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研究成果の概要（和文）：本研究では遺伝子導入による肝がんモデルにおいて、新規治療法の開発を行った。複
数の肝がんモデルを解析することで、NotchシグナルとMyc、シグナル分子A、幹細胞性の３種類の治療標的を明
らかにした。試験管内での検討により、それらを標的とした治療の有効性が確認された。動物モデルを用いた検
討では、Mycを分子的に阻害することで、強い治療的な効果が確認された。しかしながら、薬剤による検討にお
いては、幹細胞性を標的とした治療方法において部分的に効果が見られたものの、それら治療の動物モデルによ
る前臨床段階での明らかな治療効果を証明するには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, new treatment methods were developed using gene-introduced 
liver cancer models. By analyzing multiple liver cancer models, three therapeutic targets were 
identified: Notch signaling and Myc, signal molecule A, as well as stem cell properties. In vitro 
studies confirmed the efficacy of treatments targeting these factors. In animal model studies, 
significant therapeutic effects were observed by molecularly inhibiting Myc. However, while partial 
effects were seen in treatments targeting stem cell properties in drug studies, clear therapeutic 
effects in preclinical stages using animal models could not be demonstrated.

研究分野：実験病理学

キーワード： 肝癌　肝細胞癌　胆管細胞癌　Sleeping Beautyトランスポゾン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は有効な分子標的治療薬に乏しく治療に難渋することの多い肝がんに対する新規分子標的治療のシーズ探
索を目的とした。特に、前臨床段階の遺伝子導入動物モデルによる治療効果の証明までを目標としていたが、残
念ながら動物モデルで治療効果を証明するまでには至らなかった。しかしながら、今回検討した３種類の治療方
法は試験管内や動物モデルで部分的に治療効果が証明され、その作用点も明らかにすることができた。今後、薬
剤の種類や投与方法を工夫し、生体内での有効性を検討するとともに、これらの作用点を患者検体で検討するこ
とで、本研究成果をシーズとして新規治療戦略へと発展させていきたい。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 肝がんは、主に肝細胞癌 (hepatocellular carcinoma, HCC) と肝内胆管癌 (intrahepatic 
cholangiocarcinoma, ICC) の２種類の組織型からなる。肝がんは膵がんに次いで予後が悪い腫
瘍であるが、その原因のひとつは進行例に対して高い有効性を示す分子標的治療がないことで
ある。HCC に対しては、マルチキナーゼ阻害剤が用いられるが、それらはバイオマーカーに基づ
くものではなく、十分な効果があるとは言い難い (引用文献①)。また、ICC に対しては FGFR 遺
伝子異常に対する FGFR 阻害剤が用いられているが、その有効性はまだ十分に証明されていなか
ったことに加え、FGFR に異常のない ICC も多数存在している (②,③)。 
 
(2) 本研究代表者は、Sleeping Beauty (SB)トランスポゾンを用い、複数のがん関連遺伝子を
マウス肝細胞に生体内で導入することで肝腫瘍を誘導し、肝腫瘍の病理学的解析を通してがん
関連遺伝子の肝発がんにおける役割を明らかにしていた。特に、1 ミリストイル化 AKT(myrAKT)
と恒常活性化型 YAPS127A により誘導される ICC モデル (AKT/YAP モデル) (④)、2 myrAKT と恒
常活性化型 HRAS (HRASV12D) により誘導される高分化型 HCC モデル (AKT/HRAS モデル) (⑤)お
よび3 HRASV12Dとc-Mycにより誘導される幹細胞性を示すHCCモデル (HRAS/Mycモデル) (⑤、
⑥) の３つの異なる特徴を示す ICC および HCC モデルを確立していた。 
 
