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1.略語集 

本文中の略語は以下に示す一覧表に従って用いた 

 

ACTB β-actin 

DAPI  4’,6-diamidino-2-phenylindole 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

ECM  extracellular matrix 

ERK1/2  extracellular signal-regulated kinase 1/2 

FGF  fibroblast growth factor 

FGFR  fibroblast growth factor receptor 

GLUT1  glucose transporter 1 

HBV  hepatitis B virus 

HCC  hepatocellular carcinoma 

HCV  hepatitis C virus 

HGF  hepatocyte growth factor 

HIF-1α  hypoxia inducible factor-1α 

KIT  tyrosine-protein kinase 

LEN  lenvatinib mesylate 

MAPK  mitogen-activated protein kinase 

NCCN  national comprehensive cancer network 

PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS  phosphate buffered saline 

PD-1  programmed death receptor-1 

PDGFR  platelet-drived growth factor receptor 

PVDF  polyvinylidene fluoride 

RET  rearranged during transfection 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

SFB  sorafenib tosilate 

TBS-T  tris buffer saline 

TKI  tyrosine kinase inhibitor 

VEGF  vascular endothelial growth factor 

VEGFR  vascular endothelial growth factor receptor 
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2. 緒言 

 

肝癌は 2020年での世界における部位別がん死亡割合の中で第 2位となってお

り、肝癌患者の中で肝細胞癌 (hepatocellular carcinoma : HCC) の割合は 75-85%

を占めている 1)。HCCの主要な危険因子は hepatitis B virus (HBV) や hepatitis C 

virus (HCV) の慢性感染、アフラトキシンに汚染された食品の摂取、アルコール

の大量摂取、体重過多、2型糖尿病への罹患、喫煙などが挙げられる 2)。かつて

は HBVと HCVが HCC の発症要因として多くを占めていたが、近年では抗ウイ

ルス薬の発展もあり世界の多くの地域で肥満 (体重過多) と 2型糖尿病、非アル

コール性脂肪性肝疾患の罹患が HCC の発症要因として増加傾向にある 3)。HCC

の治療アルゴリズムは病期により決定されており、the Barcelona-clinic Liver 

Cancer 病期分類が標準的な指標として使用されている 4)(Fig. 1A)。現在の HCC

治療の選択肢は肝切除術、経動脈的化学塞栓術、肝臓焼灼術、肝移植、放射線治

療および全身化学療法などがあり 4-6)、早期であれば肝切除術や肝臓焼灼術、肝

移植などが推奨されているが、切除不能といった advanced stageになると全身化

学療法の適応となる 7)。臨床病期が早期の患者であっても、治療の蓄積による肝

臓への負荷が重なることや、病勢進行などにより、いずれ全身化学療法へ移行す

ることが一般的である。全身化学療法の一次治療としては、sorafenib tosilate (SFB)、
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lenvatinib mesylate (LEN)、atezolizumab と bevacizumab の併用療法が National 

Comprehensive Cancer Network (NCCN) ガイドラインで推奨されている 8) (Fig. 

1B)。近年、HCC の全身化学療法については使用可能な薬剤が増えつつあるが、

それでも治療選択肢は限られている。 

第一選択薬の中の LEN は LEN が登場する以前の標準治療薬であった SFB と

の比較試験において、全生存期間で非劣勢を示している。さらに、副次評価項目

として固形癌への抗癌剤の有効性を示す基準である Response Evaluation Criteria 

in Solid Tumor (RECIST) 1.1 と RECIST に血流評価を加えた HCC に対する同様

の基準である modified RECIST (mRECIST) に基づき、無増悪生存期間と進行ま

での期間が評価され、盲検下の独立画像判定において奏効率が評価されたが、こ

れらの副次評価項目については、LEN が優位であった 9)。 LEN は vascular 

endothelial growth factor receptor (VEGFR) 1-3, fibroblast growth factor receptor 

