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研究成果の概要（和文）：肝発癌は様々な原因の持続的肝傷害に関連し、異なる発癌過程を経る。共通の病因は酸化ス
トレスへの持続的曝露であり、酸化ストレス誘導性遺伝子群に最も共通して関与する肝腫瘍原性遺伝子があり得る。IQ
GAP1のノックダウンは遊走能・浸潤能が低下する細胞株としない細胞株があり、高発現株はより低分化で遊走能・浸潤
能が高く、IQGAP1の関与が強かった。Vimentinも異なる細胞株で中心的役割を果たしており、遊走能・浸潤能の低下に
は違った遺伝子をノックダウンする必要がある。また腫瘍促進性のIQGAP1が腫瘍抑制的に作用することもあり、細胞依
存性やマイクロRNA依存性に両面の性質をもつ可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Persistent liver injury caused by various etiology is involved in 
hepatocarcinogenesis, which develops through different pathways. Since the most common pathogenesis is 
persistent exposure to oxidative stress, oxidative stress-induced gene could be one of the most basic 
hepatocarcinogenic genes. IQGAP1 knockdown resulted in reduced activities of migration and invasion in 
some hepatoma cell lines, but not in others. Cells with high IQGAP1 expression levels were 
poorly-differentiated carcinomas with high migration/invasion activities. These cell properties were 
closely related to IQGAP1. Vimentin also played a critical role in the properties of some cell lines, 
indicating that knockdown of genes specific to each cancer cell is required to reduce the migration and 
invasion activities. Furthermore, IQGAP1 with a tumor promotion activity could have an inhibitory 
activity against tumor growth, suggesting that IQGAP1 has conflicting properties in a cell- and/or 
microRNA-dependent manner.

研究分野：肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
(1) マイクロアレイ等の技術革新･進歩によ
り肝腫瘍部の発現遺伝子群が多数報告され、
膨大に登録されている。多くは腫瘍/非腫瘍
の単純な相対対比で、腫瘍進展後の結果か発
癌の原因かわからない。どれがより重要か、
肝癌に特異的かは明らかではない。 
 
(2) 原発性肝癌は、前癌病変を経て多段階的
に発癌し、病理組織学的、分子生物学的に多
様性を示す。患者背景、病因、癌の分化度、
組織学的混在等の種々の相違で発現遺伝子
も異なる。発現遺伝子による分類と病理組織
学的分類の対比、発癌に至る共通及び病因特
異的なパスウエイの解明が急務である。 
 
(3) 解析プログラムの駆使で遺伝子制御ネ
ットワークが呈示されてきたが、どの遺伝子
を標的にすべきか絞り込めず、分子標的治療
にまで至っていない。個々の遺伝子に関して
は、報告・データベース間で発現水準や遺伝
子群での位置付けに共通性は低い。より根幹
的で共通性の高い病態･病因において発現す
る特性遺伝子を探索することが、分子標的治
療への応用へ繋がると考えられる。その点に
おいて我々は持続的な酸化ストレス状態か
ら誘導される発現遺伝子に注目した。 
 
 
２．研究の目的 
肝癌において膨大な数の発現遺伝子が報
告されているが、それらが発癌の原因なのか
結果なのかは明らかでない。持続的な酸化ス
トレスへの曝露で誘導される遺伝子は、多段
階的で多様性のある肝発癌において共通性
の高い根幹的な肝腫瘍原性遺伝子であると
考えられる。本研究の目的は、我々が報告し
てきた酸化ストレス誘導性の肝腫瘍原性遺
伝子：特に IQGAP1 と vimentin を機能解析す
ることであり、発癌機序の解明と分子標的治
療の研究になる。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト肝癌細胞株における IQGAP1/vim- 
entin の発現状況：IQGAP1, vimentin, CTGF, 
E-cadherin, β-cateninの mRNA/蛋白を高発
現あるいは低発現している肝癌細胞株を検
討する。 
肝癌細胞株:HepG2, SK-Hep, Hep3B, HuH-7, 
SNU 系等(1×105/mL, 10 mL)を培養後、RNA 抽
出、逆転写酵素による cDNA 化と real-time 
PCR 法で定量する。また、上記の遺伝子発現
蛋白の Western blot 解析を行う。 
 