(3) SB トランスポゾンによるマウス肝発がんモデルを用いた分子標的治療の開発が行われて
きており、一定の成果を挙げていた。本研究代表者がこれまでに確立してきた SB トランスポゾ
ン肝がんモデルにおいて、導入遺伝子の組み合わせに特異的かつその発がんに重要な役割を果
たすシグナル伝達経路がその下流で複数活性化してくることを見出していた。それら背景を踏
まえて、「シグナル伝達経路の活性化をバイオマーカーとしそれを標的とした新規治療法を開発
できる」という発想を得ていた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、SB誘導性マウス肝腫瘍を前臨床モデルとして使用し、臨床的に応用可能な肝がんの
バイオマーカーに基づく有効な分子標的治療薬の組み合わせを見つけることを目的とする 
 
３．研究の方法 
(1) SB トランスポゾン肝発癌モデル 
 SB13 トランスポゼース発現プラスミドとトランスポゼースにより認識されるがん遺伝子等を
含むプラスミドを用いた。SB13 と遺伝子を含むプラスミドのモル比は 1:2 で、２つの遺伝子を
同時に導入する際は総量 25 µgを 2.5 mL のリンゲル液に融解した。肝細胞にプラスミドを導入
するために、雄性 C57BL/6J マウスの尾静脈より 5－8 秒でプラスミド液を注射した。 
 
(2) 肝腫瘍の組織学的な解析 
 マウスを、毎週体重を計測しつつ、腹部膨満等の肝腫瘍形成の兆候がないか継続的に観察した。
深麻酔したマウスから、門脈から肝臓を ice-cold PBS で灌流した後に、肝組織および肺組織を
採取した。組織は、一部を未固定のまま RNA 抽出用に-80ºCで保存し、4%リン酸緩衝ホルマリン
で固定後パラフィン包埋し、薄切切片を作成した。切片を用いて、形態観察の為にヘマトキシリ
ン・エオジン染色と蛋白質発現検討の為に免疫染色を行った。 
 
(3) 肝腫瘍細胞株の樹立 
 SB トランスポゾンで肝腫瘍を誘導したマウスより肝腫瘍組織を採取し、無菌的にハサミにて
細切し、コラゲナーゼにて 37ºC、1時間処理後、セルストレーナーを通した後 10%FBS 添加 DMEM
培地で培養し、肝腫瘍細胞株を樹立した。 
 
(4) 肝腫瘍細胞株を用いた薬剤スクリーニング 
 SB トランスポゾン誘導肝腫瘍より樹立した細胞株を 96 well plate に 1 ウェルあたり 1,000-
2,000 個播種し、播種 1 日後より３日間スクリーニングに用いる薬剤を複数の濃度で処理した。
生細胞数は WST-8 法にて評価した。 
 
(5) SB トランスポゾン肝発癌モデルを用いた薬剤効果の評価 
 SB トランスポゾンによる肝発癌誘導直後または 3 週間後より、薬剤を経口または腹腔内投与
し、経時的に体重計測および健康状態観察、in vivoイメージングによる腫瘍量の評価を行った。
SB トランスポゾンに用いるプラスミドは、ルシフェリン遺伝子も発現する様に設計されている
ので、in vivo イメージングによる腫瘍量の評価では、ルシフェリンによる化学発光を IVIS in 
vivo イメージングシステムで検出・定量した。 
 投与実験終了時には、肝重量および体重を計測し、肝／体重比を算出し、薬剤の腫瘍サイズに
対する効果の評価を行った。また、肝組織は、一部を未固定のまま RNA 抽出用に-80ºCで保存し、
4%リン酸緩衝ホルマリンで固定後パラフィン包埋し、薄切切片を作成した。切片を用いて、形態



観察の為にヘマトキシリン・エオジン染色と蛋白質発現検討の為に免疫染色を行った。 
 
(6) 組織学的腫瘍細胞サイズの評価 
 組織学的な腫瘍細胞のサイズの評価は、HE 染色標本の顕微鏡画像を撮影し、ImageJ にて腫瘍
細胞のサイズを計測した。 
 