(FGFR) 1-4, platelet-derived growth factor receptor (PDGFR), rearranged during 

transfection (RET), tyrosine-protein kinase (KIT) に対するマルチターゲットの

tyrosine kinase inhibitor (TKI) であり、経口投与が可能である。HCC は非常に血

管が発達しているため VEGFR、FGFR といった血管新生シグナルを標的とする

ことは HCC に対して合理的な治療法である 10)。LEN は in vitro において、FGF

シグナル伝達経路を活性化した HCC 細胞の増殖を阻害し、前臨床のヒト HCC
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異種移植腫瘍においても FGF シグナル伝達経路を抑制することが明らかとなっ

ている 11)。HCC においては fibroblast growth factor 19 (FGF19) と FGFR4 が共通

して発現が上昇することが示されており 12)、FGF19 の発現は HCCの進行に関与

すること 13)、FGF19 の過剰発現が HCC の発症を誘発することも示されている

14)。これにより、FGFR をターゲットとし、FGF シグナル伝達経路を抑制する

LENは SFB よりも臨床上有用であると考えられているが、治療選択肢の限られ

る HCC ではその治療抵抗性は大きな課題となっている。 

固形癌における治療抵抗性には微小環境が関与するとされており、腫瘍細胞

では正常組織に比べ血管と細胞の間が広く、不規則な血流に陥ることから栄養

分供給が滞り細胞増殖が遅くなることによる抗癌剤へ抵抗性をもつことや、解

糖系の関与などによる腫瘍内酸性による抗癌剤の細胞内取り込みの減少、低酸

素や酸性により腫瘍内 autophagyが誘導され細胞の生存を促進させること、腫瘍

内における低酸素領域への薬物分布の低下、放射線治療などの治療間の腫瘍の

再増殖などが一因として挙げられている 15)。その中でも腫瘍内低酸素は、腫瘍

細胞と血管との距離が遠いため細胞毒性を示す濃度の薬剤を投与できないこと、

腫瘍抑制タンパク質である p53 の消失により apoptosis が消失し血管新生や浸潤

性が増大する可能性があること、P-glycoprotein をコードする MDR 遺伝子など

薬物抵抗性に関与する遺伝子発現の上昇により薬剤排泄が促進すること、細胞
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生存を促進する腫瘍内 autophagy を誘導することが知られている 15)。進行した

HCC は複数の小結節として現れることが多く 16)、正常な肝臓と肝細胞周囲はど

ちらも血管密度が大きく、結節内での腫瘍細胞の増殖は大量の酸素を消費する

ためしばしば低酸素状態の微小環境を作り出す 17)。HCC は最も腫瘍内低酸素を

示す腫瘍の一つであり、酸素濃度の中央値は 0.8%であると報告されている 18)。

HCC に対する SFB の低酸素の治療抵抗性には、autophagy が関与する報告 19)、

Immune checkpoint inhibitors がターゲットとする programmed death receptor-1（PD-

1）の発現増加が関与する報告 20)、低酸素において細胞増殖や細胞生存、apoptosis、

細胞接着、血管新生、糖代謝に関わるタンパク質の調整に重要な転写因子として

広く知られている Hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) 21)が Glucose transporter 1 

(GLUT1)、VEGF などの発現増加に関与する報告 22,23)がある。さらに、ヒト HCC

臨床検体についての研究では、腫瘍内の HIF-1αタンパク質レベルが有意に上昇

し 24)、発現が上昇すると予後の悪化と関連することが報告されている 25)。HCC

患者の治療を成功させるために低酸素での薬剤抵抗性の解明は非常に重要であ

る。 

LENの治療抵抗性については、これまでに hepatocyte growth factor (HGF) の受

容体である c-MET が高発現している細胞において HGF が抗増殖作用、pro- 

apoptosis、抗浸潤効果を低下させることで LEN の効果を減弱させる報告 26)、血
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管新生などの転写制御因子である ETS-1 が VEGFR を介した LEN 抗腫瘍作用抵

