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研究成果の概要（和文）： 

1．肝癌における血管新生分子の発現 

 非癌組織、肝癌において増強していた血管新生分子は FGF-βあるいは IL-8 である。正常肝

細胞株と比較して肝癌細胞株で増強していたのも FGF-βあるいは IL-8 であった。 

2．肝癌におけるサイトカイン分子の発現 

 肝癌において増強していたサイトカイン分子は、activin, CD40, FGF, Glut, IL17 and FGF-・. 

である。 

3．肝癌におけるマイクロ RNA のプロファイリング 

 マイクロ RNA-527 は肝癌において極めて減弱しており、そのターゲット遺伝子は glypican-3

である。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Expression of angiogenesis molecules in hepatocellular carcinoma 

As compare with nontumorous tissue, enhanced FGF-・ or IL-8 expression was detected in 

hepatocellular carcinoma. In addition, FGF-・ or IL-8 was also increased in 

hepatocellular carcinoma cell lines. 

Expression of cytokine molecules in hepatocellular carcinoma 

Many cytokines enhanced in hepatocellular carcinoma is up-regulated, such as, activin, 

CD40, FGF, Glut, IL17 and FGF-・. 

Profiling of micro-RNA in hepatocellular carcinoma  

MicroRNA -527 was down-regulated in hepatocellular carcinoma. 

In addition, the target gene of microRNA-527 was glypican-3. 
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研究分野：消化器内科 
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１．研究開始当初の背景 

癌は本邦における死因の第一位を占め
ているのみならず、癌による死亡者数は増
加の一途を辿っており、日本人の 3 人に 1
人が癌で死亡する時代を迎えつつある。し
かし、現行の外科的治療、化学療法、放射
線治療だけでは、癌に対する治療成績は限
界に達しており、新たな治療法の開発が切
望されている。我々は、癌に対する遺伝子
治療の臨床応用を目指した基礎研究を続
けており、Hepatology、Gastroenterology、
Gut、Hum Gene Ther、Gene Ther、Cancer Res、
Int J Cancer、Int J Oncol、Int J Mol Med
などの学術誌に約 50 篇の遺伝子治療関連
の論文を発表している。しかし、癌を対象
とした遺伝子治療の臨床治験では、期待さ
れたほどの治療効果が得られておらず新
たなブレイクスルーが必要であり、当面は
基礎研究の充実が急務と考えられている。 
ヒトに自然発生した臨床レベルの癌は、

生体の免疫監視システムを回避し、免疫寛
容の世界に存在していると考えられるた
め、癌に対する免疫応答を誘導するには、
生体の免疫監視システムの再構築が不可
欠である。癌免疫の誘導には樹状細胞が極
めて重要な役割を担っており、樹状細胞を
利用した免疫遺伝子治療が、癌に対する新
たな治療戦略として期待されている。樹状
細胞こそがナイーブ T細胞を教育し、抗原
特異的な免疫応答を誘導する抗原提示の
プロフェッショナル細胞であり、癌に対す
る免疫監視システムを再構築するために
は、樹状細胞の機能を増強させることが重
要である。しかし、末梢血や骨髄細胞から
分離増殖させた樹状細胞を癌抗原や癌ペ
プチドで刺激し、皮下などに接種する癌ワ
クチン療法では、十分な抗腫瘍効果を得ら
れないことが臨床治験において報告され
ている。さらに、樹状細胞にサイトカイン
遺伝子などを導入した免疫遺伝子治療の
臨床治験においても、現時点での臨床効果
は十分とは言い難い。そこで本研究におい
ては、樹状細胞の機能増強を誘導する遺伝
子を網羅的に見つけ出し、肝癌に対する強
力な癌免疫の誘導法を検討する。 

 

２．研究の目的 
 本研究において樹状細胞を活性化させる
可能性のある血管新生分子、レセプター型チ
ロシンキナーゼ、サイトカイン、マイクロ RNA

を正常肝細胞と比較し、肝癌細胞に特異的に
発現増強あるいは発現減弱している分子を
網羅的な解析から見出し、免疫遺伝子治療の
ための樹状細胞に導入すべき分子を検索す
ることにある。 
 
３．研究の方法 
①正常肝、慢性肝炎、肝硬変、肝癌における
血管新生分子の網羅的解析 
 方法は正常肝 2 例、慢性肝炎 2 例、肝癌 6
例 （ 背 景 肝 は 肝 硬 変 ）、 肝 癌 細 胞 株
（Alex,Hep3B,HuH7,HLE,HLF,Li-7）と正常肝
細胞株 h.VHeps における血管新生分子を 19
種類の分子が搭載したプロテインチップを
用いて解析した。 
 
②肝硬変、肝癌におけるサイトカイン分子の
網羅的解析 
 507 分子が搭載されたプロテインチップを
用いて、10 例の肝癌、肝硬変におけるサイト
カイン分子を解析した。 
 
