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研究成果の概要（和文）：1.Sorafenibは細胞増殖に対して強力な抑制作用を示す反面、TGF-βと類似な細胞浸
潤を誘導する作用も示した。一方、Lenvatinib はSorafenibに比べ、弱い細胞毒性を示したが、TGF-βによる細
胞の浸潤誘導を抑制した。2.Sorafenibは、Lenvatinibに比べ、細胞毒性作用が弱く、血管新生を誘導した。一
方、Lenvatinibは濃度依存的に細胞毒性作用を示し、TGF-βによる血管新生の誘導を抑制した。その二つの分子
標的薬の作用には、TGF-βシグナルとVEGFシグナルの制御が関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：1.In comparison to Lenvatinib, Sorafenib shows potent effects on inhibiting 
the proliferation of a human hepatoma cell line HepG2. On the other hand, Sorafenib can also induce 
the invasion of the cells, whereas Lenvatinib inhibits cell invasion. Our results indicate that the 
regulation of TGF-βsignaling plays important roles in the function of both molecularly targeted 
drugs.　2.In comparison to Lenvatinib, Sorafenib shows less potent effects on inhibiting the 
proliferation of human endothelial cells (HUVEC), but more potent effects on stimulating the 
angiogenesis of the cells. On the contrary, Lenvatinib inhibits the angiogenesis of HUVEC. Our 
results indicate that both TGF-βsignaling and VEGF signaling are related with the function of 
Sorafenib, whereas VEGF signaling is related with the function of Lenvatinib. 

研究分野：肝臓学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、進行肝癌に対して、SorafenibおよびLenvatinibを代表となる各種分子標的薬の臨床応用が中心となって
いる。 SorafenibおよびLenvatinibの抗癌作用は血管新生を抑制するだけでなく、増殖シグナルも抑制するが、
その作用機構にTGF-βシグナルの制御が関与するかどうかはまだ明らかになっていない。本研究は、これら治療
に対する癌細胞の反応性の根底に位置すると考えられるTGF-βシグナルの作用機構を明らかにすることによっ
て、肝癌のみならず抗がん治療に共通する治療薬および併用薬の開発に繋げられると考えている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

