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研究成果の概要：ヒト肝細胞癌組織において酸化ストレスの増加にともない肝癌細胞のテロメ

ア長が短縮し、PTEN・Akt シグナルに依存してテロメラーゼ活性の増加と細胞増殖の活性化・

アポトーシス耐性の傾向があることが明らかとなった。またAktシグナルの活性化に関連して、

肝細胞癌組織における酸化ストレスは VEGF、VEGF receptor2 の発現増加を介した血管新生

にも関与していることが明らかとなった。以上より本研究は、肝細胞癌において酸化ストレス

がテロメラーゼの活性化、血管新生の増加を介して、癌病態の悪性化に寄与していることを明

らかにし、肝細胞癌の新たな治療として抗酸化療法の有用性について示した点で意義があった

と考える。 
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１． 研究開始当初の背景 

近年、慢性肝疾患の病態の進展および発癌

に酸化ストレスが密接に関与する事が報告

されている。その機序として、慢性炎症下で

の酸化ストレスが肝細胞のテロメア短縮を

促進し、それが慢性肝疾患の病態の進展に寄

与している可能性があることをこれまでに

我々は報告した。しかし肝細胞癌の病態にお

ける酸化ストレスの意義については、これま

でに充分な検討がなされていない。 
 

２．研究の目的 

我々は、肝細胞癌の病態における酸化スト

レスの役割について明らかにするため、肝細

胞癌組織における酸化ストレスの程度とテ

ロメア長・テロメラーゼ活性を中心とした病

理学的因子との関連について検討を行うこ

ととした。また肝細胞癌において酸化ストレ
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スが生じる機序、どのような点で病態の悪性

化に寄与しているのか、抗酸化剤による酸化

ストレスの除去が病態の改善に役立つのか

についても併せて検討を行った。 

 

３．研究の方法 

（１）ヒト肝細胞癌組織での検討 

Ⅰ．肝細胞癌における酸化ストレスと病理 

織学的因子との関連についての解析 

肝細胞癌検体のパラフィンブロックから

切片を作成し、次の項目について検討する。 

 

①酸化ストレスマーカーとして 

8-hydroxy-2'-deoxyguanosine（8-OHdG）、 

4-hydroxy-2-nonenal（4-HNE）の免疫染色 

を行い、その染色性・分布から肝癌組織に 

おける酸化ストレスの程度を分類する。 

②テロメラーゼ活性のマーカーとしてhuman 

telomerase reverse transcriptase（hTERT）

の免疫染色を行い、その染色性・分布より

テロメラーゼ活性の有無を分類する。 

③テロメアPNAプローブを用いて組織FISHを

行い、その蛍光量から肝癌細胞特異的なテ

ロメア長を測定する。（“IP labo” soft

にて解析を行う） 

④HE染色を行い、組織学的分化度などを検討 

する。 

⑤Ki67の免疫染色を行い、その染色性・分布

より肝癌細胞の増殖活性を検討する。 

⑥TUNEL法により、その染色性・分布よりアポ

トーシスの頻度を検討する。 

 

凍結組織が利用できる検体については 

telomere repeat amplification 

protocol(TRAP)assayを行い、肝癌組織におけ

るテロメラーゼ活性の程度を検討する。 

 

上記の実験で得られた結果を統計学的に解析 

し、肝細胞癌における酸化ストレスの程度と 

テロメア長、テロメアーゼ活性との関連性、 

また増殖活性やアポトーシスの頻度、癌組織 

の分化度などとの関連性について検討する。 

 

Ⅱ．肝細胞癌における酸化ストレスによる 

テロメラーゼ活性増強の機序および抗酸化 

系酵素の発現状態についての解析 

 肝細胞癌検体パラフィンブロックから切 

片を作成し、 

 