③肝癌、肝硬変におけるマイクロ RNA の網羅
的解析とマイクロ RNA527 の標的遺伝子の同
定 
 4 例の肝癌とその非癌組織（肝硬変）より
RNA を抽出し、338 種類のマイクロ RNA が搭
載されたチップを用いて解析した。さらに肝
癌において極めて減少していた2例のRNA527
のターゲット遺伝子を予測し、実験的検証を
行った。 
 
４．研究成果 
①各種肝組織、肝癌細胞株における血管新生
分子の網羅的解析 
 正常肝ではおもにアンギオゲニンが産生
されていたが、慢性肝炎例ではアンギオゲニ
ンに加え、FGF-αが発現している。さらに肝
硬変になると、アンギオゲニン、FGF-αに加
えて VEGF が発現していた。肝細胞癌は 6 症
例で実施したが、3症例ずつ、Aパターンと B
パターンが見られた。A パターンはアンギオ
ゲニン、FGF-α、VEGF に加え、IL-8 がきわ
めて増強しているパターンだが、FGF-βの発
現は弱い。ところが、もう一方の Bパターン
では IL-8 の発現は見られず、FGF-βが増強
している。つまり、肝細胞癌では IL-8 もし
くは FGF-βが増強してくると言える。 
 次に、正常肝細胞株、肝癌細胞株をプロテ
インチップで解析した。正常肝細胞株の



Chang 細胞と同様、肝癌細胞株ではアンギオ
ゲニンは発現していない。ところが、
Alex,Hep3B,HLE,HLF の 4 株 の う ち 、
Alex,Hep3B は非常に強く IL-8 を産生してお
り、一方 HLE,HLF は IL-8 を発現していない
が FGF-βは強く発現しているというように 2
つのパターンが見られた。これは組織の 2パ
ターンとほぼ一致すると思われた。ここまで
の結果をまとめると、正常肝、慢性肝炎、肝
硬変、肝癌は C 型慢性肝炎の肝硬変に至る 1
つの経路だが、正常肝はおもにアンギオゲニ
ンが発現しており、慢性肝炎になるとそれに
加えて FGF-αが発現する。肝硬変ではさらに
VEGF が発現してくる。そして、肝癌になると
これらの 3 つに加え、IL-8 もしくは FGF-β
が発現してくると考えられた。 
 
②肝癌進展過程におけるサイトカイン分子
の発現の網羅的解析 
肝癌進展過程において種々のサイトカイン
の発現異常が報告されている。肝癌における
樹状細胞の活性化を誘導させうるサイトカ
インを同定するため、第一に、慢性肝炎、肝
硬変と比較し、肝癌において特異的に発現す
る分子の同定を 540種類の分子を搭載した蛋
白アレイを用いて解析し、肝癌において特異
的に変動する分子を同定した。方法としては、
蛋白アレイ(540 分子搭載) 解析には、慢性 C
型肝炎・肝硬変の肝細胞癌 5例の癌部・非癌
部の組織を使用し、肝細胞癌においての分子
の発現レベルについて、各スポットのシグナ
ルを数量化させ網羅的に解析した。変化の見
られたサイトカインについては、Western 
blot および、ABC 法を用いた免疫染色により
確認した。さらに、階層的分類を用いたクラ
スター解析もおこなった。非癌部の肝硬変と
比較し、肝癌において増強していたのは、
Activin・CD40・FGF・Glut・IL-17・TGF-beta
であり、これらは、Western blot および免疫
染色により同様の結果であることが確認さ
れた。階層的分類法を用いたクラスタ一解析
の結果、癌部、非癌部におけるサイトカイン
の発現パターンは異なるプロファイリング
を形成していた。また、免疫染色の結果から、
非癌部より、癌部において樹状細胞が集積し
ていた。 
 
③肝細胞癌におけるマイクロ RNAのプロファ
イリング 
 癌において増強したマイクロ RNA が 16 個、
減少したマイクロ RNA が 13 個あった。また、
338 種類の網羅的なマイクロ RNA の発現プロ
ファイルから 5症例と非癌部は異なるプロフ
ァイルを形成した。このことから癌化にマイ
クロ RNAは、強く関与していると考えられた。 
 次に Human micro RNA Target のデータベ
ースから極めて肝癌において減弱していた

マイクロ RNA-527の標的分子を検討したとこ
ろ、Glypican-3 の 3’-UTR とマイクロ
RNA-527 と特異的に結合する配列を持ってい
ることが判明した。また、Glypican-3 の発現
していないCos-7に Glypican-3の transient 
expressim の系を用いて、強制発現した系に
マイクロ RNA-527 を導入すると Glypican-3
の発現が抑制され、マイクロ RNA-527 が、確
かに Glypican-3 の標的遺伝子であることが
示された。 
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