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研究成果の概要（和文）：(1) 肝細胞癌においてc-Jun/AP-1シグナル活性化がソラフェニブ耐性に関与してい
る。(2) 各種キナーゼ阻害剤がTLRを含む自然免疫に与える影響をついて解析した。(3)肝癌細胞株を用いた検討
でソラフェニブ耐性肝細胞癌の2次治療経口キナーゼ阻害剤レゴラフェニブはCXCL10発現増加やc-Fosおよび
UBE2N発現低下を介して作用していた。(4)経口キナーゼ阻害剤レンバチニブはIL1AやTLR4発現増加を介して作用
していた。
レゴラフェニブやレンバチニブは肝癌細胞TLRシグナル伝達経路に影響を与えており、TLRシグナル伝達経路の修
飾がソラフェニブ耐性患者治療に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Sorafenib has been used as an oral systemic chemotherapeutic agent for 
patients with advanced hepatocellular carcinoma (HCC). It is important to elucidate the mechanism of
 sorafenib resistance and improve the treatment efficacy. 1) Phosphorylation of c-Jun is involved in
 the sorafenib resistance of human hepatoma cell lines. 2) We examined whether oral tyrosine kinase 
inhibitors (TKIs) affect innate immunity including Toll-like receptor (TLR) signaling pathway, by 
real-time PCR arrays and cytotoxic assays. 3) Regorafenib upregulated C-X-C motif chemokine ligand 
(CXCL10) mRNA expression and downregulated Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 
(c-Fos) and ubiquitin conjugating enzyme E2 N (UBE2N) mRNAs in both HepG2 and Huh7 cells. 4) 
Lenvatinib upregulated interleukin 1 alpha and TLR4 mRNAs.
　TLR signaling pathway plays a role in the treatment response of TKIs. Modulation of TLR pathway 
may be important in the treatment of sorafenib-resistant patients with advanced HCC.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： ソラフェニブ耐性　肝細胞癌　TLR4　c-Fos　c-Jun　AP-1　レンバチニブ　レゴラフェニブ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
c-Junの肝硬変、肝細胞癌における関与は多様性に富む。肝細胞癌のソラフェニブ耐性機序に関わる複雑な
c-Jun/AP-1シグナル伝達経路の解明は重要である。本研究ではソラフェニブ耐性の2次治療薬剤レゴラフェニブ
がCXCL10発現増加やc-FosおよびUBE2N発現低下を介して作用し、レンバチニブはIL1AやToll-like receptor 
(TLR) 4発現増加を介して作用することを解明した。これら薬剤はTLRシグナル伝達に影響を与えて作用すること
を明らかにした。TLRシグナル伝達経路修飾がソラフェニブ耐性進行肝癌患者の治療に重要であることを解明し
た。新規薬剤開発に繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌は主に肝硬変を発生母地とするため、本邦においても 5 年および 10 年生存率がそれ

ぞれ約 30%および約 15%と予後不良な癌の一つである。近年 C 型肝炎の新規治療薬の登場によ

り C 型肝炎の高率なウイルス持続陰性化が得られるようになったが、C 型肝炎ウイルス感染に

気付いていない患者も多く、今後も多数の肝細胞癌患者が見られることが予想され、新たな治療

法の開発やその医療費削減対策は急務である。経口キナーゼ阻害剤ソラフェニブが進行肝細胞

癌に対する全身化学療法薬剤として唯一有効な薬剤として使用されている。しかし、海外の既報 

(Llovet et al., N Engl J Med 2008; Cheng et al., Lancet Oncol 2009)に比して本邦では高齢者が多く、

