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研究成果の概要（和文）：本研究では, 大腸癌肝転移において肝細胞が産生するHeregulin(HRG)に注目し, その
発現と役割について, さらにHRG関連分子に対する新規分子標的療法の検討を目的とする. HRG産生は, ヒト大腸
癌肝転移標本において88.7%で肝細胞に発現を認めた. ジメチルニトロソアミン投与による肝傷害では, 投与後1
日目からmRNAの上昇と免疫組織染色で発現上昇を認めた. また, 各種サイトカインによる肝細胞傷害時には, 
HRGのmRNAが1.5倍ほど上昇し, HRG投与により肝細胞は増殖した. HRGのレセプターのHER3に対する新規抗体は, 
癌細胞増殖やヌードマウス皮下の腫瘍増大を抑制した.

研究成果の概要（英文）：We investigated an expression and a role of hepatocyte-secreted Heregulin 
and a new molecular target therapy about Heregulin associated molecules concerning to liver 
metastasis of colon cancer. Immunohistochemical examination on human specimen of liver metastasis 
revealed that 88.7 % cases expressed HRG. Dimethylnitrosoamine caused increased expression of mRNA 
and protein of HRG in rat hepatocytes. HRG mRNA was increased the expression by cytokines treatment 
and mouse hepatocytes were proliferated by HRG. A new HER3 antibody repressed the proliferation of 
cancer cells and growth of xenograft .

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌の肝転移に関わる様々な分子が報告されているが, 大腸癌と転移先の肝臓の主な構成細胞である肝細胞と
の相互作用という面から転移のメカニズムを解明した報告は少ない. 本研究において, Heregulinはマウスの大
腸癌肝転移巣のみならず, ヒトの大腸癌肝転移巣でも高頻度に癌周囲の肝細胞に発現が確認されたことから, ヒ
トでも同様のメカニズムが起こっていることが示された。HeregulinのレセプターであるHER3に対して新規に作
製した抗体が, 大腸癌細胞の増殖を抑制しヌードマウス皮下に移植した大腸癌腫瘍の増大を抑制したことから, 
治療に貢献できる可能性があり学術的, 社会的意義は高いと考える.

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者らは, 高肝転移ヒト大腸癌細胞 LS-LM6 が, 自身が発現するインテグリン αVβ5 と受
容体型チロシンキナーゼの ErbB3 と ErbB2 によるヘテロダイマーとの共同作業により, 肝細胞
が産生するVitronectin(VN)上での遊走能を増強させて肝転移能を上昇させていること, そしてこ
の共同作業には, 肝細胞が産生する, 細胞増殖因子の Heregulin (HRG)により, ErbB3 がリン酸化
されることが必要であり, 肝細胞が産生する HRG が肝転移形成に重要な役割を果たしているこ
とを報告した(Yoshioka et al. Cancer Sci 2010). 実際に LS-LM6 細胞において, HRG によって活性
化され, 共同作業を行なう ErbB3 とインテグリン αV を siRNA を用いて発現を低下させたとこ
ろ, VN 上での遊走能が抑制され, さらに肝転移形成能が有意に抑制された(Yoshioka et al. Cancer 
Sci 2010). 我々はマウスの肝転移モデルから得られたこの結果が, ヒトでも同様に行われてい
ると予想し, 大腸癌肝転移において, 肝細胞が HRG を産生するメカニズムを解明するため, 本
研究を始めるに至った. 
 
２．研究の目的 

大腸癌において重要な予後因子である肝転移のメカニズムの解明は, その治療法を探る上で
非常に重要である. 大腸癌の肝転移に関わる様々な分子が報告されているが, 大腸癌と転移先の
肝臓の主な構成細胞である肝細胞との相互作用という面から, 転移のメカニズムを解明した報
告は少ない. 本研究では,  肝転移の際, 肝細胞が産生する増殖因子である HRG に着目して, 大
腸癌肝転移において, 肝細胞が HRG を産生するメカニズムについて解明し, その役割について
検討する. さらに, 大腸癌肝転移巣に対する, HRG 関連分子を介した新規の分子標的療法の検討
を目的とする. 
 
３．研究の方法 
A. 肝細胞が HRG を産生するメカニズムについて解明. 
(1) ヒト大腸癌肝転移手術検体を用いた免疫組織化学的検討. 

我々は, マウスの実験肝転移のみならず, ヒト大腸癌肝転移においても, 転移巣周囲の肝細
胞が HRG を産生すると予想し, 当院で肝転移切除された手術検体 53 症例を用いて, 抗 HRG 抗
体を使用して免疫組織化学的に HRG の発現を検討した.ヒト手術標本を用いた検討は、当大学
医学部倫理委員会で承認されている. 

