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研究成果の概要（和文）：PKR阻害剤 (oxindole/imidazole compound: C16)の腫瘍抑制効果とその機序を明らか
にした。肝細胞癌細胞株Huh7の腫瘍増殖はPKR阻害剤添加により容量依存性に抑制された。ヌードマウスにHuh7
細胞を皮下移植し、PKR阻害剤の連日腹腔内投与を行ったところ、腫瘍体積の増加が抑制された。PKR阻害剤投与
後の腫瘍内では、PKR阻害剤投与により顕著に血管数が減少していた。血管新生抑制の機序として、PKR阻害剤添
加により各種増殖因子の発現低下が見られた。以上の結果からPKR阻害剤は腫瘍微小環境にも影響を与え、増殖
因子の発現抑制により血管新生を抑制する作用も有していた。

研究成果の概要（英文）：We tested the effect of protein kinase R (PKR) inhibitor C16 on 
proliferation of HCC Huh7 cells in vitro and tumor progression and angiogenesis of tumor bearing 
mouse of Huh7 in vivo.
C16 suppressed proliferation of Huh7 cells in a dose-dependent manner in vitro evaluated with the 
MTT assay. Mouse models with xenograft transplantation showed that the inhibitor suppressed the 
growth of HCC cells in vivo. Moreover, C16 decreased angiogenesis in HCC tissue in the xenograft 
model. Consistent with these results in mice, transcript levels of vascular endothelial growth 
factor-A and factor-B, platelet-derived growth factor-A and factor-B, fibroblast growth factor-2, 
epidermal growth factor, and hepatocyte growth factor, which are angiogenesis-related growth 
factors, were significantly decreased by C16 in vitro.
In conclusion, the PKR inhibitor C16 blocked tumor cell growth and angiogenesis via a decrease in 
mRNA levels of several growth factors. C16 may be useful in the treatment of HCC.

研究分野：消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、肝細胞癌に対する治療は、手術、内科的な局所治療としてRFA、TACEなどが用いられている。しかし肝細
胞癌患者の高齢化、その高い再発率から患者への負担の少ない薬物治療の開発が必要である。治療効果のエビデ
ンスのある薬物もごく限られているのが現状である。本研究では細胞株とマウスを用いた検討を行い、PKR阻害
剤により肝細胞癌の増殖、血管新生が抑制されることを示した。PKRをターゲットとした治療は肝細胞癌におけ
る新規治療となり得ると考えられた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肝細胞癌の患者数は国内約 4.4 万人、世界約 75 万人とされ、悪性腫瘍の死亡原因として依然
4 位と高い頻度を維持している。肝細胞癌は慢性肝炎、特に肝硬変を背景として発症することが
多く、また慢性肝炎患者の高齢化も相まって予後不良の癌腫である。肝細胞癌の原因としては依
然として C 型肝炎ウイルス(HCV)感染による慢性肝炎、肝硬変から発症する頻度が約 60%と最も
高い。近年新規の抗 HCV 薬としてウイルスを直接阻害する direct-acting antivirals (DAAs)に
よる治療が行われるようになり、安全かつ高率に HCV の排除が得られるようになった。しかし、
HCV 排除後においても肝細胞癌が発生は比較的高率に起こることが明らかなとなってきている。
一方、食生活の欧米化などに伴い慢性肝障害の原因として非アルコール性脂肪性肝炎 (NASH)の
割合が増加しており、NASH を背景とする肝細胞癌も増加してきている。 

Protein kinase R (PKR)は HCV の複製でみられる 2本鎖 RNA などにより誘導される宿主蛋白
で、RNA の蛋白翻訳に関わる eIF2-αをリン酸化させることで、RNA ウイルスの蛋白合成を阻害
して、HCV などに対して抗ウイルス作用をもつ宿主蛋白として認識されている。当科における過
去の検討で PKR は、HCV が関与する肝細胞癌において非癌部の肝組織に比べて強発現していた 
(1)。さらに HCV 関連肝細胞癌において PKR は ERK1/2, JNK のシグナルを介して c-Fos, c-Jun を
活性化し、それにより細胞増殖促進作用を示すことを見出している (2)。 
 

２．研究の目的 

肝細胞癌に対する治療は、手術、内科的な局所治療として RFA、TACE が用いられている。しかし
肝細胞癌患者の高齢化、その高い再発率から患者への負担の少ない薬物治療の開発が必要であ
る。肝細胞癌に対する分子標的薬としては、治療効果のエビデンスのある薬物はソラフェニブ 
(MAPK 経路を直接阻害するキナーゼ阻害剤)などごく限られているのが現状である。本研究では
肝細胞癌の新たな治療として PKR 阻害剤 (oxindole/imidazole compound: C16)の in vitro, in 
vivo における腫瘍抑制効果とその機序を明らかにする。また質量分析の手法で Huh7 細胞に PKR
阻害剤を加えることで変化するタンパク質を同定し、PKR 阻害剤の抗腫瘍効果の鍵となる下流分
子を明らかにしたい。 
 

