
様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 
  

平成 21 年 5 月 28 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：IFN と 5-FU の併用による抗腫瘍効果の機序と効果予測について検討した。 

in vivoでの検討では、IFNは 5FUと併用すると腫瘍の増大を抑制し、腫瘍内新生血管数を減少させ、

その機序として VEGF、Ang-1、Ang-2 の関与が明らかになり、機序の一つとして抗血管新生作用の関

与が示された。次に、in vitro での検討により、血管内皮細胞に対する直接的増殖抑制効果の関与も

明らかになった。また、臨床検体を用いたトランスクリプトーム解析により治療効果予測に関与する遺

伝子の絞り込みが終了した。 
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌の予後は依然として不良で、胃癌、肺

癌に次いで本邦での悪性腫瘍の死亡原因の第

３位に位置する。その中でも門脈内腫瘍栓など

脈管侵襲をともなう進行肝細胞癌については、

たとえ肉眼的には切除可能であっても早期に残

肝再発を来たし、経動脈的化学塞栓療法

（TAE）や経皮的アルコール注入療法（PEI）など

の既存の治療法を繰り返し施行しても、治療効

果はまったく期待できない。さらに、難治性腹水

などの症状のためにQOL も極めて悪く、多発肝

癌病巣をともなう場合などには、ほとんどの症例

が 6 ヶ月以内に死に至る。したがってこのような

高度の脈管侵襲をともなう症例に対しては、有
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望かつ有効な治療法の開発は不可欠かつ急務

