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研究成果の概要（和文）：HGFによる癌抑制の研究において、研究代表者はHGFがある条件下で「不可逆的増殖抑
制作用」を示すことを見つけた。一時的な細胞増殖停止が不可逆に至る機構を調べ、次項を明らかにした。
HGFで不可逆的増殖停止する肝癌細胞株HepG2において、(1)発現しているOct3/4, Sox2, Klf4（山中因子）は不
可逆的停止に関与しない、(2)不可逆的増殖停止に細胞周期因子p57KIP2が係わり得る、(3)不可逆的増殖停止に
ヒストンH3K9me3の減少およびメチル化酵素G9aの上昇が必要、(4)HGFで細胞分化状態が変わる可能性、(5)網羅
解析により可逆的－不可逆的停止間で異なる発現遺伝子群を見出した。

研究成果の概要（英文）：Hepatocyte growth factor HGF has an inhibitory effect on the proliferation 
of human HepG2 hepatoma cells. With our study on HGF, we found its novel effect, irreversible arrest
 of cancer cell proliferation. In this study, we addressed mechanisms of the novel effect, and 
revealed following findings. (1) HepG2 cells, in which irreversible arrest of cell-proliferation can
 be induced with HGF, express Oct3/4, Sox2 and Klf4 genes, but none of them are concerned with the 
novel effect of HGF. (2) p57KIP2 is upregulated after 24 hours of HGF treatment, suggesting its 
involvement in the effect. (3) The novel effect of HGF requires downregulation of H3K9me3 and 
upregulation of histone methylation enzyme, G9a. (4) In accordance with the irreversible arrest of 
cell proliferation with HGF, the situation of cell differentiation can be altered. (5) Comprehensive
 analysis showed some genes, which expression is different between reversible arrest and 
irreversible arrest of HepG2 cells induced by HGF.

研究分野：細胞周期制御、シグナル伝達制御、細胞増殖制御、癌
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１．研究開始当初の背景
肝細胞増殖因子(HGF)は、正常な肝細胞、

およびある種の癌細胞株の増殖を促進する
一方で、他の癌細胞株の増殖を抑制する。HGF
のシグナルは、膜貫通型チロシンリン酸化酵
素受容体 c-Met を通して細胞内に伝わる為、
この相反する作用は HGFの細胞内シグナルの
違いに由来すると考えられるが、その違いの
原因は明らかになっていない。近年、肝細胞
癌、膵臓腺癌、結腸直腸癌などにおいて、
c-Met の変異や過剰発現による高活性化が悪
性化につながるとして、tivantinib (ARQ197)
など c-Met 抑制剤の開発が進む一方、不均一
な癌組織への適用の際に必要な、HGF の相反
する作用を見分ける診断法（マーカー）は確
立されていない。また、HGF の癌細胞増殖抑
制作用による癌抑圧法が探られているが、増
殖促進作用が障害となっている。これらのた
め、HGF による細胞増殖制御の分子機構の解
明が急がれている。

田中らは、HGF によりヒト肝癌細胞株 HepG2
が増殖抑制されることに着目し、専門である
細胞周期制御の研究視点から HGF の増殖抑制
作用の細胞内シグナル解析に取り組み、これ
までに以下の事実を見出した(下図:(i) -
(v) は説明に対応)。(i) c-Met の活性化によ
り ERK が強活性化され、転写因子 Ets の活性

化を誘導、これにより癌抑制因子 p16INK4aの発
現が急上昇する。(ii) p16 の上昇により、別
の癌抑制因子 p21CIP1 と p27KIP1 の Cdk4 から
Cdk2 への分子間再分配が誘導される。(iii)
その結果、細胞周期のG1/S期進行を担うCdk2
キナーゼが抑制されて G1 期停止に至る。こ
れらにより、HGF の細胞増殖抑制作用におけ
る ERK-p16 経路の重要性を示した（田中,ハ
ン ら Journal of Biological Chemistry
280,2005）。
また、(iv) H19-20 年度の基盤研究により
ERK-p16 経路の制御機構を調べ、増殖中の
HepG2 細胞では p16 の転写を抑制する癌遺伝
子 ID1 が高発現しており、HGF で ID1 が急激
に減少することで p16が発現誘導されること
（田中、潮ら Molecular Cancer Research）

