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研究成果の概要（和文）：基礎的研究：5-FU は、肝細胞癌細胞においてTGF-βの発現および分泌を誘導する。
また、5-FU は、TGF-βの細胞死シグナルを抑制し、ERKを介して細胞浸潤シグナルを増強する。一方、IFNα-2b
は、5-FUのこれらの作用を抑制することが明らかになった。
臨床的研究：IFN/5-FU 併用療法の治療効果を認めた進行肝癌患者では、TGF-βの血中濃度が治療後に著明に減
少した。しかし、C型肝炎の背景を持つ患者については、症状改善例群と不応例群では、治療後TGF-βの血中濃
度が治療前よりはすべて低下し、群間有意差は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Experimental Study:　5-FU increased both the expression and secretion levels
 of TGF-β1 in hepatoma cells, but not in normal hepatocytes. 5-FU inhibited TGF-β-mediated 
apoptosis signaling but stimulated TGF-β-mediated EMT signaling via ERK1/2. On the other hand, IFN
α-2b can antagonize the effects of 5-FU on TGF-β expression and TGF-β-mediated signaling. 
Clinical study:　The serum levels of TGF-β1 prior to the therapy were significantly decreased after
 the combination therapy. However, in cases with a HCV background, although the serum levels of TGF-
β decreased after the combination therapy in all the patients, 41.2% of the cases responded poorly 
to the therapy with a continued worsening of their condition, and there were no significant 
differences in TGF-β levels between patients who worsened and improved.

研究分野： 肝臓学、細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
肝癌に対する治療法は、肝切除をはじめ、肝
動脈塞栓術(TACE)、ラジオ波焼灼術(RFA）な
ど多くの選択肢がある一方で、門脈内腫瘍栓
など脈管侵襲および他臓器に転移を有する進
行性癌については、有効な治療法は極めて少
ないのが現状である。我々は、2007 年より臨
床 研 究 と し て 進 行 肝 細 胞 癌 に 対 す る
5-flurouracil(5-FU) と pegylated 
interferonα-2b(PEG-IFNα-2b)の併用療法
の有効性を検討し、従来の治療法に比し、生
存期間の延長を確認した(Kasai K, 2012)。こ
の結果をさらに有効性の高い治療法の開発、
あるいは有効症例の予知・選択に繋げるため
には、併用療法の作用機序の解明が不可欠で
ある。 
これまで、進行性肝癌に対するIFN/5-FU 併用
療法の作用機序として、(1) IFN レセプター
(IFNAR) を介する癌細胞アポトーシス誘導効
果 ； (2) Tumor necrosis factor-related 
apoptosis inducing ligand (TRAIL)シグナル
に よ る 免 疫 抑 制 の 阻 害 ； お よ び (3) 
Angiopoietin 2が関与する抗血管新生作用の
三つの側面から報告されている(Nagano H, 
2010, 2011; Wada H, 2007; Nakamura M, 2007)。
しかし、これらは、進行肝癌の持ついくつか
の特性について個別に検討した結果である。
我々は，これらすべての特性に共通する分子
としてTGF-β を想定し、その発現やシグナル
に対する併用療法の影響を解明する研究を立
案した。TGF-β は、SMAD 依存性シグナルを
介して上皮系細胞に対する強力な増殖抑制作
用を示すことから、当初は癌の進展を抑制す
る因子として注目されていた。しかし、多く
の癌では、TGF-β のII型受容体やSMAD2など
シグナル分子の遺伝子変異があるため、TGF-
β の抗癌シグナルがうまく伝達されず、代わ
りにTGF-βがJNK、ERK などSMAD 非依存性シ
グナルを介して上皮-間葉移行(EMT)を引き起
こし、癌の浸潤を誘導する。さらに、TGF-β
は癌組織で過剰に分泌され、癌幹細胞の維持、
免疫抑制、血管新生など癌の生物学的悪性度
を促進する。 
 
２．研究の目的 
進行肝癌においてTGF-βおよびそのシグナル
が重要な役割を担うことは知られているが、
5-FU/IFNの併用療法がTGF-βおよびそのシグ
ナルを介して作用するかはまだ知られていな
い。本研究では、肝癌の発生および進展に重
要な役割を担うTGF-βおよびそのシグナルに
着目し、5-FU/IFN併用療法の抗腫瘍機構の解
明および治療効果の制御/予知因子の同定を
行う。 
３．研究の方法 
基礎的検討： 
1) 5-FUによる肝細胞におけるTGF-βの蛋白
質発現および分泌の影響 
① 肝癌細胞株HuH7、HepG2および正常肝細胞

