子改変マウスの腫瘍や非腫瘍にお
ける細胞周期関連分子の発現をウエスタン
ブロッティングやリアルタイムPCR等を用い
て定量的に評価する。また、マイクロアレイ
やプロテオーム解析を行い、リン酸化 RXRα
に関連した新たな分子異常を同定する。 
 
(2)新規肝癌モデル（NASH 肝癌）の確立  
近年、肥満や糖尿病を背景とした脂肪肝や非
アルコール性脂肪肝炎が増加し、これら生活
習慣病に関連した肝癌（メタボ肝癌）が問題
となっている。そこで、これらメタボ肝癌も
視野に入れた新規肝癌治療法を開発するた
めには同モデルを用いた肝発癌研究が必要
と考えた。そこで、RXRα遺伝子改変マウス
に高脂肪食やコリン欠乏食といった特別餌
を投与することによってインスリン抵抗性
を誘導し、脂肪肝やNASHの病態を確立する。
その後、観察期間を延長、あるいは、DEN と
いった化学発癌物質を投与することで NASH
を背景肝とした肝腫瘍形成を誘導する。肝腫
瘍確認の際には、DEN モデル同様に肝腫瘍の
分子生物学的・組織学的な評価を行い、NASH
肝癌において重要な分子異常を同定する。 
 
(3) 肝 発 癌 の 予 後 予 測 に 有 用 な 新 規
biomarker の同定 上記(1)(2)の研究を通し
て、各種肝発癌モデルに共通する分子異常が
同定された際には、慢性肝疾患患者の臨床サ
ンプルを用いてそれら候補分子の発現状態
を比較検討し、肝発癌の予後予測因子として
有用な新規biomarkerと成り得るか検討する。
さらに、候補となる biomarker が同定された
際には、当院及び関連病院で構築された患者
データベースの臨床情報と照らし合わせる
ことによって、その有用性や臨床応用への可
能性について評価を行う。 
 
４．研究成果 
(1)DEN 肝発癌モデルにおける成果 
リン酸化型 RXRαが肝発癌に及ぼす影響につ
いて、RXRα遺伝子改変マウスを用いて検討
を行った。始めに、肝発癌モデルとして一般
的な Diethylnitrosamine（DEN）モデルを用
いた。遺伝子改変マウスをリン酸化 RXRα発
現群と非発現群（対照群）の 2群に分け、DEN
（25mg/kg）を生後 15 日でそれぞれ服腔内投
与した後、月齢6カ月にて屠殺・解剖を行い、
DEN に対する発癌感受性を検討した。リン酸
化 RXRα発現群では、対照群と比較して肝腫
瘍の総数（リン酸化 RXRα群 vs 対照群；
33.61±11.98 vs 8.14±7.66 個）や腫瘍最大



径（リン酸化 RXRα発現群 vs 対照群；5.36
±2.54 vs 2.86±1.21mm）が有意に増加し、
総腫瘍に占める肝細胞癌の割合も有意に増
加した。さらに、RXRα遺伝子改変マウスで
確認された肝腫瘍では、PCNA 陽性細胞数が有
意に増加しており、細胞増殖能が高い状態に
あった。また、細胞周期制御蛋白である、
Cyclin D1 の遺伝子や蛋白発現が増加し、下
流のリン酸化 Rb蛋白や PCNA 蛋白の発現も増
加していた。加えて、Cyclin D1 の発現調節
に関わるβ-catenin の蛋白発現にも増加を
認めた。β-catenin 発現を制御する GSK3β
の遺伝子変異やリン酸化修飾について検討
したが、RXRα遺伝子改変マウスと対象マウ
スの両群で GSK3β遺伝子に変異は無く、GSK3
βのリン酸化の程度にも差を認めなかった。
リン酸化RXRαがβ-cateninの発現誘導に関
わるメカニズムについては今後の検討が必
要であるが、DEN 肝発癌モデルにおいては、
β-catenin/Cyclin D1を介した増殖シグナル
を亢進させることで肝発癌に関与すること
が明らかになった。本研究は、in vivo の肝
発癌におけるリン酸化 RXRαの関与を明らか
にし、その肝発癌治療のターゲットとなる可
能性を示唆する意義ある成果を示した。 
 
(2)NASH 肝発癌モデルにおける成果 
NASH の病態形成においてインスリン抵抗性
が重要であることが知られている。そこで、
RXRα遺伝子改変マウスに高脂肪食を投与す
ることによってインスリン抵抗性を誘導し
た。興味深いことに、高脂肪食を投与された
RXRα遺伝子改変マウスは、高脂肪食のみの
対照マウスと比較して明らかな耐糖能異常
を示した。これらの結果は、リン酸化 RXRα
の糖代謝への関与を示唆している。現在、観
察期間を延長し、脂肪肝や NASH の病態が誘
導されるか確認を行っている。 
 
(3)研究の総括 
現時点で、NASH 肝癌モデルの確立には至って
いないが、(1)(2)の研究から、リン酸化 RXR
αが in vivo の病態（DEN 肝発癌・耐糖能異
常）に関与することが明らかになった。この
ように、in vivo でのエビデンスが示せたこ
とは、「ヒト創薬への応用」を目指すうえで
の大きな一歩となる成果であった。 
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