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研究成果の概要（和文）：IFN併用化学療法の作用機序について検討した。 

（１）【IFNレセプターからのシグナル伝達を介した抗腫瘍効果の機序】 

IFN レセプターからの各種シグナル伝達と抗腫瘍効果の関係について、①death ligand

（Fas-FasL）を介した腫瘍細胞破壊機構、②apoptosis 関連蛋白(Bcl-2, Bcl-xL, Bax 等）、及

び実行蛋白(caspase群)とその関係を明らかにした。 

【免疫賦活作用からの apoptosisの誘導】 

免疫賦活作用増強については、IFN 併用化学療法下での、CTL の誘導と肝細胞癌細胞株の

apoptosisの関連が明らかになった。 

（２）【抗血管新生作用関連】 

IFNの抗血管新生効果に関しては、腫瘍内における血管新生関連因子の mRNAレベル及び蛋白レ

ベルでの評価において、Ang-2の発現と抗腫瘍効果の関与を明らかにした。 

（３）難治性進行肝細胞癌症例に対する IFN併用化学療法の効果の検討 

【効果予測式の作成と臨床応用】 

効果予測を前提として、不応答性肝癌細胞株を作成し、これらを用いて網羅的遺伝子解析

（cDNAmicroarray）を施行し、効果予測ために有用性を認める遺伝子として epi-CAMさらには、

Insulin-like growth factor binding-protein 7（IGFBP7）を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：SUMMARY OF RESEARCH RESULTS 

（１）The mechanism of the antitumor effect through the IFN- IFNAR signaling 

The anti-tumor effect of IFN/5-FU combined therapy was significantly correlated with the 

strength of IFNAR expression, in the HCC cells in-vitro. This was also proved in the 

experiment of the IFNAR gene transfection model.  In this mechanism, the upragulation 

of the p-STATS and Bcl-xl expression were most significantly correlated with anti-tumor 

effect, among the several signal transductional factors. 

 

（２）Anti tumor effect through TRAIL/TRAIL receptor and Fas/FasL 

Among peripheral blood cells, NK cells were found to exert the cytotoxic effects on human 

hepatoma cells.  In addition, the involvement of CTL system in the anti tumor effect was 

examined and confirmed in terms of the relationship of apoptosis in this study.  

 

（３）The Gene Expression Profiling 

Using the clinical samples treated by IFN-α and 5-FU, the gene expression profiling would 

be suggested to be useful for the prediction of the treatment efficacy. In addition, the 

2 candidates of predictive factors for anti-tumor effect of IFN-α and 5-FU was identified 

by Gene Expression Profiling with unresponsive HCC cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 

肝細胞癌の予後は依然として不良で、その中
でも門脈内腫瘍栓など脈管侵襲をともなう
進行肝癌については、肝切除、肝移植、経動
脈的化学塞栓療法（TAE）や経皮的ラジオ波
焼灼療法（RFA）などの既存治療はまったく
期待できない。さらに、QOL も極めて悪く、
ほとんどの症例が 6 ヶ月以内に死に至る。し
たがってこのような高度脈管侵襲症例に対
する有望かつ有効な治療法の開発は、急務で
ある。その可能性の一つとして、われわれの
提唱してきた IFN 併用化学療法は、高度進行
肝細胞癌に対する集学的治療の一基軸とし
てきわめて有用であるとの知見を得た。 

その一方で、本療法は残念ながら奏効率が約
40％程度で、その他の症例においては全く治
療効果を認めない。これら無効症例の克服が
課題であることはいうまでもなく、その奏効
率向上ためには、IFN 併用化学療法の機序解
明は不可欠であり、さらに肝癌全体の生存率
向上に大きく寄与することに異論はない。 

 

２．研究の目的 

本研究は、欧米では治療の対象とさえならな
い、いわゆる治療抵抗性難治性進行肝細胞癌
に対する予後向上がその主目的ではあるが、
さらに最終的には肝細胞癌の根治療法の確
立までをも視野の中に入れている。というの
は肝細胞癌進展過程における終末段階であ
る難治性進行肝癌の治療を確立し得れば、飛
躍的に肝癌治療成績は向上する。 

IFN 併用化学療法の有効性の機序について
は、肝細胞癌特異的な分子生物学的特異性を
反映している可能性が強い。その中で、（１）
IFN レセプター（IFNAR）を介した抗腫瘍
効果、（２）免疫賦活作用にともなう抗腫瘍
効果、（３）血管新生抑制効果、の 3 つの可
能性がある。（１）については直接的な抗腫

瘍効果であり、（２）（３）に関しては、前者
はNK 細胞、Ｔ細胞などのリンパ球を介した、
後者は腫瘍細胞の放出する血管新生促進因
子、抑制因子を介した、いずれも間接的な抗
腫瘍効果である。 

