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研究成果の概要：(1)ChM-I cDNA を組み込んだ発現ベクターを作成後、肝細胞癌株に遺伝子導
入したが,transfectant における ChM-I がごく僅かであり、現在、再検討中である。（2）Wistar 
系ラットを用い、総胆管結紮による黄疸肝モデルにて 70％肝切除を行ったところ、閉塞性黄疸
ではすでに Hepatic stellate cellsの活性化を認め、肝切除後には残肝組織での HGF 産生のピーク
が消失、さらに抑制因子である TGF-β1 の産生が高く、肝再生の遅延がおこると考えられ、し
たがってこれらの因子の manupulation することにより肝再生促進の可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）血管新生は、固形腫瘍の増大・進展、

さらには、予後にかかわる重要な因子である

ことが、明らかにされている。現在まで、多

くの悪性腫瘍について研究がなされてきた

が、血管新生の過程にはさまざまな細胞間シ

グナル分子が介在し、かつ、促進因子と抑制

因子のバランスの上で成り立っているとさ

れる。したがって、癌治療としては、血管新

生抑制因子の導入、あるいは、促進因子を制

御する戦略が考えられる。 

（２）肝臓という臓器の再生現象を解き明か

すうえで、類洞壁細胞の増殖・再生機序を解

き明かすこと、とくに増殖した肝実質細胞へ

の血液供給のための類洞の増殖過程の究明は

必要不可欠と考える。増殖正負の因子である

VEGF、Angiopoietin-1,-2、さらには HGF、TGFβ
を制御し、肝硬変、黄疸肝切除後の肝再生促

進を誘導する手法について展開したい。 

 