(2) siRNA による IQGAP1/vimentin の knock- 
down で生じる細胞機能変化：IQGAP1 に関し
ては migration/invasion の機能変化を検討
する。vimentin は migration/invasion の機
能変化に加えて EMT→MET 現象の有無を検討
した。 
① 効率的に knockdown する siRNA の作製：
IQGAP1/vimentin が高発現している細胞株に
Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen) を用
いて transfection する。siRNA は各々3種類
設計(Ambion) する。0～50 nM の範囲で、
IQGAP1/vimentinのmRNAレベルと蛋白レベル

の変化で knockdown 状況をみる。 
② Migration assay/Invasion assay：xCELL- 
igence DP system-Cell Migration/Invasion 
Assay (Roche) を用いて細胞の migration 活
性/invasion 活性を cell index で測定する。
Bottom Chamber の各 well に上記で決定した
至摘濃度範囲の siRNA を transfection させ
る。 
③ VimentinのknockdownによるEMT→MET現
象：Vimentin を knockdown すれば、EMT 現象
からその逆方向のMET現象がおきるであろう
との仮定のもとに epithelial markers を調
べる。Epithelial markers は E-cadherin,β
-catenin を、mesenchymal markers は fib- 
ronectin, N-cadherin, vimentin,α-SMA で
ある。 
 
(3) siRNA/shRNA による IQGAP1/vimentin の
knockdown で生じる細胞内 microRNA /mRNA の
変化：Knockdown 細胞と非 knockdown 細胞の
遺伝子発現を比較することで、IQGAP1/ 
vimentin が他の遺伝子[microRNA(miRNA)を
含む]と関連しているかを解析する。この解
析によりIQGAP1/vimentinの新たな機能や調
整機構、また gene regulatory network での
位置付けが明らかになると考えられる。 
① miRNA array による細胞内 miRNA の発現
profiling：未処理の細胞と siRNA で IQGAP1/ 
vimentinをknockdown した細胞からMirVana 
miRNA isolation kit を用いて total RNA を
抽出する。miRNA の網羅的発現の測定は、
miRCURY LNA microRNA Array (Exiqon) を使
用する。 
② miRNA の real time PCR による定量：Total 
RNA を miRNA-specific reverse transcrip- 
tion primers (Applied Biosystems) 等によ
り RTする。RT産物を miRNA-specific TaqMan 
probes & primers を用い real-time PCR で定
量する。 
③ Putative miRNA targets の in silico 予
想：上記で有意に変化が認められた miRNA の
標的遺伝子を computer program を用いて予
測する。 
④ 細胞内 mRNA の発現 profiling：上記の結
果をもとに mRNA の発現を調べる。RNA 抽出は
上記に準じ、array は GeneChip (Affymetrix) 
を用いる。 
 
(4) 抗癌剤の感受性変化：上記の未処理の細
胞株と siRNA で IQGAP1/ vimentin を knock- 
down した細胞株に対して抗癌剤の感受性を
比較する。試験する抗癌剤は CDDP, 5-FU, MMC, 
Epi-ADMである。評価方法は、Cell prolifera- 
tion assay, Colony formation assay と MTT 
assay による。 
 
(5) Nude rat を用いた in vivo xenograft 
model 実験：siRNA で IQGAP1/vimentin を
knockdownした細胞5×104-1×105を5-7週令
の雌 athymic nude rat（F344/N, CLEA Japan）
に皮下移植する。その腫瘍の成長状況、腫瘍
マーカーや病理組織を時系列にモニタリン
グする。 
 