を、(v) H22-24 年度の基盤研究では、この
ID1 発現が、癌遺伝子 Myc の転写活性で制御
されること、また、この Myc 活性は Ubiquitin
Ligase E3 複合体の構成因子 Skp2 により、
意外にも Ubiquitin 化とは関係なく活性化を
受けており（Skp2-ID1 経路）、HGF により Skp2
が発現抑制されて ID1 が減少すること、を明
らかにした（田中,李ら Molecular Cancer
Research）。
これらの研究過程において、HGF による

HepG2 細胞の増殖停止が、HGF 刺激時間依存
的に不可逆になる（48 時間以上の HGF 継続刺
激後、HGF 除去しても細胞増殖しなくなる）
ことを見出した（未発表）。しかし、ERK-p16
経路および Skp2-ID1 経路による癌細胞の一
過的な増殖（G1 期）停止が、不可逆的増殖停
止に至る様式は不明である。癌細胞の不可逆
的増殖停止は、「癌が癌でなくなる」ことを
意味する為、この分子機構の解明は、新しい
癌抑圧法開発につながる可能性がある。

２．研究の目的
本研究では、これまでの結果に基づき、

ERK-p16 経路および Skp2-ID1 経路による一
過的増殖(G1 期)停止から、不可逆的増殖停止
に至る分子経路をつなぐことで、HGF/c-Met
による癌細胞の増殖制御研究を格段に発展
させることを目的とする。

３．研究の方法
細胞の HGF 刺激後、不可逆的増殖停止に至

る 48 時間で発現変化する遺伝子に的を絞り
調べる。これまでに、増殖時の HepG2 細胞で
Oct3/4, Sox2, Klf4 といった分化制御に係わ
る因子（山中因子）の発現、および E2F1,
cyclinA, p27といった細胞周期制御因子の変
化を見出していることから（未発表）、まず
は、これらの因子と不可逆的増殖停止の関係
を調べる。ERK-p16 経路および Skp2-ID1 経
路との関係について、経路の活性化あるいは
抑制時における、対象因子の発現変化あるい
はリン酸化など修飾変化から手がかりを得、
対象因子が不可逆的増殖停止を誘導する機
構については、これまでに不可逆的停止に伴
うヒストン H3K9m3 の変化を見出しているこ
とから、エピゲノム変化の様子から検討する。
また、HGF による不可逆的増殖停止の原因を、
細胞分化および細胞老化などから多面的に
検討する。これらの結果、不可逆的増殖停止
誘導に上記以外の因子の関与が考えられた
場合、HGF 処理後 48 時間における、細胞周期
制御因子、分化関連因子、および不可逆的細
胞変化に係わるエピゲノム制御因子などの
発現変化を、これまでの経験を基に、遺伝子
発現マイクロアレイによって探索し、関与が
予想される因子については同様に不可逆的
増殖停止との関係を調べる。

４．研究成果
(1) HGF 刺激によって HepG2 細胞が不可逆的



増殖停止に至る間に発現変化する遺伝子の
探索を進めた。候補として考えられた Oct3/4,
Sox2, Klf4 の発現レベルを RT-PCR 法により
詳細に調べたところ、予想に反し HGF 刺激に
より発現上昇していたため、不可逆的増殖停
止の原因としては考えにくいと判断した。一
方、細胞周期制御遺伝子の発現を調べ、HGF
刺激後 24 時間で p57Kip2 が発現上昇するこ
とを見出し、解析を進めている。

(2) HGF 刺激に伴うエピゲノム変化の解析を
進めたところ、HGF によるヒストン H3K9me3
の減少と同時に、hetero chromatin protein
Hp1 の減少も見出した。Western 法により
H3K9 のメチル化酵素を調べたところ、
mono/di メチル化を担う G9a の発現が HGF 刺
激後 48 時間から顕著に上昇すること、この
発現上昇が Ras活性化依存的であることを見
つけた。さらに、HGF による H3K9me3 の核内
シグナル強度の減少が、G9a の阻害剤
BIX01294 で抑制されたこと、また、同時に
G1 期停止が抑制されたことから、HGF による
H3K9me3 変化および細胞増殖停止には G9a の
発現上昇が必要であることを明らかにした。
さらに、HGF 刺激による H3K27me3 と H3K4me3
の増加も新たに見出した。

H3K9me3 の減少、および H3K27me3 と
H3K4me3 の増加は、共に遺伝子発現の活性化
を反映する。そこで、HGF 処理後 48 時間まで
の不可逆的増殖停止に至る間に発現変化す
る遺伝子の網羅解析を RNA-seq法により進め
た結果、HGF 刺激により発現変化する遺伝子
群を見出すことに成功し解析を行っている。