B 型、C 型肝炎ウイルスに対する抗ウイルス療法の進歩により、肝癌の減少が見込まれている

が、日本では高齢者の感染者が大半を占めることから，進行肝癌の低侵襲治療が大きな課題とな

っている。進行肝癌に対して、5-FU と PEG-IFNα-2b の併用療法が高い有効性を示すことが知ら

れているが、その機序は明らかにされていない。我々は、肝癌の発生および進展に重要な役割を

担う TGF-β およびそのシグナルに着目し、5-FU が肝癌細胞株 HepG2 に対して細胞毒性を示す

反面、TGF-βシグナルを介して浸潤性の増強など生物学的悪性度を増強する作用もある可能性

を明らかにした。5-FU に併用する IFNα-2b の生物学的作用に関して我々は、IFNα-2b が TGF-

βの浸潤シグナルを抑制することによって、相乗的な治療効果を発揮する可能性を示した。また、

併用療法の効果は、B型、C型肝炎ウイルス背景によって異なる可能性もあると考えられる(Kasai 

K, et al.,  Cancer, 2012; Okada Y, et al., Cell Death Discov. 2018 )。しかし、5-FU は

現在、進行肝癌の治療では応用せず、IFNα-2b も副作用や保険適応の問題から、担癌患者に対

して適用が限られている。現在、進行肝癌に対して、Sorafenib および Lenvatinib を代表とな

る各種分子標的薬の臨床応用が中心となっている。 Sorafenib および Lenvatinib の抗癌作用は

血管新生を抑制するだけでなく、増殖シグナルも抑制するが、その作用機構に TGF-βシグナル

の制御が関与するかどうかはまだ明らかになっていない。本研究は、これら治療に対する癌細胞

の反応性の根底に位置すると考えられる TGF-βシグナルの作用機構を明らかにすることによっ

て、肝癌のみならず抗がん治療に共通する治療薬および併用薬の開発に繋げられると考えてい

る。 

 
２．研究の目的 

本研究は悪性腫瘍全般に共通する TGF-βシグナルに着目し、その制御により抗癌剤、特に分

子標的薬の有効性を高めることを最終目的としている。本研究では、分子標的薬のうち、

Sorafenib および Lenvatinib の細胞生存/細胞死、または細胞浸潤と血管新生に及ぼす影響を比

較し、その作用の分子機構に TGF-βシグナルが関与するか否かを検討する。 

 
３．研究の方法 

1) 分子標的薬によるヒト肝癌細胞株(HepG2)の生存および浸潤誘導に対する影響 

① HepG2 に Sorafenib、 Regorafenib および Lenvatinib をそれぞれ 0～l00 nM を添加し、24

時間後、生細胞測定試薬を添加し、吸光度の測定によって細胞生存率を評価した。 

② 5ng/ml TGF-β 添加により細胞浸潤の in vitro モデルを作成し、Sorafenib、および

Lenvatinib は、①の実験で確定した細胞に毒性少ない濃度を細胞に添加し、TGF-βによる

細胞の浸潤促進作用に対する分子標的薬の影響を migration assay及び invasion assay で

検討した。 

2) 分子標的薬による HepG2 の浸潤誘導に対する作用の分子機構の検討 

① TGF-βシグナルの関与については、細胞に Sorafenibおよび Lenvatinibを別々に添加し、

TGF-βの浸潤に関与するシグナル分子のタンパク質レベルを Western blot で分析した。ま

た、TGF-βの発現および TGF-βシグナル分子の活性化の影響について、分子標的薬は以前

の実験で確認した 5-FU（30mg/ml）と比較した。 

② TGF-βシグナル及び VEGF シグナルへの影響については、5ng/ml TGF-β及び 10ng/ml VEGF

が単独添加及び分子標的薬と混合添加で細胞を処理し、細胞内の VEGF シグナル分子および



TGF-βシグナル分子のタンパク質レベル Western blot で分析した。 

③ また、TGF-β受容体の阻害剤(LY2109761)および MAPK の阻害剤(U0126)を用い、HepG2 の浸

潤誘導に対する分子標的薬の作用に TGF-βシグナルの関与について確認した。 

3) 分子標的薬によるヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC)の生存および血管新生に対する影響 