 
４．研究成果 
(1) HepG2/Hep3B/Huh7 では E-cadherin の発



現が mRNA/蛋白ともに高かったが、SK-Hep, 
SNU398, SNU449ではほとんど発現していなか
った。一方、IQGAP1/vimentin は後者の細胞
株群で mRNA/蛋白が高発現していたが、前者
の細胞株群では低発現であった。このことよ
り種々の肝癌細胞株間でも E-cadherin や
IQGA P1/vimentinの発現に大きな差異がある
ことが明らかになった。 
 
(2) IQGAP1 の siRNA による knockdown で遊走
能/浸潤能(48 hr 後, 72 hr 後)が最も低下し
た肝癌細胞株はSK-Hepであった。またvimen- 
tin の siRNA による knockdown で最も低下し
た肝癌細胞株は SNU-398 であり、遊走能/浸
潤能も低下していた。しかし、IQGAP1 knock- 
down ほど遊走能/浸潤能低下は認められなか
った。このことから IQGAP1 は vimentin より
強く遊走能/浸潤能に関与していることがわ
かった。 
 
(3) Vimentin を siRNA で knockdown したが、
明らかなEMT→MET現象は認められなかった。
このことより EMT/MET 現象は vimentin のみ
ではなく、他の因子も関与していることが示
唆された。 
 
(4) 網羅的 miRNA/mRNA 発現解析：非処理の
肝癌細胞株 SK-Hep における高発現遺伝子群
は cell adhesion, signal transduction, 
cell proliferation/growth, angiogenesis, 
inflammation response 等であった。IQGAP1/ 
vimentinのknockdownにより特にcell adhe- 
sion, cell proliferation/growth 関連遺伝
子群の発現低下が著明であった（データ登録
中）。しかし IQGAP1 と vimentin 間で相違が
あり、特に angiogenesis 関連遺伝子群で顕
著であった。Vimentin も異なる細胞株で中心
的役割を果たしており、遊走能・浸潤能の低
下には違った遺伝子をknockdownする必要が
あると考えられた。miRNA に関しても興味深
い変化が認められ（データ登録中）、in silico
での mRNA-miRNA 間相互検索によりいくつか
の miRNA が絞られた。Luciferase assay, 
mRNA/miRNA overexpression, miRNA inhibi- 
tion 等で mRNA–miRNA の関連が明らかになっ
た。驚くことに SK-Hep では miRNA 低下によ
るIQGAP1発現上昇が遊走能/浸潤能の低下に
つながった所見がみられた（投稿中）。 
 
(5) IQGAP1/vimentin を knockdown した細胞
株では全般的に抗癌剤の感受性が増加する
傾向がみられた。ただし有意差が認められた
抗癌剤、細胞株は一部であった（投稿中）。 
 
(6) Nude rat への肝癌細胞（SK-Hep）皮下移
植では、移植後 6週間の移植片重量は非処理
＞vimentin knockdown＞IQGAP1 knockdown の
順であった。他の肝癌細胞株に関しては現在
実験を追加中である。 
 
多様で多段階的に発生する肝癌を、背景が
異なるヒトを対象に時系列の遺伝子解析を
行うことは困難である。また前癌状態→高/
中/低分化癌と進行する過程でも発現遺伝子
は変化する。報告･登録されている多くは肝
切除組織を対象にし、進行性肝癌や治療抵抗
性肝癌の遺伝子研究は困難である。発癌-炎

症-酸化ストレスは密接に関連しており、肝
発癌を自発的に惹起する酸化ストレス動物
モデルを用いた時系列の網羅的遺伝子発現
解析では、IQGAP1, vimentin がより直接的に
酸化ストレスが誘導した腫瘍原性遺伝子と
考えられた(Tsubota, 2010)。Validation は
相対的に進行した肝癌切除例128例(非公表)
やデータベースで行っている。 
本研究結果は、効率的に病態を改善する分
子標的治療への応用や肝発癌の治療や予防
の新たなアプローチ（例えば腫瘍マーカーや
予後予測指標として）を模索する次への研究
にも発展する可能性を示した。 
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