抗性に関与する報告 27) がある。しかし、低酸素での HCC に対する LEN抗腫瘍

作用抵抗性については報告がない。本研究は既報において 11)LEN 低感受性を示

した 2 種類の HCC 細胞株 (PLC/PRF/5 細胞, HepG2 細胞) を用いて、低酸素の

LEN 治療抵抗性に関与するメカニズムについて明らかにすることを目的とした。  
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3. 実験材料および実験方法 

 

Cells line and Cell culture 

PLC/PRF/5 および HepG2 の 2 つの HCC 細胞株は、東北大学生物医学研究用

細胞資源センター （日本、仙台） から入手した。これらの細胞株は、10%のウ

シ胎児血清 （FBS, Gibco） を含む高グルコース DMEM （Gibco, Grand Island, 

NY, USA） で培養した。細胞は、37℃の通常酸素環境 （95％大気、5％CO2） ま

たは低酸素環境 （94％N2、5％CO2、1％O2） 下で培養した。 

 

Cell proliferation assay  

96 ウェルプレートに 1×104 個の細胞を播種し、通常酸素または低酸素下で一

晩培養した。次に、2 倍連続希釈したレンバチニブメシル酸塩 （フナコシ、東

京、日本） または溶媒 （DMSO） で細胞を処理した。さらに、通常酸素下ま

たは低酸素下で 72 時間培養した後、CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell P

roliferation Assay （Promega, WI, USA） を用いて細胞生存率を測定した。各ウ

ェルにMTS （[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfoph

enyl)-2H-tetrazolium, inner salt]） 試薬を 20 μL ずつ加え、DMSO で培養した細

胞をコントロールとし、490 nm の波長で吸光度 （OD） を測定した。阻害率は、
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次の式に従って算出した：実験 OD値／コントロール OD値×100％。データは、

平均値±平均の標準誤差 （SEM） として示し、3回の独立した実験を行った。 

 

Microarray analysis 

60mm ディッシュに 5×105 個の PLC/PRF/5 細胞を播種し、通常または低酸素

条件下で 12時間前培養した。17.5 µM の LENを添加した後、さらに通常または

低酸素条件下で 72時間インキュベートした。TRIzol 試薬 （Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA） を用いて PLC/PRF/5 細胞から Total RNAを抽出した。網羅的 mRNA

解析は、東レの 3D-Gene mRNA オリゴチップ v.16 （東レ株式会社、東京） を

用いて行った。RNA サンプルとインキュベートした後、チップを東レのプロト

コールに従って厳密に洗浄し、3D-Gene Scanner 3000 で蛍光シグナルをスキャン

し、2色法にて 3D-Gene Extraction ソフトウェアを用いて解析した。各 mRNAの

発現レベルは、各マイクロアレイのすべての mRNA のシグナル強度をバックグ

ラウンドで減算した値を用いて正規化した。低酸素下での LENの効果を減弱さ

せる分子遺伝学的要因を調べるために、以下の手順で mRNAリストを作成した。

実験は、通常酸素 LEN 非添加群の global normalization の中央値の少なくとも 4

倍の値を示す遺伝子に対して行った。まず、通常酸素下でのLEN非添加群とLEN

添加群を比較して、global normalization の値が 1.5倍以上減少した mRNAを同定
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した。次に、通常酸素下 LEN 添加群と低酸素下 LEN 添加群を比較し、global 

normalization の値が 1.5 倍以上増加した mRNA を同定した。最後に、各比較対

象に共通する mRNAを抽出し、今後の解析に使用した。 

 

Quantitative real-time PCR (q-RT-PCR) 

