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研究成果の概要（和文）：がん周囲微小環境において間質から供給される肝細胞増殖因子 HGF およびがん細胞
に存在する受容体 MET で構成される HGF 依存性 MET 活性化シグナルの意義および阻害療法について解析を行
った．HGF 依存性 MET シグナルは，Hepatocyte growth factor inhibitor-1 (HAI-1) によって制御されてお
り，HAI-1 発現低下によって MET を介した細胞増殖が亢進した．HAI-1 発現低下腫瘍に対して，HAI-1 と類似
の機能を有する合成 HGF 活性化阻害剤を投与したところ，壊死領域が増加し，合成 HGF 活性化阻害剤の有用性
が示唆された．

研究成果の概要（英文）：We analyzed the significance and inhibitory therapy of the HGF-dependent MET
 activation signaling, which consists of the stromal-derived hepatocyte growth factor (HGF) and its 
receptor MET on cancer cells. We showed that HGF-dependent MET signaling is regulated by hepatocyte 
growth factor inhibitor-1 (HAI-1), and that decreased expression of HAI-1 enhanced MET-mediated cell
 proliferation. Synthetic HGF activation inhibitors with functions similar to HAI-1 increased 
necrotic areas in tumors with reduced HAI-1 expression. The results suggest the usefulness of 
synthetic HGF activation inhibitors.

研究分野： 人体病理学

キーワード： MET　HGF　がん周囲微小環境　分子標的薬
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HGF 依存性 MET 活性化の制御は，転移性腫瘍や抗がん剤耐性を獲得した腫瘍に対して，新たな治療選択肢を提
供しうる．本研究では，HGF-MET シグナルが亢進している一部の腫瘍において，合成 HGF 活性化阻害剤が治療
効果を発揮することが実験動物レベルで示唆された．今後の研究の進展により，合成 HGF 活性化阻害剤の臨床
応用が期待できる．

※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 

チロシンキナーゼ型受容体 MET は，
がん細胞の細胞膜上に広く発現し，その

活性化はがん細胞の生存・増殖・浸潤に寄
与する．MET は肝細胞増殖因子（HGF）
と結合して活性化されるが，HGF の産

生・成熟にはがん周囲微小環境が重要な
役割を果たしている（図 1）．がん関連線
維芽細胞から分泌された  HGF 前駆体

（pro-HGF）はがん細胞膜上に発現するセ
リンプロテアーゼである  Matriptase や 

Hepsin，血漿中に存在する HGF activator

（HGFA）などによって切断されて成熟
し．成熟した HGF は MET に結合し下
流シグナルを伝達する（HGF-MET シグ

ナル）．がん細胞にみられる HGF-MET 

シグナル異常活性化の機序として，MET 

遺伝子の変異や増幅による自己活性化に

加え，がん周囲微小環境から供給される HGF を介した MET の活性化，すなわち HGF 依存性 

MET 活性化の重要性が指摘されている．  
 
２．研究の目的 

HGF 依存性 MET 活性化の制御は，HGF-MET シグナル標的療法の新たな選択肢となるのみ

ならず，分子標的治療薬耐性獲得後の二次治療としても期待される．しかしながら，HGF 依存
性 MET 活性化の詳細な分子機構や，その阻害戦略についての知見は限られており，さらなる検
討が求められている．そこで本研究では，がん周囲微小環境における HGF 依存性 MET 活性化

に焦点を当て，マウスモデルを用いてその分子機構を明らかにするとともに，合成 HGF 活性化
阻害剤の効果を検討し，新たな HGF-MET シグナル標的治療の開発を目的とする． 
 
３．研究の方法 

（１） 培養細胞を用いた HGF 依存性 MET 活性化機構の解析 

口腔扁平上皮癌細胞株 SAS および HSC3 を用いて，癌細胞における HGF 依存性 MET 

活性化機構を解析した．まず，SAS および HSC3 における HGF および MET の発現を RT-

PCR 法で検討し，MET リン酸化の有無をウエスタンブロット法で確認した．さらに，HGF 活

性化に関与する Hepatocyte growth factor activator inhibitor (HAI)-1 および HAI-2 などの関連
分子の発現も RT-PCR 法で検討した．次いで，siRNA を用いた HAI-1 のノックダウンおよ
び CRISPR-Cas9 を用いた HAI-1 のノックアウトを行い，ノックダウン・ノックアウト細胞

（SAS HAI-1-KD および HSC3 HAI-1-KO）における MET リン酸化の程度をウエスタンブロ
ット法で検討した． 

（２）in vitro での合成 HGF 活性化阻害剤の作用検討 

前項で作成したノックアウト細胞に対し，合成 HGF 阻害剤 ZFH7116 を投与して細胞増殖
能や MET リン酸化の程度を評価した．また，生体内での HGF-MET シグナルを再現するた
め，線維芽細胞株 MRC5 の培養上清をノックアウト細胞株に添加したうえで，ZFH7116 を投

与して細胞増殖能や MET リン酸化の程度を評価した． 

 

図 1  がん周囲微小環境における  HGF 依存性

MET 活性化機構 



（３）in vivo での 合成 HGF 活性化阻害剤の作用検討 

HAI-1 KO 細胞（SAS および HSC3）をヒト HGF 導入 SCID マウス（hHGF-KI マウス）
に皮下移植し，腫瘍形成能，腫瘍径，組織形態および MET リン酸化の程度を評価した．さら