である。 

我々は、現在までに約100例の門脈内腫瘍栓を

ともなう症例に抗ガン剤の肝動注化学療法とイ

ンターフェロン-α（IFN-α）の皮下投与（IFN併

用化学療法：Sakon M., et al, Cancer, 2002）

を応用し、約50％の奏効率（Ota H., et al, BJ

 Cancer, 2005）を得た。さらに、本療法は肝切

除術の術後補助療法としても有用であるとの知

見を得た（Nagano H, Hepatogastoroenterol, i

n-press）。これらの結果は、既存の治療法がま

ったく効を奏さない難治性進行肝細胞癌に対

する治療成績としてはきわめてすぐれており、さ

らに副作用もほとんど無いことについても確認さ

れ、本療法が、治療抵抗性進行肝細胞癌に対

して有効である可能性が高いとの確信にいたっ

た。 

その一方で、本治療法は残念ながら奏効率が

約50％程度で、約５割の患者においては全く治

療効果を認めない。今後は、この様な無効症例

の克服が課題であり、同時にそれが肝癌全体の

生存率向上に大きく寄与すると考える。したがっ

て、IFN併用化学療法の機序解明とそれに対す

る対策が不可欠である。IFNはそのレセプター（I

FN-α/βレセプター:IFNAR）を介して腫瘍細胞

の増殖抑制効果や宿主免疫能の賦活、血管新

生抑制効果など、様々な生理活性を発揮するこ

とが報告されている。一方、我々は現在までIFN

が5-FUの抗腫瘍効果をさらに増強すること、IFN

ARの発現が重要であることをすでに報告してき

た。さらに本研究では、これらの研究成果を発展

させ、新規治療法へと応用・展開すべく、作用機

序の解明に全力を挙げる。 

 
２．研究の目的 
IFN 併用化学療法の有効性の機序については、

①IFN レセプター（IFNAR）を介した抗腫瘍効果、

②免疫賦活作用にともなう抗腫瘍効果、③血管

新生抑制効果、の 3 つの可能性が考えられる。

①については直接的な抗腫瘍効果であり、②③

に関しては、前者は NK 細胞、Ｔ細胞などのリン

パ球を介した、後者は腫瘍細胞の放出する血管

新生促進因子、抑制因子を介した、いずれも間

接的な抗腫瘍効果である。 

最近、IFN 併用化学療法が奏効した症例では、

癌部 IFNAR の発現が強く、逆に IFNAR の発現

の無い症例では治療効果は認められなかったこ

とについて報告した（Ota H, et al, BJ Cancer, 

2005）。以上の知見より、本療法においては癌

部の IFNAR の発現は治療効果の必要条件であ

り、このことから予想するに、IFN レセプターから

のシグナル伝達を介した抗腫瘍効果の機序に

ついての解明が重要なポイントの一つとなる。ま

た、肝臓は人体最大の網内系で、特に NK 細胞

などの免疫担当細胞の宝庫である。IFN-αは

powarful な免疫賦活因子であり、肝内の網内系

の活性化により、抗腫瘍効果をもたらす可能性

は高い。また、肝細胞癌は腫瘍内血流がきわめ

て豊富であり、IFN-αの血管新生抑制作用によ

る抗腫瘍効果についても、期待できる。さらには、

最近着目されている網羅的遺伝子解析を施行

することで、これらの期待しうる治療効果機序の

中でのKey 遺伝子、key 分子を同定し遺伝子治

療、分子標的治療への展開の可能性について

模索する。 

 
３．研究の方法 

(1) IFNARを介したIFN-alpha/5FU併用療法

の作用機序の検討 

① IFNARの発現調節機構及びそのシグ

ナル伝達機構に関する基礎的、臨床的検

討。

1) IFNARの遺伝子変異とレセプター機能

発現の関係：培養肝癌細胞株を用い、IFN-

alpha→IFNAR→JAK kinase→ STATとい

った細胞内シグナル伝達分子の発現や燐

酸化の多寡、さらには各stepの発現遺伝子

のmutationが本療法の効果に関与するかど

うかをRT-PCR法、PCR-SSCP法、Western 



blot法にて検討する。 

2) IFNARのシグナル伝達制御機構の解

明：培養肝癌細胞株を用い、STATの燐酸

化に伴う核内移行とその後のsuppressors o

f cytokine signaling (SOCKS)蛋白によるIF

NARシグナル伝達系のnegative feedback

機構をRT-PCR およびWestern blot法に

て検討する。 

② death ligand（TRAILやFasLなど）を介

した抗腫瘍効果の増強機構の解析。

IFN-alphaと5-FUとの相互作用でdeath liga

nd（TRAILやFasLなど）を介した腫瘍細胞

破壊機構について、IFNARの遺伝子発現

及び変異とどのように関連するかについて、

in vitroの系と切除肝癌組織を用いて、浸

潤する免疫担当細胞上のdeath ligand (TR

AILやFasLなど)が発現しているかどうか、ま

た、IFN-alpha/5-FU併用療法施行前後や

奏効例と非奏効例でその発現が異なるかど

うかを解析する。 

 

(2) apoptosis 関連蛋白の検討 

RT-PCRおよびWestern blot法にてapoptosis

抑制蛋白(Bcl-2, Bcl-xL, IAP 等）、促進蛋白

（Bax, Bad, Bid, APAF1, Smac 等）及び実行

蛋白(caspase群）の発現がIFN-alpha/5FU併

用療法でどのように変化するかを、in vitro 及

び in vivo で検討する。 

 

(3) トランスクリプトーム（網羅的遺伝子）解析

に基づくIFN併用化学療法の効果予測法の確

立 

① 肝細胞癌株を用いたin-vitroの系での

網羅的遺伝子解析に基づくIFN併用化学

療法の効果予測 

1)肝細胞癌株の中で、IFN/5FUの併用治

療により、PLCのように相乗効果を持って抗

腫瘍活性を示す株と抗腫瘍活性が相加効

果にとどまる株が存在することが明らかにな

っている。これらの２種類の細胞株を使用し、

肝細胞癌に対して30000遺伝子を用いた網

羅的遺伝子解析システムを用いて、この２

種類の細胞株の抗腫瘍活性の差をもたら

す遺伝子についての検討を施行する。 

2)上記の結果をさらに、in-vivoの系に応用

する。現在までに我々は、ヌードマウスと上

記肝細胞株を用いた皮下腫瘍モデルにつ

いては作成済みである。このヌードマウスデ

ルで作成しえた腫瘍検体を使用し、in-vitro

の結果より得た遺伝子についての免疫組織

染色、Westernブロット、RT-PCR法を用い

た詳細な検討を施行し、抗腫瘍効果の機序

についての検討を行う。 

 

４．研究成果 

肝癌細胞を用いた in vitro の研究 

(1) 細胞周期との関連 

5FUと IFNの併用効果を調べるため、を検討した。

その結果、5FU と IFN を併用により著名な G0/G1

期の蓄積を認め、細胞周期関連蛋白質（Cyclin D、

Cyclin E、p21waf1/cip1、p27kip1）の中で p27kip1

の関与が示唆された。また、IFN レセプターの発

現量や、IFN レセプターを介した細胞内シグナル

（STAT-1、Bcl-xL）の関与についても明らかにし

た。 

(2) IFN による宿主の免疫賦活作用 

TRAIL と IFN との関連について、TRAIL レセプター

の発現を確認するとともに、末梢単核球が IFN の

刺激によって TRAIL の発現が増強することを証明

した。 

(3) 血管新生抑制効果 

肝癌細胞増殖抑制実験での培養液中の各種血管新

生因子の発現が減弱することが確認されている。 

 

肝癌細胞を用いた in vivo の研究 

(1) 抗腫瘍効果 

肝癌細胞（HuH7）をヌードマウスに移植した系に

おいて、IFN には 5FU と併用すると腫瘍の増大を

抑制する効果を認めた。in vitro の結果同様、そ

の効果は IFN 単独、5FU 単独のいずれよりも強い

ことがわかった。 

(2) 抗血管新生効果 



腫瘍内の新生血管数を調べたところ、明らかにIFN、

5FU 併用群においては、新生腫瘍血管が減少して

いることが証明され、血管新生抑制効果について

も、抗腫瘍効果の重要な機序の一つであることが

示された。 

(3) 臨床材料を用いた免疫組織学的検討 

肝細胞癌の IFN レセプターの発現が、IFN 併用化

学療法が治療効果をもたらすための必要条件であ

る可能性が、示唆された。 

 

トランスクリプトーム解析に関する検討 

IFN-αと 5-FU の併用による抗腫瘍効果の明ら

かな臨床検体を用いてトランスクリプトーム解析

を施行し、治療効果予測に関与する 35 遺伝子

についての絞り込みが終了した。 
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