株AML-12 に5-FUを0から100μg/mlを添

加し、24時間後、細胞ライセートを調製
する。TGF-βのタンパク質発現をWestern 
blotによって測定する。 

②  HuH7、HepG2およびAML-12に5-FU単独添
加およびIFNα2bとの混合添加を行い、培
養細胞の上清を回収し、TGF-βのレベル
をELISAキットで測定する。 

2) 5-FUによる肝癌細胞の浸潤性誘導作用に
ついての検討、 
① 肝癌細胞株HepG2に5-FUを0から30μg/ml

を添加し、24時間後、生細胞測定試薬を
添加し、吸光度の測定によって、細胞生
存率を評価した。 

② HepG2細胞に前述と同じ方法で処理し、細
胞 の 浸 潤 性 を migration assay 及 び
invasion assay で検討した。また、既に
前の実験で確認した30μg/mlの5-FUによ
るTGF-βの分泌誘導実験を再現し、回収
した上清をTGF-β活性化処理及び5-FUの
濃度希釈を行い(5-FU処理上清）、細胞に
添加し、細胞の浸潤性をmigration assay
及びinvasion assay で検討した。 

3)  5-FUによる肝癌細胞の浸潤性誘導作用の
分子機構およびIFNα2bの抑制作用について
の検討 
① HepG2細胞に5-FU処理上清を単独添加、

IFNα2bとの混合添加を行い、24時間処理
した。細胞内のTGF-βシグナル分子（TGF-
βRII、SMAD2、p15INK4b、snail、β
-catenin など）およびIFNシグナル分子
（IFNAR、STATなど）の発現および活性化
についてWestern blotで分析した。 

② HepG2細胞に30μg/ml TGF-β、2 IU/ml 
IFNα-2bをそれぞれ単独添加、および
TGF-βとIFNα-2bの混合添加を行い、24
時間処理した。細胞浸潤に関与するTCF8 
/ZEB1、claudin-1、ZO-1、vimentin、slug
の蛋白質レベル、及び、MAPKファミリー
のメンバーであるERK1/2、JNK、p38MAPK
のリン酸化蛋白質レベルをWestern blot
で分析した。 

③ MAPK/ERKの阻害剤UO126 (10μM)と30μ
g/ml 5-FUの混合添加を加えて、②と同じ
条 件 で 細 胞 を 処 理 し た 。 細 胞 内
E-cadherinおよびclaudin-1の蛋白質レ
ベルを分析した。 

4) IFNα-2bの代替としてTGF-βの阻害剤の
応用の可能性についての検討 
① 肝癌細胞株HepG2にTGF-β阻害剤（A83-01、 

SB525334およびSB431542）を1 ng/ml か
ら3 ng/mlまでの濃度で添加し、１時間後
にTGF-β1/2を1 ng/mlを添加し、24時間
から48時間後生細胞測定試薬を添加し、
吸光度の測定によって、細胞生存率を評
価した。 

② 上述TGF-β阻害剤と同じ方法でIFNα-2b
を0.2 IU/mlで添加し、TGF-βによる細胞
生存作用に対するIFNα-2bの影響を評価
した。 
 



臨床的検討 
1) 併用療法を受けたStage-IVの患者(n=27)
に対し、5-FU/IFNα-2b併用療法治療後改善の
有無と治療前後血中TGF-βのレベルの増減を
比較し、相関関係を評価した。 
2)Ｃ型肝炎背景を持つ進行性肝細胞癌患者
（n=17）を治療後症状改善例群と不応例群を
分けて、各群の治療前後の血中 TGF-β のレ
ベルの変化（治療後 TGF-βのレベル/治療前
TGF-βのレベル）を計算し、群間の有意差の
有無を t-test で検定した。 
４．研究成果 
基礎的研究結果： 
1) 5-FUによる肝細胞におけるTGF-βの蛋白
質発現および分泌の影響 
5-FU は、正常肝細胞ではなく、肝細胞癌細胞
においてTGF-βの発現(図1)および分泌(図2)
を誘導する。一方、IFNα-2bは、5-FU の作用
を抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 5-FU 単独および IFNα-2b との混合添
加による TGF-βの蛋白質発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 5-FU 単独および IFNα-2b との混合添
加による TGF-βの分泌 
 