 
(2) ジメチルニトロソアミン(DMN)による肝傷害時における肝細胞からの HRG 産生の検討. 
 肝細胞が HRG を産生するメカニズムに関しては, a) 肝転移形成により傷害された肝細胞から
産生される, b) 残存する肝細胞から産生される, などが予想され, その点を検討するため, 実験
的肝傷害モデルを用いて検討を進めた. DMN をラットに 30 mg/kg 投与して肝傷害を引き起こ
し, 投与後 1 日目, 2 日目, 4 日目, 6 日目に犠牲死させて肝臓を摘出し, 肝細胞における HRG
産生を検討した. 採取した肝細胞から RNA を抽出して定量性 RT-PCR にて, また抗 HRG 抗体
による免疫組織染色にて, 経時的な発現の変化を検討した. 
 
(3) 各種サイトカインによる肝傷害時における肝細胞からの HRG 産生の検討. 

肝転移形成時には, 転移がん細胞から,また, 周囲のクッパー細胞由来の活性化したマクロ
ファージ(Tumor associated macrophage, TAM)や線維芽細胞(Cancer associated fibroblast, CAF)から
様々なサイトカインが放出され, これらが肝細胞に傷害を起こしている可能性がある.我々はマ
ウス培養肝細胞 FL83B を用いて, マウスサイトカインである, TGB-β, IL-6, MCP-1 を投与し, 
採取したマウス肝細胞から RNA を抽出して定量性 RT-PCR にて HRG の cDNA 量を計測してそ
の産生を検討した. 
 
B. HRG の役割についての検討 
(4) HRG のマウス肝細胞の増殖能に対する影響についての検討. 
  HRG が肝細胞の増殖能に影響している可能性を検討するために, HRG を 10ng/ml, 100ng/ml
投与して WST-1 法により 24 時間後, 48 時間後の影響をみた. 
 
C. 大腸癌肝転移巣に対する, HRG 関連分子を介した新規の分子標的療法の検討. 
(5) 高肝転移細胞の ErbB3(HER3)に対する分子標的療法の検討. 
 近畿大学薬学部との共同研究で, HRG のレセプターである HER3 に対する新規抗体を作成し
その効果を検討した. 
 
４．研究成果 
(1) ヒト大腸癌肝転移の際の, 肝転移巣周囲の肝細胞における HRG 産生の検討.  



  ヒトでの HRG 産生を確認するため, 当院で肝転移切除された手術検体(53 症例)を, 抗 HRG 抗
体で免疫組織的に検討したところ, 47 例(88.7 %)に肝細胞での HRG の産生を確認した(Table 1). 
その発現は, がん転移巣周囲の直接傷害された肝細胞ではなく, その周囲の肝細胞に HRG の発
現を認めた(Figure 1). 

 
 Table 1. ヒト肝転移切除検体における転移巣周囲
の肝細胞での HRG 産生の割合 

 

 

Figure 1. ヒト大腸癌肝転移巣周囲の肝細胞の
HRG 産生(免疫組織化学染色). HRG は大腸癌肝
転移巣(Ca)に接する直接傷害された肝細胞(赤色
星印)ではなく, その周囲の肝細胞(黄色星印)に
発現が認められた(下段 Positive case 1 と 2). 
 
 
 
 
 
 

 
(2) ジメチルニトロソアミン(DMN)による肝傷害時における肝細胞からの HRG 産生の検討. 
  上述の結果から, 肝細胞が傷害を受けることにより, 周囲の肝細胞に HRG 産生が導かれる可
能性が示唆されたため, 実験的肝傷害モデルを用いて検討を進めた. ラットにジメチルニトロ
ソアミン(DMN)を 30 mg/kg 投与して肝傷害を引き起こし, 経時的に犠牲死させて肝細胞での
HRG 産生を検討した(Figure 2A). DMN 投与後 2 日目で, 肝細胞逸脱酵素であるアスパラギン酸
アミノトランスフェラ−ゼ(AST)やアラニンアミノトランスフェラ−ゼ(ALT)は血中で 200 U/L を
越えて, 生化学的にも肝傷害が確認できた(Figure 2B). 

 
Figure 2. DMN 投与による肝傷害の誘導と経時的
変化 A. DMN(30 mg/kg)投与後, 1 日目(D1), 2
日目(D2), 4 日目(D4), 6 日目(D6)に犠牲死させて, 
肝細胞における HRG 産生を, 肝細胞から RNA
を抽出して定量性 RT-PCR にて, また免疫組織染
色にて検討した. B. DMN 投与後のラット血中
AST, ALT を生化学的に検討した. 
 
