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《研究の概要》 

 肝細胞癌細胞において、細胞内シグナル伝達の異常な活性化が認められており、その分

子機構の解明が治療戦略に重要と考えられる。 Pigment epithelial derived factor

（PEDF）は、近年網膜色素上皮より分泌される神経栄養因子としてクローニングされたが、

これまでに、神経細胞の成長や分化を促進させるだけでなく、nuclear factor-kappa B

（NF-kB）を介した抗アポトーシス作用、血管新生抑制作用など肝細胞癌の発症と増殖に関

与する様々な細胞内シグナルの活性化に関与する事が報告されている。本研究の目的は肝

細胞癌における PEDF の変化を解明するとともに、その分子機構に基づいた新たな治療スト

ラテジーを検討することである。 

 培養肝癌細胞株である SK-HEP1、HLF、PLC/PRF5、Huh-7、Hep3B、HepG2、OUMS-29 を実験

に用いた。また、肝癌治療目的に肝切除術を施行された患者より、肝癌組織および非癌部

組織を採取し、PEDF の発現を検討した。PEDF の発現は PT-PCR、免疫組織化学、イムノブ

ロット法、ELISA 法にて検討した。また、PEDF の機能を gene knock down 法にて検討した。 

 Huh-7、Hep3B、HepG2、OUMS-29 細胞において PEDFmRNA の強発現を認めた。PEDFmRNA の

発現と同様に Huh-7、Hep3B、HepG2、OUMS-29 にて細胞質での PEDF の発現が認められた。

また、Huh-7、Hep3B、HepG2 にて培養液中への PEDF の分泌が認められた。OUMS-29 は PEDFmRNA

および細胞内 PEDF の発現がともに認められたが、培養上清中に PEDF の分泌は認められな

かった。 

 ヒト癌組織の PEDFmRNA の発現は非癌部と比較して亢進を認めた。PEDFmRNA の発現と同

様にいずれの症例においても肝癌部の PEDF 発現は非癌部と比較して亢進していた。免疫組

織化学にて PEDF の細胞内分布を検討したところ、非癌部の肝細胞では核に PEDF の発現が

認められた。一方、癌細胞では細胞質に PEDF の発現が認められた。肝癌患者の血清 PEDF

濃度は肝癌を合併していない肝硬変患者に比べ有意に高値であった。また、上記肝癌患者

のうち根治治療が得られた患者では治療後の血清 PEDF 濃度は有意に減少していた。 

 PEDF の機能を gene knock down 法にて検討した。siRNA にて PEDF をノックダウンした細

胞はノックダウンしていない細胞およびコントロール siRNA にて処理した細胞と比較して

有意にアポトーシスを起こす細胞が増加していた。同様の条件にて肝細胞内の Basal cell 

lymphoma-extra large（Bcl-xL）の発現は低下を認めた。 

 PEDF は分泌蛋白であることから標的細胞の一つであるマクロファージに及ぼす影響を

検討した。PEDF をマクロファージ系細胞株である RAW 細胞の培養上清に添加すると

TNF-αmRNA および TNF-α の培養上清への分泌が有意に抑制された。 

 本研究により肝癌細胞において PEDF は高発現していることが明らかとなった。肝癌細胞

における PEDF は抗アポトーシス効果と、Kuppfer 細胞の抗腫瘍効果を抑制し、肝癌細胞増

殖により有利な環境をもたらことが示唆された。以上より、PEDF は細胞内シグナルの活性

化を担う分子でありその抑制は肝癌治療の新たなストラテジーとなりうると考えられる。 
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研究報告 

 

