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研究成果の概要（和文）：Choline-deficient L-amino acid-defined食でラットを飼育する「肝発癌肝硬変モデ
ル」において、鉄キレート剤(DFO)投与は病態を抑制させる傾向であったが、ラット骨髄MSC効果についてはMSC
継代数等の条件検討が必要であった。そこでDFOの抗腫瘍機序を癌細胞株で解析したところ、DFO耐性癌細胞株で
は解糖系への代謝シフトにより乳酸産生の増加が引き起こされていた。以上より、DFO抗腫瘍効果は癌微小環境
の乳酸濃度上昇が少ない方が高くなると考えられ、MSCが癌細胞株の解糖系シフトを抑制させる新たな作用機序
が想起された。

研究成果の概要（英文）：In rats fed with choline-deficient L-amino acid-defined diet, developing 
cirrhosis with liver tumors, iron chelator treatment tended to suppress the tumor development, but 
further investigation of the effects of MSCs including MSC passages was necessary. On the other 
hand, in the iron chelator-resistant cancer cell line, an increase in lactate production was caused 
by a metabolic shift to the glycolytic pathway, showing that the anti-tumor effect of iron chelator 
was enhanced when the lactate concentration in the cancer microenvironment was lower. Therefore, 
these results suggest that MSCs may have a novel effect of suppressing the glycolytic shift of 
hepatocellular carcinoma cells in liver cirrhosis.

研究分野： 消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝臓領域のアンメット・メディカルニーズのひとつは「分子標的薬投与ができない肝予備能不良例(Child-Pugh 
B)における切除不能進行肝細胞癌」である。今回、ラット肝発癌肝硬変モデルおよび細胞共培養系により鉄キレ
ート剤の抗腫瘍メカニズムを検証することができ、新たなMSC抗腫瘍機序を想起することができ、今後のハイブ
リッド療法の開発につながる。

※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 

医学が進歩し新薬開発が盛んな今日であっても「アンメット・メディカルニーズ」、治療法が
ない疾患に対する医療ニーズが存在する。なかでも切除不能な進行肝細胞癌治療においては分
子標的薬が薬事承認され免疫チェックポイント阻害剤を加えたプロトコル開発が行われている
ものの、肝予備能良好例(Child-Pugh A)に適応が限定されている。したがって、肝予備能不良例
(Child-Pugh B)における切除不能な進行肝細胞癌は、明確な「アンメット・メディカルニーズ」
である。一方、鉄は生体の DNA 合成に必須の元素であることから、癌状態では DNA 合成が盛
んとなるため多くの鉄を必要とし、肝細胞癌でも同様であることが知られている(Takami T, et 
al. J Clin Biochem Nutr. 2011)。そこで研究協力者の坂井田および山﨑らは、肝細胞癌治療には
鉄 除 去 が 有 効 な の で は な い か と 着 想 し 、 進 行 肝 細 胞 癌 に 対 す る 鉄 キ レ ー ト 剤
Deferoxamine(DFO) 肝 動 注 投 与 が 有 用 で あ る こ と を 世 界 に 先 駆 け て 報 告 し た (N Engl J 
Med.365:576-8 2011)。また我々は、非代償性肝硬変症に対する肝臓再生療法として、イヌ肝線
維化モデルで培養自己骨髄 MSC 末梢静脈投与の肝臓再生効果を実証し、2014 年 8 月からの
Phase I 臨床研究で安全性を確認した。さらに本研究申請時（2019 年）は、肝細胞癌合併のない
非代償性肝硬変症を対象に、より治療効果を高めた「培養自己骨髄 MSC 肝動脈投与療法」の臨
床研究を行っている。 
 
２．研究の目的 
非代償性肝硬変症を背景に持つ進行肝細胞癌に対して「抗癌作用としての鉄キレート肝動注治
療」と「肝機能サポートとしての培養骨髄 MSC 肝動脈投与療法」のハイブリット療法の有効性
をラット肝硬変合併肝癌モデルで検証し、ハイブリッド療法の治療メカニズムを解明する。さら
に DFO 耐性株のどの代謝ターゲットが癌細胞の生存にとって重要なのかを明らかにすること
により、鉄キレート剤と MSC 併用効果を高める方法を開発する。 
 
