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研究成果の概要（和文）：難治性癌である肝胆膵癌における細胞間相互作用に着目してその分子機序を明らかに
するとともに治療開発を目的とした。aspartate beta-hydroxylase (ASPH)によるNotch経路制御が肝細胞癌だけ
でなく、膵臓癌、胆道癌にも有望な治療標的となり得ることが示された。膵神経内分泌腫瘍に対する細胞間相互
作用解析実験基盤の確立および、肝胆膵領域癌における治療抵抗性獲得機序解析に有用なin vivo実験モデル開
発に貢献した。

研究成果の概要（英文）：Hepatobiliary pancreatic cancer is well known as  poor prognostic cancers. 
Our purpose is development of novel treatment and investigation of cell-cell interaction in 
hepatobiliary pancreatic cancer. Overexpresion of aspartate beta-hydroxylase (ASPH) is frequently 
obeserved  not only in hepatocellular carcinoma but also in pancreatic and biliary cancer, which 
positively regulates Notch signaling pathway. The biological effects of ASPH inhibitors on the Notch
 signaling cascade were evaluated. The ASPH inhibitor reduced  suppressed cell migration, invasion 
in pancreatic and biliary cancer. Furthermore, substantial inhibition of tumor growth and 
progression was observed in animal models. ASPH is promising for treatment of hepatobiliary 
pancreatic cancer. Additionally experiments to investigate cell-cell interaction in Neuroendocrine 
tumor were established and novel animal model was developed to analyze molecular mechanisms 
acquiring resistance for anti-cancer treatment.

研究分野： 肝胆膵外科

キーワード： 細胞間相互作用　ASPH
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1. 研究開始当初の背景 
肝胆膵領域癌において外科手術による切除
が唯一の根治的治療であるが、診断時に手
術適応となる症例は少ない、またたとえ外
科的根治切除が施行されても、再発率は高
く、予後不良な症例が多い。癌に対する分
子生物学的解析の発展により分子標的阻害
剤を中心とした、新規癌治療開発の進歩は
著しい。しかし、肝胆膵領域癌においては
その恩恵はいまだ少なく、新規治療開発が
喫緊の課題といえる。近年、癌研究におい
て癌幹細胞の存在など、癌細胞の不均一性
が注目されており、癌の特性である転移、
浸潤、治療抵抗性獲得のメカニズム解明に
重要な概念である。生体内では細胞間相互
作用により不均一性が誘導されるが、その
なかでも Notch 経路は神経、造血、血管、
体節などの様々な分化過程に関係し、ヒト
を含め脊椎動物から節足動物まで多くの後
生動物でよく保存された遺伝子調節（シグ
ナル伝達）経路である。Notch 受容体は一
回膜貫通型受容体であり、Notch 受容体に
リガンドが結合すると Notch タンパクは
細胞膜で細胞外ドメインと細胞内ドメイン
にプロテアーゼに切断され、細胞内ドメイ
ンが細胞質へ遊離して核内のCBF1と結合
することで、標的遺伝子の転写活性が行わ
れる。 Notch シグナリング経路は細胞間
情報伝達において非常に重要であり、その
経路は発生や恒常性の維持のための細胞分
化のための遺伝子制御を担っている。癌組
織においても Notch 経路の異常が多く報
告されており、難治性の肝胆膵領域癌（肝
細胞癌、胆管細胞癌、膵癌）においても
Notch 経路異常が発癌、進展に関与してい
ることが予想される。 
 
２．研究の目的 
Notch 経路による細胞間相互作用は癌組織
の維持、増殖、浸潤、転移および薬剤抵抗
性に重要な役割を果たしていることが予想
され、有望な治療標的候補である。申請者
は aspartate beta-hydroxylase (ASPH)が
Notch 受容体およびそのリガンドの細胞外
ドメインを修飾することにより Notch 経
路を制御していることを世界で初めて報告
した。Notch 受容体―リガンド間の直接制
御は細胞間相互作用の解明に新たな知見を
もたらすと考える。本研究では ASPH によ
る Notch 経路制御をもちいて、癌組織にお
ける細胞間相互作用を明らかにし、新規治
療標的探索を目的とする。 
 
3. 研究の方法 
Notch シグナルの生体内での重要な特徴
は、隣り合う同起源の細胞同士間で受容体
を供給する細胞とリガンドを供給する細胞
が異なった運命をたどることにある。その
ことは胎生期における各臓器における分化、
発生制御に重要な役割を果たすことが知ら