Ⅰ. 研究目的 

 現在、本邦において肝細胞癌死者数は年間３万人を超えており、肝発癌阻止を目的とし

た新たな治療法の開発が急務である。肝細胞癌において、細胞内シグナル伝達の異常な活

性化が認められており、その分子機構の解明が治療戦略に重要と考えられる。肝発癌の成

因には、C 型肝炎ウイルス、B 型肝炎ウイルス、アルコール、非アルコール性脂肪性肝炎等

が挙げられるが、いずれの成因においても肝細胞癌の発癌のステップには抗アポトーシス

機構が、肝細胞癌の増殖、転移のステップには血管新生機構が深く関与している（El-Serag 

HB et al. Gastroenterology. 2007;132:2557-76）。 

 Pigment epithelial derived factor（PEDF）は、近年網膜色素上皮より分泌される神経

栄養因子としてクローニングされた（Tombran-Tink J et al. Exp Eye Res. 1991;53:411-4）。

これまでに、PEDF は神経細胞の成長や分化を促進させるだけでなく、nuclear factor-kappa 

B（NF-kB）を介して抗アポトーシス効果を有することが報告されている（Yabe T et al. J 

Biol Chem. 2001;276:43313-9）。また、PEDF は vascular endothelial growth factor（VEGF）

などの血管新生に関わる因子に拮抗し、angiostatin の約 2 倍、endostatin の約 7 倍とい

った強力な血管新生抑制作用を有する（Tombran-Tink J. Front Biosci. 2005;10:2131-49）。

このように、PEDF は上記の機能を有するだけでなく、その発現は肝臓で最も多いことから、

肝細胞癌の発癌、増殖、転移への関与が示唆される。 

 これまでに、様々な腫瘍において PEDF の発現が検討されている。悪性黒色種では PEDF

が高発現しており、診断への有用性が報告されているが（Tsuru M et al. Kurume Med J. 

2005;52:81-7）、膵臓癌では PEDF の発現が低下することで、血管新生が亢進し、予後が不

良となることが報告されている（Uehara H et al. Cancer Res. 2004;64:3533-7）。このよ

うに、癌種により PEDF の発現は異なるが、ヒト肝癌における PEDF の発現はこれまでに検

討されていない。 

 本研究の目的は肝細胞癌において様々なシグナル伝達を調節する PEDF の変化を解明す
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るとともに、その分子機構抑制による肝細胞癌の新たな治療ストラテジーを検討すること

である。 

 

Ⅱ. 研究計画および材料と方法 

肝癌細胞株 

培養肝癌細胞株である SK-HEP1、HLF、PLC/PRF5、Huh-7、Hep3B、HepG2、OUMS-29 を 10%子

牛血清とペニシリンおよびストレプトマイシンを含有する Dulbecco’s modified 

Eagle’s 培養液にて培養し、各種実験に用いた。 

 

ヒト肝癌組織 

久留米大学倫理委員会承認後、肝癌治療目的に外科的切除術をうける同意の得られた患者

５名より、肝癌組織および非癌部組織を採取した。採取した組織は各種実験に用いるまで

-80℃にて保存した。 

 

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction（RT-PCR） 

 TRIzol （インビロトジェン、Carlsbad、CA）により各肝癌細胞株もしくはヒト肝癌組織、

非癌部組織より総 RNA を抽出した。500 ng の総 RNA を逆転写反応の基質として用い、

SuperScript III RT-PCR system（インビロトジェン）とヒト PEDF プライマーもしくはヒ

ト beta-actin プライマー（Promega, Madison, WI）にて PCR を行った。 

 

免疫組織化学 

 各肝癌細胞株もしくはヒト肝癌組織、非癌部組織を用い PEDF に対する免疫組織化学を施

行した。メタノールにて細胞もしくは組織を固定後、リン酸緩衝生理食塩水にて洗浄し、

ヒト PEDF に対するモノクロナール抗体（Chemicon、Temecula、CA）をリン酸緩衝生理食塩

水にて 1:500 に希釈し、一次抗体として用いた。PEDF の発現は酵素抗体法および蛍光抗体

法にて検討した。 

 

イムノブロット法 

 各肝癌細胞株の培養上清もしくはヒト肝癌組織、非癌部組織を用い PEDF に対するイムノ

ブロット法を施行した。各サンプルより蛋白量 10μｇを 2-メルカプトエタノールを加えた

ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）バッファーに溶解し、電気泳動後に分離したタンパク質を

Polyvinylidenedifluoride 膜に転写した。ヒト PEDF に対する２種類の抗体（Chemicon）

（Transgenic, 熊本、日本）を用いて PEDF の発現量を検討した。 

 

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay（ELISA） 

 ヒト血清 PEDF 濃度は、既報（Yamagishi S et al. J Clin Endocrinol Metab. 

