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研究成果の概要： 
１． HDGF 受容体の同定と細胞内シグナル伝達機構の解析。 
グルタチオンアガロースを用いてリコンビナント HDGF カラムを作成し、HuH-7 肝癌細胞

の細胞抽出液をアプライし、よく洗浄後、グルタチオンで結合蛋白を溶出し、2 次元電気泳動
にて解析した。HDGF 結合蛋白を質量分析にて同定した。既知の増殖因子受容体の一つを
HDGF 受容体の候補として同定した。HDGF 受容体を欠損する細胞を用いて、HDGF 受容体
を遺伝子導入した HDGF 受容体高発現株を作製した。HDGF 受容体高発現株細胞抽出液を用
いた抗 HDGF 抗体による免疫沈降（IP）後、抗 HDGF 受容体抗体による Western blot、ま
た抗 HDGF 受容体抗体による IP 後、抗 HDGF 抗体による blot にて、相互の結合を確認した。
ヨードラベルした HDGF を用いて、HDGF 受容体高発現株および親株で Scatchard 解析し、
HDGF の特異的結合を確認した。HDGF 受容体高発現株および肝癌細胞株を用いて、HDGF
投与により細胞増殖が促進されること、更に、HDGF 受容体蛋白がリン酸化され、細胞内の
ERK がリン酸化されることを明らかにした。 
２．HDGF 高発現、または発現低下により変動する遺伝子の解析。 
 HepG2 および SK-Hep-1 肝癌細胞を用いて、HDGF 高発現株、更に shRNA を用いて HDGF
ノックダウン株を作成した。HDGF 高発現およびノックダウンした HepG2 肝癌細胞を用いて、
細胞レベルおよびヌードマウスで形成される腫瘍における遺伝子発現変化を DNA chip にて解
析した。細胞および形成された腫瘍において HDGF にて発現誘導されている遺伝子として 6
遺伝子、抑制される遺伝子として 4 遺伝子を明らかにした。 
３．HDGF 発現抑制による in vivo での肝癌の増殖抑制の解析。 
 HDGFshRNA を用いてSK-Hep-1細胞のHDGFノックダウン細胞株を 2クローン作成した。
抗 HDGF 抗体にて HDGF 発現抑制を確認した。HDGFshRNA により HDGF をノックダウン
した SK-Hep-1 細胞株を用いて、in vivo および in vitro で細胞増殖能を検討した。HDGF ノ
ックダウン細胞は軟寒天培地での足場非依存性増殖能は抑制された。HDGF ノックダウン細胞
では親株および Mock 細胞に比して、ヌードマウス皮下での腫瘍形成能が抑制された。以上よ
り、HDGF 発現抑制により肝癌増殖を制御できる可能性が示唆された。 
４．HDGF の Promoter 領域の解析。 

HDGF 遺伝子の上流について、塩基長の異なる数種類の遺伝子を PCR にて獲得し、
dual-luciferase vector に組み込み、HDGF の promoter 領域の dual-luciferase reporter assay
系を確立した。この HDGF promoter luciferase reporter assay 系を用いて、ビタミン K2 に
よる HDGF 発現抑制が HDGF の promoter 領域に作用していること、その作用部位が-1～-150
に存在することを明らかにした。更に、この HDGF promoter luciferase reporter assay 系に
て、IFN により HDGF の発現が制御されることを明らかにした。HDGF の発現制御法を探索
する上で重要である。 
５．肝癌患者血漿中 HDGF 濃度の測定。 
 我々が確立した HDGF ELISA 測定系を用いて、慢性肝疾患患者血漿中の HDGF 濃度を測
定した。肝癌患者では、慢性肝炎、肝硬変患者に比し、有意に陽性率および血漿 HDGF 値が
高値であった。肝癌のサイズが大きいほど、病期が進行するほど高値を示した。興味あること
に、AFP 陰性肝癌の約半数に血漿 HDGF の上昇が認められた。血漿 HDGF は、特に AFP を
補完する肝癌の腫瘍マーカーとして利用できる可能性が示唆された。 
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交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