れているが、癌組織においても幹細胞特性
の誘導、宿主反応による血管新生など癌の
維持、進展に重要な機構である。ASPH は
Notch 経路の細胞外ドメインを修飾するこ
とにより、Notch 受容体-リガンド間の親和
性を変化させることが予想される。本研究
では ASPH 強制発現株、および ASPH 特
異的阻害剤を用い、ASPH による Notch 経
路制御モデルを作成する。プラスミドおよ
び ASPH 特異的阻害剤は研究協力者であ
る、米国ブラウン大学肝臓研究所所長 Dr. 
Jack R Wands より供与いただくことが可
能である。 
肝胆膵癌同所性モデルの作成：免疫不全マ
ウスを麻酔下に開腹し肝臓、脾臓、膵臓に
ヒト癌細胞株を注入することによる、各種、
肝胆膵癌動物モデル作成の技術を有してい
る。数種のヒト肝胆膵癌細胞株と免疫不全
マウスを用いて、同所モデルを作成し、以
降の実験に使用する。細胞間相互作用 in 
vivo リアルタイム解析の開発：申請者が所
属する研究室は、Intravital 
videomicroscopy system を有しており、ラ
ットおよびマウス等の小動物の肝類洞レベ
ル微小環境の生体内ライブ観察が可能であ
る。この Intravital videomicroscopy 
system は顕微鏡と動物固定装置、麻酔装置
を組み合わされた装置であり、全身麻酔下
にラットおよびマウス等の小動物の心拍動
下肝臓微小環境をリアルタイムに約４時間
にわたる連続観察が可能である。マウス脾
臓に各種癌細胞株の細胞株浮遊液を注入す
ることにより、経門脈的に肝類洞内に流入
する癌細胞の動態をリアルタイムで観察す
ることが可能である。また、蛍光マーカー
を導入した細胞を作成し、リアルタイム蛍
光観察を行う。 
Notch 経路による血管新生評価 Notch 経
路は癌細胞同士の細胞間相互作用のみなら
ず、宿主細胞との相互作用にも重要な役割
を果たしている。特に Delta 4 リガンドと
Notch 1 受容体による腫瘍血管新生誘導が
報告されており、上記動物モデルと ASPH
阻害剤を用いて、Notch 経路制御による細
胞間相互作用変化が血管新生に与える影響
を in vivo にて評価する 
 

４．研究成果 
肝胆膵外科領域の難治性癌に対して細胞間
相互作用に着目した分子制御基盤に基づい
た新規治療開発を行った。とくに肝腫瘍、局
所進行膵癌、転移性膵癌など実臨床に即した
xenograft モデルを作成し、その分子標的治
療開発を行った。生体内において EGF liked 
domain の Asp、Asn 残基を特異的に阻害し、
Notch 経路の受容体-リガンド親和性を制御
している ASPH について、膵癌に対するその
意義を検証した。膵癌臨床検体において ASPH
高発現は有意にその臨床病理学的悪性度と
相関することを見出した。膵癌細胞株を用い



た検討では、ASPH の on off により有意にそ
の増殖力、遊走能、浸潤能が更新することが
示された。タンパク発現解析では、Notch 経
路の更新が示され、ASPH 過剰発現により
Notch 細胞内ドメインの核内移行が確認さ
れ、ASPH による Notch 経路制御が確認され
た。構造相関活性分析より開発された ASPH
特異的阻害剤を用いた検討では、同様に ASPH
阻害により、浸潤能、遊走能、増殖能は抑制
され、Notch 受容体の cleavage による活性
化を阻害し、Notch の標的遺伝子である
Hes1,Hey1 の発現低下が確認すされた。さら
に ASPH 高発現 MiaPaCa2 株による xenograft
の検討では選択的 ASPH 阻害剤による効果が
ASPH 高発現腫瘍において有意に高い治療効
果を示し。膵癌治療標的としての ASPH 阻害
剤の可能性が示唆された。 
 胆道癌も非常に予後不良な癌として知ら
れているが、９５％の胆道癌に ASPH の高発
現が確認されている。胆道癌細胞株に ASPH
強制発現させた検討では、有意にその増殖能、
遊走能、浸潤能が亢進し高悪性度を獲得する
ことが確認された。また興味深いことに細胞
周期制御因子である cyclin D1 の高発言が確
認された。Xenograft による in vivo 検討で
は ASPH 阻害剤が胆道癌でも同様に高腫瘍効
果を示すことが確認された。 
 膵神経内分泌腫瘍において ASPH の過剰発
言を観察したが、その臨床病理学的意義につ
いて、臨床検体による解析を試みたが、現時
点での症例数、観察期間では有意差を持った
因子は検出されなかった。並行して神経内分
泌腫瘍における細胞間相互作用解析のため
に、臨床検体からの細胞株樹立実験基盤を構
築し確立した。今後の細胞株樹立により膵神
経内分泌腫瘍に対する、in vitro 解析の進展
が期待される。レンチウイルベクターによる
ASPH 過剰発言及び抑制モデルに加えて、
Clisper Cas 9 による ASPH 発言制御技術の開
発に着手している。また肝細胞癌おける治療
抵抗性獲得機序解明にあたり、血管新生阻害
剤に対する耐性獲得機序の解明のため in 
vivo モデルを用いて、血管新生阻害剤耐性肝
細胞癌株樹立から thymosin beta-4 による血
管新生阻害耐性機序の解明に貢献した。肝細
胞癌領域癌に対する治療開発において、細胞
間相互作用、難治性機序解明のための臨床検
体解析、in vitro, in vivo 解析技術基盤の
開発を行うことができた。 
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