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研究成果の概要（和文）： 
癌血管異常(血管新生、血管侵襲)のオミックス解析により、分子標的治療への応用を試みた。 
(1) 血管新生バターンの in situ 画像解析と網羅的遺伝子解析による分子標的の同定 
術中造影超音波の in situ 画像解析を行い、肝癌の血管新生パターンが癌分化度と相関すること
を見出した。網羅的遺伝子解析により、進行した血管新生像と Angiopoietin-2 発現に有意な相
関を認めた。肝癌モデルにより、抗 Angiopoietin-2 ペプチドの有効性を証明した。 
(2) 血管侵襲性再発の網羅的発現解析と分子標的治療への展開 

肝癌は血管新生に伴い、血管侵襲能を獲得し再発を惹起する。血管侵襲性肝癌の網羅的遺伝子

解析の結果、Aurora B ネットワークの異常亢進を同定した。肝癌の前臨床試験により Aurora B

阻害剤の顕著な有効性を証明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Intraoperative contrast-enhanced ultrasonography revealed the relationship between the 
dynamic pattern of angiogenesis in hepatocellular carcinoma (HCC) and the cancer cell 
differentiation.  According to the cDNA microarray, the pattern of angiogenesis was 
closely associated with the expression of Angiopoietin-2, one of the therapeutic targets 
evaluated in clinical trials for cancers.  Along with the angiogenesis, vascular invasion 
of cancer cells is started and progressed to metastatic steps. Further transcriptional 
network analysis revealed the closed relationship between the Aurora B pathways and the 
vascular-invasion phenotype of HCC. Our preclinical studies using the Aurora-targeted 
agents indicated novel adjuvant therapy for aggressive HCC.  
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１．研究開始当初の背景 
生体内における「がん」という疾患は、癌細胞
と宿主因子（血管など）の相互作用によって成
立する。新しい分子標的治療を開発するために
は、臨床検体のオミックス情報解析に基づいた
解析が喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
臨床検体のオミックス情報（臨床因子、画像所
見、病理所見、再発・転帰、網羅的遺伝子デー
タなど）を基盤として、機能解析と疾患モデル
構築を行ない、前臨床試験による分子標的治療
の開発を目的とする。本研究は遺伝子群の基礎
解析と、臨床応用を目指した分子標的治療開発
の２点を特徴とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 血管新生パターンの in situ 画像解析と網
羅的遺伝子解析 
我々は超音波造影剤ペルフルブタン SonazoidTM 
（GE Healthcare・第一製薬）を用いた術中検査
により、肝癌における血管新生パターンの in 
situ 画像解析を行なった。超音波装置本体は
Xario XG（東芝）、プローブは専用の小Ｔ字型を
用いて、pulse subtraction 法による contrast 
harmonic imaging を行なった。まず B-mode に
て観察した後、Sonazoid 投与は一回 0.5ml 静注
し、vascular phase を解析。高音圧により観察
領域の微小気泡を一度崩壊させ再潅流する
Micro flow imaging (MFI)により、微小血管構
造の描出を行なった。腫瘍内血管の in situ 解
析と腫瘍組織の病理学的解析についてその相関
を解析した。さらに腫瘍組織から RNA を抽出し、
microarray (Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 
arrays)による網羅的遺伝子発現解析を行なっ
た。 

(2) 血管侵襲性再発の網羅的発現解析 

肝癌は血管新生に伴い、血管侵襲能を獲得する。
血管侵襲は、肝切除術後の最も重要な肝癌再発
因子の１つであるばかりでなく、肝移植適応を
左右する因子としても重要である。本研究では、
肝癌臨床検体の網羅的遺伝子解析と統計プロフ
ァイリングに基づいたネットワーク解析により
血管侵襲を規定する新規分子標的を同定した。
全ゲノム CGH array、および前臨床試験によっ
て分子標的としての意義を検証した。 

 
４．研究成果 
癌血管異常(血管新生、血管侵襲)のオミック
ス解析により分子標的治療への応用を試みた。 
(1) 血管新生パターンの in situ 画像解析と
網羅的遺伝子解析 
術中造影超音波 MFI画像による腫瘍内血管の
in situ 解析では、高分化型肝癌では網状血
管(reticular pattern)を認めるが、中低分
化型肝癌では太く直線状血管(thunderbolt 
pattern)を認めた（左図）。 
肝癌の reticular pattern と thunderbolt 
pattern の発現遺伝子を、microarray によっ
て網羅的に解析した。その結果、thunderbolt 
pattern の特異的発現遺伝子の１つとして
angiopoietin-2 を同定した。我々は、以前の
研究によって、肝癌細胞への angiopoietin-2
遺伝子導入によりマウス腹腔内で肝腫瘍を
形成し、腫瘍出血により全て死亡することを
報告している(Tanaka et al. J Clin Invest 
1999)。Angiopoietin-2 蛋白は signal 
sequence を持ち、coiled-coil domain と
fibrinogen- like domain により構成される
が、fibrinogen-like domain によって Tie2 
receptor と結合することを見出した(Tanaka 
et al. Hepatology 2002, J Hepatol 2006)。
このdomainと特異的に結合し Tie2との会合
を阻害する抗体ペプチド AMG10(Amgen)によ
り、肝癌の血管新生を抑制し腫瘍形成を抑制
することを証明した（下図）。 

