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研究成果の概要（和文）：本研究では抗癌剤の肝癌細胞に対する影響を先天免疫および細胞死シグナルの両面より明ら
かにすることを目的としている。今回転移性肝癌モデルマウスを用いて5-FU投与により先天免疫が活性化されることを
示した。先天免疫を活性化するaGalCerと5-FUを併用し5-FU単独治療を上回る治療効果が認められた。またソラフェニ
ブ添加下では肝癌細胞におけるネクロプトーシス関連分子の発現が上昇すること、ネクロプトーシス阻害剤存在下では
ソラフェニブの効果が減弱することが示された。本研究により抗癌剤治療が先天免疫および細胞死シグナルに与える影
響が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this project, we aimed to clarify the impact of chemotherapy on innate immune s
ystem and cell death signaling in liver cancer, which may provide insights to improve the therapeutic outc
ome. First, we studied the effect of 5-FU in mice with metastatic liver cancer. 5-FU treatment resulted in
 an upregulation of NKG2D activating molecules. Depletion of NK cells inhibited the antitumor efficacy of 
5-FU. Combination therapy of aGalCer and 5-FU showed a synergistic antitumor effect. Regarding the effect 
on cell death signaling, we examined the expression of RIPK3 in Huh7 cells in vitro. When Huh7 cells were 
treated with sorafenib, increased expression of RIPK3 was observed by western blot and RT-PCR. Next, we tr
eated Huh7 cells with sorafenib in combination with necroptosis inhibitor necrostatin-1. Necrostatin-1 att
enuated the effect of sorafenib and increased the cell viability, which raises the possibility that necrop
tosis pathway is involved in the action mechanism of sorafenib.
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１．研究開始当初の背景 

肝癌に対して外科的治療やラジオ波焼灼

術などの局所治療の進歩はめざましいが、

化学療法に関しては未だ選択枝が少ない。

近年認可された分子標的薬であるソラフェ

ニブにおいても、実際に腫瘍の縮小や消失

を得られる症例は少ないのが現状である。 

肝臓は NK 細胞、NKT 細胞などの先天

免疫担当細胞を豊富に含有する臓器であり、

癌細胞の先天免疫逃避機構を明らかにする

ことは肝癌の治療抵抗性を改善する上で重

要である。肝癌細胞に対する NK細胞応答

はNK細胞活性化リガンドであるMICAに

依存していることや(Jinushi M, et al. J 

Hepatol, 2005)、肝癌細胞の培養上清中に

ソラフェニブを添加すると膜結合型MICA

の発現が上昇することが報告されているが

(Kohga K, et al. Hepatology, 2010)、in 

vivoにおける検討は未だ多くない。 

またソラフェニブは RAF/MEK/ERK 経

路を介してアポトーシスを誘導することが

報告されている。プログラム細胞死の機序

としてアポトーシス経路、オートファジー

細胞死経路およびネクロプトーシス経路の

3 つの経路が知られているが、近年アポト

ーシス関連分子によるネクロプトーシスの

抑制(Kaiser WJ, et al. Nature. 2011)、ネ

クロプトーシス関連分子によるオートファ

ジー誘導への関与 (Zhang N, et al. 

Autophagy. 2011)が相次いで報告され、そ

れらの相互関係が注目されている。 

 

２．研究の目的 

本研究においては切除不能肝癌に対する

治療効果を改善するため、肝癌における抗

癌剤治療抵抗性の機序を先天免疫および細

胞死シグナルの両面より明らかにするとと

もに、肝癌細胞の細胞死や抗癌剤感受性、

NK 細胞感受性を狙った新規治療法の開発

を目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では、①抗癌剤治療時における先天免

疫の関与について②抗癌剤が肝癌細胞に細

胞死を誘導する分子的機序についてという 2

つの視点より検討を行った。 

 