 
 
                                          

肝細胞から RNA を取り出して, 定量性 RT-PCR により HRG の cDNA 量を計測したところ, 
投与後 1 日目で HRG の量はコントロールの 25 倍に達して, 以後 6 日目まで 5 倍以上を維持し
有意な発現上昇が認められた(Figure 3). 以上により, DMN 投与により, 肝細胞では速やかに
mRNA の発現上昇を来すことが示された. 

 
 
Figure 3. DMN 投与後の肝細胞における HRG 発
現の経時的変化 DMN 投与後, ラットの肝臓
における HRG mRNA は, D1 に約 25 倍と最も
上昇し, D6 まで有意に発現の上昇が続いた. 
 
 
 
  

  次にその際の HRG の発現上昇の局在を検討するため, 免疫組織化学的に HRG の産生を検討
したところ, DMN により傷害を受けた肝小葉中心域(中心静脈周囲)の肝細胞ではなく, その周
囲の門脈域の肝細胞に HRG 産生を確認した(Figure 4). 以上から,ヒト肝転移手術症例と同様に, 



DMN による肝傷害においても, 直接傷害を受けた肝細胞ではなく, その周囲の肝細胞から
HRG が発現することが確認された.  

 
Figure 4. DMN 投与後の肝臓における HRG 発現の
局在の経時的変化 DMN 投与後 D1 において, 
HRG の発現は傷害された小葉中心域(C)ではなく, 
グリソン領域(G)において確認され, 時間が経過す
るに従い次第に肝臓全体に広がっていった. 
 
 
 
 
 
 

 
(3) 各種サイトカインによる肝傷害時における肝細胞からの HRG 産生の検討. 

肝転移巣から放出される様々なサイトカインが肝細胞に傷害を起こしている可能性を検討す
るため,マウス培養肝細胞 FL83B にマウスの TGB-β, IL-6, MCP-1 を投与し, 定量性 RT-PCR に
てマウス HRG の産生を検討したところ, 各種サイトカイン 1ng/ml や 10ng/ml を投与した状況
で, 24 時間後にサイトカイン(-)のコントロールに比較して 1.5 倍程 HRG の産生増加が認めら
れた(Figure 5). 

 
Figure 5. 各種サイトカイン投与時の肝細胞における
HRG 産生 サイトカイン 1ng/ml, 10ng/ml 投与した
24 時間後の HRG 産生は, いずれもサイトカイン(-)
に比較して 1.5 倍程増加した.  
 
 
 
 
 

(4) HRG のマウス肝細胞の増殖能に対する影響についての検討. 
  HRG が肝細胞の増殖能に影響している可能性を検討するために, 各種サイトカインに HRG
を投与して WST-1 法により 24 時間後, 48 時間後の影響をみたところ, HRG 投与により増殖能
が優位に増加した(Figure 6). 

 
Figure 6. HRG のマウス肝細胞の増殖能に対する影
響についての検討 各種サイトカインに HRG を
10ng/ml, 100ng/ml 投与して 24 時間後, 48 時間後
の影響を WST-1 法によりみたところ, HRG 投与
により増殖能が有意に増加した. 
 
 
 

(5) 高肝転移細胞の ErbB3(HER3)に対する分子標的療法の検討. 
 共同研究で作製した HRG のレセプターである ErbB3(HER3)に対する新規抗体は, in vitro では
様々な癌細胞の HER3 を認識し, リガンドである HRG を加えた際に HRG と HER3 の結合や
HER3 のリン酸化を阻害し, 癌細胞の増殖を抑制することが判明した. また, in vivo では, ヒト組
織中の大腸癌細胞を認識し, ヌードマウス皮下に移植したヒト大腸癌細胞や高肝転移ヒト大腸
癌細胞の増殖を抑制することが判明した(Figure 7). このことから, 新規の HER3 抗体は治療効果
が期待できる. この結果をまとめて共同研究者と共に論文発表した(Okita et al. Oncotarget 11, 31-
45, 2020). 



 
Figure 7. ヌードマウス皮下での新規 HER3 抗体 Ab4 によ

る腫瘍増殖抑制効果 

 ヌードマウス皮下にヒト大腸癌高肝転移細胞 LS-LM4
を 4x106個移植し, HER3 抗体 Ab4 およびコントロールの
IgG 抗体を 100μg ずつ Day0 と Day7 に腹腔内投与して継
時的にその腫瘍容積を計測したところ, HER3 抗体Ab4 が
腫瘍増殖を有意に抑制することが判明した. 
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