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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌は再発が高頻度であり、それに対する有効な化学療法の確立が課題となって
いる。本研究では、ヒト胎児肺繊維芽細胞（HEL細胞）を用いたスクリーニング系を構築し、Ca2+-ATPaseの活性
阻害剤であるthapsigarginが増殖期の細胞に対して顕著な毒性を示すことを明らかにした。種々の肝癌細胞に対
して当該化合物を作用させたところ、静止期細胞に対して毒性を示す濃度よりも100倍程度低い濃度で増殖阻害
効果を発揮した。この増殖阻害効果は、肝腫瘍モデルマウスを用いたin vivo試験でも示された。以上の結果か
ら、Ca2+-ATPaseの活性阻害剤は肝細胞癌に対する化学療法に有用であると示唆される。

研究成果の概要（英文）：Development of effective chemotherapy is an important task for the 
improvement of frequent recurrence of hepatocellular carcinoma (HCC). In this study, the screening 
system of chemical compound using human embryonic lung fibroblast (HEL cell) was established. As the
 result of screening, thapsigargin (Ca2+-ATPase inhibitor) was clarified to have a particular 
cytotoxic effect against proliferative cells. Thapsigargin showed the cytotoxic effect against 
various HCC cell lines. This growth inhibitory effect was detected in the in vivo trials using 
hepatoma model mouse. These results suggest that Ca2+-ATPase inhibitor might be useful in the 
chemotherapy for HCC.

研究分野： 腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
 
癌による死亡率が上昇し続けている現在

の日本において、肝胆膵領域の臓器における
癌の患者の 5年生存率は他の癌種と比べて顕
著に低い。近年の外科的切除術の進歩によっ
て、切除適応の肝細胞癌症例の予後は改善が
みられるようになったが、切除不能な症例は
依然として予後が悪い。また肝細胞癌の特徴
として、術後の再発が非常に高頻度に発生し
ていることが問題となっている。そのため、
切除適応外の症例に対する治療や根治術後
の補助療法として化学療法が有効となる。従
来使用されてきた DNA 合成阻害剤のような
抗癌剤は、癌細胞以外の正常細胞に対しても
作用するため非特異的な副作用が生じる。そ
れが軽減される化学療法剤として注目され
ている分子標的治療薬は、肝細胞癌の治療に
おいては開発が遅れている。以上のことから、
肝細胞癌に対する有効な化学療法の構築が
至急の課題となっている。 
我々は、ウイルス性肝炎及び肝細胞癌治療

に関する新薬開発を目的として、中国・山東
大学と協力の下で日中間で構築された共同
研究体制に属して研究を展開してきた。その
共同研究体制により設立された山東大学中
日新薬スクリーニングセンターを中核とし
て、ターゲットの構造活性相関に基づく新規
誘導体の設計を可能にするコンピュータ技
術を駆使して新規化合物の合成を行ってい
る。過去の研究で、当該共同研究体制は、癌
浸潤において重要な役割を果たす様々な因
子をターゲットとした阻害剤を設計・合成し、
誘導体ライブラリを構築した。その成果とし
て、in vivo 担癌モデルにおいて腫瘍拡大抑制
効果を示す抗癌剤候補化合物として複数の
化合物を見出した（Inagaki Y et al. Biosci 
Trends 4(2), 56-60, 2010）。しかし、これら
の化合物の多くは卵巣癌や消化管癌の細胞
に対しては増殖抑制効果を示すものの、肝細
胞癌に対しては既存の抗癌剤を超えるよう
な顕著な効果を示さなかった。この結果から、
肝細胞癌に対する抗癌剤の開発において、こ
れまでとは異なるメカニズムに着目した標
的の探索が求められた。 
我々の研究グループは、癌細胞が恒常的に

