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研究成果の概要（和文）：肝の線維化には、肝星細胞(hepatic stellate cell:HSC)が重要

な役割を担っている。HSC は正常肝では vitamin A を貯蔵し、静止期と呼ばれる状態にある。
肝臓に肝炎ウイルスやアルコールによる慢性的な障害が加わると、肝細胞、Kupffer 細胞、
リンパ球、類洞内皮といった周囲の細胞から分泌されるサイトカインの影響を受け、形質転
換を起こし、増殖能の亢進や細胞外マトリックスを過剰発現する活性化した状態になる。ま
た、活性化した HSC 自体も様々なサイトカインを分泌し、オートクライン・パラクラインに
肝臓の炎症および線維化を増悪させる。当該研究課題では、 ADAM (A disintegrin 
metaloprotenase) family の knock-down inducible clone による同所移植モデルを用いて、
肝癌細胞－活性型肝星細胞間の「がん－間質相互作用」における ADAM family の役割につい
て in vivo で解析を試みた。テトラサイクリン添加時に ADAM family（ADAM17）を knockdown
することが可能な、ヒト肝癌細胞(Tet-kADAM-HepG2)、ヒト活性型星細胞 (Tet-kADAM-LI-90)
の作製を試みた。当所，knockdown 効率が不良で vector の種類を Invitrogen から Clonetech
に変更して効率の良いクローンを選択した．Tet-kADAM-LI-90 および Tet-kADAM-HepG2 と親
株である LI-90/HepG2 の相互 co culture では，がん間質相互作用による，細胞運動能，増殖
能の低下が確認された．ADAM17 は肝癌－肝星細胞間の相互作用に重要な役割を果たし，分子
標的治療薬のターゲットに成り得ることが示された． 
 
研究成果の概要（英文）：We have attempted to develop the model of relationship between 
hepatocellular carcinoma and hepatic stellate cells. For the purpose, we constructed two 
inducible clones (Tet-kADAM-HepG2 and Tet-kADAM-LI-90). However, both we failed to the 
cloning of both transfectans. We generated other clones using another system, co-culture 
markedly decrease tumor cell growth and invasion activity. Thus, the relationships 
between HSC and hepatocellular carcinoma might contribute to hepatocellular carcinoma 
development. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 本邦における肝炎ウイルスの汚染率は

高く、肝炎・肝硬変などの肝線維症を経て肝
癌を発症する例が多く、大きな社会的問題と
なっている。肝の線維化には、肝星細胞
(hepatic stellate cell:HSC)が重要な役割
を担っている。HSC は正常肝では vitamin A
を貯蔵し、静止期と呼ばれる状態にある。肝
臓に肝炎ウイルスやアルコールによる慢性
的な障害が加わると、肝細胞、Kupffer 細胞、
リンパ球、類洞内皮といった周囲の細胞から
分泌されるサイトカインの影響を受け、形質
転換を起こし、増殖能の亢進や細胞外マトリ
ックスを過剰発現する活性化した状態にな
る。また、活性化した HSC 自体も様々なサイ
トカインを分泌し、オートクライン・パラク
ラインに肝臓の炎症および線維化を増悪さ
せる。 
このような肝線維症を背景に発症する肝

癌において、背景肝に存在する活性型 HSC か
ら放出される液性因子は、がん細胞の増殖・
浸潤・転移能といったがんの生物学的特性に
反映され、患者の生命予後に大きな影響をお
よぼす。肝癌において、背景肝と肝癌細胞間
に生じる「がん－間質相互作用」を制御する
ことは、肝癌の治療戦略を考える上において
も重要なことである。 

当研究室では、in vitro において HSC の形
質転換や肝癌細胞の増殖・浸潤能に、膜型の
メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る ADAM (A 
disintegrin metaloprotenase) 17 が重要な
役割を担っていることを明らかにしてきた。
活性型 HSC で過剰発現している ADAM17 は、
細胞膜上の TNFα をプロセシングし、オート
クラインあるいはジャクスタクライン的に
HSC の活性化を誘導する。肝癌細胞株で過剰
発 現 し て い る ADAM17 の 抑 制 は 、 G 
protein-coupled receptors 刺激による EGFR
とのクロストークを遮断し、肝癌細胞株の増
殖・浸潤能を抑制する。また、Mazzocca らが
活性型 HSC から分泌される ADAM 9-S が、転
移性肝癌の浸潤を促進することを示した。 

ADAM family は、肝癌細胞とその背景肝に
存在する活性型 HSCの「がん－間質相互作用」
に重要な役割を担っている可能性がある。し
かし、これまでの報告はいずれも in vitro
の実験結果による推測であり、in vivo での
詳細な研究報告はない。当該研究課題では、
ADAM family の knock-down inducible clone
による同所移植モデルを用いて、肝癌細胞－
活性型肝星細胞間の「がん－間質相互作用」
における ADAM familyの役割について in vivo
で解析した。 
 
 
 

２． 研究の目的 
 
肝細胞癌と背景肝の活性型肝星細胞

（hepatic stellate cell: HSC）間に生じて
いる「がん－間質相互作用」において、ADAM 
(disintegrin and metalloproteinase)が主
要な役割を担っていることを明らかにする
ために、肝癌同所移植モデルを用いて解析す
る。 

