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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌の発生・進展におけるNotchシグナルは、肝細胞へ同シグナルを過剰に活性
化したマウスの結果から促進的に作用することが示唆されているものの、その詳細はいまだに明らかとなってい
ない。本研究課題では、肝細胞癌の進展に対して、NotchリガンドのDll4が促進的に作用し、Jag1が抑制的に作
用することを見出した。また、Dll4はNotch1シグナルを活性化し、癌細胞の増殖を促進する一方で、Jag1は
Notch2シグナルを活性化し、Dll4の異所的発現を抑制するとともに癌細胞の増殖も抑制した。これらのことか
ら、Notchリガンドの機能的差異を利用した分子標的薬開発の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In many types of cancer, the Notch signaling is one of the most common 
drivers of carcinogenesis. Hepatocellular carcinoma (HCC) is the third cancer killer in the world, 
but the type of Notch ligands and receptors influencing HCC development is unclear. Using 
diethylnitrosamine (DEN)-induced murine HCC model, we identified Notch ligands Dll4 and Jag1 as the 
genes whose expression was significantly correlated with that of the Notch target gene Hes1 in the 
cancer tissue. Using Dll4 or Jag1 conditional knockout mice, we investigated how different Notch 
ligands modulate DEN-induced hepatic carcinogenesis. Hepatocyte lineage-specific Dll4 knockout 
suppressed HCC progression via loss of Notch1 signaling. On the other hand, Jag1 deletion induced 
ectopic Dll4 expression in hepatocytes by loss of Notch2 signaling, which led to HCC progression. 
These results suggest that different ligands and receptors have different effects on Notch signaling
 in HCC development.

研究分野： 肝臓学

キーワード： 肝細胞癌　Notchリガンド　Notch受容体　肝線維化　肝星細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌は世界的に死者数の多い癌であり、その治療法開発が待たれる。肝線維化・肝硬変を背景として肝癌は発
生・進展するが、線維化が進行した肝臓においては正常肝と比較し、肝再生能が低下する。このため、肝癌を切
除した場合には、残存肝の再生能が乏しいために術後肝不全を引き起こすリスクを伴う。本研究課題は「肝癌の
抑止」と「線維肝再生」の両方を可能とする治療法の開発基盤を構築することを目的とした。本研究の成果とし
て、線維肝の再生を促進するNotchリガンドJag1からのNotch2シグナルが肝癌の進展を抑止することを明らかに
した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

我が国の肝臓病に対する治療戦略のひとつとして、「肝線維化の進展抑制と線維肝の再生促進」

と同時に「硬変肝からの発癌を抑止する」治療法の開発が喫緊の研究課題である。その理由とし

て、C 型肝炎ウイルスに対して有効な治療法が開発された反面、ウイルス除去後も長期に渡る線

維化状態の持続と、発癌リスクが高いことが挙げられる（J Hepatol 65: 663–665, 2016）。また、

肝硬変を背景とした肝細胞癌を切除した場合には、残存肝の再生能が乏しいために術後肝不全

を引き起こすリスクを伴う。我々はこれまでに、線維肝組織中の筋線維芽細胞に発現する Notch

リガンドの Jag1 が、肝細胞の Notch2 シグナルを活性化させ、線維肝の再生に寄与することを示

してきた (Hepatol Commun 1: 215–229, 2017)。 

一方で Notch シグナルは、種々の臓器の発癌や転移に対して強く関与していることが明らか

になってきた (Nat Rev Cancer 11: 338-351, 2011)。肝細胞癌と Notch シグナルの関連については、

Notch1 または Notch2 細胞内ドメインの過剰発現マウスの解析から、Notch シグナルの活性化が

肝細胞癌に対して、促進的に作用することが示唆されている (Hepatology 3: 942-952, 2015)。しか

し、ノックアウトマウスによる解析の報告が極めて少ないうえ、肝細胞癌進展に関わる Notch リ

ガンド/受容体の選択は未だ明らかとなっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究課題は、肝細胞癌の進展における Notch リガンド/受容体の機能的差異を明らかにし、

「肝細胞癌の進展抑止」と「線維肝の再生促進」を同時に可能とする治療法の開発基盤を構築す

ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 3 週齢のマウスに diethylnitrosamine (DEN)を投与し、肝細胞癌を誘発させた。また、Dll4-flox