①テロメラーゼ活性制御因子（Akt、p53、

c-myc、SIP1、Mad1、TGF-β、Rak、BRIT1） 

②抗酸化系酵素（SOD、GSH、TRX、 

GSH peroxidase、GSH-S-transferase、 

TRX peroxidase、catalase） 

③増殖刺激およびアポトーシス制御因子

（cyclin A、cyclin D、cyclin E、p21、

p27、bcl-2、bcl-xl、bax、bad etc.） 

④③のシグナル伝達系（ERK1/2、JNK、p38、 

P65） 

 

の各々に対する特異的オリゴDNAプローブを

用いてin situ hybridization（ISH）を行い、

各因子の発現状態を検討する。 

その結果を統計学的に解析し、酸化ストレ

ス・テロメラーゼ活性に関連して発現に有意

差が認められる因子を検討する。 

 

ISHにより発現に有意差のあった因子につ

いては、特異的抗体を用いて免疫染色を行い、

各グループ間で発現に有意差がないかさらに

検討する。 

またAkt、ERK1/2、JNK等のシグナル伝達系に

ついては発現量だけでなく、リン酸化検出抗

体を用いて免疫染色を行い、活性化状態につ

いて検討する。 

 

Ⅲ．肝細胞癌における酸化ストレスと血管新

生との関連についての解析 

肝細胞癌検体のパラフィンブロックから

切片を作成し、次の項目について検討する。 

 

①CD31の免疫染色を行い、陽性部位を画像解

析することにより、腫瘍組織における新生血

管の面積を評価する。（“NIH imaging” soft

にて解析を行う） 

②vascular endthelial growth factor（VEGF）、

vascular endthelial growth factor 

receptor2（VEGF-R2）の免疫染色を行い、腫

瘍における血管新生因子の発現について評

価する。 

 

上記の実験で得られた結果を統計学的に解析 

し、肝細胞癌における酸化ストレスの程度と 

腫瘍における新生血管の程度および血管新 

生因子の発現との関連性について検討する。 

 

（２）肝癌細胞株での検討 

 

Ⅰ．In vitroでの酸化ストレスによる細胞

形質の変化についての解析 

肝癌細胞株HLEをcontrol培地およびH2O2

投与下にて培養し、次の手順で癌細胞への影

響を調べる。 

①癌細胞株を上記の処置後、細胞数の変化に 

つきMTT assayを用いて評価する。 

②肝癌細胞株を上記の処置後、RNAを抽出し、 



 

 

cDNAを合成後にリアルタイムRT-PCR法によ  

りhTERTの発現量を測定し、酸化ストレスに 

よりhTERTの発現が抑制されるか検討する。

また同時にDNA・蛋白抽出も行い、FACSを用

いてテロメア長への影響、TRAPassayにてテ

ロメラーゼ活性への影響も検討する。 

③ヒト肝細胞癌組織での検討により、酸化ス

トレスによって発現の変化が認められた

遺伝子について、上記の処置後の肝癌細胞

株でも同様に発現の変化があるか、リアル

タイムRT-PCR法を用いて検討する。 

 

４．研究成果 

（１）肝細胞癌組織における酸化ストレスの

解析 

肝細胞癌組織68検体で8-OhdGと4-HNEの免疫

染色を行い、8-OhdGは核の染色陽性率、4-HNE

は細胞質での染色顆粒の総面積で肝癌組織

における酸化ストレスの程度を評価した。そ

の結果、両者の間には有意な正の相関関係が

認められた。（P<0.05） 

 

 

 
8-OhdGの核の染色陽性率により、肝癌組織に

おける酸化ストレスの程度をOS0（＜10％）、

OS1（10％-50％）、OS2 (50％-90％）、OS3  

（90％<）の4段階（grade0-3）に分類した。

全体の77%でgrade1以上の酸化ストレスの増

加を認めた。 

 

（２）肝細胞癌組織における酸化ストレスの

テロメア長への影響 

テロメア PNA プローブを用いて組織 FISH を

行い、肝癌細胞のテロメア長を測定した。テ

ロメア長と酸化ストレスの程度とを検討し

た結果、酸化ストレスの増加にともない有意

に（P<0.001）テロメア長の短縮を認めた。 

 
 