＜①抗癌剤治療時における先天免疫の関与

について＞ 

転移性肝癌モデルマウスを作成し、抗アシ

アロ GM1抗体を用いて NK細胞を除去した

後に 5-FUによる治療実験を行った。同モデ

ルマウスを用いて、先天免疫を活性化させる

ことが知られている a-GalCer と 5-FU の併

用治療実験を行い、その治療効果および NK

細胞活性化レセプターの発現に与える影響

について解析を行った。またMC38細胞の培

養上清中に 5-FUを加え、フローサイトメト

リー法により NK 細胞活性化レセプター

NKG2D のリガンドである RAE-1/H60 の発

現を検討した。 

＜②抗癌剤が肝癌細胞に細胞死を誘導する

分子的機序について＞ 

ヒト肝癌細胞株Huh7の培養上清中にネ

ク ロ プ ト ー シ ス 阻 害 剤 で あ る

necrostatin-1 を添加することによりネク

ロプトーシス経路を阻害し、ソラフェニブ

の効果に与える影響を検討した。また

siRNAを用いて RIPK1分子をノックダウ

ンし、その効果を解析した。Huh7 の培養
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上清中にソラフェニブを添加し、ネクロプ

トーシス経路関連分子の発現をウェスタン

ブロット法およびリアルタイム PCR 法を

用いて解析した。 

 

４．研究成果 

＜①抗癌剤治療時における先天免疫の関与

について＞ 

 転移性肝癌モデルマウスに対し抗アシア

ロ GM1抗体を用いて NK細胞を除去した後

5-FU による治療実験を行ったところ、NK

細胞除去群では非除去群と比較して 5-FU

の効果減弱が認められ治療効果への先天免

疫の関与が示唆された。続いて同モデルマ

ウスを用いて a-GalCer と 5-FU の併用治療

実験を行ったところ a-GalCer/5-FU 併用治

療群は a-GalCer 単独もしくは 5-FU 単独治

療群と比較して優位に治療効果が優れてい

た。これらの機序について検討するべく、

a-GalCerもしくは 5-FUをマウスに投与後、

肝NK細胞を回収しNK細胞活性化レセプタ

ーの発現について検討した。a-GalCer投与群

のマウスより回収した肝NK細胞は対照群と

比較して NKG2D 分子および DNAM1 分子

が高発現であった。 5-FU 投与による

NKG2D/DNAM1分子の発現量への影響は認

められなかった。一方、MC38細胞の培養上

清中に a-GalCer もしくは 5-FU を加え

RAE-1/H60の発現を検討したところ、5-FU

投与群は対照群と比較して RAE-1/H60 の発

現が上昇していた。また 5-FU 投与群の

MC38細胞においてはNK細胞に対する感

受性が亢進しており、その効果は抗 Rae-1

抗体もしくは抗 H60抗体により減弱した。

5-FU は腫瘍の NKG2D リガンドの発現上

昇を介して先天免疫を活性化しうると考え

られた。 

 

＜②抗癌剤が肝癌細胞に細胞死を誘導する

分子的機序について＞ 

 ネクロプトーシス阻害剤存在下において

肝癌細胞株Huh7の培養上清中にソラフェ

ニブを添加し、ネクロプトーシス経路の関

与について検討した。ネクロプトーシス阻

害剤添加群においては非添加群と比較して

優位に生細胞数が多く、ソラフェニブの誘

導する細胞死にネクロプトーシス経路が関

与している可能性が示唆された。さらにネ

クロプトーシス関連分子である RIPK1 の

関与について検討するため siRNA を用い

てノックダウン実験を行ったところ、

RIPK1 ノックダウン群においては対照群

と比較してソラフェニブの効果の減弱が認

められた。次にネクロプトーシス関連分子

である RIPK3 の発現量についてウェスタ

ンブロット法を用いて検討した。肝癌細胞

の培養上清中にソラフェニブを添加すると

添加 6 時間後より RIPK3 の蛋白発現が著

明に上昇した。mRNAの発現量についても

検討したところ、同様にソラフェニブ添加

後早期より RIPK3 mRNAの発現上昇が認

められ転写レベルで制御されていると考え

られた。 

  

5-FUは腫瘍のNKG2Dリガンドの発現を、

また a-GalCerは NK細胞活性化レセプター

NKG2D/DNAM1の発現をそれぞれ上昇させ

ることにより先天免疫を活性化すると考え

られた。これらの結果より a-GalCer/5-FU

併用治療の可能性が示された。またソラフ
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ェニブが肝癌細胞に細胞死を誘導する機序

として新たにネクロプトーシスの関与が示

唆され今後新たな治療標的となる可能性が

示された。 
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