有害事象で治療中止に至り投与期間の短い実態が明らかにされている (森本ら, 肝臓 2010)。ソ

ラフェニブ耐性機序を明らかにし、新規治療法開発や有効症例のバイオマーカーを見出すこと

が重要と考える。 

ソラフェニブは血中アルブミンと結合する。肝硬変患者ではアルブミン合成が低下するためソ

ラフェニブ排泄に影響する(Tod et al, Pharm Res 2011)。肝臓内で CYP3A4 や UGT1A9 で代謝され

る (Lathia et al., Cancer Chemother Pharmacol 2006)ため、プロトンポンプ阻害剤の併用によりその

薬効が低下することが知られている(Lind et al., Clin Cancer Res. 2010)。ソラフェニブの分子標的

として VEGFR や PDGFR のチロシンキナーゼと共に Raf キナーゼの段階で Raf/MEK/MAPK を

遮断し効果を発現すると考えられている  (Thomas et al., J Gastroenterol 2009; Mandal et al., 

Oncogene 2016)。 

申請者はこれまでにソラフェニブの有効性を高めるには肝細胞癌の耐性獲得機序を解明するこ

とが最善と考え、肝細胞癌が男性優位癌であることに着目し男性ホルモン Androgen  

receptor (AR)やその下流の小胞体ストレス応答分子シャペロン Glucose-regulated protein 78 kDa 

(GRP78)が肝発癌進展に寄与し(Kanda et al., J Virol 2008; Okitsu, Kanda et al., 2010; Wu, Kanda et al., 

Cancer Lett 2011; Kanda et al., World J Gastroenterol 2014; Jiang, Kanda et al. Exp Cell Res 2014; Kanda 

et al., J Hepatocell Carcinoma 2015)、さらに抗アポトーシス作用を介してソラフェニブ感受性にも

影響を与えることを明らかにしてきた (Jiang, Kanda et al. Exp Cell Res 2014)。また近年肝癌にお

いて AR を介した自然免疫能の抑制が抗癌剤耐性獲得機序の一つとして注目されている(Shi et al., 

Cancer lett 2016; Shi et al., Mol Cancer Ther 2016)。 
 血中ソラフェニブ最高濃度が 10 μM であることから、我々はこの濃度で 5 種類の肝癌細胞株
を処理し、アポトーシスが抑制されている条件下で、MAPK シグナル伝達経路関連遺伝子発現
を網羅的に解析すると未処理群と比較し細胞で c-Jun の発現上昇を確認した (Haga, Kanda et al., 
PLoS One 2017)。また siRNA や阻害剤を用いて c-Jun 発現を抑制するとソラフェニブ感受性が増
加することや c-Jun を過剰発現するとソラフェニブ耐性が増加することも確認し, c-Jun がソラフ
ェニブ耐性に重要であることを確認している(Haga, Kanda et al., PLoS One 2017)。 
肝細胞癌における c-Jun/AP-1 シグナル伝達経路の関与として、上流の Phosphorylated-JNK (p-

JNK)や c-Jun/AP-1 の活性化、さらに CD133 発現と相関する(Guo et al., Life Sci 2005; Hagiwara et 

al., Br J Cancer. 2012)ことが報告されている。c-Jun 抑制と tumor necrosis factor-related apoptosis 

inducing ligand (TRAIL)の併用が肝細胞株のアポトーシスを増強することも報告されている 

(Koehler et al., World J Gastroenterol. 2009)。大規模治験の結果からソラフェニブ療法では非 B 型

肝細胞癌と比較し B 型肝細胞癌で生存率が低いとされる (Cheng et al., Eur J Cancer 2012 )。また

B 型肝細胞癌ではソラフェニブの IC50 が有意に高いとされる (Mao et al., Cancer Lett 2014)。肝

細胞癌における c-Jun/AP-1 シグナル伝達経路の抗癌剤耐性獲得機序として、Epithelial-

mesenchymal transition (EMT)が薬剤耐性と関連し、EMT の誘導や c-Jun と関連したアポトーシス

が重要と考えられている (Huang et al., Hepatology. 2013; Lee et al., Biochem Biophys Res Commun 

2016)。また線維化をはじめとする腫瘍微小環境が抗癌剤耐性に関与し、JNK が重要であること



が示されている (Levental et al., Cell. 2009; Wang et al., Target Oncol. 2016 Jul 8.)。申請者らも B 型

肝炎の肝線維化進展に c-Junを介した肝星細胞のアポトーシス抑制が深く関与していることを報

告している(Sasaki, Kanda et al., PLoS One 2016)。Cancer-associated fibroblasts (CAFs)を正常な

