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研究成果の概要（和文）：肝癌細胞を高インスリン条件下で培養すると、Eカドヘリンの発現が低下し、PI3K-Akt-mTOR
経路の活性化、HIF-1α活性化を介し、血管内皮増殖因子(VEGF)産生が亢進することが確認された。インスリンによるV
EGF誘導は、低分岐鎖アミノ酸培養条件下で促進され、分岐鎖アミノ酸の補充により抑制されることが明らかとなった
。その機序として、低分岐鎖アミノ酸培養条件下ではVEGF mRNAの安定性が増し半減期が延長し、分岐鎖アミノ酸の補
充はVEGF mRNAの安定性を減弱させ、半減期を短縮させることが解った。インスリンと分岐鎖アミノ酸はVEGF産生に対
して相反する作用を持つことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： We analyzed the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in human 
hepatomacells under high-insulin culture conditions, and examined the effect of branched-chain amino acid 
(BCAA) on VEGF expression. VEGF secretion was significantly increased by 200 nM of insulin under BCAA 
deficient conditions, but it was repressed by the addition of BCAA. BCAA activated the mTOR pathway and 
increase HIF-1α expression under high-insulin culture conditions, however quantitative PCR analysis 
showed that insulin-induced expression of VEGF mRNAs decreased 2 h after the addition of BCAA. The 
half-lives of VEGF mRNAs were shortened in the presence of BCAA compared to the absence of BCAA. 
Therefore it is thought that BCAA regulate VEGF expression mainly at the post-transcriptional level. All 
three BCAA components(valine, Leucine, and Isoleucine) were required for acceleration of insulin-induced 
VEGF mRNA degradation.

研究分野：消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 

生物学的悪性度の高い（増殖が速く腫瘤形

成性に乏しく周囲組織に浸潤性に発育し転

移しやすい）肝癌の予後は不良である。一方、

肝癌の治療経過中に肝癌の生物学的悪性度

が変化することもしばしば観察される。ラジ

オ波焼灼療法、肝動脈塞栓術などによって、

長期間、癌が制御可能であったにもかかわら

ず、ある時、急に癌が増大し、肝内に播種し、

門脈や肝静脈へ浸潤し、遠隔転移を起こす現

象がそうである。この現象に肝癌細胞の上皮

間葉移行(EMT)が関連していると考えられ

ている。EMT によって、高い増殖・浸潤・

転移能を獲得した肝癌細胞は、生物学的悪性

度が極めて高く、短期間で宿主を死に至らし

める。 

多くの肝癌は肝硬変を母地として発生す

る。肝癌治療は非癌部組織にも少なからずダ

メージを与えることから、頻回の肝癌治療に

よって肝硬変は徐々に進行し肝機能は低下

する。その結果、肝癌を取り巻く微小環境も

変化してくる。肝硬変合併肝癌に対して数回

の肝動脈塞栓術を行った後の肝癌周囲の微

小環境は、動脈塞栓により虚血状態（低酸素

状態）にあり、肝機能低下により蛋白低栄養

状態（分岐鎖アミノ酸欠乏）にあり、壊死組

織の処理、修復反応により肝線維化・肝再生

は亢進状態にある。肝癌細胞が上記のような

劣悪な微小環境にさらされ、生き延びるため

に順応することが肝癌細胞の形質転換、EMT

につながるものと推測される。 

 
 
２．研究の目的 

肝癌細胞は上皮間葉移行(EMT)により高

い増殖・浸潤・転移能を有する間葉系細胞の

性質を獲得する。EMT誘導には虚血状態（低

酸素状態）、低栄養状態（分岐鎖アミノ酸欠

乏とオートファジー）、線維化など肝癌を取

り巻く様々な微小環境の変化が関与してい

ることが予測される。本研究では、まず、微

小環境の変化が、どのように肝癌細胞に

EMT を惹起するかを明らかにする。次に

EMT 過程における低酸素誘導因子(HIF-1) 