に，腫瘍移植 hHGF マウスに ZFH7116 を腹腔内投与し，腫瘍径や組織形態，MET リン酸化
の程度を評価した． 

（４）患者腫瘍由来オルガノイドおよびマウス移植モデルの樹立 

3 次元培養系で HGF 依存性 MET 活性化機構を解析することを目的として，患者腫瘍由
来オルガノイド（Patient-derived organoid; PDO）やマウス移植モデル（Patient-derived xenograft; 

PDX）を作成した．口腔癌や大腸癌の手術検体から組織を採取し，コラゲナーゼで細胞を分離

してマトリゲルに包埋する方法（Sato T, et al. Gastroenterology 2011;141(5):1762-1772）で PDO 

を作成した．また，患者腫瘍組織を直接 SCID マウスに皮下移植し，PDX を作成した． 
 
４．研究成果 

（１） 培養細胞を用いた HGF 依存性 MET 活性化機構の解析 

使用した口腔扁平上皮癌細胞株 SAS および HSC3 においては，MET および HAI-1 の発
現がみられたが，HGF の発現はみられなかった．いずれの細胞株においても MET リン酸化
は確認できなかったが，ヒト HGF（hHGF）またはマウス HGF（mHGF）を添加すると MET 

のリン酸化がみられた．mHGF 添加でみられる MET リン酸化は限定的で，下流シグナルを
伝達しうる Tyr 1349 のリン酸化は確認できなかったことから，HGF-MET シグナルの再現に
は mHGF ではなく hHGF の存在が必須であることが確認された． 

HAI-1 発現を減弱させた SAS HAI-1-KD および HSC-HAI1-KO 細胞株においては，いずれ
も MET リン酸化が亢進し，細胞増殖能の亢進もみられた．このことから，HAI-1 が MET リ
ン酸化を制御し，細胞増殖を抑制していることが示唆された． 

（２）in vitro での合成 HGF 活性化阻害剤の作用検討 

SAS HAI-1-KD および HSC3 HAI-1-KO 細胞株に ZFH7116 を添加しても，MET リン酸化
や細胞増殖能には有意な影響を及ぼさなかった．しかし，pro-HGF を含んでいると想定され

る線維芽細胞 MRC5 の培養上清を細胞株に添加した上で ZFH7116 を投与すると，ZFH7116 

によって細胞増殖能が低下する傾向が見出された．ただし，この実験については検討が十分で
はなく，in vitro における合成 HGF 活性化阻害剤の作用については今後も継続して研究を行

っていく必要がある． 

（３）in vivo での 合成 HGF 活性化阻害剤の作用検討 

SAS HAI-1-KD 細胞株およびコントロール株を hHGF-

KI マウスに移植した．コントロール細胞株の移植実験で
は，形成された腫瘍の MET リン酸化の程度は hHGF-KI 

マウスおよび HGF 野生型マウスで変化がみられなかっ

たが，HAI-1-KD 細胞株の移植実験では，hHGF-KI マウス
に移植した群は野生型マウス群と比較して有意に MET 

リン酸化が亢進した（図 2）．形成された腫瘍の大きさも，

有意差はみられなかったものの，hHGF-KI マウスでより大
きな腫瘍が形成される傾向がみられた．この結果から，
HAI-1 発現が低下した腫瘍細胞においては，HGF を介し

た MET リン酸化の亢進により，腫瘍増殖が亢進すること
が示唆された．なお，HSC3 HAI-1-KO 細胞においては 

hHGF-KI マウスに移植しても野生型マウスとの間で腫瘍

形成能や増殖能に明らかな変化を認めなかった． 

図 2 移植腫瘍における 

MET リン酸化 



次いで，hHGF-KI マウスに SAS HAI-1-KD 細胞株を移
植した実験系を用いて，ZFH7116 を腹腔内投与し，腫瘍径
や壊死領域の大きさ，MET リン酸化の程度を検討した．

薬剤投与群と非投与群との間で，MET リン酸化の程度や
腫瘍径には顕著な差はみられなかったものの，壊死領域の
割合は，薬剤投与群において上昇する傾向がみられた（図

3）．実験系の選択や薬剤の投与経路・投与期間，薬剤自体
の構造など更なる検討を要する点は多く残されているが，
HAI-1 発現が減弱した腫瘍においては ZFH7116 などの

合成 HGF 活性化阻害剤が有効である可能性を見出すこ
とができた． 

（４）患者腫瘍由来オルガノイドおよびマウス移植モデルの

樹立 

大腸癌 5 例および口腔癌 2 例の PDO 作成を試みた．
大腸癌は 5 例中 4 例，口腔癌は 2 例いずれもで PDO を樹立することができ，成功率は 

85.7% (6/7) であった（表 1）．また，4 例で PDX 作成を試み，そのうち 1 例 (25%, 1/4) で
安定して継代することに成功した．今後，樹立した PDO および PDX モデルを HGF 依存性 

MET 活性化機構の解明に活用していく予定である． 

 

図 3 阻害剤投与実験にお

ける腫瘍壊死領域 

表 1 本研究で樹立した PDO，PDX 
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