fibroblast に戻すことが困難な場合に抗癌剤耐性を来す可能性も示唆されており(Haubeiss et al., 

Mol Cancer 2010)、さらなる検討が必要と考えられる。CAF による癌進展にも c-Jun/AP-1 の関与

が示唆されており(Ting et al., Carcinogenesis 2016)、肝細胞癌のソラフェニブ耐性に CAF が関与

している可能性がある。また、ソラフェニブ耐性における c-Jun/AP-1 の標的分子の同定も必要で

ある。 
 
２．研究の目的 
進行肝細胞癌に対する全身化学療法で有効とされる薬剤は少ない。本邦では経口キナーゼ阻害

剤ソラフェニブが唯一保険適応薬として使用されている。この薬剤の奏功する症例は比較的少
なく、有効性の改善や治療が奏功する症例を見出すことは急務であり、医療費削減に繋がるもの
と思われる。申請者らはこれまでに、細胞株を用いた基礎的検討により、男性ホルモン Androgen 
receptor (AR)や ER ストレス分子 GRP78 がソラフェニブ感受性に影響することや c-Jun が B 型肝
炎の肝線維化進展に関与することを明らかにしてきた。本研究では、肝線維化や肝発癌に関与す
る c-Jun/AP-1 シグナル伝達経路の役割を検討し、ソラフェニブ耐性機序を明らかにし、新規治療
法開発やバイオマーカーとしての可能性について検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト肝癌細胞株 HepG2 および Huh7 細胞を用いた。ソラフェニブ、レゴラフェニブ、および
レンバチニブはそれぞれ AdooQ Bioscience (Irvine, CA, USA)、 Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, 
USA)、および ChemScene LLC (Monmouth Junction, NJ, USA)から購入した(引用文献 1,2)。 
(2) 細胞増殖能および細胞障害性の評価は MTS アッセイおよびトリパンブルーを用いて行った
(引用文献 1,2)。 
(3) 自然免疫に対する影響を検討するために、Toll-like receptor (TLR)シグナル関連伝達経路に関
しては 84TLR シグナル関連遺伝子発現を PCR アレイ(Qiagen, Hilden, Germany)にて行った(引用
文献 2)。 

(4) 統計学的解析は Student’s t-test を用いて行い、p < 0.05 にて有意差ありと判断した。 
 
４．研究成果 
(1) HepG2 細胞および Huh7 細胞を用いてそれぞれの薬剤に関して細胞障害性を検討したところ
2 μM レゴラフェニブ、および 2 μM レンバチニブで細胞障害性は少ないことが判明したため、
PCR アレイはこの濃度の薬剤をそれぞれ用いて検討した(下図 Figure 1&2、 文献 2 より引用)。 
 

 
(2) レゴラフェニブが肝癌細胞株の TLR シグナル伝達経路に与える影響を PCR アレイにて評価
した(引用文献 2)。HepG2 細胞および Huh7 細胞でレゴラフェニブは CXCL10 発現増加や c-Fos
および UBE2N 発現低下を誘導していた(次頁左上図 Figure 3、文献 2 より引用)。 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) レンバチニブが肝癌細胞株の TLR シグナル伝達経路に与える影響を PCR アレイにて評価し
た(引用文献 2)。HepG2 細胞および Huh7 細胞でレンバチニブは IL1A や TLR4 発現増加させた
(右上図 Figure 4、文献 2 より引用)。 
(4) これら 5 つの遺伝子 CXCL10、c-Fos、UBE2N、IL1A および TLR4 を用いて Ingenuity Pathway 
Analysis (IPA)(Qiagen)を行ったところ、TGFB、MAPK、AP1、JNK、PI3K、RAS、ERK1/2、p38 な
ど細胞増殖シグナル伝達経路と密接に関わっていた(下図 Figure 5、文献 2 より引用)。 
 

(5) 以上より、レゴラフェニブやレンバチニブは肝癌細胞 TLR シグナル伝達経路に影響を与
えており、TLR シグナル伝達経路の修飾がソラフェニブ耐性患者治療に重要であると考え
られた。 
 
<引用文献> 
１）Haga Y, Kanda T, Nakamura M, Nakamoto S, Sasaki R, Takahashi K, Wu S, Yokosuka O. 

Overexpression of c-Jun contributes to sorafenib resistance in human hepatoma cell lines. PLoS One. 
2017 Mar 21;12(3):e0174153. doi: 10.1371/journal.pone.0174153. 

２）Sasaki R, Kanda T, Fujisawa M, Matsumoto N, Masuzaki R, Ogawa M, Matsuoka S, Kuroda K, 
Moriyama M. Different Mechanisms of Action of Regorafenib and Lenvatinib on Toll-Like Receptor-
Signaling Pathways in Human Hepatoma Cell Lines. International Journal of Molecular Sciences 2020, 
21(9), 3349; doi: 10.3390/ijms21093349 (registering DOI) - 09 May 2020 
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