３．研究の方法 
3-1 ラット肝硬変合併肝癌モデル 

投与 28 週時点で高率に肝硬変と肝癌を合併することが確認できている「ラット肝硬変合併肝
癌モデル（オス Wister Rat に対して choline-deficient L-amino acid-defined(CDAA)食で飼育す
る）」に対して、CDAA 食 28 週飼育時点より DFO 腹腔内投与を開始し、さらに同種同系培養
骨髄 MSC 投与を行い、肝線維化や肝発癌動態を組織学的に評価する。 
3-2 増殖アッセイ 

HeLa 細胞を 1 ウェルあたり 3,000 個の MSC を有する 96 ウェルプレートに DFO 添加し、
Incucyte HD イメージングシステム（Essen BioScience, Ann Arbor, MI）を用いて細胞の面積を
測定することにより細胞増殖を測定する。 
3-3 ウェスタンブロット 

細胞溶解バッファーは、62.5mM Tris-HCl（pH6.8）、4%ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、
200mM ジチオスレイトールで調製し、電気泳動は 12%アクリルアミドゲルで実施する。その
後、タンパク質をポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜に移し、5％脱脂乳を用いた非特異的エピ
トープブロッキングを施した後、抗体を一晩反応させる。 
3-4 メタボローム解析 

細胞ペレットをメタノール抽出し、正、負または極性イオンモードでの超高性能液体クロマト



グラフィー／質量分析（UHPLC／MS）およびガスクロマトグラフィー／質量分析（GC／MS）
により解析する。 
3-5 トータル RNA の単離と SAGE 解析 

TRIzol Reagent（Life Technology）を用いて全 RNA を単離する。RNA は定量し、Experion 
System（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA）で品質を確認する。ライブラリは Ion Ampliseq 
Transcriptome Human Gene Expression Kit（Life Technologies）を使用し、Ion Proton 次世代
シーケンサーライブラリーを作成し、Ion PI IC 200 Kit（Life Technologies）および Ion PI Chip 
Kit v2 BC を使用して、Ion Proton 次世代シーケンサーによるシーケンサー解析を行う。 
 
４．研究成果 
4-1 鉄キレート剤投与はラット肝病態進展抑制傾向がある 

ラット CDAA 食モデルに対する DFO 腹腔内反復投与により肝病態抑制傾向を認めた。一方、
骨髄 MSC 投与は明らかな変化がなく、より細胞継代数の少ない（高品質な）MSC をより多く
投与する等の改良が必要であると考えられた。 
4-2 HeLa 細胞に DFO を投与すると増殖能の低下とミトコンドリア活性の低下がおこる 

ラット in vivo 研究を補
完するため、DFO耐性癌細
胞株解析を並行で行うこ
ととした。初めに広く癌研
究に用いられている HeLa
細胞を用いて DFO の増殖
に及ぼす影響を評価した。 

DFO の濃度依存的に増
殖抑制が認められ、特に
100µM 以上では著明な増
殖 抑 制 が 認 め ら れ た ( 図
1A)。フラックスアナライ
ザ ー で Oxygen 
consumption rate (OCR)
を評価したところ、DFOの
濃度依存的に OCR の低下
が認められた(図 1B)。さら
に Extracellular 
Acidification Rate (ECAR) 

/OCR 比 を 評 価 す る と
DFO の 濃 度 依 存 的 に
Glycolytic になり、また less 
metabolic に な っ た ( 図
1C)。DFO 投与による遺伝
子発現変化を SAGE 解析で評価し Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 解析を行ったところ、
upstream regulator として鉄キレートによる HIF1αの蓄積および活性化や、EGLN (Egl Nine 
Homolog)の抑制があげられた(図 1D)。Pathway 解析では Hypoxia signaling の他にタンパク合



成低下を示唆する EIF2 signaling、tRNA Charging の変化や cell cycle checkpoint regulation など
の細胞増殖に関わるパスウェイや mitochondrial dysfunction などミトコンドリアに関わるパス
ウェイの変化が認められた(図 1E)。 
4-3 HeLa 細胞株では核酸サルベージ回路、de novo 合成、解糖系を亢進させ、ミトコンドリア代
謝を低下させることが DFO 投与下で生存に有利になる 