2006;91:2447-50）に従い ELISA にて測定した。 

 

Gene knock down 法 

 各種肝癌細胞株の PEDF 遺伝子は short-interfering RNA（siRNA）-siPORT NeoFX 
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complexes（Ambion、Austin、 TX）にて knockdown した。各実験ごとに PEDF 遺伝子 knock 

down を PCR にて確認後、50%以下に knock down 出来ている物を用いた。 

 

アポトーシス Assay 

 アポトーシスは Cell Death Detection ELISA kit（Roche Diagnostics K.K.、東京、日

本）を用いて検討した。 

 

Ⅲ. 研究成果 

 

肝癌細胞株における PEDF の発現 

 様々な肝癌細胞株においてにおいて PEDFmRNA の発現を RT-PCR にて検討した。Huh-7、

Hep3B、HepG2、OUMS-29 細胞にて PEDFmRNA の強発現を認めた。PLC/PRF/5 にも PEDFmRNA

の発現を認めたが、HLF、SK-Hep1 においては PEDFmRNA の発現は他の細胞株に比較して著

名に減弱していた（図１）。 

 各種肝癌細胞株の細胞内での PEDF の発現を免疫組織化学にて検討した。PEDFmRNA の発

現とほぼ同様に Huh-7、Hep3B、HepG2、OUMS-29、PLC/PRF/5 にて細胞質での PEDF の発現が

認められた。一方、HLF、SK-Hep1 においては PEDF の発現は認められなかった（図１）。 

 子牛血清非添加培養液にて各種

培養細胞を 24 時間培養し、培養上

清中に分泌された PEDF をイムノ

ブロッティング法にて検討した。

細胞内 PEDFの発現と同様に Huh-7、

Hep3B、HepG2 にて培養液中への

PEDF の分泌が認められ、HLF、

SK-Hep1 においては PEDFの分泌は

認められなかった。OUMS-29 は

PEDFmRNA および細胞内 PEDF の発

現ともに認められたが、培養上清

中に PEDF の分泌は認められなか

った（図１）。          図１. 各種肝癌胞株における PEDF の発現 

 

ヒト肝癌細胞株における PEDF の遺伝子変異 

HepG2 細胞株の PEDF cDNA は正常ヒト PEDF cDNA の遺伝子配列と 99%以上の相同性を有して

いた。 

 

肝癌患者における PEDF の発現 

 ヒト肝癌組織およびそれに隣接する非癌部組織を用いて PEDFmRNA の発現を RT-PCR にて

検討した。いずれの症例においても癌部の PEDFmRNA の発現は非癌部の PEDFmRNA の発現と

比較して亢進を認めた。 

 ヒト肝癌組織およびそれに隣接する非癌部組織を用いて PEDF の発現をイムノブロッテ
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ィング法にて検討した。PEDFmRNA の発現と同様にいずれの症例においても肝癌部の PEDF

発現は非癌部の発現と比較して亢進していた。 

 ヒト肝癌組織およびそれに隣接する非癌部組織を用いて免疫組織化学により PEDF の細

胞内発現部位を検討した。非癌部の肝細胞では核に PEDF の発現が認められた。一方、癌細

胞では細胞質に PEDF の発現が認められた。 

 肝癌患者の血清 PEDF 濃度を ELISA にて測定した。肝癌患者の血清 PEDF 濃度は肝癌を合

併していない肝硬変患者の血清 PEDF 濃度に比べ有意に高値であった。また、肝癌の根治治

療が得られた患者では治療後の血清 PEDF 濃度は有意に減少していた。 

 