マウスに対して、肝細胞特異的に Cre recombinase を発現するアデノ随伴ウイルス（AAV8）を 8

週齢で投与し、後天的かつ肝細胞特異的に Dll4 を欠損させた Dll4-HepKO マウスを作製した。さ

らに、Jag1-flox マウスに Mx-Cre マウスをかけ合わせ、Mx-Cre/Jag1-flox（Jag1-MxKO）マウスを

作製した。同マウスに polyI:C を 8 週齢で投与し、後天的に Jag1 遺伝子を欠損させた。次に、

Notch 受容体による Notch シグナルの差異を検討するため、Notch1, Notch2 それぞれの細胞内ド

メインを過剰発現するアデノ随伴ウイルス（AAV8）を作製し、野生型マウスへ投与し、肝臓の

遺伝子発現変化を DNA マイクロアレイにて解析した。 

 

４．研究成果 

DEN 投与から 10 か月後のマウスにおいて、肝表面に腫瘍の形成が認められた。同肝細胞癌組

織において、Notch シグナルの下流因子 Hes1 が肝癌細胞の細胞核に認められた。また、Hes1 遺

伝子の発現量は Dll4 遺伝子および Jag1 遺伝子の発現量と正の有意な相関を示した（図１）。次

に、両リガンドの発現を免疫組織染色によって解析したところ、腫瘍辺縁の増殖が活発な部位

（Ki67 陽性）の肝癌細胞は Dll4 陽性・Notch1 強陽性・Hes1 強陽性で、周囲の間葉系細胞が Jag1

陰性であるのに対して、中心部へ向かうにしたがって間葉系細胞が Jag1 を発現し、肝癌細胞の

Dll4・Notch1・Hes1・Ki67 発現は減弱し、Notch2 発現が増強した。（図２）。  



 

次に、Dll4-HepKO マウスでは、対照マウスと比較し、肝表面の腫瘍の個数および平均直径が

有意に減少した。同組織を抗 Notch1 抗体および抗 Hes1 抗体によって免疫染色した結果、対照マ

ウスでは肝癌細胞の核に Notch1 および Hes1 の発現が認められたのに対して、Dll4-HepKO マウ

スでは Notch1 の染色性そのものが顕著に低下し、Hes1 の発現は認められなかった（図３）。 

 
 

一方で、Jag1-MxKO マウスは、対照マウスと比較し、肝表面に認められる腫瘍の発生率およ

び個数が有意に上昇していた。同肝細胞癌組織の Hes1 の発現を確認したところ、肝癌細胞に

Hes1 の発現が認められた（図４）。また、Jag1 欠損により肝細胞における Notch2 の核内移行が

消失し、Dll4 の異所的発現が誘導された（図５）。これらのことから、Jag1 は Notch2 シグナルを

活性化させることで、Dll4-Notch1 シグナルを抑制し、肝細胞癌の進展を抑えることが示唆され

た。 

  



 
 

 
 

これらの結果を受け、Notch1 シグナルと Notch2 シグナルの機能的差異について検討した。

AAV8 による Notch1 および Notch2 の肝細胞への過剰発現の結果、Notch1 の過剰発現は Cdk1 な

どの細胞増殖関連遺伝子の発現を上昇させ、Notch2 の過剰発現は Cdkn1a などの細胞増殖抑制遺

伝子の発現を上昇させることを見出した。さらに、Notch1 と Notch2 の両方を過剰発現させた肝

臓では、Cdk1 の発現は対照マウスと同等の発現量を示す一方で、Cdkn1a の発現は顕著に増加し

た（図６）。 

 
  



以上のことから、肝細胞癌進展に対して、肝癌細胞に発現する Dll4 は肝癌細胞自身の Notch1

シグナルを活性化することで促進的に作用し、間葉系細胞に発現する Jag1 は肝癌細胞の Notch2

シグナルを活性化させることで抑制的に作用することが明らかとなった。Jag1-Notch2 シグナル

は線維肝の再生を促進することから、Dll4 と Jag1 の機能的差異を制御することによる「肝細胞

癌の進展抑止」と「線維肝の再生促進」を同時に可能とする分子標的薬の開発など治療アプロー

チを提唱した。 
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