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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌(HCC)の進展における血管新生因子アペリン-APJ経路の役割を明らかにするために
本研究を行った。HCC臨床検体におけるアペリン-APJのタンパク発現を免疫組織染色で検討した。アペリンはHCC細胞、
受容体APJは腫瘍血管の周皮細胞に高発現、アペリン-APJは中低分化HCCで高発現した。HCC培養細胞株はアペリン投与
により変化はなかったが、マウス肝癌皮下腫瘍モデルではAPJアンタゴニスト投与により腫瘍増大が抑制された。以上
よりアペリン-APJはHCCの血管新生を促進し腫瘍の進展に寄与していることが分かった。アペリン-APJ経路はHCCに対す
る新たな治療標的となりうる。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the role of the apelin-APJ system which 
regulates angiogenesis in tumor progression of hepatocellular carcinoma (HCC). Expressions of angiogenic 
factors and vascular markers were investigated in specimens from 90 HCC patients. A subcutaneous HCC 
tumor mouse model was treated with the APJ antagonist, F13A, and tumor growth and vascular development 
were assessed. APJ expression was observed in arteriole-smooth muscle. Higher amounts of APJ+-arteriole 
and apelin were detected in tumors (p<0.001 for both). APJ+-arteriole and apelin expression were more 
commonly observed in moderately- and poorly-differentiated than in well-differentiated HCC (p=0.003). HCC 
with irregular dilated arteries expressed higher levels of apelin (p=0.012). Tumor growth was inhibited 
by treatment with F13A (p<0.001), and arterioles were decreased in the treated group (p=0.047), in vivo. 
Apelin-APJ is overexpressed, and works as a signal for arteriogenesis in HCC.

研究分野：消化器外科、肝胆膵外科
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１．研究開始当初の背景 
本邦において肝臓癌は死亡者数第 3位、罹

