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研究成果の概要（和文）：腫瘍組織から分離した内皮細胞から、mRNA, microRNAを採取し、非癌部肝組織と比較した。
血管新生に関与する12個のmRNAが腫瘍由来の内皮細胞で発現が亢進していた。さらに、microRNA ではmiR-127-3p,miR-
379-5p, miR-711が腫瘍由来の内皮細胞で発現が亢進し、70個が低下していた。最も発現が低下しているmiR30a-5pを腫
瘍由来の内皮細胞に添加すると増殖が非癌部肝組織由来の内皮細胞の増殖能と同等まで抑制された。 担癌マウスにmiR
30a-5pを投与すると腫瘍の増殖を抑制した。腫瘍内の血管密度は対照群と比べて減少していたが、非癌部肝組織では変
化がなかった。

研究成果の概要（英文）：We extracted mRNA and microRNA from endothelial cells in HCC tissues. The 
expression of twelve mRNAs related angiogenesis was upregulated. The expression of miR-127-3p, miR-379-5p 
and miR-711 was upregulated and 70 microRNAs were downregulated in HCC tissues. miR30a-5p which was the 
most downregulated was added to cultured endothelial cells from HCC tissues. The growth activity of 
endothelial cells from HCC tissues was suppressed by miR30a-5p addition. In vivo experiments, tumor 
growth of HCC was suppressed by miR30a-5p addition from mouse tail vein. Tumor angiogenesis was 
suppressed in HCC tissues by miR30a-5p addition. However, sinusoidal density was not reduced by 
miR30a-5p.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌は腫瘍血管が非常に発達した悪性

