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研究成果の概要（和文）：HGFは代表的な上皮間葉転換（EMT）誘導因子であるTGF-βと同様にEMTを誘導するが、その
シグナル過程には相違があり、HGFはERK/Akt経路を介してEMTを発現する。また、HGFによりcyclin D1/E2F関連経路を
かいしてthymidine synthaseが減弱することにより5FUの効果を増強しうるものと推察された。

研究成果の概要（英文）：There is a difference in the signaling pathway that HGF and TGF express EMT,even 
though HGF also induce EMT in the same manner as TGF. That is HGF induces EMT through the ERK / Akt 
pathway. HGF enhance the effect of 5FU by attenuating the thymidine synthase through the cyclin D1 / 
E2F-related pathway.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
肝転移は大腸癌の転移として最も多く、致死
的な病態である。大腸癌肝転移には外科手術、
抗がん剤治療を含め、積極的な治療戦略が行
われている。特に 5FU とイリノテカンによ
るレジメンである FOLFIRI、5FU とオキザ
リプラチンによる FOLFIRI の登場により奏
効率は 73％、生存期間中央値は約２０か月の
延長を得ている。また、分子標的薬としては
ｃ-MET 阻害薬である tivantinib のような新
規薬剤も開発されている。HGF/ｃ-MET 経
路は通常癌細胞に発現しており、HGF の結
合がｃ-MET を活性化させ、細胞増殖を導く。
そのため、ｃ-MET のシグナル伝達を阻害す
ることにより、抗がん剤活性を発揮する。抗
ガン剤の発展には目覚ましいものがあるが、
大腸癌肝転移で長期生存もしくは治癒を得
るためには、外科的切除は必須である。術前
化学療法後の外科的切除は外科的切除単独
に比べ、良好な成績が得られており、５年生
存率は 60％に達している。肝切除術は大腸癌
肝転移の治療として必須ではあるが、肝切除
術後に起こるＨＧＦの血中値の増加による
c-MET 経路の活性化が癌細胞に与える影響
については未だ知見が得られていない。 
固形癌が転移するためには一旦その構造を
崩す必要があり、その過程において上皮間葉
転換（epithelial-mesenchymal transition；
EMT)という現象が注目されている。EMT は
上皮細胞が転移する過程で一時間葉系細胞
となり、転移先で再度上皮細胞になる現象で
ある。transforming growth factor-β (TGF-
β)など様々な物質がEMTを起こすといわれ
ており、HGF も EMT 誘導因子であるとされ
ている。 
当科では大腸癌肝転移発現過程おける HGF
受容体である c-Met に注目し、同シグナルと
の関連を検討してきた。その結果、原発巣で
c-Met 発現が高い症例では有意に肝への転移
が多いが、転移巣では減弱することが確認さ
れている。この現象を説明する上で癌の転移
に関連を示唆される EMT の観点からの検討
を計画した。 
 
２．研究の目的 
 
HGFによる細胞内シグナルを代表的なEMT
誘 導 因 子 TGF- β と 比 較 す る こ と で
HGF/c-Met の肝転移への関連を明確にする
ことを目的としている。 
 また EMT 発現時の抗がん剤への感受性に
ついて併せて検討することで実地臨床での
治療戦略の構築（外科切除の時期的選択）を
目指している。 
 
３．研究の方法 
 
マウス大腸癌細胞株 CT26 を用い、HGF と代表
的なEMT誘導因子であるTGF-βとの比較を中

心に、細胞内シグナルを Western blotting、
細胞増殖抑制効果を MTT assay にて検討した。 
（1） EMT の発現の確認 
HGF(20ng/ml)、TGF-β(5ng/ml)を添加した培
養液で培養した細胞の上皮系マーカー
（E-cadherin）、間葉系マーカー（Vimentin）
の発現を Western blotting で確認した。ま
た si-RNA にてｃ-MET を knock down した細胞
に対する HGF の影響を検討した。 
（2） HGF、TGF-βのシグナル経路の検討 
E-cadherin の転写因子である Snail、Slug の
発現、それぞれの ERK/Akt 経路、Smad 経路へ
の影響を Western blotting で検討した。 
（3） EMT 誘導細胞における抗がん剤耐性 
HGF、TGF-βにて EMT を誘導した細胞への抗
がん剤の細胞増殖抑制効果をを5FUを用いて
MTT assay にて検討した。 
また、シグナル伝達を p-NFκB、thymidine 
synthase について Western blotting にて検
討した。 
 
４．研究成果 
 
 （1）TGF-β(5ng/ml)、HGF(20ng/ml)はと
もに時間依存性に E-cadherin の発現を低下
（そ  
れぞれ 96 時間で TGF-βは 50.7%、HGF は
41.3%）、Vimentin を上昇（96 時間で TGF-β
は 3.08 倍、HGF は 2.21 倍）させたが、siRNA
で c-Met を knock-down した細胞では TGF-β
で同様に E-cadherin の減弱を認めたのに対
し、HGF では認めなかった。 
 （2）Snail は TGF-β添加 24～48 時間で発
現するが HGF では確認されなかった。Slug は
TGF-β、HGF ともに 24～48 時間で発現した。
ERK は TGF-β・HGF ともで活性化し、AKT は
HGF のみで活性化した。TGF-βでは 30 分以降
にsmad2、smad3のリン酸化が確認されたが、
HGF では認めなかった。TGF-βによる Snail
発現は ERK inhibitor である U-0126 で増強
され、HGF による Slug 発現は U-0126 で抑制
された。 
 （3）TGF-βあるいは HGF にて EMT を誘導
した状態では、5FU(10μM)単独での 98.89％
への細胞数減弱に対し、TGF-βで 117.96％、 
HGF では 73.18％であり、HGF 併用にて効果増
強が確認された。薬剤耐性メカニズムの一種
である p-NFκBは TGF-β、HGF ともに発現は
認められなかった。HGF 投与にて CyclinD お
よび CyclinE、E2F は 24 時間にてそれぞれ
52.05%、 63.06％、 52.4％に、thymidine 
synthase は 96 時間で 56.0％に減弱した。 
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