患率第 4位を占めている。肝細胞癌に対して

切除、局所療法、塞栓療法、肝移植などの集

学的な治療が発展してきたが、ほとんどの患

者がウイルス性肝炎や肝硬変を合併してい

ることもあり未だに治療後に高頻度に再発

を来たし、全症例の 5年生存率は 35.4%であ

る。このような現況を踏まえると肝細胞癌の

治療成績の向上のためにはその腫瘍の分子

的性質を解析し、肝細胞癌に特異的な新しい

分子標的治療を開発することが急務である

と考えられる。 

	
 生体組織の成長には酸素・養分の運搬経路

として血管が必須である。正常組織では組織

形成の終了とともに血管新生過程も終了す

るが、固形癌組織ではがん幹細胞の増殖は制

限されないために癌細胞の増殖とともに血

管新生も継続する。つまり血管新生は固形癌

の進展に必須の生理過程であり、また血管新

生を制御することで腫瘍そのものを制御す

ることが可能になるかもしれない。 

	
 固形癌における病的血管新生において、ア

ンジオポエチン系とVEGF系という二つの経

路が重要な役割を果たすことが分かってい

る。腫瘍細胞からアンジオポエチン-2が分泌

されると、アンジオポエチン-1の作用を拮抗

し血管内皮細胞に存在する Tie2 受容体の活

性化が抑制される。すると血管内皮細胞と周

囲の壁細胞の接着にゆるみが生じ、内皮細胞

が低酸素領域すなわち腫瘍内部に移動する

ことが可能になる。腫瘍内部では血管内皮成

長因子(VEGF)が存在し、内皮細胞増殖、運動

性亢進、間質マトリックス消化などの血管新

生のほぼ全ての過程に重要な役割を果たす。 

	
 我々はこれまでに、肝細胞癌におけるアン

ジオポエチン-Tie2 経路の機能について研究

してきた。肝細胞癌においてアンジオポエチ

ン-2 が高発現しており腫瘍新生血管に重要

な機能を果たすことを明らかにした

(Sugimachi K et al. Surgery 2002, Sugimachi K 

et al. J Clin Pathol 2003)。また VEGFも肝細胞

癌において高発現が確認されておりその

VEGF 中和抗体などを応用した治療も進んで

いる(Zhu AX et al. Nat Rev Clin Oncol 2011) 。 

抗血管新生治療が進む一方で、現行の血管

新生抑制剤のみでは十分に血管新生が抑制

できないことや、一旦腫瘍が縮小しても腫瘍

周囲から再発することが動物モデルや臨床

的に分かってきた。我々は組織学的検討から、

腫瘍内部の脆弱な細い血管には血管新生抑

制剤が感受性を示すのに対して腫瘍周囲の

壁細胞化を伴う太い成熟血管は耐性を持つ

という仮説を立てた。 

	
 アペリンは G タンパク共役型受容体 APJ

に対する結合因子として単離された分子で

ある。アフリカツメガエルの遺伝子ノックダ

ウンにてアペリン/APJ システムが血管発生

に必須であることが分かり、またヒトにおい

てもAPJが血管内皮細胞などに分布している

ことから血管形成に関与また、アペリンのノ

ックアウトマウスでは正常マウスに比較し

て血管が狭小化していることが判明した。 

	
 血管新生が生じている組織ではVEGFが過

剰に産生され、その刺激によって APJが血管

内皮細胞に強く発現する。アペリンは周皮細

胞から分泌されるアンジオポエチン-1 が血

管内皮細胞膜の Tie2 に結合することで血管

内皮細胞から分泌される。 VEGFの存在下で

アペリンを添加すると内皮細胞の増殖が増

強され、太い血管が形成される(Kidoya H et al. 

Blood 2010)。つまり、アペリン/APJ系はアン

ジオポエチン・VEGF と高度に協調しながら

内皮細胞の増殖と集塊形成を誘導し、太い成

熟血管の形成に関わっている。 

固形癌においては、乳癌、非小細胞肺癌に

おいてアペリンの発現が増えているとの報

告があり(Sorli SC et al. Oncology 2007,  Berta 

J et al. J Thorac Oncol. 2010)、腫瘍血管新生に

アペリンが重要な役割を果たしていること

 



が注目されている。 肝細胞癌におけるアペ

リンの発現はまだ不明であるが、これまでの

アンジオポエチン・VEGF の研究からアペリ

ンは肝細胞癌の血管新生においても重要な

役割を果たしている可能性が極めて高いと

考えられ、その研究の必要性は高いと考えら

れた。 

 

２．研究の目的 
	
 本研究の目的は、肝細胞癌における血管新

生因子アペリンの発現異常の解析と新しい

治療法への応用を検討することである。その

ためには肝細胞癌におけるアペリン発現異

常の解析を行い、さらに新規分子標的治療へ

の応用を目指したアペリンの機能制御に関

する基礎的検討を行うこととした。これらの

解析は、癌の発生・進展のメカニズムの解明

に非常に重要であるだけでなく、新しい治療

法開発に向けて、その研究の進展が期待され

た。 

 
３．研究の方法 
1. ヒト肝細胞癌臨床検体（切除標本）におい

て免疫組織染色法を用いてアペリン、APJ、

腫瘍新生血管の発現の有無および局在を同

定する。 

2. リアルタイム PCR法を用いて、アぺリン、

APJ、アンジオポエチン、VEGF のそれぞれ

癌部・非癌部における定量的発現解析を行い、

その異常発現と腫瘍の悪性度や予後を含め

た臨床病理学的因子との関連を解析する。 

3. 肝癌細胞株、血管内皮細胞株の共培養系を

用いて、血管新生および腫瘍増殖におけるア

ペリン/APJの機能解析を行う。 

4. マウス肝癌モデルにてアぺリンの

antagonistを投与し、腫瘍血管新生の変化およ

び血管新生抑制による抗腫瘍効果を検討す

る。	
 

	
 

