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研究成果の概要（和文）：慢性肝炎、肝硬変に対する肝再生、肝線維化改善ならびに肝細胞発癌予防法を目指し
た。現在使用可能な経口血小板薬であるエルトロンボパグを用いた臨床試験では、血小板輸血で認めた慢性肝炎
の肝再生効果を示さなかった。In vitroでは、鉄キレート作用による肝細胞株に対する抗腫瘍効果を認めた。こ
れらの結果より、現在糖鎖に着目したエルトロンボパグ投与後の血小板解析、また臨床試験による肝細胞癌に対
する抗腫瘍効果の検討を継続している。

研究成果の概要（英文）：We aimed at the establishment of new treatments for liver regeneration in 
chronic hepatitis, liver fibrosis, and for prevention of liver carcinogenesis by thrombopoietin 
receptor agonist. Eltrombopag is the only available drug of oral thrombopoietin receptor agonist. 
It’s receptor exists only in humans and chimpanzees, so we tried to create genetically modified 
mice, but we did not establish. We evaluate the effect of eltrombopag in clinical trials for 
patients with chronic hepatitis. Transfusion of platelets has effect on liver generation, but 
eltrombopag have no such an effect. Recently, glycans of platelets participate in mechanism of 
platelets feedback by receptor in liver. We clarified that desialylation were occurred when 
platelets activated. In vitro, we elucidated that eltrombopag inhibit cell growth of hepatocellular 
carcinoma(HCC) by effect of iron chelation. So we started the clinical trial of therapy for HCC 
patients by eltrombopag.

研究分野： 肝臓外科学

キーワード： 肝硬変　肝細胞癌　肝線維化改善　抗がん作用　肝再生　血小板　トロンボポエチン　経口血小板増多
剤
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌の原因疾患として最も多いのが C
型肝炎である。現在 170 万人が慢性肝炎とな
っているが 30～40％は肝硬変から肝細胞癌
を発生する。我が国の HCV の特徴は抗ウイ
ルス療法に反応しにくい１ｂ型が大多数を
占めることであり、線維化の進行と共に発癌
の可能性が高まってくる。重度肝機能障害を
もつ肝癌は肝移植以外に治療法はない。また、
メタボリックシンドロームの一種である非
アルコール性脂肪性肝疾患は全成人の 15～
30％が有する疾患であり、そのうち約 10％
は非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）に進
行する。NASH は肝臓への脂肪沈着に加えて
壊死炎症性変化を示し、肝硬変から肝細胞癌
を発症する。C 型慢性肝炎、NASH ともに肝
再生、線維化改善ならびに肝発癌を抑制する
治療法は皆無であり、その開発が社会的に強
く求められている。 
 
２．研究の目的 
肝細胞癌は肝線維化を背景に多段階の発癌
様式を示す。我々はトロンボポエチンとそれ
によって増加した血小板による肝再生促進
効果ならびに肝線維化抑制効果を世界に先
駆けて発見した。現在臨床で使用できる経口
の血小板増加薬はエルトロンボパグのみで
あり、ヒトの受容体に特異的に作用して血小
板を増加させる。近年、この受容体に関係な
くエルトロンボパグが発癌抑制および抗腫
瘍効果を有することが明らかになってきた。
本研究の目的は、エルトロンボパグの肝線維
化抑制効果を明らかにし、加えて肝細胞癌に
対する発癌抑制と抗腫瘍効果およびそのメ
カニズムを検討する。最終的にはエルトロン
ボパグを用いた慢性肝炎、肝硬変に対する肝
再生、肝線維化改善ならびに肝細胞発癌予防
法を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト TPO 受容体を有する遺伝子組み換え
マウスの開発 

BAC-DNA を用いてヒト TPO 受容体をマ
ウスに発現させた遺伝子組み換えマウスを
開発した。筑波大学生命科学動物資源センタ
ーにてヒト CD110(TPO 受容体)を有する遺
伝子改変マウス(BAC DNA)を繁殖させた。 
(2)臨床研究によるエルトロンボパグの慢性
肝炎、肝硬変に対する肝再生効果の検証 
対象者毎に血小板数が基準値になる用量

を設定し、その投与量を 24 週間維持投与す
る非盲検試験として実施した。  
肝硬変を含む C 型慢性肝炎患者に、エルトロ
ンボパグ初期投与量 12.5 mgを隔日に 1週間
投与した（導入期）。試験薬投与 1 週後の対
象者の安全性を確認した後、同量の試験薬を
1 日 1 回投与した（用量設定期）。試験薬の連
日投与 2週後の血小板数が基準値に達しない
場合には、試験薬 12.5 mg の増量を繰り返し、
最大 50 mg まで増量した。但し、用量設定