３． 当該研究課題では、SCID マウスにヒト肝細胞
癌株およびヒト肝星細胞株を移植する、同所
異種移植モデルを作成して、conditional に
ADAM family を knock-down することで、in 
vivo におけるがん－間質相互作用に対する
影響を観察する。この研究は以下の Step で
行われる。 
 
STEP1: Inducible cloneの作成：テトラ
サイクリン添加時に ADAM familyを knock 
downすることが可能な、ヒト肝癌細胞
(Tet-kADAM-HepG2) 、 ヒ ト 活 性 型 星 細 胞 
(Tet-kADAM-LI-90)を作製する。 
 
STEP2: Inducible cloneの co-culture
による相互作用の解析: Tet-kADAM-HepG2、
Tet-kADAM-LI-90 を 、 各 々 の Mock 
transfectantと共培養し、テトラサイクリン
存在下で、細胞の増殖・浸潤・遊走能に与え
る影響、およびそのシグナル伝達系を解析す
る。 
 
STEP3: Inducible cloneによる同所異
種移植モデルの確立： Tet-kADAM-HepG2、
Tet-kADAM-LI-90を用いて同所異種移植モデ
ルを作成する。VectorにsiRNAと同時に組み
込んであるEmGFPを指標に、がん－間質相互
作用を生じている部分を特定し、組織学的解
析・分子機構の解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 
（１） HSC の分離・培養 

Block-it Pol II miR RNAi Expression 
Vector(invitrogen) を 改 変 し 、 tet-on 
RER/EmGFP/ADAM-block insertを作製し、
pAd/CMV/V5-DEST(invitrogen)に組込む。 
本 Vector は図に示すように、ADAM family

を knock-down する siRNA と EmGFP 蛋白を同
時に発現するようにデザインされている。こ
れまでに HepG2 を用いて、ADAM17 に関しても
knock-downする Tet-kADAM17-HepG2を作製す
る。 
 



 

 

 
ADAM17 に加えて、3 つの ADAM family につ

いて（ADAM9, 10, 12）vector を作製し、２
種類の細胞（HepG2, LI-90）の inducible 
knock-down clone を作製 する。各 々の
inducible knock-down clone について、ADAM
の mRNA/protein での発現レベルの定量は勿
論のこと、「がん－間質相互作用」を担うと
推測される TNFα、ADAM によってプロセシン
グされ細胞の増殖に影響を与えると推測さ
れ る 、 HB-EGF 、 TNFα 、 amphiregulin, 
epiregulin の発現レベルを定量 PCR および、
western blot で解析する。また、これらの分
子については培養上清中の濃度も ELISAで測
定する。 
また、肝 癌細胞 の増殖は ATP assay 

(Promega)で評価し、浸潤転移能の評価には
Matrigel invasion assay (BD Biosciences)
あるいは wound healing assay で評価する。 
さらに、細胞増殖のシグナル解析に関して

は、MAPK 系を、浸潤転移能のシグナル伝達系
は Rho/Rac の解析を行う。 
 
（２）Inducible clone による同所異種移植
モデルを用いた解析 
 
肝癌細胞株の SCID マウス同所異種移植モ

デル作製に関する予備実験で決定した条件
下で、ジメチルニトロソアミンによる肝炎刺
激を生じさせる。解析項目は colony 数、腫
瘍量、免疫組織学的評価 (ADAM 蛋白、 HB-EGF、
TNFα、amphiregulin, epiregulin の発現と
desmin を指標とした活性型 HSC の数)、分子
機構に関する解析。以上に関して、テトラサ
イクリン刺激下と非刺激下で比較する。 
 
４． 研究成果 
 
（１）inducible クローンの作製 
 
研究当初 Invitrogen の vector を用いて、

ヒト肝癌細胞(Tet-kADAM-HepG2)およびヒト
活性型星細胞 (Tet-kADAM-LI-90)の作製を
試みた。しかし，knockdown 効率が不良であ
り、Clonetech に変更した。ここまでの間研
究の１年半を費やし、同所異種移植モデルの
検討が研究期間内に終了しなかった。 

（２）肝癌培養細胞株 inducible clone での
HSC との co-culture による細胞増殖能・運動
能に与える影響 
 
 両者を各々別に induce した細胞を相手方
の親細胞株と別個に 12 時間 co-culture し、
細胞の運動能・増殖能を評価した。ADAM17 の
induce は、肝癌細胞株 Tet-kADAM-HepG2 単独
でもその細胞の増殖能・運動能を増加させた．
さらに HSC との co-culture ではさらにその
運動能・増殖能を増加させた。同様に HSC の
ADAM17 induce でも。このことは、活性型 HSC
の ADAM17 induce でも HepG2 の運動能・増殖
能を増加させた。以上のことは肝癌細胞株の
増殖能・運動能は自身の ADAM17 の分泌ばか
りでなく、周囲の活性型の HSC から分泌され
る ADAM17 にも影響を受けることが明らかと
なった。 
 

 
 
（３）SCID マウス同所異種移植モデル作製 
 
 現 在 ま で に SCID マ ウ ス で
Tet-kADAM-HepG2 の正着は確認できたが、
induce が不十分で、肝臓組織内での薬物代
謝がその影響と考えられた．本モデルの確
立のためにはさらなる工夫が必要であった。 
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