４．研究成果	
 

<HCC おけるアぺリン・APJ の免疫組織学的

解析> 

肝細胞癌(HCC)におけるアぺリン・APJ の発

現の有無および局在を同定するために免疫

組織学的検討を行った。アペリンおよびその

受容体 APJ、さらに腫瘍血管の評価のために

CD34による評価を 90症例にて行った。HCC

切除標本においてアペリンタンパクは非癌

部と比較して癌部で有意に高発現している

ことがわかった。CD34 陽性の腫瘍新生血管

の周皮細胞にアペリンの受容体であるAPJが

発現していた。腫瘍新生血管の多い腫瘍では

アペリンが有意に相関して高発現している

ことがわかった。組織学的因子との相関を検

討したところ、CD34 陽性血管と APJ 陽性血

管は肝細胞癌の組織学的分化度が低下する

につれて増加することがわかった。 

<HCCにおけるリアルタイムPCR法を用いた

血管新生関連因子の発現解析> 

HCC90 症例において、リアルタイム PCR 法

を用いてアぺリン、アンギオポエチン-1、-2、

VEGF の各分子発現の定量的解析を行った。

HCC切除標本より RNAを抽出し cDNAライ

ブラリーを作成した。各血管新生因子の発現

量を解析した。アペリンは非癌部と比較して

癌部で mRNA 発現が有意に発現が亢進して

おり、癌における血管新生に関わっている事

が分かった。各臨床病理学的因子とアペリン

発現の相関を解析したところ、組織学的分化

度が低分化になるにつれ発現が増加してい

ることがわかった。またアペリン高発現群で

は VEGF、アンギオポエチン-2の発現が亢進

しており、各血管新生因子が相互的に機能し

ていることが示唆された。 

<HCC細胞株を用いたアペリンの機能解析> 

HCC 細胞株(Huh7, PLC/PRF/5)を用いてアペ

リンの機能解析を行った。血管新生における

アペリンの機能解析の目的にて、低酸素状態

で細胞培養を行うとアペリンの発現が有意

に上昇することを確認した。次に、HCC培養



細胞にアペリンおよびアペリン阻害剤 F13A

を投与した。Huh7、PLC/PRF/5、MH134（マ

ウス HCC 細胞株）にアペリンを投与したと

ころ細胞の増殖活性に変化は見られなかっ

た。一方、CASMC細胞（血管平滑筋細胞株）

ではアペリンの投与により細胞増殖活性が

上昇し、かつアペリン阻害剤(F13A)にて下が

ることが確認された。 

<マウス肝細胞癌皮下モデルを用いた血管新

生阻害による抗腫瘍効果の検討> 

アペリンーAPJに対する分子標的治療の開発

のために肝細胞癌(HCC)の皮下腫瘍モデルを

作成した。C3H マウスの皮下に HCC 細胞株

MH134 を注入した。アペリン受容体 APJ の

アンタゴニスト F13A をマウスに投与すると

コントロールマウスと比較して腫瘍発育が

有意に抑制された。腫瘍発育抑制は投与７日

目から見られ、観察最終日（28日目）まで持

続した。皮下腫瘍作成後 14 日目に腫瘍組織

を摘出し、HE染色を行い組織学を観察した。

腫瘍の大きさは F13A 治療マウスでコントロ

ールマウスと比較して有意に縮小していた

が、壊死領域の広さに差はなかった。CD34

による免疫染色にて micro vessel density（腫瘍

内血管密度）を測定したところ、コントロー

ルマウスと比較して有意に F13A 治療マウス

で血管密度が低かった。また caldesmon によ

る免疫染色にて arterial vessel density (腫瘍内

動脈血管密度)を測定したところ、同様にコン

トロールマウスと比較して有意に F13A 治療

マウスで動脈血管密度が低かった。アペリン

は血管新生因子としてだけでなく、血管拡張

因子としても作用することがわかっている

ため、10μm以上の腫瘍内動脈の数を測定し

た。F13A 治療マウスでは 10μm 以上の動脈

の数が有意に減少していた。F13A 治療マウ

スはコントロールマウスと比較して体重減

少や血液生化学検査値異常はみられず、治療

による明らかな有害事象・副作用は見られな

かった。これらの結果より、F13A はアペリ

ン-APJによる血管新生・血管拡張作用を抑制

することによる抗腫瘍効果をもたらすこと

が明らかになった。 
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