増殖する性質を有することを鑑みて、増殖期
細胞に対して強い傷害性を示す一方で、細胞
分裂を止めた静止期細胞に対しては傷害性
を示さない薬剤を探索する系の構築を実施
してきた。そして、ヒト胎児肺線維芽細胞
（HEL 細胞）を用いて増殖期細胞と静止期
細胞を in vitro で分別して作出し、それぞれ
の細胞に対して化合物を作用させて傷害性
を比較することにより、増殖期細胞に対して
強い傷害性を有する化合物を探索する系を
構築した。その探索系を用いて 370 種類の化
合物について細胞傷害性を解析したところ、
静止期細胞と比較して増殖期細胞に対して
強い傷害性を発揮する化合物を複数見出し

た。なかでも、細胞内のカルシウムホメオス
タシス（以下、Ca ホメオスタシス）の調節
に作用するとされる化合物 2 種類は、静止期
細胞と比較して増殖期細胞に対して200から
800 倍の低濃度で傷害性を誘導することを示
した。これらの化合物は肝細胞癌培養細胞に
対しても同様に強い傷害性を発揮したが、そ
の標的とされる因子や作用機序は不明であ
る。Ca ホメオスタシスの攪乱が、シグナル
伝達タンパクの発現や微小管形成の異常を
介して癌細胞の細胞死を誘導することが報
告されているが（Lu M et al. Mol Cell 
54(6),987-98,2014、Groenendyk J et al. Sci 
Signal 7(329),ra54,2014）、肝細胞癌を対象
としたメカニズムに関する基礎医学的研究
や生体内での抗癌効果の誘導における有効
性の評価は行われていない。従って、当該化
合物の癌細胞傷害性に関する機序を解明す
ることは、未だ途上にある肝細胞癌に対する
有望な化学療法の標的を提示すると期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、肝細胞癌に対する化学療法戦
略の確立を目的として、Ca ホメオスタシス
に着目した有望な化学療法の標的の探索と
それに対する化学療法剤の創出とを行うと
いう着想に至った。 
 
３．研究の方法 
3-1．化合物及び細胞 
 SERCA 阻害剤である thapsigargin は、和
光純薬工業から購入した。肝細胞癌細胞
HuH-7、HLE、HepG2、SK-Hep-1 は、JCRB
細胞バンク、the European Collection of 
Authenticated Cell Cultures （ECACC）、
American Type Culture Collection（ATCC）
からそれぞれ購入した。 
 
3-2．MTT アッセイ 
3-2-1．HEL 細胞を用いた解析 
 増殖期条件の細胞の解析では、96 ウェルプ
レートに HEL 細胞を 4×103個播種し、種々
の濃度の化合物を含有させた増殖培地を添
加し、37℃において 48 時間培養した。設定
時間経過後、培養液に MTT を添加して 4 時
間培養後、細胞を可溶化して吸光度を測定し
た。 
 一方、静止期条件の細胞の解析では、96
ウェルプレートに HEL 細胞を 4×104個播種
し、1%ウシ胎児血清含有培地に置換して 1
週間培養した。その後、種々の濃度の化合物
を含有させた培地を添加し、37℃において 48
時間培養した。設定時間経過後、培養液に
MTT を添加して 4 時間培養後、細胞を可溶
化して吸光度を測定した。 
3-2-2．肝細胞癌細胞を用いた解析 

96 ウェルプレートに各種培養細胞を
1-2×104 個播種し、種々の濃度の化合物を含
有させた増殖培地を添加し、37℃において 48



時間培養した。設定時間経過後、培養液に
MTT を添加して 4 時間培養後、細胞を可溶
化して吸光度を測定した。 
 
3-3．マトリゲルトランスウェルアッセイ 
 人工合成マトリゲルへの細胞の浸潤を検
討する目的で、BIOCOAT Matrigel invasion 
chamber を用いた解析を実施した。無血清培
地中で 24 時間、37℃培養した細胞を各種濃
度の化合物と混合し、マトリゲル上に播種し
た。48 時間、37℃培養した後、マトリゲル
を除去し、chamber 下部のフィルターに付着
した浸潤細胞を Diff-Quick 染色にて検出し
た。 
 