DFO 耐性 HeLa 細胞
株の作成のため DFO 濃
度を徐々に上昇させ約
6 か月かけ耐性株を確
立した(図 2A)。親株と
DFO 耐性株それぞれに
ついて DFO100μM 投
与の有無による代謝変
化をメタボローム解析
で評価した。PCA 解析
では親株 DFO 非投与群
(Parent Veh)、親株 100
μ M DFO 投 与 群
(Parent DFO)、耐性株
DFO 非 投 与 群
(Resistant Veh)、耐性株
100 μ M DFO 投 与 群
(Resistant DFO)の 4 群
はそれぞれ明確に分離
された(図 2B)。また階
層的クラスタリングで
も 4 群で明らかな変化
が認められた(図 2C)。
更 に Parent  Veh と
Resistant Veh を比較し
たメタボローム解析のデータに SAGE 解析による遺伝子発現のデータを結合して IPA 解析で評
価した。プリンとピリミジンのサルベージ回路、de novo 合成、分解に関わるパスウェイの変
化や tRNA charging などが Canonical pathway の上位に認められた(図 2D)。メタボローム解析
で解糖系に関わる代謝産物を Parent Veh と Resistant Veh とで比較したところ Resistant Veh で
glucose-6-phsphate, 3-phosphoglycerol, acetyl-CoA, pyruvate, lactate の増加が認められた(図 2E)。
また Parent および Resistant ともに DFO 投与により TCA 回路の代謝産物の蓄積が認められミ
トコンドリアの活性低下が示唆された。Pare DFO 群と Resistant DFO 群を比較すると citrate, 
cis-aconitate, isocitrate が Resistant DFO 群で統計学的に有意に低下していた(図 2F)。またプリ
ンとピリミジンに関わる代謝産物では TMP, UMP, UDP などの増加、thymidine, thymine, uracil, 
uridine の低下が Resistant DFO で認められた(図 2G)。 
4-4 HeLa 細胞において DFO と乳酸排出抑制剤との併用により相乗効果をもたらす 

DFO 投与による解糖系の亢進が DFO に対する生存率向上に関係があることが示唆されたこ



とから、詳細な各種
濃度の DFO 投与に
よる乳酸濃度の詳細
な変化を評価した。
DFO 投与により培
地中に分泌される乳
酸が有意に増加した
(図 3A)。DFO 投与に
より解糖系への代謝
のシフトが起こり乳
酸を多く産生するこ
とから、乳酸の細胞
外排出を抑制するα
-cyano-4-hydroxy 
cinnamate (CHC) を
用いて DFO との併
用効果の有無につい
て評価したところ、
併用によって細胞増
殖抑制が認められた
(図 3B)。さらに詳細
に各薬剤濃度で検討したところ、DFO 単独及び CHC 単独の場合と比べ CHC と DFO の併用で
抗癌効果の増加が認められた(図 3C-E)。さらに Combination index (CI)は 1.0 未満を示し DFO
と CHC の併用効果は相乗的と考えられた(図 3F-H)。アポトーシスに関わる cleaved PARP と
Activated Caspase3 は併用で相乗的に増加していた(図 3I)。 
 
まとめ 

鉄キレート剤DFOは、主にエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれる。鉄のキレー
ト化はPHD酵素を阻害し、HIF1 αの蓄積をもたらし、それによって通常の酸素条件下で低酸素
応答を誘発し、乳酸(解糖の最終生成物)産生を増加させる。過剰に産生された乳酸塩は、モノカ
ルボキシレートトランスポーター(MCT)によって細胞から排泄される。CHCによるこの排泄過
程の抑制は、細胞内の乳酸の蓄積をもたらす。これにより、細胞内の酸性度が高まり、最終的に
細胞に損傷を与える。従って、鉄キレート剤とMSCを併用投与するハイブリッド療法の治療効
果を高めるには、MSCが鉄キレート投与による低酸素環境における癌細胞株の解糖系シフトを
抑制する作用があれば良いと考えられたため、さらなる検討を進める。 
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