現在、Angiopoietin-2 抗体ペプチド AMG386
を用いた臨床試験が行なわれ、第Ⅰ相試験に
て良好な結果を得ている(J Clin Oncol 2009)。
抗血管新生剤 Sorafenib との併用による第Ⅱ
相臨床試験では、更に効果的であることが報
告されており、臨床応用への期待が高まって
いる(ASCO 2009)。 
 
(2) 血管侵襲性再発の網羅的発現解析 
肝癌各症例の網羅的遺伝子発現データを
Jonckheere-Terpstra 法および Wilcoxon 
rank sum法によってプロファイリング解析し
た。血管侵襲を認めない症例 vp/vv0 と肉眼
的血管侵襲を認めた症例 vp/vv2-3 は、２つ
の phenotype（それぞれ L、Ｈと表記）にク
ラスタリングされたが、微小血管侵襲のみ認



 

 

めた症例 vp/vv1 は特定のクラスターを形成せ
ず、L群と H群 の２つの phenotype に分散する
ことが、２つの独立した解析で検証された。多
変量解析では、血管浸潤の遺伝子プロファイル
分類が 臨床組織学的分類を凌駕し、有意な再発
規定因子として同定された(p<0.05) 。さらに別
症例を用いた validation 解析でも同じ結果で
あり、vp/vv0 症例の中で、H phenotype は L 
phenotype に比べて有意に再発率が高かった
(p<0.05;下図 A, B)。 

H phenotype を規定する遺伝子群をネットワー
ク解析によって、血管侵襲は Aurora B 経路の特
異的活性化と最も高い相関を認めた（上図 C）。
肝癌切除症例を用いたAurora B蛋白の免疫組織
学的解析の結果、非癌部ではほとんど検出でき
なかったが、癌部では 37%の症例で核内に高発
現を認めた（上図 D）。さらに、致死的再発の関
連因子として、腫瘍数、腫瘍径、門脈侵襲、静
脈侵襲、TNM ステージと Aurora B 発現が 単変
量解析により有意差を認めたが、多変量解析で
はAurora B発現のみが有意な因子として残った
(RR=2.18; p=0.031)。即ち、Aurora B は致死的
な再発様式を予測する 唯一独立した規定因子
となることも証明された。Aurora family の異
常はゲノム不安定性を誘導することが知られて
いるが、array-CGH 解析の結果、肝癌のゲノム
全体の不安定性とAurora B高発現に高い相関を
認めた (Tanaka et al. J Am Coll Surg 2007, Br 
J Surg 2008)。 
近年、Aurora は多くの悪性腫瘍で高発現が指摘
されており、そのキナーゼ活性を阻害する様々
な分子標的剤が開発されている。我々は、Aurora 
B 特異的阻害剤を用いて、ヒト肝癌細胞株に対
する効果を解析した。その結果、Aurora B 高発
現株では阻害剤感受性が有意に高く、濃度依存
的なアポトーシス細胞死の誘導を確認した。ヒ
ト肝癌細胞 12 株の解析により、Aurora B 蛋白
発現と阻害剤の IC50 に高い相関を認めている。
Aurora B は histone H3 (ser10)を特異的にリ
ン酸化するが、Aurora B 阻害剤によって肝癌細
胞のhistone H3リン酸化が濃度依存的に抑制さ
れた。次にマウス皮下に肝癌細胞を移植し腫瘍
形成後、Aurora B 阻害剤を週 2日 2週間投与し
た。その結果、投与群にて顕著な腫瘍退縮が観
察され、腫瘍体積は 2週間で 15.5％以下に減少
した。 

腫瘍の微小環境は、形成、進展に大きな影響
を与えるが、特に肝癌では肝臓という臓器環
境の重要性は高い。我々は定量的効果を調べ
るため、マウス肝臓にヒト肝癌細胞を移植し、
単数の肝腫瘍を形成するモデルを確立して
いる。この定量的肝腫瘍モデルを用いて、
Aurora B 阻害剤の前臨床試験を行なった。肝
腫瘍形成後、Aurora B 阻害剤を週 2日 2週間
投与したところ、投与群の全てにおいて肝腫
瘍は阻害され、腫瘍重量はコントロール群の
10％以下であった。さらに、その生存率は有
意に Aurora B 阻害剤 投与群で延長すること
も証明した(下図)。このヒト肝癌細胞の肝腫
瘍モデルを用いて、Aurora B 阻害剤の薬理作
用を組織学的に解析した。Aurora B阻害剤 投
与 3日目には histone H3 のリン酸化は著明
に抑制され、アポトーシスが段階的に増加し
た。治療群マウスでの疲弊や毒性の徴候は見
られず、正常部肝組織、骨髄、腎、小腸、肺
を含む宿主組織は異常を認めなかった。 

現在、白血病に対して Aurora B 阻害剤の第 I

相臨床試験が進められており、肝癌治療への

応用が有望である(AHA 2009)。 
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