期における対象者の来院は 1 週毎とし、規定
の検査を実施する。対象者の血小板数が基準
値になる用量を設定後、24 週間投与量を維持
し（治療期）、投与終了後 4 週間の後観察を
実施する。治療期および後観察期における対
象者の来院は 2 週毎とし、規定の検査を実施
した。  
主要評価項目に血清アルブミン値、副次評価
項目に Child-pugh 分類の合計点、肝機能検
査項目測定値 (血小板数、ヒアルロン酸、血
清アルブミン、プロトロンビン時間、血清ビ
リルビン、コリンエステラーゼ) とした。 
目標症例数 10 例、実施症例数 5 例、2012 年
7 月から 2015 年 9 月まで実施した。 
(3)エルトロンボパグの抗腫瘍効果の検討 
(in vitro) 
(3-1)ヒト肝癌細胞株に対する増殖抑制効果 
ヒト肝癌細胞株(Huh7, Hep3B, HepG2)に 

エルトロンボパグ (0-100µg/ml) を添加しそ
の効果を検討した。WST-8、BrdU (72 時間
後) にて評価した。 
(3-2)鉄キレート作用の関与 
 ヒト肝癌細胞株(Huh7, Hep3B, HepG2)に 
クエン酸鉄アンモニウム(FAC)を用いて鉄を
補充したのちエルトロンボパグを添加し効
果を検討した。WST-8 (72 時間後)で評価した。  
(3-3)シグナル解析 
 ヒト肝癌細胞株とエルトロンボパグ 
(0-100µg/ml) を 72 時間共培養したのち回収
した。FACS にてセルサイクル G0/G1 期、S
期、G2/M 期の割合を評価した。Western blot
で、cyclin1、p21、HO-1、TfR の発現の評価
を行った。 
(3-4) 既存の鉄キレート剤との比較 
鉄キレート剤であるDFO (デフュロキサミ

ン) を用いた。ヒト肝癌細胞株 Huh7 に DFO
を添加 (0-100µg/ml) し、細胞増殖を WST8
を用いて評価した。 
(3-5)肝細胞癌治療薬ソラフェニブとの併用 
 ヒト肝癌細胞株 Huh7 にソラフェニブ
4µM、エルトロンボパグ (0-100µg/ml) を添
加し、細胞増殖抑制を WST-8 を用いて評価
し、相乗効果、拮抗効果の有無を検討した。 
（4）状態の異なる血小板構造の解析 
健常人より静脈穿刺、採取した血液より洗

浄血小板を精製し、さらに未刺激血小板、コ
ラーゲン刺激による活性化血小板、糖転移酵
素であるノイラミニダーゼ処理した脱シア
ル化血小板を作成し、以下の評価に使用した。 
（4-1）活性化マーカーの測定 
血小板表面の活性化マーカーCD62P、P セ

レクチンは活性化に伴い上昇する。FACS 解
析にて活性化の状態を測定した。 
（4-2）脱シアル化（老化）評価 
血小板が老化すると脱シアル化が起こる。

変化した糖鎖構造を認識するレクチン
RCA-1 を用いた FACS 解析で、糖鎖変化を
評価した。 
（4-3）脱シアル化（老化）血小板機能解析 
 血小板凝集測定装置を用いて、各種癌との



コラーゲン、癌細胞との凝集能の違いを評価
した。未刺激血小板、脱シアル化血小板、ま
た検体採取における個体の違う血小板につ
いても比較した。血小板 20 万/µl 200µl にヒ
ト膵癌細胞株 AsPC-1 20×106 個/µl、コラー
ゲン 1µg/ml、0.5µl/ml それぞれ 22µl を投与
し、時間経過により血小板が凝集し、光の透
過度が上昇することを測定した。 
(5) 臨床試験による肝細胞癌に対する治療効
果の検討 
単独、非盲検試験とし、切除術、焼灼療法、
動脈塞栓療法、ソラフェニブ投与の適応がな
い血小板減少症を併発する肝硬変を伴う肝
細胞がん患者を対象とする。血小板数 7 万
µl/ml 未満で、登録時及び登録前 6 か月間の
少なくとも1時点以上で、肝機能検査値（Alb、
ALT、ChE、T-Bil、D-Bil）に異常値がある
患者を対象とする。対象者毎に血小板数が基
準値になる用量を設定し、その投与量を 24
週間維持投与する試験薬投与群を設定する。 
エルトロンボパグ 6.25 mg（最小規格 12.5 
mg の隔日投与）を初期投与量として、試験
薬を 3 週間連日投与する。3 週後の血小板数
が基準値に達しない場合には、試験薬 12.5 
mg に増量し 1 日 1 回連日投与する。さらに、
3 週後の血小板数が基準値に達しない場合に
は、試験薬 12.5 mg の増量を繰り返し、最大
50 mg まで増量する（用量設定期）。用量設
定期における対象者の来院は 1 週毎とし、規
定の検査を実施する。対象者の血小板数が基
準値になる用量を設定後、24 週間投与量を維
持し（治療期）、投与終了後 4 週間の後観察
を実施する。治療期および後観察期における
対象者の来院は 4 週毎とし、規定の検査を実
施する。 
 