腫瘍である。我々は、有効な治療法が存在し

ない進行肝細胞癌において血管新生抑制療

法が有効な治療法と成り得ると考え、今日ま

で一貫して肝細胞癌に対する血管新生抑制

療法に関しての検討を行ってきた。いずれの

血管新生抑制剤も腫瘍容積の抑制、肝内転移

の抑制、予後改善に寄与したことを明らかに

してきた。しかし、一方で全身投与による血

管新生抑制療法では非癌部肝組織において

も類洞内皮細胞の発達を抑制し、単位面積当

たりの類洞の血管密度が低下するという問

題点も明らかとなった。 

2008年にSHARP試験でヒト肝細胞癌におい

てVEGFを介した血管形成をSorafenibが抑制

し抗腫瘍効果を得ることが証明された。しか

し、重篤な副作用が出現し継続使用が困難に

なる場合が多いこと、予後の延長がわずかに

3ヶ月であるという問題点も浮き彫りとなっ

た。ヒト肝細胞癌はほとんどが肝硬変症を合

併しているため、副作用を軽減しさらに予後

を延長するためには腫瘍局所でのみ強力に

血管新生を抑制する治療法の開発必要があ

ると考えられる。 

近年、マイクロ RNA が細胞における様々な

シグナルを posttranscriptional のレベルで

調節していることが明らかとなり、血管新生

においても重要な調節因子として注目され、

血管新生に関係する microRNA をコントロー

ルすることが次世代の血管新生抑制療法と

して期待されている。しかし、血管内皮細胞

で発現する microRNA のほとんどが HUVEC を

用いた検討で明らかにされたものであり、血

管内皮細胞に発現する既知の microRNA を用

いて血管新生を抑制しても腫瘍組織でのみ

作用する血管新生抑制療法とは成り得ない。

腫瘍血管は非腫瘍部の血管と同様の内皮細

胞から形成され同一の構造であると考えら

れていたが、最近では腫瘍と非腫瘍部の血管

構造は異なり腫瘍部の内皮細胞は非腫瘍部

の内皮細胞と異なった表現型を有し、抗癌剤

や分子標的治療薬に対して非腫瘍部の内皮

細胞より治療抵抗性であることが明らかに

されつつある。腫瘍内の内皮細胞と非癌部の

内皮細胞が異なるという特性を利用し、肝細

胞癌組織内の血管内皮細胞に特異的に発現

し血管新生を促進する microRNA を同定しこ

の microRNA の拮抗剤を血管新生抑制剤とし

て用いることで肝細胞癌組織でだけ作用し

非癌部の血管形成には影響せず副作用のな

い新しい血管新生抑制療法が開発可能と考

える。 

 
２．研究の目的 
マウス肝癌モデルの癌部と非癌部肝組織か

ら別々に血管内皮細胞を分離する。次ぎに、

肝細胞癌と非癌部肝組織の血管内皮細胞か

ら mRNA と microRNA を抽出し DNA アレイと

microRNA アレイでマウスの肝細胞癌組織の

血管内皮細胞に特異的に発現が亢進もしく

は低下している microRNA を同定し、発現が

亢進した microRNA に対する anti-microRNA

を作製する。作製した anti-microRNA や発現

の低下した microRNA を培養した肝細胞癌と

非癌部肝組織の血管内皮細胞に遺伝子導入

し肝細胞癌組織から採取した血管内皮細胞

のみに増殖抑制効果を示す anti-microRNA も

しくは microRNA を選別する。次に、ヒト肝

癌細胞株を接種したマウス肝癌モデルおよ

び肝硬変から肝発癌をきたすコリン欠乏ア

ミ ノ 酸 食 投 与 マ ウ ス に 選 別 し た

anti-microRNAもしくはmicroRNAをリポゾー

ム法で遺伝子導入し、腫瘍組織でのみの血管

新生抑制効果、抗腫瘍効果、副作用を検討す

る。 

 
３．研究の方法 
1) ヌードマウスの皮下にヒト肝癌細胞株を

接種して作成した肝細胞癌組織と非癌部

肝組織から内皮細胞をセルソーターにて



 

 

