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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌で WT1 gene は高発現しており、肝細胞癌の発癌、腫瘍増

大、再発に関わる。また、PKR は C 型肝炎ウイルスに対する治療薬であるインターフェロン、

リバビリンの抗ウイルス作用にかかわる一方、肝細胞癌で高発現している。これら 2 つの蛋白

の臨床的役割について解析した。肝細胞癌において WT1 は抗アポトーシスに作用し、PKR は

肝細胞増殖に関与している可能性が示唆された。また肝細胞癌患者を対象に WT1 を用いた免

疫治療臨床試験を行い、安全性と一部の症例で有効性を確認した。肝細胞癌に高発現する WT1, 
PKR は癌の臨床像に関わり、治療標的となり得ることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated about the role of Wilms’ tumor 1 (WT1) gene and 
Protein kinase R (PKR), which over-expressed in the tissue of hepatocellular carcinoma 
(HCC). The expression of WT1 in HCC was related with oncogenesis, recurrence, tumor 
growth and prognosis. The PKR was induced by interferon, as well as by ribavirin, both 
drugs are well known as anti-hepatitis C virus (HCV) drugs. The interaction of PKR and 
HCV would have some possibilities related with the hepatocarcinogenesis induced by HCV, 
and overexpressed WT1 and PKR might be therapeutic target of HCC.  
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１．研究開始当初の背景 
 肝細胞癌は高頻度の癌であり、その多くは、
肝硬変から発生し、C 型肝炎ウイルス(HCV)
が発生原因の約 60%を占めている。 
 報告者は過去の検討で、肝細胞癌において
非癌部の肝組織に比べて強発現する腫瘍抗
原蛋白として Wilms’ tumor 1 gene (WT1) 
(文献 1)と Protein kinase R (PKR) (文献 2)
の 2 つの蛋白を同定した。 

 WT1 は Wilms 腫瘍の原因遺伝子として同
定され、当初は DNA, RNA と結合して細胞
増殖・発生に関わる転写因子を抑制する癌抑
制遺伝子として報告された。しかしながらそ
の後の検討で発癌に関わる遺伝子として注
目されている。既に白血病、肺癌、腎癌で強
発現することから、癌免疫治療の治療標的と
されている。 
 一方、PKR は 2 本鎖 RNA により誘導され
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る宿主蛋白で RNA ウイルスである HCV 感
染によっても発現が誘導される。PKR は抗
HCV 薬であるインターフェロンに誘導され
る遺伝子の一つである (文献 3)。しかしなが
ら、PKR は C 型肝細胞癌において周囲の非
癌部に比べて強発現しており(文献 2)。PKR
が肝細胞癌発癌に関与しているのか、あるい
は発癌の結果増強しているのかは不明であ
る。また HCV 感染が肝細胞癌組織における
PKR の強発現とそのウイルス発癌にどのよ
うに関わっているのかは明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では肝細胞癌において強発現して
いる WT1 と PKR に注目した。HCV 感染・
複製に関わる抗 HCV 薬との関連、また発癌
への寄与、再発および予後などの病態進展に
おける臨床的役割について解析し、癌免疫療
法などの分子標的治療の標的となりうるか
も含めて解析することを研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト肝細胞癌組織を用いた WT1, PKR の
発現と臨床像の検討  
 治療のため肝切除術を施行した肝細胞癌
患者で同意が得られた患者を対象として、癌
部および非癌部の組織を採取した。組織より
RNA および蛋白を抽出し、WT1、PKR の発
現量について real-time RT-PCR、Western 
Blot および組織染色により、検討した。 
 
(2)肝細胞癌株における WT1 発現量の変化に
伴う肝細胞内遺伝子発現修飾についての検
討 
 肝細胞癌株として、C 型肝炎の肝細胞癌由
来細胞株である Huh7 と、Huh7.5.1 (Dr. 
Chisari FV より供与)、HLE の 3 つの細胞株
を用いて、WT1 遺伝子発現を変化した場合の
細胞の変化を観察した。WT1 遺伝子は、WT1 
siRNA および WT1 plasmid (杉山治夫先生
より供与)を用いて発現量を変化させた。解析
は、まず PCR アレイを用いて網羅的に検討
し、抽出された遺伝子からさらに追加解析し
た。 
 
(3)WT1 の抗アポトーシス作用とその調節に
関わる因子の抽出 
 前述の解析により浮かび上がってきた
WT1 の抗アポトーシス作用について
Annexin V 染色で評価し、さらに Western 
blot による Caspase cleaved protein の検出、
Apoptosis activity assay を行った。またその
調節に関わる細胞内因子について網羅的に
解析し同定を試みた。 
 
(4)ヒト肝細胞癌組織を用いた WT1 発現調節
に関わる細胞内因子の検討 

 同定された細胞内因子について、肝細胞癌
組織と非癌組織をWT1 mRNA発現量の中央
値で 2 群に分け、WT1 調節に関わる細胞内
因子の mRNA 発現量について検討した。 
 