2)5-FUによる肝癌細胞の浸潤性誘導作用につ
いての検討、 
① 5-FUは、0.5μg/mlの濃度超える範囲で著

明な細胞死を誘導した。 
② 5-FUは、0.5μg/mlで細胞浸潤の誘導が認

められなかったが、5-FU処理上清で著明
な細胞浸潤が示された。 

3) 5-FUによる肝癌細胞の浸潤性誘導作用の
分子機構およびIFNα2bの抑制作用について
の検討 
① 5-FU処理上清で細胞内TGF-β RII、 

p-SMAD2及びp15INK4bの蛋白質発現が減
少し、snailおよびβ-cateninへの影響が
認められなかった。これに対し、IFNα2b
との混合添加では、TGF-βRII、p-SMAD2
およびp15INK4bの蛋白質発現が回復した。
一方、IFNα2bによるIFNARの蛋白質発現
への影響が認められなかったが、STAT-3
の活性化が促進された。 

② 5-FUは、claudin-1の蛋白質レベルを減少
し、ERK1/2のリン酸化蛋白質レベルを増
加した。これに対し、IFNα-2bとの混合
添加では、claudin-1の蛋白質レベルおよ
びERK 1/2のリン酸化蛋白質レベルがコ
ントロルレベルまで回復した。5-FUは、
TCF8 /ZEB1、ZO-1、vimentinおよびslug
の蛋白質レベル、または、JNK、p38MAPK
のリン酸化蛋白質レベルを影響しない
(図３)。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 5-FU 単独および IFNα-2b との混合添
加による EMT シグナル分子への影響 
 
③ MAPK/ERKの阻害剤は、IFNα-2b と同じ 

ように5-FU による低下したE-cadherin 
およびclaudin-1の蛋白質レベルを上昇
させた(図４)。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 5-FU による EMT シグナル分子の影響に
おける ERK の関与 
 
4) IFNα-2bの代替としてTGF-βの阻害剤の
応用の可能性についての検討 
① コントロール細胞に比べ、TGF-βは24時

間の細胞生存を低下させ、24時間から48
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時間の細胞増殖を抑制した。これに対し、
SB525334、A83-01およびSB431542は、
TGF-βによる細胞生存および増殖の影響
を濃度依存的に解除した。 

② IFNα-2bは、24時間添加で、TGF-βによ
る細胞生存の影響を解除したが、48時間
の処理でTGF-βによる細胞増殖の抑制を
著明に促進した。 

 
臨床的検討 
1) 総計 27 名の患者の中では、治療後の改善
例の中に血中 TGF-βのレベルが低下した例
の割合(a）は 55.58%で、血中 TGF-βのレベ
ルが上昇した例の割合(b)は 6.18%で(p<0.05, 
vs a)であった。治療後の増悪例の中に血中
TGF-βのレベルが低下した例の割合は
12.06%(p<0.05,vs a)で、血中 TGF-βのレベ
ルが上昇した例の割合は(26.18%)でした。治
療の改善と血中 TGF-βのレベルの減少の相
関性(r=0.85,t=2.23,p=0.08 ）、また、治療
後の増悪と血中 TGF-βのレベルの上昇の相
関性（r=0.84,t=2.22,p=0.08 ）については、
有意差はなかったが、高い相関を示した。 
2). C型肝炎の背景を持つ患者(n=17)につい
ては、治療後症状改善例(n=10)群と不応例群
(n=7)では、 治療後TGF-βの血中濃度が治療
前に比べ、すべて低下し、群間有意差は認め
られなかった(図５)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. C 型肝炎の背景を持つ患者における治
療効果と TGF-βの血中濃度の比較 
 
以上の結果から、1.  5-FU は、正常肝細胞
ではなく、肝細胞癌細胞において TGF-βの発
現および分泌を誘導する。また、5-FU は、
TGF-βの細胞死シグナルを抑制し、ERK を介
して細胞浸潤シグナルを増強する。一方、IFN
α-2b は、5-FU のこれらの作用を抑制するこ
とが明らかになった。 
2. 細胞実験において5-FUによるEMT 現象の
直接誘導及び IFNα-2b の抑制作用の確認は
困難であった原因としては、5-FU 単独および
IFNα-2b との併用は、強い細胞死を誘導した
ことによると考えられる。 
3. IFNα-2bの代替として TGF-β阻害剤の選
択の可能性、また、血中 TGF-βレベルは、治
療効果の評価及び予後因子になる可能性に
対し、今後、更なる検討が必要であると考え
られる。 
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