2008 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

年度  

年度  

 年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科学 
キーワード：肝臓病学 
 
１．研究開始当初の背景 

日本における肝癌の死亡率は第 4位であり、
年間 35,000 人の患者さんが肝癌により亡く
なられている。インターフェロンの導入によ
り肝癌の発生はかなり抑制されており、また
RFA の導入により肝癌の治療成績および生
存率が向上しているが、未だ十分とは言い難
い。肝発癌の新たな抑制法、および肝癌の新
たな治療法の開発が期待されている。我々は、
増殖因子、増殖因子受容体、更に細胞内シグ
ナル伝達経路からのアプローチにより、肝癌
の増殖メカニズムの解析を行い、新たな肝癌
の増殖制御法の開発を目指して研究を行っ
ている。今回、我々が発見した肝癌由来増殖
因子 HDGF を中心として、肝癌増殖におけ
る HDGF の作用機序をより詳細に解析する
ことにより、HDGF－HDGF 受容体シグナル
系の制御システムの構築による肝癌増殖制
御の新たな治療法の開発を目指した基礎的
研究を行う。 

我々は完全無血清培地にて増殖するヒト
肝細胞癌由来培養株 HuH-7 の調整培地から
線維芽細胞の DNA 合成を促進する活性とし
て新規なヒト肝癌由来増殖因子 HDGF を精
製し、その cDNA をクローニングした(中村
ら、JBC (1994))。HDGF は線維芽細胞のみ
ならず、HuH-7 細胞を含む数種の肝癌細胞の
増殖を促進する活性を有している。HDGF は、
肝がん培養上製中から発見されたが、いわゆ
る分泌シグナルを有しない。一方 HDGF 分
子の C 末端側に核移行シグナルが存在し、核
に移行し核にも存在する。更に核に移行する
ことにより増殖活性を発揮する、ことを報告
してきた(貴島ら、JBC (2002), Everett, JBC 
(2001))。しかし、培養上製中に存在すること、
細胞外から添加することにより増殖活性が
認められることは事実であり、HDGF の受容
体の存在も示唆されている(貴島ら、HGE 
(2002), Dietz, JBC (2005))。更に、HDGF の
N末端約100アミノ酸配列に著しいホモロジ
ー（HATH 領域と言う。最近、この HATH
領域内に PWWP ドメインの存在が明らかに
された(Stec, FEBS Lett (2000))を有する
HDGF 関連蛋白の存在が明らかになり、
HDGF は HDGF ファミリーを形成する新し
いタイプの増殖因子である(伊豆本ら、BBRC 
(1997))。 

マウス肝癌自然発生モデルでの解析にて、
肝癌におけるHDGFmRNAおよびHDGF蛋
白の高発現と肝癌発生より先行する肝臓内
での HDGF の発現上昇を明らかにして、肝
発癌との関連性を明らかにした(吉田ら、
JGH (2003))。HDGF を強制的に高発現させ
ると HepG2 肝癌細胞は増殖速度が亢進し、
アンチセンス HDGF による HDGF の発現抑
制にて肝癌細胞の増殖が抑制されることを
明らかにし、HDGF が肝癌細胞の増殖を促進
させることを証明した（貴島ら、JBC (2002), 
HGE (2002)）。ヒト肝癌においても、肝癌周
囲の慢性肝炎、肝硬変の肝組織に比べて肝癌
において HDGF が高発現していること、更
に興味あることに、肝癌切除患者の予後の解
析から、切除肝癌組織における HDGF の発
現が肝癌の再発と生命予後と関連性を有す
ることを明らかにした(吉田ら、ASO (2006), 
Hu, Cancer (2003))。すなわち、HDGF 高発
現の患者では再発率は高く、生命予後も悪い
成績であり、HDGF は肝癌の再発、生存の独
立した予後予測因子である。このことは、
HDGF は肝癌の生物学的悪性度と関連して
いることを示唆している。肺癌細胞での解析
でも、HDGF 高発現にて癌細胞の浸潤能が亢
進し、再発、生命予後と関連していることが
報告されている(Zhang, Cancer Res (2006), 
岩崎ら Oncol Rep (2005), Ren, JCO (2004))。
また、HDGF は造腫瘍能を有し、HDGF を
高発現する stable transformantsのNIH3T3
細胞は、ヌードマウスで腫瘍を形成すること
を証明した(奥田ら、Cancer Sci (2005))。更
に、HDGF はそれ自身の血管内皮細胞、血管
平滑筋細胞の増殖促進活性(奥田ら、Cancer 
Sci (2005), Everett, JCI (2000), AJP (2004))
のみならず、VEGF を誘導することを明らか
にし(奥田ら、Cancer Sci (2005))、その両方
の作用にて、血管新生、血管造成因子として
肝癌の増殖に深く関与していることが示唆
される。 