４．研究成果 
（1）エルトロンボパグの血小板増多モデル
開発 
エルトロンボパグはヒトとチンパンジーの
TPO 受容体にしか反応せず、マウスでは血小
板増多効果が得られない。そのため、筑波大
学生命科学動物資源センターにて、ヒト
CD110（TPO 受容体）を有する BAC DNA
をマウス受精卵に導入し、遺伝子改変マウス
を作成した。4 匹の BAC DNA マウスを作成
し、ヒト TPO 受容体の発現しているマウス
の作成に成功した。繁殖を開始した。しかし、
繁殖効率が悪く、実験モデルとして確立する
ことができなかった。 
 
（2）in vitro の系によるエルトロンボパグの
抗腫瘍効果の検討 
 エルトロンボパグは、白血病や乳癌、肺癌、
卵巣癌細胞株における抗腫瘍効果が報告さ
れていた。進行肝癌に対する化学療法は現在
のところソラフェニブのみであるが、血小板
減少症のある肝硬変患者には適応にならな
い。肝細胞癌は肝硬変を背景に発癌すること
が多く、血小板減少を呈していることが少な

くない。そこで、当研究室が示してきた血小
板増加効果による肝硬変進行予防による発
がん抑制効果と、直接的な抗腫瘍効果を示す
ことで、新しい肝癌治療の可能性があると考
えた。 
ヒト肝癌細胞株（Huh7、Hep3B、HepG2）
にエルトロンボパグを投与し、その殺細胞効
果を検討すると、いずれの細胞株でもその効
果を認めた。（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
（図 1）ｴﾙﾄﾛﾝﾎﾞﾊﾟｸﾞ抗腫瘍効果（WST8） 
 
同様に、BrdU にてエルトロンボパグによる
増殖抑制効果が確認できた。 
続いて、抗腫瘍効果のメカニズムを検討した。
エルトロンボパグは鉄キレート作用を示す
ことが知られており、この鉄キレート作用は
肝癌治療に対して有用である。この作用の検
討として、ヒト肝癌細胞株にクエン酸鉄アン
モニウム（FAC）を用いて鉄を補充すること
で、エルトロンボパグの効果が抑制されるこ
とを示した。（図 2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 2）鉄補充によるエルトロンボパグ 

抗腫瘍効果の減弱 
 
がん組織では低酸素に伴い細胞内に鉄を多
く取り込んでいる。鉄キレートにより DNA
合成に関わるリボヌクレオシド二リン酸レ
ダクターゼ（RR）の補因子である鉄が減少す
ると、細胞周期がストップし（cyclin1↓）、
抗腫瘍効果を示す。実際にエルトロンボパグ
を添加した細胞株に対しFACS解析をすると、
G2/M 期の細胞が減少し、G0/G1 期での cell 
cycle arrest が生じていた。また、タンパク
発現評価では、細胞周期関連タンパクである
Cyclin D1、P21、鉄シグナルの HO-1 がエル
トロンボパグ濃度依存性に発現が低下し、鉄
キレートによる cell cycle arrest の抗腫瘍効
果がより示唆される結果となった。（図 3） 
既存のキレート剤デフェロキサミン（DFO）
を用いて、ヒト肝癌細胞株に対する抗腫瘍効
果の比較、評価した。DFO と比較し、エル
トロンボパグは有意に抗腫瘍効果を認めた。 
（図 4） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 3）cell cycle arrest 評価 
（FACS 解析、タンパク発現解析） 
 

 
 
 
 
 
 
 
（図 4）鉄キレート剤との抗腫瘍効果の比較 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 5）ｴﾙﾄﾛﾝﾎﾞﾊﾟｸﾞとｿﾗﾌｪﾆﾌﾞとの相互作用 
 

