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研究成果の概要（和文）：本検討では臨床で使用可能な薬剤であるインターフェロンがSorafenibの抗腫瘍効果を増強
する可能性を示すことができた。またHDGFの発現抑制が、肝癌細胞増殖と血管新生の両者を阻害することで肝癌増殖制
御につながることを見出すことができた。またHDGFはVEGFの制御を受ける下流の遺伝子ではなく、逆にHDGF はVEGFの
発現を誘導する因子と考えられる結果が得られた。以上の結果は肝癌増殖・血管新生の機序に関して、HDGFの役割を含
む新たな知見であり、HDGFの制御による肝癌増殖治療の開発につながることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we showed the possibility that IFN treatment amplifies the 
antitumor effects of sorafenib for hepatocellular carcinoma (HCC). Down-regulation of HDGF shows 
antitumor effects for HCC through the inhibition of cancer cell proliferation and angiogenesis. We also 
found that VEGF treatment did not induce HDGF expression, while HDGF induced VEGF expression. These 
findings revealed new roles of HDGF in HCC growth and angiogenesis, and should contribute to the 
development of a new therapy for HCC by inhibiting the HDGF function.

研究分野：消化器病学
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１．研究開始当初の背景 
 
癌組織の形成・増大において血管新生の誘
導は重要であり、血管新生抑制を目的とした
肝癌への分子標的治療薬が臨床応用されて
VEGF や PDGF、あるいは FGF といった増殖因
子をターゲットとした治療が開発されてい
る。しかしながら肝細胞癌に対しては、VEGF
をターゲットとしたSorafenib以外に有用性
が証明されたものはない。 
我々は肝癌の増殖に関与する新たな因子
を求め、完全無血清培地で増殖可能な肝癌細
胞株Huh-7の培養上清よりHepatoma-derived 
growth factor (肝癌由来増殖因子、以下 HDGF
と記す) を発見し、更にその cDNA のクロー
ニングにも成功した。 
これまでに我々は、HDGF が肝細胞の増殖因
子として働き、未分化な肝細胞や肝癌細胞に
対する増殖促進作用を有すること、更に HDGF
の発現レベルが肝臓癌手術後の患者におけ
る再発や予後の指標となることも示してき
た。さらに我々は HDGF が血管新生誘導因子
として作用して癌の進展に関与することを
報告し、HDGF が肝癌細胞の増殖に深く関与す
る因子であることを明らかにして来た。 
一方でインターフェロン（IFN）α/βは抗
ウイルス作用に加えて抗腫瘍効果・血管新生
抑制作用を有しており、我々は肝細胞癌にお
いても抗癌剤との併用や根治治療後の再発
予防における有効性も示唆されている。 
本研究は HDGF を中心に Sorafenib や IFN を
含めて肝細胞癌に対する抗腫瘍効果につい
て検討を行い、肝細胞癌に関する病態究明や
新規治療開発へつながる成果の獲得を目指
して開始した。 
 
２．研究の目的 
 
肝癌由来増殖因子 HDGF は、我々のグルー
プによって見出された新たな増殖因子であ
る。これまでに HDGF が発癌および癌増殖に
深く関与することを明らかにしてきたが、
HDGF の作用やその機序については十分に解
明されているとはいえない。 
本研究は HDGF の肝癌増殖に対する作用に
ついて、血管新生誘導を含めて明らかにする
ことを目的とした。また VEGF を標的とした
既存治療である Sorafenib について、腫瘍血
管新生抑制作用を有するIFNについても解析
を行った。そして Sorafenib HDGF, IFN を組
み合わせ、肝癌増殖への新規治療法開発へつ
ながる成果の獲得を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Sorafenib と IFN の併用療法についての
検討 
肝癌細胞株を免疫抑制マウスに移植する
xenograft model を用いて、IFN の血管新生
を介した抗腫瘍効果について検討した。 

Hep3B 細胞を皮下に移植して形成される腫
瘍に対して、移植 5 週後から 2 週間連続で
Sorafenib 単独投与（経口）、IFN 単独治療（傍
腫瘍へ注入）、両者の併用治療を行い、in vivo
における腫瘍増殖抑制効果を比較した。 
 
(2) HDGFの発現抑制が肝癌細胞増殖に及ぼす
効果に関する検討 
HDGF の発現抑制株をリポフェクション法に
よる sh-RNA の導入と G418 によるセレクショ
ンによって樹立した。2つの異なる発現抑制
株を用い、HDGF 抑制が肝癌増殖に及ぼす影響
について in vitro および in vivo で検討し
た。なお in vitro での効果については MTS 
assay を用い、 in vivo での効果については
xenograft model を用いて検討した。 
 