(5)HLA 高結合新規 WT1 ペプチドの同定と、
同ペプチドを用いた肝細胞癌に対する免疫
療法の第 I/II 相臨床試験 
 高知大学免疫学教室の宇高恵子教授との
共同研究で、HLA-A*24:02, *02:01, *02:06
と高結合する新規の WT1 エピトープアミノ
酸配列を同定した。同 WT1 ペプチドを GMP
グレードで合成し、愛媛大学医学部臨床倫理
委員会で承認後(0809006 号)、書面にて同意
が得られた肝癌患者 18例に投与して安全性、
治療効果を評価した。 
 
(6)C 型肝炎ウイルス(HCV) in vitro 複製発現
系の確立と、HCV 発現に伴う PKR、WT1
発現の変化 
 T7 遺伝子の下流にジェノタイプ 1 型の
HCV の全長 cDNA を持つプラスミド
[pT7-flHCV-Rz (pH77)]を Huh7 細胞株にト
ランスフェクションし、T7 ポリメラーゼを
発現するアデノウイルスベクター(Ad-T7pol)
を感染させ、HCV 遺伝子を発現する HCV 遺
伝子複製系(文献 4)を、HepG2 細胞株に移植
し、同細胞株を用いた HCV の持続発現系を
確立した。 
 また、HCV 粒子形成、複製系の JFH-1(脇
田隆字先生より供与) (文献 5)および H77s 
(Dr. Lemon SM より供与)を用いた HCV 複
製系(文献 6)を立ち上げた。HCV 発現に伴う
WT1、PKR の発現変化を確認した。 
 
(7)リバビリン(RBV)の抗 HCV 作用における
PKR の役割 
 インターフェロン(IFN)の抗 HCV 作用は
PKR に依存するが(文献 3)、リバビリン
(RBV)と PKR の関係については不明である。 
HCV 複製系を用いて IFN および RBV を加
え、PKR のほか同じく IFN 誘導遺伝子(ISG)
である 2’5’-OAS、MxA、IL-8 に注目して解
析した。さらに ISG に関わる内因性 IFN-β
について検討した。 
 
(8)HCV 複製系における PKR の発現抑制と、
それに伴う宿主細胞の癌関連遺伝子の変化 
 HCV 複製系を用いて、PKR の発現を変化
させ、肝細胞宿主遺伝子の癌関連遺伝子の変
化について網羅的に解析した。 
 
(倫理面への配慮) 
検体採取および WT1 ペプチドを用いた臨床
試験については愛媛大学医学部臨床研究倫
理委員会にて承認後(0809006 号)、十分な説
明を行い、書面による同意を得た上で行った。 



 

 

 
４．研究成果 
(1)ヒト肝細胞癌組織を用いた WT1, PKR の
発現と臨床像の検討  
 治療のため肝切除術を施行した肝細胞癌
患者の肝細胞癌部の組織において WT1 
mRNA の発現は有意に増加し(p<0.05)、免疫
組織染色でも癌部における有意な WT1 発現
増加がみられた(p<0.001)。 
 肝細胞癌部の WT1 発現量で 2 群に分け解
析したところ、WT1 高発現群では腫瘍倍加時
間が短く、無再発生存期間が有意に短かった。
WT1 は肝細胞癌の腫瘍増殖、発癌、再発に関
わっていると考えられた。 
 
(2)肝細胞癌株における WT1 発現量の変化に
伴う肝細胞内遺伝子発現修飾についての検
討 
 Huh7, Huh7.5.1, HLE の 3 つの肝細胞株
の、WT1 発現量変化による宿主細胞内遺伝子
変化についてPCRアレイで検討したところ、
アポトーシスに関連する遺伝子群がいくつ
か抽出された。特にデスシグナルに関連する
遺伝子群の変化がみられた。 
 
(3)WT1 の抗アポトーシス作用とその調節に
関わる因子の抽出 
 Annexin V 染色を用いたアポトーシスア
ッセイにおいて、WT1 のノックダウンにより、
positive control であるエトポシドで処理し
た細胞と同等のアポトーシス誘導がみられ
た(図 1)。また Western blot にて Caspase 3, 
8, 9 の cleaved 蛋白の発現増加、Apoptosis 
activity assay にて Caspase 3/7, 8, 9 の有意
な活性化が確認できた。WT1 は抗アポトーシ
ス作用を持つことが確認された。 

 デスシグナルの要である FLIP, FADD, 
NF-κB, Fas の蛋白発現変化をみたところ
WT1ノックダウンにより、FLIPの発現低下、
FADD, NF-κB の発現増加がみられた。Fas
の変化はみられなかった。また、WT1 mRNA
の検討では、WT1 ノックダウンにより FLIP
の有意な低下がみられた(図 2)。 
 