① HUVEC に Sorafenib、および Lenvatinib をそれぞれ 0～l00 nM を添加し、24 時間後、生

細胞測定試薬を添加し、吸光度の測定によって細胞生存率を評価した。 

② 5ng/ml TGF-β添加により血管新生の in vitro モデルを作成し、①の実験で確定した細胞

に毒性少ない濃度の Sorafenib および Lenvatinib を細胞に添加し、TGF-βによる細胞の血

管新生の促進作用に対する分子標的薬の影響を血管新生キットで検討した。 

4) 分子標的薬による HUVEC の血管新生に対する作用の分子機構の検討 

① TGF-βシグナルの関与については、Sorafenib および Lenvatinib は細胞を処理し、細胞内

の TGF-βシグナル分子（p- TGF-βR2, p-ERK1/2）のタンパク質レベルを Western blot で

分析した。 

② TGF-βシグナル及び VEGF シグナルへの影響については、5ng/ml TGF-β及び 10ng/ml VEGF

が単独添加及び分子標的薬との混合添加で細胞を処理し、細胞内の TGF-βシグナル分子お

よび VEGF シグナルのタンパク質レベルを Western blot で分析した。 

③ また、TGF-β 受容体の阻害剤(LY2109761)および VEGF シグナル分子である Akt の阻害剤

(GSK690693)を用い、HUVEC の血管新生に対する分子標的薬の作用に TGF-βシグナルおよび

VEGF シグナルの関与について確認した。 

 
４．研究成果 

1) 分子標的薬によるヒト肝癌細胞株(HepG2)の生存および浸潤誘導に対する影響 

① Sorafenib は 10nM、Regorafenib は 100nM から細胞増殖抑制作用を示した。これに対して

Lenvatinib は 1μg までは細胞増殖促進作用を示した。 

② SorafenibはTGF-βによる細胞の浸潤促進作用に対し相乘効果を示した。一方、Regorafenib

は、TGF-β の浸潤促進作用に対する影響を示さず、Lenvatinib は TGF-β の浸潤促進作用

を著明に抑制した。 

以上の結果から、Sorafenib は肝癌細胞に対し強力な細胞毒性を示す反面、TGF-βによる細胞

の浸潤性誘導を増強する作用もある可能性を示した。一方、Lenvatinib は Sorafenib に比べ弱

い細胞毒性を示したが、細胞の浸潤誘導を抑制した（Fig.1）。 
2) 分子標的薬による HepG2 の生存および浸潤誘導に対する作用の分子機構の検討 

① SorafenibおよびRegorafenibは5FUと同様に細胞内TGF-βの発現を誘導したが、Sorafenib

のみは TGF-βの細胞浸潤に関連するシグナル分子 MAPK(ERK1/2) のリン酸化タンパク質レ

ベルを著明に促進した。一方、Lenvatinib は、細胞内 TGF-β の発現および ERK1/2 のリン

酸化タンパク質レベルを影響しなかった。 

② HepG2 では、TGF-βは VEGF シグナル因子である p-VEGFR2, p-PLCγ1 のタンパク質レベル

を上昇させたが、p－Akt への影響が認められなかった。一方、VEGF は TGF-β シグナル因

子(p-TGF-βR2,p-SMAD2,)のタンパク質レベルを誘導しなかった。 

③ HepG2 では、TGF-β による促進した SMAD2 の活性化に対する両剤の影響が認められなかっ

たが、TGF-βによる促進した TGF-βR2 および ERK1/2 の活性化は、Lenvatinib によって抑

制され、Sorafenib によってさらに加乘効果を示した。 

④ Sorafenib は、TGF-β と同様に、HepG2 細胞の浸潤を促進することを示した。その作用は、



MAPK の阻害剤である U0126 および TGF-β 受容体阻害剤である LY2109761 により抑制され

た。また、Sorafenib による誘導された MAPK の活性化は、U0126 および LY2109761 により

抑制された。 

以上の結果から、TGF-β は HepG2 において VEGF シグナルを活性化する可能性があることが示

唆された。Sorafenib は、TGF-βR2/MAPK を介して HepG2 細胞の浸潤を促進することを示した。

また、TGF-βによる浸潤誘導に対する Lenvatinib の抑制作用は TGF-βR2/MAPK の制御が関与し

ていることが示唆された。一方、Sorafenib と Lenvatinib の持つ肝癌細胞生存抑制作用には、

TGF-βの細胞死誘導シグナルの中心分子であるSMAD2が関与しないことが示唆された (Fig.2)。 

3) 分子標的薬によるヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC)の生存および血管新生に対する影響 

① Lenvatinib は HUVEC において 10 nM から細胞増殖抑制作用を示した。一方、Sorafenib は

1 μM までは細胞増殖促進作用を示した。 

② Lenvatinib は TGF-βによる HUVEC の血管新生の促進作用を著明に抑制したが、Sorafenib

はさらに加乘効果を示した。 

以上の結果から、Lenvatinib は濃度依存的に細胞毒性作用を示し、TGF-βによる血管新生の

誘導を抑制した。一方、Sorafenib は、Lenvatinib に比べ、細胞毒性作用は弱く、TGF-β と同

様に血管新生を誘導した (Fig.3)。 

4) 分子標的薬による HUVEC の血管新生に対する作用の分子機構の検討 

① HUVEC では、TGF-βは p－VEGFR2, p-PLCγ1,p-Akt など VEGF シグナル因子のタンパク質レ

ベルを上昇させたが、TGF-β の浸潤誘導シグナル因子である p-TGF-βR2 および p-ERK1/2

の活性化誘導が認められなかった。一方、Sorafenib は上述のシグナル因子のうち p-TGF-

βR2, p－VEGFR2, p-ERK1/2 および p-Akt のタンパク質レベルを上昇させた。Lenvatinib

は TGF-βによる促進した VEGF シグナル因子の活性化を抑制した。 

② HUVEC 細胞においで Sorafenib は血管新生を誘導することを示した。その作用は LY2109761

および Akt の阻害剤である GSK690693 により抑制された。また、Sorafenib による促進した

Akt の活性化は LY2109761 および GSK690693 により抑制された。 

以上の結果から、Sorafenib は、HUVEC 細胞の血管新生への誘導作用があること、また、その

作用機構には、TGF-β シグナルおよび VEGF シグナルが両方関与することを示した。一方、

Lenvatinib は、VEGF シグナルを抑制することによって血管新生を抑制することが示唆された 

(Fig.4)。 
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