以上より、HDGF は、肝癌の増殖、更に生
物学的悪性度にも深く関与している、新しい
タイプの因子であり、HDGF の発現制御、
HDGF の活性発現の抑制は肝癌の治療に応
用できる可能性が強く示唆される。 
 
２．研究の目的 
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肝癌由来増殖因子 HDGF は、我々が発見
し、クローニングした新しいタイプの増殖因
子である。HDGF 受容体は未だ発見されてい
なく、細胞内シグナル伝達および核内におけ
る作用発現機序も解明されていない。以上よ
り本研究では主として以下の 5点について解
析する。 
１． HDGF 受容体の同定と細胞内シグナル

伝達機構を解明する。 
２． HDGF の promoter 領域の解析を行い、

HDGF の誘導機構を解析する。 
３． HDGF 高発現により誘導される遺伝子、

HDGF 発現低下により誘導および抑制
される遺伝子を解析し、HDGF により制
御されている遺伝子を解析する。 

４． HDGF 発現抑制により in vivo での肝癌
の増殖が抑制されるかどうか解析する。 

５． 肝癌患者血漿中HDGF濃度を測定して、
血漿中HDGFの臨床的意義を解析する。 

肝癌由来増殖因子 HDGF は、我々が発見
し、クローニングした新しいタイプの増殖因
子である。HDGF 受容体は未だ発見されてお
らず、細胞内シグナル伝達および核内におけ
る作用発現機序も解明されていない。HDGF 
promoter 領域の解析から HDGF の誘導機構
が明らかとなり、また HDGF 受容体が同定
され、肝癌における HDGF のシグナル伝達
機構が明らかとなれば、HDGF の発現制御お
よび活性発現抑制による新たな肝癌の増殖
制御方法の開発が可能になるものと思われ
る。 
 
3. 研究の方法 
(1) プル・ダウン法による HDGF 結合蛋白の
分離。 
(2) 質量分析による蛋白の同定。 
(3) 免疫沈降・ウエスタンブロット法。 
(4) HDGF 受容体高発現株のクローニング。 
(5) HDGF・HDGF 受容体の Scatchard 解析。 
(6) HDGF 高発現肝癌細胞のクローニング。 
(7) HDGF ノックダウン肝癌細胞のクローニ
ング。 
(8) HDGF 高発現肝癌細胞、HDGF 発現抑制
肝癌細胞の足場非依存性コロニー形成の測
定。 
(9) HDGF 高発現肝癌細胞、HDGF 低発現肝
癌細胞のヌードマウスにおける腫瘍形成能
の測定。 
(10) HDGF promoter region のクローニング。 
(11) HDGF promoter reporter assay 法の確
立と dual-luciferase reporter assay による
HDGF promoter 活性の測定。 
(12) 肝癌患者血漿中の血漿 HDGF 値の測定。
患者さんには文書あるいは口頭で説明して、
了解を得た後測定した。 
 
４．研究成果 
(1) HDGF 受容体の同定と細胞内シグナル伝
達機構の解析。 
① HDGF 受容体の同定。グルタチオンアガ
ロースを用いてリコンビナント HDGF カラ
ムを作成し、HuH-7 肝癌細胞の cell lysate
をアプライし、十分に洗浄後、グルタチオン
で HDGF と結合蛋白を溶出し、2 次元電気泳
動にて解析した。HDGF 結合蛋白を質量分析
にて同定した。既知の増殖因子受容体の一つ
が HDGF 受容体の候補として同定された。 
体の候補として同定された。 
② HDGF と HDGF 受容体の結合の確認。