３．研究の方法 

(1) PKR 阻害剤 (C16)が、肝細胞癌に対して腫瘍増殖抑制効果をもつかどうかを検討するため、
肝細胞癌株 Huh7 を用いて、細胞増殖アッセイ(MTS アッセイ)を行った。PKR 阻害剤の腫瘍増殖抑
制効果に容量依存性があるかを明らかにするため阻害剤濃度を 500nmol/L から 3000nmol/L の間
で設定し control と比較した。PKR 阻害剤の PKR シグナル抑制の確認のため、PKR, リン酸化 PKR 
(p-PKR)のウエスタンブロット解析を行った。 
(2)PKR阻害剤のin vivoでの腫瘍増殖抑制効果を明らかにするため Huh7を BALB/c-nu/nuに 3.0
×106個/body で皮下移植したモデルを作成し、PKR 阻害剤 (300 μg/kg)を連日腹腔内投与し腫
瘍の増殖を control 群と比較した。腫瘍の容積は以下の式で算出した。 
Volume (mm3)＝L×W2／2 (L:腫瘍の長径、W:腫瘍の短径) 
PKR 阻害剤の PKR シグナル抑制の確認のため、阻害剤投与後 0, 2, 4, 24 時間後に移植した皮下
腫瘍から蛋白質を採取し PKR, p-PKR のウエスタンブロット解析を行った。 
(3) PKR 阻害剤投与 28 日後に腫瘍を摘出し、CD31 の免疫染色を行い、血管数を比較した。 
血管数は低倍率視野 (×100)で最も CD31 陽性の血管が多い箇所を同定した後、高倍率視野 (×
200)にて 3ヵ所の血管数の平均を算出した (Microvessel density: MVD)。 
(4) Huh7 細胞に PKR 阻害剤を添加し、各種増殖因子 (VEGF-A, VEGF-B, PDGF-A, PDGF-B, FGF-
1, FGF-2, EGF, HGF)の発現を real-time RT-PCR を用いてコントロールと比較した。 
 
４．研究成果 
(1)肝細胞癌細胞株における PKR 阻害剤の増殖抑制効果 
肝細胞癌細胞株 Huh7 を用い
MTS アッセイを行い、PKR 阻害
剤 (C16)の添加により細胞増
殖能が低下した。PKR 阻害剤
による細胞増殖抑制効果は
500, 1000, 2000 nmol/L と濃
度上昇に伴い増加し容量依存
性を認めた。3000 nmol/L で
は 2000 nmol/L と変わらず頭
打ちとなった (図 1A)。 
ウエスタンブロット解析によ
り、total PKR, p-PKR の蛋白
発現を解析し、デンシトメト
リを行った結果、PKR 阻害剤
添加によりにより p-PKR/PKR
が著明に低下していることを



確認した (図 1C, D)。また PKR 阻害剤による増殖抑制効果は他の肝癌細胞株 HepG2 でも同様で
あった (図 1B)。 
 
(2) in vitro における PKR 阻害剤の肝細胞癌の増殖抑制効果 

BALB/c-nu/nu マウスに Huh7 細胞を皮下移植し、PKR 阻害剤の連日腹腔内投与を行った。その結

果腫瘍体積の増加が容量依存性に抑制された (図 2)。 

図 2 より阻害剤濃度を 300 μg/kg に設定した。PKR 阻害剤投与によりマウスの体重はコントロ

ールと変わりなかった (図3A)。腫瘍の増殖はPKR阻害剤投与により著明に抑制された (図3B)。

また PKR 阻害剤剤投与後 0, 2, 4, 24 時間後に移植した皮下腫瘍から蛋白質を採取し PKR, p-

PKR のウエスタンブロット解析を行っ

た。デンシトメトリにより阻害剤投与で

少なくとも 24 時間後まで腫瘍内におい

て p-PKR/PKR を抑制していることを確

認した (図 3C, D)。 

 

(3)PKR 阻害剤の血管新生抑制 

PKR 阻害剤投与 28 日後に腫瘍を摘出

し、CD31 の免疫染色を行った。腫瘍内

における血管数は PKR 阻害剤投与群

ではコントロールと比較して有意に

少なく、PKR 阻害剤投与による血管新

生抑制が明らかとなった。 

 

(4)PKR 阻害剤による各種増殖因子の

発現抑制 

血管新生抑制の機序として、Huh7 細

胞に PKR 阻害剤を添加し、各種増殖因

子(VEGF-A, VEGF-B, PDGF-A, PDGF-

B, FGF-1, FGF-2, EGF, HGF)の発現

を real-time RT-PCR にて測定し、PKR

阻害剤投与群とコントロール群を比

較した。 

阻害剤添加 24 時間では VEGF A, B、

PDGF A, B、FGF 2, EGF の発現が顕著

に低下していた (図 5)。また、VEGF-A, 

PDGF-A, PDGF-B, EGF は阻害剤投与後 3 時

間, 6 時間でも発現が低下しており、PKR 阻

害による直接の影響が強く示唆された。 

PKR 阻害剤による増殖因子の発現抑制効果

は他の肝細胞癌細胞株 HepG2 でも同様であ

った。 

 

(5)質量分析による PKR 阻害剤の標的分子

の検討 

Huh7 細胞に PKR 阻害剤を加えることで変化

するタンパク質を質量分析の手法で網羅的

に解析した。それにより Hexokinase-2 

(HK2), Annexin A6 (ANXA6), Serine-

threonine kinase receptor-associated 



protein (STRAP)など、PKR 阻害剤による低下するタンパク質を複数同定した。PKR 阻害剤添加に

より、これらの分子は real-time RT-PCR にて mRNA 発現も有意に抑制されることが分かった。特

に Hexokikinase-2 は解糖系の主要な酵素の一つであり、ANXA6 は細胞内代謝に影響を与え、NASH

の病態に関与していることが報告されており、今後注目していきたい。 

 

(6)結語 

PKR 阻害剤の投与により腫瘍の増殖が著明に抑制された。また PKR 阻害剤は腫瘍微小環境にも影

響を与え、増殖因子の発現抑制により血管新生を抑制する作用も有していた。PKR は肝細胞癌に

おいて新規治療標的となる可能性がある。 
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