４．研究成果 
(1) AKT と YAP により誘導される ICC に対する治療法に関して検討を行った。活性化型 AKT と
活性化型 YAP を組み合わせると ICC が誘導され、その際に Notch 経路と Myc が活性化すること
を報告していた（④）。そこで、Notch 経路を抑制する γセクレターゼ阻害剤 RO4929097 (RO)と
c-Myc の働きを抑制する BET 阻害剤 OTX-015 (OTX) の組み合わせ効果を検討した。まず、AKT と
YAP で誘導したマウス ICC より、細胞株を樹立した。RO と OTX の組み合わせは、AKT/YAP 細胞株
に対し増殖抑制効果を示した。この発癌過程における c-Myc 阻害の影響を検討するために、c-
Myc の転写活性を阻害する蛋白質 MadMyc を AKT と YAP とともに SB でマウス肝細胞に導入した。
MadMyc の導入は、AKT/YAP 腫瘍の発癌を著しく抑制し、AKT/YAP 誘導 ICC において c-Myc は重要
な役割を果たしていることが明らかになった。AKT と YAP で腫瘍を誘導したマウスに RO と OTX
を投与したが、それら薬剤による腫瘍抑制効果は明らかではなかった。 
 
(2) 病理組織標本を使用した検討により、AKT と YAP で誘導した ICC 組織において、シグナル
Aが活性化していることを明らかにした。AKT/YAP 細胞株を用いた薬剤スクリーニングで、薬剤
A がシグナル A を抑制することを明らかにした。更に、AKT と YAP の組み合わせで ICC を誘導
したマウスに遺伝子導入後 3 週間より薬剤 A を投与し薬剤 A の生体内での効果を検討した。in 
vivo イメージングで、薬剤 A 投与による腫瘍量の評価を行ったが、薬剤非投与群と差がみられ
なかった。また、屠殺時の肝重量および肝／体重比いずれも薬剤 A の投与で変化がみられなか
った。更に、組織学的な検討も行ったが、薬剤 Aは腫瘍の組織像に影響を及ぼさなかった。 
 
(3) HRAS と Myc により誘導される幹細胞／肝芽細胞様の性質を示す肝腫瘍に対して、過去に腫
瘍細胞の幹細胞性を抑制し分化を誘導するはたらきがあることが報告されている薬剤 X の効果
を検討した。HRAS/Myc を肝臓に導入したマウスに対し薬剤 Xを投与した実験に関して、肝重量、
体重および組織標本を用いた形態的な解析を行なった。腫瘍量を反映する肝／体重比において
は、非投与群に比べ投与群で有意な減少は認められなかった。薬剤 Xの投与により有意な軽度の
体重減少（非投与群: 22.32g±0.40 vs 投与群: 21.35±0.41）が認められたので、肝重量のみ
で比較してみたが肝重量の減少傾向がみられたものの有意な差はみられなかった（非投与群: 
6.88±0.50 vs 投与群: 6.50±1.33）。一方で、組織学的な検討においては、非投与群に比べ投
与群の腫瘍細胞は大きい傾向がみられた。実際に、腫瘍サイズを計測し比較したところ、投与群
の腫瘍細胞は非投与群より有意に大きかった。以上の検討の結果、薬剤 Xは HRAS/Myc 腫瘍の腫
瘍量に明らかな効果を示さなかったが、腫瘍形態には大きな効果を示すことが明らかになった。 
 
(4) 本研究を通して、AKT と YAP の ICC モデルで Notch 経路、c-Myc、シグナル Aが活性化して
おり、治療の標的となりうることが明らかになった。また、HRAS と Myc による幹細胞／肝芽細
胞様の HCC において、薬剤 Xが分化を誘導することが示唆された。更に、in vivo における Myc
を抑制する MadMyc 遺伝子導入は、明確な腫瘍抑制効果が見られた。しかしながら、３種類の in 
vivo での薬剤投与実験では、いずれにおいても明確な腫瘍縮小効果が得られなかった。in vitro
での検討、in vivo の遺伝子導入での検討においては、標的分子阻害により腫瘍を抑制する効果
がみられ、それら分子標的治療の端緒が得られた。一方で、in vivo での前臨床的な薬剤投与実
験では治療効果が得られず、薬剤投与方法等の更なる検討が必要であった。 
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