HuH-7 細胞の細胞抽出液を用いて、免疫沈降
(IP)・Western blot 法を行った。すなわち、
抗 HDGF 抗体による IP 後抗 HDGF 受容体
抗体による Western blot、また抗 HDGF 受
容体抗体による IP 後抗 HDGF 抗体による
Western blot にて、相互に結合することを確
認した。次に、HDGF 受容体を欠損する細胞
を海外より供与を受け、HDGF 受容体を遺伝
子導入した HDGF 受容体高発現株をクロー
ニングした。この作製した HDGF 受容体高
発現株を用いて、HDGF 受容体と HDGF の
特異的結合をヨードラベルした HDGF を用
いて Scatchard 解析した。HDGF 受容体欠損
親株をネガチブコントロールとして使用し
た。HDGF と HDGF 受容体との結合は高親
和性結合であり(Kd：2.3－2.4pM)、HDGF
はHDGF受容体のLigandとして作用してい
ることを確認した。 
③ HDGF 受容体のリン酸化。HDGF 受容体
高発現株(L6-HDGFR)および HuH-7 細胞を
用いて、HDGF 受容体のリン酸化の有無を検
討した。リコンビナント HDGF100ng/ml 投
与後の Cell lysate を抗 HDGF 受容体抗体に
て免疫沈降後抗リン酸化チロシン(p‐Tyr)抗
体を用いて Western blot 法にて解析した。
HDGF 受容体は HDGF 投与により有意に
Tyr のリン酸化が認められた。 
④ 細胞内シグナル伝達機構の解析。細胞内
受容体以降のMAP kinaseの活性化について
検討した。HuH7 細胞を用いて、HDGF 投与
後経時的に ERK1/2 のリン酸化を、抗
ERK1/2 抗体で免疫沈降後抗 p‐ERK1/2 抗
体 Immunoblot 法にて検討した。HDGF 投
与後 10 分をピークとして ERK1/2 はリン酸
化された。 
⑤ HDGF 受容体を介した細胞増殖活性。
HDGF受容体高発現株とMock細胞を用いて、
リコンビナント HDGF 投与による細胞増殖
能を検討した。 Mock 細胞は HDGF 添加に
ても細胞数にほとんど変化を示さなかった
が、HDGF 受容体高発現株は HDGF 投与に
より濃度依存的に細胞増殖が促進された。 
以上より、今回同定された HDGF 受容体

は HDGF を Ligand とすること、HDGF に
よりリン酸化されること、更に引き続いて細
胞内の ERK もリン酸化されるシグナル伝達
機構が存在すること、が明らかとなった。 
(2) HDGF 高発現、または発現低下により変
動する遺伝子の解析。HDGF 高発現 HepG2
肝癌細胞を用いて、細胞レベルおよびヌード
マウスで形成される腫瘍における遺伝子発
現変化を DNA chip にて解析した。HDGF 高
発現 HepG2 肝癌細胞はヌードマウスで豊富
な血管誘導を伴う腫瘍形成の亢進を示した。
In vitroおよび in vivoにおいて発現誘導され
る遺伝子として 6 遺伝子、抑制される遺伝子
として 4 遺伝子が認められた。3 倍以上発現
誘導された遺伝子としては Chitinase 3-like 
2, Plasminogen activator  (urokinase, 
u-PA), Coagulation factor II receptor (F2R), 
Matrix metalloproteinase 1, 
Platelet-derived growth factor alpha 
(PDGF-A), Ankyrin 1 であり、一方発現抑制
された遺伝子は Connective tissue growth 
factor 他 3 遺伝子であった。増殖因子および
受容体に限れば、細胞レベルでは大きな変化
はないがヌードマウスで形成された腫瘍で
発現誘導されていた遺伝子は、上記の
PDGF-A と Tyrosine kinase with Ig and 
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EGF-like domains (Tie-1), Amphiregulin 
(Schwannoma-derived growth factor), Axl 
receptor tyrosine kinase, Bone 
morphogenic protein 6 (BMP6), Leukemia 
inhibitory factor (LIF), EphA2 (epithelial 
cell receptor protein tyrosine kinase)の 7 遺
伝子であった。HDGF がこれら遺伝子を発現
誘導あるいは抑制するメカニズムは未だ解
明されていないが、HDGF がこれらの遺伝子
の発現変化を介して癌細胞の増殖、悪性能に
深く関与していることが示唆される。 
(3) HDGF 発現抑制による in vivo での肝癌
増殖抑制の解析。HDGFshRNA を用いて
SK-Hep-1 細胞の HDGF ノックダウン細胞
株を2クローン(sh1、sh3)作成した。抗HDGF
抗体にて HDGF 蛋白の発現は sh1 で 64％、
sh3 で 40％抑制されていた。 
① HDGF ノックダウン SK-Hep-1 細胞株の
in vitro における細胞増殖能の検討。HDGF
ノックダウン細胞の 10％FCS 存在下での細
胞増殖能はMock細胞に比し、sh1で約 35％、
sh3 で 11％抑制された。更に HDGF ノック
ダウン細胞の軟寒天培地でのコロニー形成
能を検討した。HDGF ノックダウン細胞 sh1
は Mock 細胞に比し足場非依存性コロニー形
成能は有意に(約 50％)抑制された。 
② HDGF ノックダウン SK-Hep-1 細胞株お
よびHepG2細胞株の in vivoにおける腫瘍増
殖能の検討。HDGF ノックダウン細胞をヌー
ドマウス皮下に接種して経時的に腫瘍形成
能を測定した。HDGF ノックダウン細胞では
Mock 細胞に比し、ヌードマウスでの腫瘍形
成が有意に(50～80％)抑制された。 
以上より、HDGF 発現抑制により肝癌増殖