誘導、血管内皮増殖因子(VEGF)産生、オー

トファジー誘導、細胞内 EMT関連分子の変

化、microRNA発現変化を明らかにし、これ

らの変化を阻害することで、EMT を抑制で

きるかを検討したい。 

 
 
３．研究の方法 

(1)肝癌培養細胞を用いてインスリン、HGF

添加、分岐鎖アミノ酸欠乏、低酸素状態等に

よる EMT誘導の有無、程度を検討し、同時

に HIF-1誘導、VEGF産生の有無を調べる。

次にこれらの因子を組み合わせた培養環境

下で EMT誘導の変化を検討する。 

 

(2)上記のEMTが誘導される環境下で、EMT

に関わる PI3K-Akt等の細胞内シグナル活性

化、mTORの活性化状態について検討を行い

EMTへ至る細胞内プロセスとmTORの関係

について検討する。 

 

(3)EMT 前後の miRNAs の変化について

miRNAs アレイによる解析を行い新規の

miRNA変化を調べる。分岐鎖アミノ酸投与、

EMT 関連シグナル分子の阻害、EMT 関連

miRNAs 発現調整などにより肝癌細胞の

EMTが阻害されうるかを検討する。 

 

 



４．研究成果 

(1)微小環境による肝癌細胞の上皮間葉移

行(EMT)機序の解明とその阻害による肝癌

治療の基礎研究を実施した。増殖因子、イン

スリン、低酸素状態、低栄養状態（分枝鎖ア

ミノ酸欠乏）など肝癌細胞を取り巻く様々な

微小環境の変化がどのようにして肝癌細胞

に EMTを惹起するかについて検討を行った。

さらに、EMT 過程における低酸素誘導因子

(HIF-1)誘導、細胞内 EMT 関連分子の変化、

microRNAの発現変化を明らかにし、これら

の変化を modulate することで EMT を抑制

できないか検討を行った。 

 

(2)先ず、高インスリン環境並びに分岐鎖ア

ミノ酸欠乏状態が肝癌細胞の血管内皮増殖

因子(VEGF)産生に及ぼす影響について以下

の結果を得た。高インスリン培養条件下では、

E カドヘリンの発現低下が観察され、

PI3K-Akt-mTOR経路の活性化、HIF-1活性

化を介し、肝癌細胞からの VEGF産生が亢進

することが確認された。さらに、インスリン

による VEGF誘導は、低分岐鎖アミノ酸培養

条件下で促進され、分岐鎖アミノ酸の補充に

より抑制されることが明らかとなった。その

機序として、低分岐鎖アミノ酸培養条件下で

は VEGF mRNAの安定性が増し半減期が延

長し、逆に、分岐鎖アミノ酸の補充は VEGF 

mRNAの安定性を減弱させ、半減期を短縮さ

せることが解った。この VEGF mRNAの安

定性の変化は VEGF mRNAの安定性を調整

する分子であるHu-antigen receptor (HuR) 

を介していることが示唆された。すなわち、

分岐鎖アミノ酸は VEGF mRNAを安定化す

るHuRの発現を低下させ、VEGF mRNAの

分解が促進されると考えられる。 

上記のように、インスリンと分岐鎖アミノ酸

は VEGF産生に対して、相反する作用を持つ

ことが明らかとなった。 

 

(3)次に、肝細胞増殖因子(HGF)よる肝癌細胞

の上皮間葉移行における microRNA-122 の

発現をリアルタイム PCR で検討した結果、

HGF により E カドヘリンの発現低下、細胞

運動の亢進の見られる数時間前より、

microRNA-122 の発現低下が認められるこ

とが明らかとなった。そこで、microRNA-122

発現アデノウイルスベクターを作製し、肝癌

細胞に感染させ microRNA-122 を強制発現

させることで、HGF による E カドヘリンの

発現低下、細胞運動の亢進など EMT誘導が

抑制できるか、現在、検討の最終段階にある。 
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