(3) HGF による HepG2 細胞の不可逆的増殖停
止が、細胞分化誘導 and/or 細胞老化誘導で
ある可能性について検討を行った。
① 細胞分化についての検討: 分化した肝細
胞マーカーである hAlbumin、CYP7A1、HNF4
α (Hepatic Nuclear Factor) の 発 現を
RT-PCR で検討した結果、hAlbumin では HGF
による発現量変化は認められず、HNF4αは、
HGF 刺激 96 時間での発現量が HGF 無刺激(0
時間)よりも減少していた。一方、CYP7A1 で
は、HGF 刺激した際の発現量が無刺激での発
現量よりも上昇する傾向が認められたこと
から、肝癌細胞 HepG2 は、HGF 刺激により細
胞分化状態が変化している可能性が考えら
れた。
② 細胞老化についての検討:代表的な老化
マ ー カ ー で あ る Senescence
Associated-b-Gal (SA-β-gal) について免
疫組織染色法による検討を行った結果、HGF
刺激した HepG2 細胞の一部分が青く染まり、
染色された HepG2 細胞割合は、HGF で 72 時間
刺激した細胞及び HGF を入れ続けた HepG2 細
胞において高い傾向が認められた。しかし、
HGF 刺激のない HepG2 細胞においてもコロニ
ー中央部分が弱く染色され、また、HGF によ
る増殖停止誘導を阻害した PD98059処理後の

HepG2 細胞についても一部の細胞が染色され
た。これらのことから老化マーカーとして
SA-β-gal を使用する為には、さらに条件検
討が必要であると考えられた。また、別の細
胞老化マーカーである DcR2 についても検討
を行ったところ、HGF 刺激した HepG2 細胞で
は DcR2 の発現上昇が認められたものの、不
可逆的増殖停止を誘導した後、HGF を除去す
ると DcR2 の発現量が減少したことから、少
なくとも HepG2 細胞において DcR2 は細胞老
化のマーカーとはならない可能性が考えら
れた。一方で、細胞老化マーカーp14ARF につ
いて、RT-PCR および Western blotting によ
り調べた結果、HGF 刺激 96 時間で発現が上昇
していた。また、別の老化マーカーp16INK4a
についても刺激後 24 時間以降で発現上昇し
ていた。これら複数の細胞老化マーカーによ
り異なる結果が得られたため、HGF の作用が
細胞老化誘導かどうかを結論づけることは
困難になると共に、何をもって細胞老化とす
るのかについて再考察が必要となった。

(4) 遺伝子発現マイクロアレイによる網羅
的検討を行うため、プローブとして以下の
RNA を調製した。
①増殖中の HepG2 細胞(-HGF)、②HepG2 細胞
/+HGF for 24h、③HepG2 細胞/+HGF for 96h、
④HepG2 細胞/+HGF for 72h→-HGF for 48h、
⑤HGF 抵抗性 HepG2 細胞、⑥a tumour derived
from Xenografted HepG2 細胞/+PBS、⑦a
tumour derived from Xenografted HepG2 細
胞 /+HGF No1 、 ⑧ a tumour derived from
Xenografted HepG2 細胞/+HGF No2

得られたマイクロアレイのシグナルを数
値化することで、各プローブ間の相関関係
（類似性・相違性）の網羅的解析を行い以下
の事項を明らかにした。
(i) ①と②で発現が異なる遺伝子群が存在
する。(ii) ②と③で発現が異なる遺伝子群
が存在する。(iii) ①と⑤は極めて類似して
いる:HGF の存在に関係なく、増殖状態での発
現遺伝子は同じである。(iv) ③と④は極め
て類似している:いったん不可逆的増殖停止
に至った細胞は HGF 刺激で発現遺伝子が変化
しない。(v) ⑥と⑦は極めて類似している:
⑦の腫瘍への HGF処理は効果が期待できない。
(vi) ⑥と⑧では僅かながら違いがある:⑧
の腫瘍への HGF 処理は効果が期待される。
(vii) ①-⑤と⑥-⑧の間での相関は極めて
低い：Xenograft により腫瘍を形成した
HepG2 細胞は、シャーレ上の HepG2 細胞と発
現遺伝子が異なっている。特に(i)と(ii) の
結果より、①と③に含まれない②特異的な遺
伝子群が、HepG2 細胞の不可逆的増殖停止に
係わると考えられた。
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