(3) HDGFの発現抑制による腫瘍血管新生抑制
に関する in vivo での検討 
HDGF の抗腫瘍効果における血管新生抑制の
役割を明らかにするため、xenograft model
で形成された腫瘍を用い、CD31 の免疫染色を
行って腫瘍組織の血管を同定した。 
 
(4) HDGF 発現と VEGF シグナルに関する検討 
 HDGF が血管新生因子であることに注目し、
HDGF の発現と Sorafnib/VEGF signal との検
討を行った。Sorafenib を肝癌細胞株に作用
させ、HDGF の誘導の有無を検討した。また
HDGF の発現抑制株における VEGF の発現につ
て検討した。なお HDGF, VEGF の発現量の定
量については、いずれも Real-time PCR 法で
施行した。 
 
４．研究成果 
(1) Sorafenib と IFN の併用療法についての
検討 
まず実臨床で使用されている薬剤である
Sorafenib と IFN の組み合わせによる抗腫瘍
効果と血管新生抑制について検討を行った。
Xenograft model を 用 いた検討から、
Sorafenib に IFN を組み合わせることで腫瘍
の壊死範囲が拡大した。 
また Sorafenib と IFN の併用を行うことで、
腫瘍血管もSorafenib単独治療より抑制され
ていた。以上の結果から IFN は Sorafenib の
抗腫瘍効果を増強すること、またその作用機
序として血管新生抑制作用の増強があると
考えられた。Sorafenib, IFN とも実用化され
ている薬剤であるため、これらの組み合わせ
によって腫瘍血管をターゲットする新規治
療の可能性が示唆された。 
 
(2) HDGFの発現抑制が肝癌細胞増殖に及ぼす
効果 
次いで本課題の主たる研究対象である
HDGF に関する検討を行った。まず HDGF の発
現を抑制した肝癌細胞株を作成した。そして
Real-time PCR によって発現抑制を確認した
（図 1）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1: HDGF 発現抑制株の樹立 
 
これら HDGF 発現抑制細胞では、in vitro
での肝癌細胞の増殖が抑制されていたが、そ
の程度は比較的軽度であった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 2: HDGF 発現抑制による in vitro での肝
癌増殖抑制 
 
しかしながらこれら HDGF の発現抑制株を免
疫不全マウスへの移植したところ、形成され
る腫瘍は、対照(Mock)に比してサイズ(図 3a, 
3c)も重量(図 3b)とも著明に低値であった。 
すなわち HDGF の抑制による抗腫瘍効果は 
in vitro に比較して、in vivo で著明であっ
た。この結果から、HDGF の制御による in vivo
での腫瘍増殖抑制の有用性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3：HDGF 抑制による in vivo 肝癌増殖抑制 
 
(3) HDGFの発現抑制による腫瘍血管新生抑制
に関する検討 
 HDGF の抗腫瘍効果が in vitro に比べて in 
vivo で著明であったことから、肝癌細胞増殖

抑制以外の機序による抗腫瘍効果の存在が
示唆された。 
そこで CD31 の免疫染色を行って腫瘍組織
の血管を同定したところ、HDGF の抑制により
腫瘍血管が著しく減少していることが判明
した（図 4）。この結果から、HDGF の抑制は
肝癌細胞増殖と血管新生の両者の阻害をも
たらすことで in vivo で高い抗腫瘍効果を発
揮したと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4：HDGF 抑制による腫瘍血管抑制作用 
 
(4) HDGF 発現と VEGF シグナルに関する検討 
 HDGF の血管新生と Sorafnib/VEGF signal
との関連を検討した。Sorafenib は HDGF の発
現には影響を与えなかった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 5：Sorafenib による HDGF 発現の変化 
 
一方で HDGF の抑制株では、VEGF の発現が有
意に抑制されていた (図 6)。以上のことから
VEGF は HDGF の発現誘導には関与せず、一方
で HDGF は VEGF の発現誘導に関与することが
示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 6：HDGF 抑制による VEGF 発現の変化 
 
(4) 結果の総括 
本検討では臨床で既に使用可能な薬剤で



ある IFNが Sorafenib の抗腫瘍効果を増強す
る可能性を示すことができた。また HDGF の
発現抑制が、肝癌細胞増殖と血管新生の両者
を阻害することで肝癌増殖制御につながる
ことを示すことができた。また HDGF は VEGF
の制御を受ける下流の遺伝子ではなく、逆に
HDGF は VEGFの発現を誘導する因子と考えら
れる結果を得た。 
以上より肝癌増殖・血管新生の機序に関し
て、HDGF の役割を含めて重要な知見を得るこ
とが出来たと考えられる。 
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