遺伝子発現は以下の方法を用いて q-RT-PCRで定量した。60 mmディッシュ

上に PLC/PRF/5 細胞を 5×105個で播種し、通常または低酸素下で 12 時間前培養

し、LENもしくは DMSO を添加後通常酸素または低酸素下で 0〜72 時間培養し

た。上述の方法で total RNA を回収し、プロトコールに従って High-Capacity R

NA-to-cDNA™ Kit を用いて cDNA を逆転写した （Thermo Fisher Scientific, M

A, USA） 。リアルタイム RT-PCR は、PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 

（Thermo Fisher Scientific, MA, USA） を用いて行った。プライマーは以下の

ものを使用した。: FN1, forward, 5′-AGGACTGGCATTCACTGATGTG-3′ and re

verse, 5′-GTCACCCTGTACCTGGAAACTTG-3′; HIF1A, forward, 5′-GCAGAATG

CTCAGAGAAAGCG-3′ and reverse, 5′-TAGCTGCATGATCGTCTGGC-3′. ACTB,

 forward, 5′-CGTCTTCCCCTCCATCGTG-3′ and reverse, 5′-TCGTCGCCCACATA

GGAATC-3′. 
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Gene ontology functional enrichment analysis and protein-protein interaction analysis 

Gene Ontrogy (GO) 解析には DAVID 6.8 Bioinformatics Resources (https://dav

id.ncifcrf.gov/) 28-29)を使用した。本研究では、同定された差次的発現遺伝子の有

意に集積された生物学的プロセスの GO 用語について分析を行った。タンパク

質-タンパク質相互作用ネットワークは、STRING （https://string-db.org/） オン

ライン検索ツールを用いて確立した 30）。STRING 分析では、中程度の信頼度の

タンパク質相互作用スコア 0.4を使用した。 

 

Immunofluorescence microscopy 

Fibronectin の発現を調べるために、PLC/PRF/5 細胞と HepG2細胞で fibronectin

染色を行った。細胞はチャンバースライド上で 5×105 個で、通常酸素下で 12時

間培養した。その後、PLC/PRF/5 細胞は 17.5 µM LEN で、HepG2 細胞は 25 µM 

LENで、通常酸素下または低酸素下で 48時間処理した。細胞を PBS で洗浄し、

4%パラホルムアルデヒドで固定し、PBS中 0.5% Triton X-100で透過処理し、ブ

ロッキング溶液で前処理した。固定して非特異的結合をブロックした後、チャン

バースライドを、ウサギの蛍光標識抗 fibronectin 抗体 （Alexa Fluor® 488 Anti-

Fibronectin, Abcam plc.） とともに、遮光しながら室温で 1 時間インキュベート

した。その後、DAPI 含有退色防止試薬 （Fluoro-KEEPER®, Nacalai Tesque Inc） 
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をスライドガラスに添加した。準備したものを蛍光顕微鏡 （Keyence, BZ-X700, 

Osaka, Japan） を用いて分析した。 

 

ELISA 

100 mm ディッシュ上に 2×106個で PLC/PRF/5 細胞または HepG2 細胞を播種

し、通常酸素下で 12 時間前培養した後、PLC/PRF/5 細胞には 17.5 µM LEN を、

HepG2細胞には 25 µM LENを添加し、それぞれ通常酸素下または低酸素下で 48

時間培養した後、細胞培養上清中の fibronectin 発現量を評価した。ELISA は、

Human Fibronectin Kit (R&D, MN, USA) に記載された手順に従って実施した。簡

潔に述べると、100 μLの標準ヒト fibronectin または細胞培養上清 （キット内の

バッファーで 100 倍に希釈） を ELISA プレートに準備し、50 μL の各ヒト

fibronectin 抗体溶液を加えた。その後、プレートをマイクロプレートシェーカー

で 2時間、室温でインキュベートした。次に、すべての内容物をデカンテーショ

ンし、プレートをキットの洗浄バッファーで 4回洗浄し、200 μLのヒト fibronectin

コンジュゲートを加えた。さらに、プレートを室温で 2時間、マイクロプレート

シェーカーでインキュベートした。内容物をすべてデカンテーションした後、プ

レートをキット洗浄バッファーで 4 回洗浄し、200 μL の基質溶液を加えた。最

後に 50 μL の 2N 硫酸の停止液を加えた。波長 450 nm のマイクロプレートリー
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ダーを用いて、プレートの各ウェルの光学濃度を測定した。 