 
２．研究の目的 
（１）軟骨の無血管性に着目して発見された

血管侵入抵抗性組織に特異的に発現する

chondromodulin-I (ChM-I)を用いて、癌の増

殖抑制についてのさらなる研究を進めていき

たい。これまでの報告では、軟骨肉腫におい

ては、腫瘍での ChM-I の発現は消失しており、

その投与により、血管進入阻害に基づいた抗

腫瘍効果が認められたとしている。ChM-I は、

既存の血管内皮細胞が増殖因子からのシグナ

ルに応答して起こすとされる血管基底膜、細

胞外基質の破壊、内皮細胞の遊走、増殖、管

腔形成といったほとんどすべての血管新生に

関わるステップに抑制作用をもつと考えられ、

肝細胞癌（HCC）などの hypervascular な腫

瘍においては、強力な増殖抑制効果も期待さ

れる。そこで、ChM-I cDNA をアデノウイルス

ベクターに組み込み、まずは、in vitro での

肝細胞癌株に遺伝子導入し、ChM-I が発現の

されることを確認し、そして、マトリジェル

上にて血管内皮と混合培養し、その増殖抑制

効果を検討する。 

（２）我々は、肝切除後の再生肝における類

洞 の 伸 長 過 程 に お い て VEGF 、

Angiopoietin-1,-2,その受容体を介した各細

胞間の cross talk を解析し、さらには、黄疸

肝切除後における肝再生を増殖因子、抑制因

子の面から検討し、報告した。肝切除後の類

洞再生過程は、肝細胞から VEGF の産生がお

こり、類洞内皮細胞膜上の発現の亢進した受

容体に作用し、肝細胞増殖に遅れて類洞内皮

細胞の増殖が誘導され、増殖肝細胞の群塊の

なかに類洞内皮細胞が侵入、正常な肝細胞と

類洞の関係が回復することを我々は提唱した。

さらには血管内皮細胞の発芽、成熟、安定を

TIE-2 受 容 体 を 介 し て 調 節 す る 

Angiopoietin-Tie system は、VEGF system に

やや遅れ作用すること、つまり、肝再生後期

に Ito 細胞にて、Ang-1 の産生が亢進し、類

洞の安定化を導き、さらには、VEGF 非存在下

の ang-2 の発現により、アポトーシスが誘導、

血管の退縮、類洞のリモデリングが完成する

ことも最近、報告した。今後もこの一連の研

究をさらに進め、VEGF、Angiopoietin-1,-2、

さらには、増殖正負の因子である HGF、TGFb

を制御し、肝硬変、黄疸肝切除後の肝再生促

進を誘導する手法について展開したい。 

 
３．研究の方法 
（1）血管新生を制御する細胞間シグナル分子

の調節による抗腫瘍療法の試み：   

 Invitrogen の ViraPower adenoviral 

expression system を用い、制限型アデノウ

イルスを２９３細胞で増殖させ、ChM-IcDNA 

（シークエンスはすでに入手ずみ）組み込み、

HEPG2 細胞(ヒト肝細胞癌株)、CT-26 細胞

(BALB/c マウス大腸癌株)にトランスフェク

ションする。その発現の程度を、ノーザンブ

ロット法、さらには、ChM-I 抗体（SantCruz）

を用いたウェスタンブロット、免疫染色法な

どで解析する。遺伝子導入効率も検討する。

ベクターの開発ができれば、肝細胞株（Ang-2

陽性）、CT-26 細胞(BALB/c マウス大腸癌株)、

線維芽細胞株に取り込ませ、その発現の違い

をフローサイトメトリーで評価する。さらに、

それらの transfectant をマトリジェル上で、

血管内皮細胞（HUVEC）と混合培養し、血管

内皮細胞の増殖能をチミジンの取り込みか

ら、評価するとともに、管腔様構造などの形

態学的変化も検討したいと考えている。 

（２）黄疸肝、硬変肝の肝切除後肝再生促進の

試み： 

 Wistar 系ラット（200-250ｇ）を用い、総

胆管結紮による黄疸肝モデル、さらに四塩化

炭素を投与した肝硬変モデルを作成し、それ

ぞれに７０％肝切除を行い，肝切除前，直後、

３，６，１２，２４，７２，１２０時間後に

以下の検討を行う。 

①再生肝組織より凍結切片を作製し，抗 VEGF

抗体、抗 Ang1 抗体, Ang2 抗体, 及び，TIE2 抗

体、さらには、抗 HGF 抗体を用い，それぞれ

の蛋白の発現を経時的に評価、また同時に 再

生肝組織より mRNA を分離し、RT-PCR 法を用

いて，VEGF、 Ang1、 Ang2、及び TIE2、HGF の

mRNA の発現の推移を検討し、正常肝ラットの



その発現の推移と比較検討する。 

②この実験結果の data を解析し、これまでの肝

切除後の肝細胞，類洞内皮細胞のそれぞれの

PCNA labeling の data を加え、黄疸肝、硬変肝

の肝切除後肝再生遅延の原因となる因子を解明

する。さらに、その解析より、VEGF、 Ang2、HGF

をどの時期にどのようなかたちで投与・補充す

れば、再生過程の遅延が回復し、正常肝と同様

な再生過程がえられるか考察する。 

③リコンビナント VEGF、 Ang2、HGF を至適時期

に投与（静注あるいは、腹腔内）、さらには、浸

透圧ポンプによる抗 TGFβ中和抗体の持続投与
も考慮し、その再生過程（肝重量、PCNA labeling 

index）を正常肝群の肝再生と比較・検討する。 
 

 
４．研究成果 
(1）血管新生を制御する細胞間シグナル分子の調節

による抗腫瘍療法の試み： 

ChM-I cDNA を pcDNA プラスミドベクターに組み込ん

だ発現ベクターを作成後、まずは、in vitro での

HEPG2 細胞(ヒト肝細胞癌株)に遺伝子導入し、ChM-I

が発現したstable tranfectant作成する計画であっ

たが,transfectant における ChM-I がごく僅かであ

り、現在、繰り返し実験を行い、再検討中である。 

（2）黄疸肝、硬変肝の肝切除後肝再生促進の試み： 

Wistar 系ラット（200-250ｇ）を用い、総胆管結紮

による黄疸肝モデル（OJ 群）を作成し、それぞれに

70％肝切除を行い，肝切除施行前後に経時的に肝組

織を採取し、再生肝重量、PCNA Labelling Index、

増殖因子の発現を RT-PCR にて評価した。結果：BDL

２週群にて肝組織中の HGF, VEGF mRNA の発現は増加。

さらに TGF-β1mRNA の発現も sham 群に比し有意に亢

進しており、TGF-β1 は Hepatic stellate cells (HSCs)に

て強発現していた。OJ群では肝切除前よりPCNA L.I.

が sham 群に比して高く、肝切除後の肝再生は遅延し

ていた(図１)。さらに、TGF-β1mRNA の発現は sham

群に比し、肝切除前から肝切除後 48 時間まで有意に

高値であった。sham 群では肝切除後に HGF mRNA 発

現の急激な上昇を認め、12-24 時間にピークとなっ

たのに対し、OJ 群ではその発現のピークは消失して

いた。結論：閉塞性黄疸ではすでに HSC が活性化を

認め、肝切除後には HGF のピークが消失、さらに抑

制因子である TGF-β1 の産生が高く、これらにより肝

再生の遅延がおこると考えられた。    
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