PEDF の細胞増殖の及ぼす影響 

 PEDF の肝癌細胞の増殖に

及ぼす影響を検討するため

siRNA（10 nM）により PEDF

をノックダウンし、細胞数の

変化を検討した。Hep3B、Huh-7、

HepG2 いずれの肝癌細胞株に

おいても PEDF ノックダウン

後 48 時間もしくは 72 時間の

時点において細胞数に変化は

認めなかった。また、siRNA

の投与量を増量（20 nM）して

も細胞数に変化は認めなかっ

た（図２）。       図２PEDF ノックダウンの細胞増殖に及ぼす影響 

 

PEDF のアポトーシスに及ぼす影響 

 PEDF のアポトーシスに及ぼす影響を検討するため、カンプトテシンを培養液に添加し、

HepG2 細胞にアポトーシスを誘導した。siRNA にて PEDF をノックダウンした細胞はノック

ダウンしていない細胞およびコントロール siRNA にて処理した細胞と比較して有意にアポ

トーシスを起こす細胞が多かった。 

 アポトーシスに関与する細胞内分子を同様の条件にて検討した。p53、リン酸化 p53、Akt、

リン酸化 Akt、survivin、B-cell lymphoma 2（Bcl-2）、Bcl-2–associated X protein（Bax）

に有意な変化は認めなかったが、Basal cell lymphoma-extra large（Bcl-xL）は発現の低

下を認めた。 

 

PEDF のマクロファージに及ぼす影響 

 PEDF は分泌蛋白であることから、標的細胞の一つであるマクロファージにおよぼす影響

を検討した。マクロファージ細胞株 RAW の培養液にリポポリサッカライドを添加すること

により RAW細胞は TNF-αをはじめとした種々のサイトカインを分泌することが知られてい

る。PEDF を培養上清に添加し、tumor necrosis factor（TNF）-α, transforming growth 

factor（TGF）-β, interferon（IFN）-γ, interleukine（IL）-12 の遺伝子変化を RT-PCR
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にて評価した。PEDF は LPS による TNF-α および TGF-β の遺伝子発現を著名に抑制した。

さらに、Kuppfer 細胞の TNF-α 分泌能は有意に抑制された。 

 

Ⅳ. 考察 

 本研究により多くの肝癌細胞株だけでなくヒト肝癌細胞においても PEDF は高発現して

いることが明らかとなった。PEDF をノックダウンした細胞では Bcl-xL の発現が低下しア

ポトーシス感受性が高まったことから、肝癌細胞における PEDF は抗アポトーシス効果を有

することが推察される。また、PEDF はマクロファージ細胞株からの TNF-α分泌を抑制した

ことから、PEDF は Kuppfer 細胞の抗腫瘍効果を抑制し、肝癌細胞増殖により有利な環境を

もたらすと考えられる。以上の事より、PEDF は細胞内シグナルの活性化を担う分子であり

その抑制は肝癌治療の新たなストラテジーとなりうる。 

 PEDF の発現はこれまで癌種によって異なることが報告されている（Tsuru M et al. 

Kurume Med J. 2005;52:81-7、Uehara H et al. Cancer Res. 2004;64:3533-7）。このため

我々は様々な肝癌細胞株を用いて PEDF の発現を検討した。肝癌は多血性腫瘍であり、PEDF

は強力な血管新生抑制作用を有すことから（Tombran-Tink J. Front Biosci. 