（３）肝細胞癌組織における酸化ストレスの

テロメラーゼ活性への影響 

肝細胞癌組織を用いてhTERTの免疫染色およ

びTRAPassayを行い、肝細胞癌のテロメラーゼ

活性の程度を評価した。テロメラーゼ活性と

酸化ストレスの程度とを検討した結果、酸化

ストレスの増加にともない有意に（P<0.001）

テロメラーゼ活性の増加を認めた。 

 



 

 

 
 

（４）肝細胞癌組織における酸化ストレスお

よびテロメラーゼ活性の癌病態への影響 

肝細胞癌組織における酸化ストレスの程度

と組織学的分化度との間には有意な関連を

認めなかった。Ki67免疫染色で増殖活性、

TUNEL法でアポトーシスを評価したところ、酸

化ストレスの程度が強い組織（OS2-3）ではテ

ロメラーゼ活性の程度により増殖活性・アポ

トーシスの頻度に有意差（P<0.05）を認めた。 

 

 
 

（５）肝細胞癌組織におけるテロメラーゼ活

性制御因子・抗酸化系酵素の解析 

Akt、p53、c-myc、SIP1、Mad1、TGF-β等

のテロメラーゼ活性制御因子、SOD、GSH、TRX、

GSH peroxidase、TRX peroxidase、catalase

等の抗酸化系酵素の発現をISHで解析した。

これらの因子の発現の有無とｈTERTの発現

の有無、テロメラーゼ活性の程度、酸化スト

レスの程度との関連を統計学的に解析した

が、有意な因子は認めなかった。結果、この

検討では、肝細胞癌組織においてテロメラー

ゼ活性の増加および酸化ストレスが生じる

機序については不明であった。 

 

（６）肝細胞癌組織におけるテロメラーゼ活

性制御シグナルの解析 

Akt、ERK1/2、JNK等のテロメラーゼ活性の

増加に関わるシグナルについて、免疫組織染

色を行い、その活性について検討した。結果、

酸化ストレスの程度の増加に伴い、肝細胞癌

組織においてAkt活性が有意に増加していた

（P<0.005）。またAkt活性化の抑制因子であ

るPTENの発現も有意に低下していることが

明らかとなった（P<0.005）。 

 
 

 
（７）肝細胞癌組織における酸化ストレスの

血管新生への影響 

Akt の下流のシグナルには血管新生因子

VEGFが報告されており、次に肝細胞癌組織に

おける酸化ストレスと血管新生の関連につ

いて検討を行った。新生血管については CD31

の免疫組織染色を行い、画像解析により評価

した。また VEGF、VEGF receptor2 の発現も

免疫組織染色により評価した（染色の程度に

より 3 段階に分類した）。結果、肝細胞癌組

織において酸化ストレスの程度が強くなる

のに伴って VEGF の発現が増加し、また新生

血管の数も増加することが判明した。 

 



 

 

 
 

 
 

 

 
 

（８）ヒト肝癌細胞株での酸化ストレスと血

管新生についての検討 

ヒト肝癌細胞株HLEをH2O2添加下にて培養

し、酸化ストレスがAKTの活性化、およびそ

の下流の因子にどうのように影響を与える

かについて検討した。結果、H2O2の添加量に

対して濃度依存性にAKTの活性化、NF-κB活

性化、VEGFの発現増加が認められ、ヒト肝癌

組織での解析結果と一致するものであった。 

 

 

 
 

 

以上の結果より、本研究は、肝細胞癌組織に

おいて酸化ストレスは高い頻度で存在し、

AKTの慢性的な活性化を介して、テロメラー

ゼ活性化や血管新生因子の増加を引き起こ

し、癌病態の悪性化に寄与していることを明

らかにした。肝細胞癌の悪性化因子としての

酸化ストレスの意義を明らかしたのに加え、

肝細胞癌に対する新たな治療法として抗酸

化療法の有用性について、その可能性を示し

た点で意義があったと考える。 
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