3-4．肝腫瘍皮下移植モデルを用いた in vivo
での抗腫瘍効果の評価 
 肝細胞癌細胞 HuH-7 を培養し、50%マト
リゲルと混合させた後、BALB/c ヌードマウ
スの皮下に 5×106個移植した。腫瘍の大きさ
が約 500mm3程度に生育した段階で、各種濃
度の thapsigargin を静脈投与した。そして、
投与後 3 日及び 7 日の腫瘍の大きさを計測し、
抗腫瘍効果を評価した。 
 
 
４．研究成果 
4-1．HEL 細胞を用いた細胞毒性評価 
 培養条件を変えることにより、同一種の細
胞で増殖期条件の細胞と静止期条件の細胞
を作製する手法を応用し、増殖期条件の細胞
に対して顕著な毒性を示す化合物のスクリ
ーニング技術を開発した。この技術を用いて
化合物をスクリーニングした結果、増殖期条
件の細胞に対して顕著な毒性を示すと判定
される化合物を数種類見出した（表 1）。特に、
Ca イオンチャネルである SERCA を阻害す
る機能をもつとされる Thapsigargin は、静
止期条件の細胞よりも750倍低濃度で増殖期
条件の細胞に毒性を示した。癌細胞が恒常的
に増殖期条件にあることから、thapsigargin
のような性質を有する化合物は抗癌剤候補
化合物として有用と考えられる。 
 
表 1．HEL 細胞を用いたスクリーニング系で
増殖期条件の細胞に対して顕著な毒性を示
した化合物 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-2．肝細胞癌細胞に対する thapsigargin の
毒性評価 
 増殖期細胞に対して顕著な毒性を示すこ
とが示唆された化合物 thapsigargin に関し
て、各種肝細胞癌細胞に対する毒性を解析し

た。その結果、MTT アッセイ法により導き
出される IC50の数値は 0.006～131 nMとな
った。上記の研究において、静止期条件の
HEL 細胞における IC50 は 6 M であったこ
とから、肝細胞癌細胞に対して毒性を示す濃
度範囲では静止期細胞に対して毒性を示さ
ないと考えられる。生体内における大部分の
細胞は静止期の状態であることから、 
 
表 2 ． 各 種 肝 細 胞 癌 細 胞 に 対 す る
thapsigargin の毒性効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-3 ． 肝 細 胞 癌 細 胞 の 浸 潤 に 対 す る
thapsigargin の効果 
 肝細胞癌細胞 HuH-7 の浸潤に対する
thapsigargin の阻害効果を検討した。その結
果、浸潤した細胞数は阻害剤濃度 0.01 nM の
条件下で有意に減少した（図 1）。従って、当
該化合物は癌細胞の増殖を抑制するととも
に、患者の予後に大きく影響する浸潤を阻害
する効果を有することが示唆される。なお、
阻害剤濃度 10 nM においては、浸潤細胞数は
顕 著 に 減 少 し た が 、 細 胞 に 対 す る
thapsigargin の毒性が発揮されていると考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ． 肝細 胞 癌 細胞 の 浸 潤に 対 す る
thapsigargin の効果 
 
 
4-4．肝腫瘍皮下移植マウスモデルを用いた
thapsigargin の抗腫瘍効果の評価 
 上記の研究項目の成果から、thaspsigargin
は in vitro において肝細胞癌細胞の増殖及び
浸潤を阻害することが示された。そこで、そ
の抗腫瘍効果が生体内においても発揮され
るかを明らかにするために、肝腫瘍皮下移植
モデルマウスを用いた in vivo 解析を実施し
た。薬剤容量 0.05 g/kg 及び 0.5 g/kg をモ
デルマウスに対して単回投与したところ、投
与後3日と7日における腫瘍の大きさがPBS
投与群に比べて有意に小さかった（図 2）。ま



た、単回投与においてマウスにおける顕著な
体重減少等の副作用は発生しなかった。以上
の結果から、thapsigargin の抗腫瘍効果は、
生体内においても顕著な毒性を示すことな
く誘導可能であると示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．肝腫瘍皮下移植モデルマウスにおける
thapsigargin の抗腫瘍効果（**P<0.01） 
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