分離する。 

2) 肝細胞癌組織と非癌部肝組織から分離・

培養した血管内皮細胞から mRNA と

microRNA を 採 取し、 DNA ア レ イと

microRNAアレイで癌部の血管内皮細胞増

殖に特異的に関与する microRNA を同定

する。 

3)  コリン欠乏アミノ酸食を 48 週間投与し

マウス肝硬変合併肝発癌モデルを作製

する。 

4)  マウス肝硬変合併肝発癌モデルの肝細

胞癌組織と非癌部肝組織から血管内皮

細胞を分離し、mRNA と microRNA を採取

し、DNA アレイと microRNA アレイで癌部

の血管内皮細胞の増殖に特異的に関与

する microRNA を同定する。 

5)  同定したヒト肝細胞癌およびマウス肝

癌モデルの各々の癌組織の血管内皮細

胞の増殖に特異的に関与する microRNA

を選定する。 

6)  ヌードマウスの皮下にヒト肝癌細胞株

(HuH-7, HAK-1B, KYN-2)を接種しマウス

肝癌モデルを作製した後 anti-microRNA

や microRNA をリポゾーム法で尾静脈か

ら週１回投与する。継時的に腫瘍容積を

測定し抗腫瘍効果を評価する。 

7)  同様のモデルにおいて 28 日目に腫瘍容

積、肝内転移数、副作用(体重減少、肝

障害、骨髄抑制)を対照群と比較する。 

8)  腫瘍組織と非癌部肝組織の CD31 陽性脈

管数を免疫組織化学にて比較する。 

9)   コリン欠乏アミノ酸食を 48週間投与し

作製したマウス肝硬変合併肝発癌モデ

ルに対し、anti-microRNA や microRNA

をリポゾーム法で尾静脈から週１回投

与する。28 日目に腫瘍容積、肝内転移

数、副作用(体重減少、肝障害、骨髄抑

制)を対照群と比較する。 

10)  同モデルの腫瘍組織と非癌部肝組織に

おける CD31 陽性脈管数を免疫組織化学

にて比較する。   

 
４．研究成果 

ヌードマウスの皮下にヒト肝癌細胞株を接

種し作製したマウス肝癌モデルにおいて、腫

瘍組織と非癌部肝組織からセルソーターに

て内皮細胞を分離した。さらにヘキスト

33342 で染色しサイドポピュレーションから

内皮幹/前駆細胞も採取できたが、採取でき

る量と回数がすくなかった。よって、成熟し

た血管内皮細胞と内皮幹/前駆細胞を分けて

実験を行うことは中止し、同じ血管内皮細胞

として取り扱うこととした。腫瘍組織由来の

内皮細胞に特異的に発現している microRNA

を同定し、このうちの 2種類の microRNA に

対し、anti-microRNA を作成し、腫瘍組織 

から分離した 内皮細胞に添加したが、増殖

抑制効果は認められなかった。この原因とし

て、 分離した内皮細胞に肝癌細胞が少量混

入しており、肝癌細胞由来の microRNA を同

定した可能性が考えられた。よって、つぎに

GFP cDNAを遺伝子導入した肝癌細胞を作成し、

その細胞をヌードマウスの皮下に接種し腫

瘍モデルを作成した。このモデルを用いて腫

瘍組織と非癌部肝組織から内皮細胞をセル

ソーターを用いて分離した。今回は、肝癌細

胞の混入が少なく FACS での解析で血管内皮

細胞と考えられる CD31 陽性細胞が KYN-2 肝

癌細胞由来の腫瘍で 92.74%,HAK1-B 由来の組

織で 94.29%,HuH-7 由来で 90.61%といずれも

90%を超え、purity は向上した。 そこで、 

再度 mRNA と microRNA を抽出しなおした。ヒ

ト肝細胞癌組織と非癌部肝組織からも同様

にセルソーターを用いて血管内皮細胞を採

取したがやはり、肝癌細胞の混入がみられた

ため、そこからの mRNA と microRNA の分離は

断念した。マウス肝癌モデルの腫瘍組織と非

癌部肝組織から分離した血管内皮細胞から

抽出した mRNA と microRNA のうち血管新生に

関与しているmRNA, マイクロRNAを選別し腫

瘍組織で特異的に発現か変化している mRNA, 



 

 

マイクロ RNA を選別した。その結果、血管新

生に関与する 12 個の mRNA が腫瘍由来の血管

内皮細胞で発現が亢進していた。さらに、3 

個のマイクロ RNA(miR-127-3p,miR-379-5p, 

miR-711)が腫瘍由来の血管内皮細胞で非癌

部肝組織由来の内皮細胞に比べて発現が亢

進し(x1.65-1.91)、70 個が低下していた。腫

瘍由来の血管内皮細胞で非癌部肝組織由来

の内皮細胞に比べて 1/52.8 と最も発現が低

下している miR30a-5p を非癌部肝組織から採

取した培養内皮細胞と腫瘍から採取した培

養内皮細胞に添加した。その結果、非癌部肝

組織から採取した培養内皮細胞では細胞増

殖は抑制されなかったが、腫瘍から採取した

培養内皮細胞では miR30a-5p を添加した群で

有意に内皮細胞の増殖が非癌部肝組織から

採取した培養内皮細胞の増殖能と同等まで

抑制された。次に、ヒト肝癌細胞をヌードマ

ウスの肝臓に接種した担癌マウスの尾静脈

から miR30a-5p をリポゾーム法で週 1回とう

よした。その結果、4週間後の腫瘍容積は、

無治療群が 756±378 mm3であったのに対し、

治療群では 439±134 mm3と腫瘍の増殖を抑制

した。組織を検討すると、腫瘍内の血管密度

は対照群と比べて減少していたが、非癌部肝

組織の類洞密度は対照群と変化がなかった。

コリン欠乏アミノ酸食投与マウスに対し同

様の検討を行ったが、腫瘍容積にばらつきが

多く有意な抗腫瘍効果は得られなかった。本

研究は、最終的に十分な効果が証明されてい

ないため、今後も、この研究を継続しよ 

り効果的な抗腫瘍効果を得られるマイクロ

RNA を検索していきたい。 
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間辰之、横須賀収、佐田通夫. C 型肝炎ウ

イルス関連肝細胞癌の早期発症における

潜在性 B 型肝炎ウイルス感染の影響. 第

100 回日本消化器病学会総会 2014/04/23

東京国際フォーラム（東京都品川区） 
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