2005;10:2131-49）、我々は、当初「肝癌細胞株では PEDF の発現は低下している。」という

仮説をたてた。しかし、多くの肝癌細胞株において PEDF は高発現しており、培養液中にも

分泌が認められた。肝癌細胞の PEDFcDNA を解析してみるとそのシークエンスは 99%以上ヒ

ト PEDFcDNA と相同性を有していた。以上より、肝癌細胞株では PEDF を産生、分泌し、そ

の PEDF はなんらかの機能を有することが示唆された。 

 我々は、肝癌切除目的にて採取された肝癌組織部とそれに隣接する非癌部組織を用いて

イムノブロッティング法および免疫組織化学にて PEDF 発現を評価した。いずれの手法にお

いても癌部にて PEDF は高発現していた。また、患者血清を用いて ELISA 法にて PEDF 濃度

を測定したところ、肝癌患者では肝癌を有しない肝硬変患者に比べて血清 PEDF 濃度は有意

に高値であった。肝癌治療後では血清 PEDF 濃度は有意に低下したことから肝細胞癌の分泌

する PEDF は血清 PEDF 濃度に反映される事が示唆された。以上より、肝癌細胞株同様、ヒ

ト肝癌細胞においても PEDF は高発現していることが明らかとなった。 

 PEDF は細胞周期に関与する分子と相互作用を示すことから（Pignolo RJ et al. J Cell 

Physiol. 2003;195:12-20）、PEDF の細胞増殖におよぼす影響を検討した。分泌蛋白の機能

を検討する際、培養液にターゲット分子（PEDF）を添加する方法が一般的であるが、今回

我々の用いた肝癌細胞株は PEDF を培養液中に分泌する事が先の実験より明らかとなった。

即ち、PEDF を培養液に添加する手法では PEDF が過剰となってしまい生理的濃度の PEDF の

及ぼす意義についての検討が困難と考えられる。そこで、我々は siRNA を用いて PEDF 遺伝

子をノックダウンすることで肝癌細胞増殖に及ぼす影響を検討した。siRNA にて PEDF をノ

ックダウンを行った群の細胞数はノックダウンを行わなかった細胞数と比較して優位差は

認めなかった。３種の肝癌細胞株で上記検討を行ったが、結果はすべて同様であった。以

上より PEDF の細胞増殖における関与は乏しいと考えられる。 

 PEDF は多機能分子であるだけでなく、抗アポトーシス作用（Yabe T et al. J Biol Chem. 

2001;276:43313-9）およびアポトーシス誘導作用（Ho TC et al. Mol Immunol. 

2008;45:898-909）という相反する作用が報告されており、その作用は細胞種によって異な
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る。そこで、我々は PEDF の肝癌細胞アポトーシスに及ぼす影響を検討した。PEDF をノッ

クダウンした細胞では、ノックダウンを行っていない細胞と比較し、カンプトテシンによ

るアポトーシスの有意な増加を認めた。また、抗アポトーシス分子である Bcl-xL の発現も

同時に低下を認めた。以上の結果より、肝癌細胞株における PEDF は Bcl-xL の発現に関与

し、抗アポトーシス作用を有すると考えられる。 

 PEDF は分泌蛋白であり、標的細胞に対し抗炎症作用を含む様々な影響をもたらすことが

報告されている（Wang JJ et al. Am J Physiol Renal Physiol. 2008;294:F1166-73）。肝

類洞壁にはマクロファージ系の Kuppfer 細胞が存在し、TNF-α を始めとして様々なサイト

カインを分泌し肝細胞に影響を及ぼす。そこで、我々は PEDF のマクロファージ系細胞サイ

トカイン産生能に及ぼす影響を検討した。PEDF をマクロファージ系 RAW 細胞の培養上清に

添加すると TNF-αmRNA および TNF-α の培養上清への分泌が有意に抑制された。この結果

より、肝癌細胞の分泌する PEDF は Kuppfer 細胞の抗腫瘍効果を抑制し、肝癌細胞増殖によ

り有利な環境をもたらすことが示唆された。 

 本研究により肝癌細胞において PEDF は高発現していることが明らかとなった。肝癌細胞

における PEDF は抗アポトーシス効果と、Kuppfer 細胞の抗腫瘍効果を抑制し、肝癌細胞増

殖により有利な環境をもたらことが示唆された。以上の事より、PEDF は細胞内シグナルの

活性化を担う分子でありその抑制は肝癌治療の新たなストラテジーとなりうる事が示唆さ

れた。 
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