(4)ヒト肝細胞癌組織を用いた WT1 発現調節
に関わる細胞内因子の検討 
 ヒト肝癌組織のWT1 mRNA発現量により、
その中央値で高発現群と低発現群の 2群に分
け、各群の FLIP, FADD, NF-κB, Fas mRNA
量を比較した。FLIP mRNA は WT1 高発現
群で有意に発現量が高く、FADD は低下傾向、
Fas, NF-κB は明らかな差はみられなかった
(図 3)。 
 以上の結果から、WT1 は肝細胞癌で高発現
する WT1 は、デスシグナルに作用して抗ア
ポトーシスを誘導していると考えられた。
WT1 の抗アポトーシス作用は肝細胞癌の発
癌、再発、腫瘍増殖を誘導しうることから、
WT1 は肝細胞癌において治療標的となりう
ると考えられた。 

 
(5)HLA 高結合 WT1 ペプチドの同定と、同ペ
プチドを用いた肝細胞癌に対する免疫療法
の第 I/II 相臨床試験 
 高知大学免疫学教室の宇高恵子教授との
共同研究で、HLA-A*24:02, *02:01, *02:06
と高結合する WT1 エピトープアミノ酸配列
を同定し、GMP グレードで合成した。愛媛
大学臨床倫理委員会で承認後、肝細胞癌の治
療として血管造影下腫瘍塞栓化学療法
(TACE)で繰り返し治療している患者さんを
対象として、第 I/II 相の医師主導臨床試験を
行った。治療プロトコールとして、TACE 治
療後に週 1 回 WT1 ペプチドとアジュバント
を皮内注射し、12 週後に EOB-MRI を撮影



 

 

して、同治療の安全性と治療効果について評
価した。 
 18 名の肝細胞癌患者より臨床試験参加の
同意が得られ、WT1 ペプチドの投与を行った
ところ、有害事象として、注射部位の発赤 1
例(grade 1)、血圧上昇 1 例(grade 2)がみられ
たが、grade 3 以上の有害事象はみられなか
った。治療後 3 ヶ月で 4 例に腫瘍進展がみら
れなかった（SD）(表 1)。また 1 例において
WT1 ペプチド投与を継続することにより 9
ヶ月間 SD が維持できた。今後さらに治療効
果を上げるための投与法、適応症例選択の工
夫が必要であると考えられる。 

 
(6)C 型肝炎ウイルス(HCV)in vitro 複製発現
系の確立と、HCV 発現に伴う PKR、WT1
発現の変化 
 HepG2 細胞に移植した pH77 による HCV
複製系の他、JFH-1, H77s を用いた HCV 複
製系も立ち上げて、HCV 発現に伴う PKR、
WT1 の発現変化をみた。 
 WT1はHCV発現による発現変化は観察さ
れなかったが、PKR は HCV 発現に伴い発現
増加および活性化がみられた。また、細胞内
のPKRノックダウンによりHCV発現は増加
し、PKR 発現亢進で HCV 発現が低下するこ
とからPKRによるHCV抑制効果がみられた。 
 
(7)リバビリン(RBV)の抗 HCV 作用における
PKR の役割 
 HCV 複製系に RBV および IFN を単独あ
るいは両方添加して、代表的な ISG である
PKR, 2’5’-OAS, MxA について検討したとこ
ろ、RBV と IFN の添加により、IFN 単独よ
りも有意に強い PKR, MxA 遺伝子誘導が
HepG2 細胞でのみみられた(図 4)。 
 リバビリンは肝細胞の内因性 IFN-β産生を
亢進しており、この内因性 IFN-β産生亢進が
PKR 誘導に依存していた(図 5)。作用は IFN
の抗 HCV 作用に相加的であった。 
 一方、同じく ISGの一つである IL-8は IFN
によらず RBV 単独で有意な発現増強が確認
された(図 6)。IL-8 の増加は内因性 IFN-βと
連動せず、RBV によって直接誘導されるもの

と考えられる。IL-8 は血管増殖因子であり、
RBV によって誘導される IL-8 と肝細胞癌の
発癌および進展との関連については今後の
検討課題となると思われる。 
 
 (8)HCV 複製系における PKR の発現抑制と、
それに伴う宿主細胞の癌関連遺伝子の変化 
 HCV 複製系において PKR を siRNA のノ
ックダウンあるいは発現増強して PCR アレ
イで網羅的に検討したところ、細胞増殖に関
わる遺伝子が複数抽出された。これらの変化
は HCV 発現時に顕著であり、PKR の過剰発
現が HCV による肝細胞癌の進展に関わって
いる可能性が考えられる。現在、それらの遺
伝子変化について real-time RT-PCR 法にて
検討している。 
 



 

 

結語 
 肝細胞癌で高発現する WT1 と PKR は、肝
細胞癌の発育、進展、発癌、再発に関わって
いる可能性がある。また、PKR は IFN、RBV
の抗 HCV 作用にも関わる。WT1、PKR は肝
細胞癌における役割を明確にするべき遺伝
子であり、治療標的ともなりうる遺伝子と考
えられる。 
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