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研究成果の概要（和文）：癌の転移・浸潤や組織の線維化において上皮間葉転換(EMT: Epithelial mesenchymal trans
ition)が注目されていが、抗癌治療そのものにより癌細胞にEMTが誘導されることが近年話題となっている。ヒストン
脱アセチル酵素 (HDAC) 阻害薬やタキサン系抗癌剤の少量投与が細胞のEMTを抑制するとともに組織の線維化も抑制す
ることが知られている。今回の研究においてタキサン系薬剤paclitaxelが原発性肝癌（肝内胆管癌）細胞株のEMTを抑
制し、paclitaxelおよびHDAC 阻害薬 （バルプロ酸ナトリウム）が肝星細胞の活性化を抑制することを実験的に示し、
報告した。

研究成果の概要（英文）：Epithelial-mesenchymal transition (EMT) in tissue fibrosis and cancer metastasis a
nd invasion has been noted, but the EMT is induced in cancer cells by anti-cancer therapy itself has becom
e a hot topic in recent years. It is well known that tissue fibrosis and EMT are inhibited by low dose adm
inistered taxan and histone deacetylase (HDAC) inhibitor. It has been shown that paclitaxel suppresses the
 induction of EMT in primary liver cancer (intrahepatic cholangiocarcinoma) cell line in the current study
, HDAC inhibitors (sodium valproate) and paclitaxel inhibited activation of hepatic stellate cells.
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１．研究開始当初の背景 

肝の線維化には肝星細胞が重要な役割を

担っている。星細胞は非活動期には上皮系マ

ーカーを発現しているが、活動期に入ると上

皮間葉転換(EMT: Epithelial mesenchymal 

transition)を生じて筋線維芽細胞に分化する

といわれている。一方、肝細胞癌の浸潤や転

移においても EMTが大きな役割を担うこと

が他臓器の癌とともに報告されているが、ラ

ジオ波凝固療法(RFA)の熱刺激や 5FU など

の抗癌剤、放射線照射、動脈塞栓術(TAE)な

どの抗癌治療そのものにより癌細胞に EMT

が誘導されることが近年話題となっている。

我々も肝細胞癌における RFA 後再発症例で

は初発例に比して組織分化度が低下してい

る傾向があり、EMT markerを高率に発現し

ていることを報告してきた。 

近年、バルプロ酸ナトリウム(VPA) などの

ヒストン脱アセチル酵素 (HDAC) 阻害薬や

タキサン系抗癌剤の少量投与が細胞のEMTを

抑制することが注目されているが、これらの

薬剤は細胞のEMTを抑制するとともに組織の

線維化も抑制することが知られている。この

理論は狭心症において冠動脈に用いられる

薬剤溶出性ステントにおいてすでに臨床応

用されており、筋線維芽細胞の抑制効果が実

臨床において確認されている。ラットにおけ

る実験では HDAC 阻害薬により肝星細胞の活

性を抑制する可能性があることが論じられ

ており、これらの薬剤により肝の線維化が抑

制あるいは遅延出来れば肝炎患者の予後を

改善するとともに発癌を抑制できる可能性

があると考えられる。HDAC 阻害薬 やタキサ

ン系抗癌剤の少量投与は肝星細胞のEMTを抑

制することで肝の線維化を抑制する効果に

加えて RFA、化学療法、放射線療法や動脈塞

栓術による低酸素状態などの抗癌治療によ

り誘発される腫瘍のEMTを抑制することで転

移や再発を抑制する効果を併せ持つ可能性

があるため、慢性肝炎を基礎疾患として有す

る肝細胞癌患者に対する抗癌治療の効果を

最大限に引き出し、予後を改善する可能性が

ある。 

 