を制御できる可能性が示唆された。 
(4) HDGF の Promoter 領域の解析。 

HDGF 遺伝子の上流について、塩基長の異
なる数種類の遺伝子を PCR にて獲得し、
HDGF promoter region をクローニングした。
これら遺伝子を dual-luciferase vector に組
み 込 み 、 HDGF の promoter 領 域 の
dual-luciferase reporter assay 系を確立した。
この HDGF promoter luciferase reporter 
assay 系を用いて、ビタミン K2 による
HDGF 発現抑制が HDGF の promoter 領域
に作用して（或いは、介して）いること、更
にその作用部位が-1～-150 に存在すること
を明らかにした。また、IFN 投与により
HDGF の発現が抑制されることを明らかに
した。今後、HDGF を発現抑制する薬剤が更
に明らかになれば、HDGF を選択的に発現制
御する薬剤デザインも可能となることが推
測され、新たな HDGF の発現制御法を思索
する上で重要であると思われる。 
(5) 肝癌患者血漿中 HDGF 濃度の測定。我々
はヒト血漿中のHDGF濃度のELISA測定系
を確立した。確立した HDGF ELISA 測定系
を用いて、慢性肝疾患患者血漿中 HDGF 濃
度を測定した。肝癌症例 132例（C型 109例、
B 型 14 例、NBNC 7 例）で測定した。血漿
HDGF 値 0.3ng/ml 以上を陽性とした。血漿
HDGF 陽性率は全症例で 40.2％であり、
Stage III/IV（陽性率 52.7％、平均値 1.806 
ng/ml）では Stage I/II（31.2%、0.762 ng/ml）
に比し有意に陽性率が高く、高値を示した 
(p=0.013)。画像上単発肝癌 62 例での検討に
て、陽性率には有意な差を認めなかったが
（26.7％、30.0％）、血漿 HDGF 値では腫瘍
径30mm以下0.858 ng/ml、30mm以上3.264 

ng/ml であり、30mm 以上では有意に高値を
示した（p=0.044）。血漿 HDGF 値は腫瘍径
の増大に伴い高値を示した。一方、血漿
HDGF 値と血清 AFP 値および AFP-L3 分画
との間に相関は認められない。AFP 陰性でも
血漿 HDGF 値の陽性例が存在し、AFP 陰性
症例 27例中 13例（48.1％）で陽性を示した。
AFP 陰性症例での血漿 HDGF 値（平均 1.969 
ng/ml）はAFP陽性例のHDGF値（平均0.998 
ng/ml）より高い傾向であった。AFP のカッ
トオフ値を 100 ng/ml とした場合、AFP 100 
ng/ml 以上での血漿 HDGF 陽性率 42.9％に
対し、100 ng/ml 以下でも 38.1％の陽性率を
示した。一方、AFP 上昇症例 105 例中 65 例
（61.9％）で血漿 HDGF は陰性であった。
更に、血漿 HDGF 値と血清 PIVKA-II との
間にも相関は認められない。PIVKA-II 陰性
症例 63 例中 21 例（33.3％）で血漿 HDGF
値の上昇を認めた（平均値 0.724 ng/ml）。一
方、PIVKA-II上昇症例 52例中 21例（40.4％）
で血漿 HDGF は陰性であり、血漿 HDGF 値
は PIVKA-II 陽性症例で高値（平均値 1.732 
ng/ml）を示す傾向であった。血清 AFP およ
びPIVKA-II両者とも陰性症例 17例中では 8
例（47.1％）が血漿 HDGF 値の上昇を示し
た。血漿HDGF平均値は2.20 ng/mlであり、
StageⅠが 3 例、StageⅡが 3 例であった。 

以上より、肝癌患者では、慢性肝炎、肝硬
変患者に比し、有意に陽性率および血漿
HDGF 値が高値であった。腫瘍サイズが大き
いほど、病期が進行するほど血漿 HDGF は
高値を示した。肝癌患者、特に Stage I, II の
肝癌患者では AFP 陰性症例は 15～20％存在
する。これら AFP 陰性肝癌の約半数に血漿
HDGF の上昇が認められたことより、特に早
期肝癌症例において、血漿 HDGF 値は AFP
と PIVKA-II を補完する腫瘍マーカーとして
肝癌の診断に有用であると思われる。 
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