現在肝細胞癌に用いられている抗腫瘍薬で
あるソラフェニブは、鉄が少ないと効果が減
弱する報告もあり、エルトロンボパグとソラ
フェニブとを併用投与することで、その相互
作用を検討した。Combination index により
その拮抗効果、相乗効果を評価すると、エル
トロンボパグの抗腫瘍効果は、低濃度におい
てソラフェニブに対し拮抗効果を持たない
ことが示された。 
当研究室では、TPO 受容体作動薬による血小
板増加作用により、肝繊維化、肝再生の促進
効果が得られることを報告してきた。エルト
ロンボパグの鉄キレート作用に注目したド
ラッグリポジショニングの観点より、肝癌に

対する新規治療薬として可能性を見出した。 
（3）臨床試験によるエルトロンボパグを用
いた C 型慢性肝炎、肝硬変に対する治療効果 
の検討 
これまで、当研究室では、C 型慢性肝炎患

者に対して、血小板輸血による肝機能改善効
果を明らかにした。今回、エルトロンボパグ
の受容体はヒト、チンパンジーにのみ存在す
るため、遺伝子改変マウスの作成を試みたが
繁殖効率が悪く、モデル作成を断念した。次
に、C 型慢性肝炎（肝硬変を含む）患者を対
象とし、エルトロンボパグの血小板増多効果
の安全性および肝機能改善に対する有効性
を検討した。症例数 10 例とし、2012 年 7 月
より 2015 年 9 月まで臨床試験を実施した。
実施症例数は 5 例であった。6 か月間のエル
トロンボパグの内服により、5 症例とも安定
して血小板増加状態が達成された（投与前平
均血小板数 54.4±12.1×109/L、投与期間 6 か
月間血小板数 10.0-15.0×1010/L）。しかし、肝
機能指標解析ではアルブミン値、ChE、ヒア
ルロン酸、Ⅳ型コラーゲン、AST、ALT、γGTP、
T-Bil、PT％に、有意な差は認めなかった。
CT による肝臓体積の評価でも、投与前後で
変化を認めなかった。 
血小板輸血と比較し肝機能改善効果は得

られなかった一方で、大きな有害事象は認め
ず、また腫瘍性病変の出現を認めず、少なく
とも C 型慢性肝炎患者に対する長期間のエ
ルトロンボパグ投与の安全性が示された。 
（4）血小板機能の解析 
臨床試験において、血小板輸血投与とエルト
ロンボパグ投与では、同様に血小板上昇を認
めたものの、エルトロンボパグでは肝機能改
善効果は得られなかった。近年の報告で、血
小板が老化すると、その膜表面にある糖鎖構
造のうち、シアル酸が外れることが報告され
た。老化血小板が、肝臓の受容体に作用し、
TPO 産生のフィードバック機能に関与する
ことも併せて報告されており、状態の変化に
より、肝機能改善効果にも関与している可能
性がある。血小板の膜構造が変化することに
着目し、輸血血小板と、エルトロンボパグ投
与による血小板では、機能、性質が異なる可
能性が考えられた。 
エルトロンボパグの受容体がヒト、チンパン
ジーにしか無いことから、対象を健常人より
採取した血小板を用いて機能解析を進めた。 
血小板活性化マーカー、脱シアル化評価レク
チンを用いた FACS 解析で、血小板は活性化
することで脱シアル化を来すことが明らか
となった。（図 6） 
 
 
 
 
 
 
 
（図 6）活性化血小板のシアル酸評価 



また、シアル酸の有無でヒト膵癌細胞株
AsPC-1、コラーゲンとの凝集を比較すると
脱シアル化した血小板では凝集能が低下す
ることが分かった。続いて、採取した個体間
で同様に凝集能を比較すると、個体間による
違いがあることが明らかとなった。（図 7） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 7）血小板凝集の違い 
 
活性化や老化による凝集能の違いだけでな
く、個人差があることが示唆された。これま
でのエルトロンボパグに関連した血小板解
析はできていないが、個人間の血小板機能の
違いに着目し、これまで解析されていない糖
鎖構造を中心に研究を進めていく予定であ
る。 
（5）臨床試験によるエルトロンボパグを用
いた肝細胞癌に対する抗腫瘍効果の検討 
 続いて、in vitro の系で示した肝細胞癌に
対する抗腫瘍効果を検討するため、臨床試験
をデザインした。他の切除術、焼灼療法、動
脈塞栓療法、ソラフェニブ投与の適応がない
肝硬変を伴う患者、血小板数が 7 万/µl 未満
の患者を対象に実施する。現在、倫理審査委
員会の承認を得て、2016 年 11 月より実施を
開始した。 
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