２．研究の目的 

以上の背景を踏まえて、HDAC 阻害薬 とし

て抗てんかん薬として臨床応用されている

バルプロ酸ナトリウム(VPA)、タキサン系抗

癌剤として paclitaxel を用いて、原発性肝

癌（肝内胆管癌）細胞株および肝星細胞株に

おけるEMT誘導抑制が可能であるかを検討す

ることを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1）肝星細胞における HDAC 阻害剤を用いた

活性化抑制効果およびその機序について

の検討             

ヒト肝星細胞株(Li-90)を用いて、TGF-

βによる活性化誘導を行い、培養上清中

に HDAC 阻害薬（VPA）を加えることで活

性化の抑制が得られるか否かを検討した。

VPAの細胞毒性をMTS assayにて検討し、

細胞毒性を示さない濃度で VPA を作用さ

せて星細胞株におけるcollagen 1合成抑

制効果を Western blot 法にて検討した。 

また、VPA の作用機序検索目的として

Smad 蛋白の発現およびリン酸化を

Western blot 法にて検討した。 

(2）肝星細胞における Paclitaxel を用いた

活性化抑制効果およびその機序について

の検討             

ヒト肝星細胞株(Li-90)を用いて、TGF-

βによる活性化誘導を行い、培養上清中

に Paclitaxel（PTX）を加えることで活

性化の抑制が得られるか否かを検討した。

PTX の細胞毒性を MTS assay および

flowcytometry にて検討し、細胞毒性を

示さない濃度で PTX を作用させて星細胞

株における collagen 1 合成抑制効果を

Western blot 法および real time RT-PCR



にて検討した。 

また、PTX の作用機序の検索を目的とし

て Smad 蛋白の発現およびリン酸化を

Western blot 法および real time RT-PCR

にて検討した。 

(3）肝内胆管癌細胞における Paclitaxel を

用いた EMT 抑制効果についての検討             

ヒト肝内胆管癌細胞株(CCKS-1)を用いて、

TGF-βによる EMT 誘導を行い、培養上清

中に Paclitaxel（PTX）を加えることで

EMT 誘導の抑制が得られるか否かを検討

した。PTX の細胞毒性を MTT assay およ

び flowcytometry にて検討し、細胞毒性

を示さない濃度で PTX を作用させて肝内

胆管癌細胞株における上皮間葉系マーカ

ー（E/N- cadherin, vimentin, β

-catenin, α-SMA）を Western blot 法で

検索することで EMT 誘導抑制効果を検討

した。 

４．研究成果 

(1） ヒト肝星細胞株(Li-90)に TGFβを作用

させると形態が紡錘形となり、collagen 

1産生能の亢進を認めるが、これに VPA

を有意な毒性を示さない 1 mMで作用

させると、形態変化が抑制され、collagen 

1産生も有意に抑制された。VPAを作用

させた Li-90においては Smad 2,3のリ

ン酸化が有意に抑制されており、VPAは

Smad 2,3蛋白のリン酸化を抑制するこ

とで Li-90の活性化を抑制していると考

えられた。 

(2） Li-90に TGFβを作用させるとαSMA

およびcollagen 1産生能の亢進を認める

が、これに PTXを有意な毒性を示さな

い 5 nMで作用させると、αSMAおよ

び collagen 1産生、培養上清中への

collagen 1分泌が有意に抑制された。ま

た、PTXを作用させた Li-90においては

Smad 2,3のリン酸化がmRNAおよび蛋

白レベルで有意に抑制されており、PTX

は Smad 2,3のリン酸化を抑制すること

で Li-90の活性化を抑制していると考え

られた。 

(3） ヒト肝内胆管癌細胞株(CCKS-1) に TGF

βを作用させると上皮系マーカーであ

る E-cadherin発現の減弱と間葉系マー

カーである N-cadherin, vimentin, α

SMAの発現増強を生じ、EMTが誘導さ

れた。これに、PTXを有意な細胞毒性を

生じない濃度(1-5 nM)で加えると上皮

系マーカー発現の回復と間葉系マーカ

ー発現減弱を認め、EMTが抑制された。 
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