 

Small interfering RNA transfection 

ヒト fibronectin に対する低分子干渉 RNA （siRNA） 二重鎖 （sc-29315） お

よび非標的 siRNA （sc-36869） は Santa Cruz （TX, USA） の siRNAコレクシ

ョンから入手した。PLC/PRF/5 細胞を 96 ウェルプレートに 1×104個で播種し、

INTERFERin トランスフェクション試薬 （Polyplus, Illkirch, France） を用いて、

メーカーのプロトコールに従って 1nM の siRNAをトランスフェクトした。36時

間後、低酸素下において LENの曝露処理を行った。 

 

Western blotting 

PLC/PRF/5 細胞または HepG2 細胞を 2×106 個で 100mm ディッシュ上に播種

し、通常酸素下で 12 時間前培養した。次に、PLC/PRF/5 細胞と HepG2 細胞を、

それぞれ 17.5 µM と 25 µM の LEN で、通常酸素下または低酸素下で 48 時間処

理した。細胞は、プロテイナーゼ阻害剤 （Santa Cruz Biotechnology, TX, USA） 

を添加した M-PER™ Mammalian Protein Extraction Reagent （Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA） で溶解した。タンパク質濃度は、BCA protein assay kit （Fuji 

Film, Tokyo, Japan） を用いて測定した。等量のタンパク質 （20μg） を、ドデシ
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ル硫酸ナトリウム （SDS） -ポリアクリルアミドゲル電気泳動 （PAGE） （4％

-12％標準ゲル） を用いて、150Vの定電圧で 50分間分離した。ウェスタンブロ

ット分析は、標準的なプロトコールに従って行った。タンパク質をポリビニリデ

ンジフルオライド （PVDF） メンブレン （Bio-Rad, CA, USA） に 24Vの定電

圧で 30分間ブロッティングした。その後，メンブレンを Blocking One-P （Nacalai 

Tesque, Kyoto, Japan） で 4℃にて一晩ブロッキングした。その後、0.1％Tween20

洗剤を含むトリス緩衝生理食塩水 （TBS-T） を用いてメンブレンを洗浄し、

p44/42 MAPK （ERK1/2） を標識した一次抗体 （CST, MA, USA; Cat. p44/42 

MAPK (ERK1/2) (CST, MA, USA; Cat. #9102)、phospho-p44/42 MAPK (p-ERK1/2) 

(CST, MA, USA; Cat. #9101)、および β-actin (CST, MA, USA; Cat. #4967) で標識し

た一次抗体と一緒に、遮光しながら室温で 1 時間インキュベートした。その後、

メンブレンを二次抗体と室温で 1 時間、暗所でインキュベートした。抗体濃度

は，TBS-Tで 1:1000 （一次抗体） および 1:5000 （二次抗体） とした。ブロッ

トの検出には，ECL prime western blotting detection reagents （Amersham cytiva, 

Tokyo, Japan） を用いた。化学発光バンドは Lumino Graph III (ATTO, Tokyo, Japan) 

および Image J 1.53 (http://imagej.nih.gov/ij) を用いて可視化した。 

 

Statistical analysis 
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解析には JMP 14.2 （SAS Institute, NC, USA） を使用した。データは，ANOVA

（ポストホックテストとして Tukey 検定） または Student の t-検定を行って解

析した。統計的有意性は p < 0.05とした。 
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4. 結果 

 