これら（１）（２）（３）については、肝細胞
癌における他消化器癌と異なる分子生物学
的特異性に立脚しており、本研究ではこれら
の観点より、IFN 併用化学療法の抗腫瘍効果
の機序解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）IFNARからのシグナル伝達を介した抗
腫瘍効果の機序 
RT-PCRおよびWestern blot法にて apoptosis
抑制蛋白(Bcl-2, Bcl-xL, IAP等）、促進蛋白
（Bax, Bad, Bid, APAF1, Smac等）及び実行
蛋白(caspase群）の発現が IFN-α併用化学
療法でどのように変化するかを、in vitro及
び in vivoで検討し、IFN不応答肝細胞癌細
胞株をもちいて、直接効果関連因子に関与す
る因子について、検討する。 
（２） 免疫賦活作用からの apoptosisの誘
導 
肝内網内系の賦活化による、CTL、NKを介し
た apoptosisを誘導する系について、
FasL-Fasの系、TRAIL-TRAIL-receptor
（TRAIL-R）の系の関与に加えて、本研究に
おいては調節性Ｔ細胞の関与について検討
する。肝癌細胞株 5種(HuH7、PLC/PRF/5 、
HLE、HLF、HepG2)を用いて、Ｔリンパ球表面
上の Fox-p3の発現や腫瘍細胞上の mRNAレベ
ル(RT-PCR法)での変化、5-FUおよび IFN-α
で刺激し、腫瘍細胞傷害能の変化を末梢血単
核球を IFN-αで刺激し肝癌細胞株に対する
cytotoxicityの変化を<SUP>51</SUP>Cr 放
出試験にて解析する。また、これらの CTL,NK
を介する apoptosisの誘導のための、細胞内



death signalが核に伝達される過程での各種
caspaseの変化、CAD-ICAD、の関与を mRNAレ
ベル及び蛋白レベルで検討する。 
（３）抗血管新生作用関連 
培養肝癌細胞株（PLC/PRF/5）とヒトサイ帯
静脈細胞（HUVEC）をもちいて混合培養し、
さらには IFNと 5FUをもちいて付加実験をす
ることにより、VEGFなどの血管新生因子の産
生の抑制について検討する。また nude mouse
ヒト腫瘍移植モデルやマウス同種腫瘍移植
モデルを使用し、MVD(micro-vessel density)
の測定にくわえて固形癌での血管新生の多
寡の評価及び腫瘍内における血管新生因子
（Ang、VEGF、Tie2など）の mRNAレベル(定
量的 RT-PCR法)及び蛋白レベルでの発現量の
評価(免疫組織染色、ELISA法)を行う。 
さらに、本機序からみた分子標的薬（PTK/ZK）
との併用の可能性について検討する。 
 
４．研究成果 
（１）IFNAR からのシグナル伝達を介した抗
腫瘍効果の機序 
IFNAR からの各種シグナル伝達と抗腫瘍効果
の関係について、①STATの燐酸化に伴う核内
移行とその後の、②death ligand（Fas-FasL）
を介した腫瘍細胞破壊機構、③apoptosis 抑
制蛋白(Bcl-2, Bcl-xL, IAP 等）、促進蛋白
（Bax, Bad, Bid, APAF1, Smac等）及び実行
蛋白(caspase 群)の発現の解析について終了
し、その関係を明らかにした。 
（２）免疫賦活作用からの apoptosisの誘導 
免疫賦活作用増強のために、IFN-αの代わり
に IFN-βの組み合わせの可能性について解
析し、抗腫瘍効果は IFN-αと同等もしくはそ
れ以上であった。また、IFN 併用化学療法下
での、 CTL の誘導と肝細胞癌細胞株の
apoptosisの関連が明らかになった。 
（３）抗血管新生作用関連 
IFN の抗血管新生効果に関しては、腫瘍内に
おける血管新生関連因子（TSP、Ang-1、Ang-2、
VEGF、Tie2、HIF1-α）の mRNAレベル及び蛋
白レベル (免疫組織染色、ELISA法)での評価
においては、Ang-2 の発現が抗腫瘍効果との
関与の可能性を明らかにした。 
（４） 治療効果予測因子に関する検討 
効果予測を前提とする臨床応用のために、不
応答性肝癌細胞株を作成し、これらを用いて
網羅的遺伝子解析（cDNAmicroarray）を施行
し、key 遺伝子についての検索を行った。
pick-up されたこれら遺伝子群と臨床検体で
の結果の相互性について臨床検体で検討を
加えたところ、効果予測に有用性を認める遺
伝子が示された。 
さらに、本研究期間においては、治療効果予
測因子については、肝癌細胞株 PLC/PRF/5に
IFN-αを持続的に曝露して IFN-α耐性株を
作成し，樹立した耐性株と親株の網羅的遺伝

子発現解析を行った。樹立した耐性株では，
親株と比較して IFN-αに対する耐性が増強
し、耐性株と親株の網羅的遺伝子発現解析の
結果より，耐性株において発現が有意に低下
している遺伝子として、epi-CAM さらには、
Insulin-like growth factor 
binding-protein 7（IGFBP7）を同定した。
さらに、親株に、これらの因子の siRNAを導
入すると IFN-αに対する薬剤耐性の増強を
認め、耐性株に、これらの因子のを強制発現
させると、IFN-αに対する薬剤耐性の減弱を
認めた。このことより、IFN-α/5-FU 併用化
学療法の耐性には、epiCAM および IGFBP7 が
関与している可能性が高く、IGFBP7は治療効
果予測マーカーになり得ると考えられた。 
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