4.1. PLC/PRF/5 細胞と HepG2細胞における Lenvatinib (LEN) の用量反応測定 

PLC/PRF/5 細胞および HepG2 細胞における通常酸素及び低酸素での LENに

対する用量反応について、細胞生存率での評価を MTS assayにより行った。通常

酸素下に比べ低酸素下での LEN 12.5 μM の濃度において PLC/PRF/5 細胞では

47.2%、HepG2では 13.2%の細胞生存率の増加が見られた （Fig. 2A and 2B）。IC50

値については、PLC/PRF/5 細胞では通常酸素で 13.0 ± 0.8 µM、低酸素で 21.3 ± 

1.1 µM と低酸素において有意な増加がみられたが、HepG2 細胞においては通常

酸素で 23.0 ± 0.8 µM、低酸素で 26.3 ± 1.1 µM と有意差は認められなかった。通

常酸素に対する低酸素での IC50 の増加率については PLC/PRF/5 細胞および 

HepG2細胞でそれぞれ 63.8 ± 3.3 %、14.3 ± 0.9 %であり PLC/PRF/5 細胞において

より著明な増加がみられた（Fig. 2C）。これにより LENは用量依存的に細胞増殖

阻害を示したが、PLC/PRF/5 細胞においては低酸素で LENの細胞増殖抑制作用

に対して抵抗性を示した 。また、実験における LENの濃度は、PLC/PRF/5 細胞

において差の大きかった濃度の間の 17.5 μM に設定した。 

 

4.2. PLC/PRF/5 細胞の低酸素下 LEN 抗腫瘍作用抵抗性に関する網羅的遺伝子解

析 
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PLC/PRF/5 細胞から抽出した total RNA を用いて網羅的遺伝子解析を行った。

通常酸素環境下において、LEN 添加群では LEN 非添加群に比べ、921 個の発現

抑制された遺伝子が抽出された。Table 1に発現抑制比率が大きい上位 50の遺伝

子一覧を示した。低酸素下での LEN添加により、通常酸素下での LEN添加群と

比較して、発現量が上昇した遺伝子が 409 個抽出された。Table 2 に発現上昇比

率が大きい上位 50の遺伝子一覧を示した。さらに、実験方法に記載した手順に

より低酸素下 LEN抗腫瘍作用抵抗性に関連する 200個の異なる遺伝子が同定さ

れた。Table 3には、前述の 2条件の比率の比較において変化率の大きい上位 50

の遺伝子一覧を示した。同定された mRNA は、主に細胞外エクソソーム、細胞

膜、膜結合小胞などの細胞構成に関連する成分に属していた。mRNA の機能的

役割を検討するために DAVID bioinformatics tool を使用して Gene Ontology (GO) 

analysis (cell component) を行ったところ、主に extracellular matrix (ECM) に関連

する GO term が含まれていた（Fig. 3A）。さらなる解釈のため、識別された遺伝

子の機能的相互作用ネットワークについて STRING ソフトウェアを使用して解

析したところ、ECM 成分である fibronectin をコードする FN1遺伝子がハブとし

て同定された （Fig. 3B）。 

 

4.3. 低酸素下培養における PLC/PRF/5 の HIF1Aおよび FN1 遺伝子発現レベル 
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PLC/PRF/5 細胞に対する低酸素培養の影響について検討するために、通常酸

素および低酸素での HIF-1α をコードする HIF1A の mRNA 発現量の解析を行っ

た。前培養 12 h を行った直後（0 h） において、通常酸素に比べて低酸素での

HIF1Aの有意な増加がみられた（Fig. 4A）。FN1遺伝子についても同様に mRNA

発現量の評価を行ったところ、各時間において通常酸素に比べて低酸素で有意

に増加が見られ、特に 48 hにおいてその差が顕著であった（Fig. 4B）。 

 

4.4. HCC 細胞株の fibronectin 蛍光免疫染色および培養液中の fibronectin 定量 

PLC/PRF/5 細胞および HepG2細胞において通常酸素、低酸素での fibronectin

について、培養 48 h におけるタンパク質発現量の解析を行った。蛍光免疫染色

法による解析では、PLC/PRF/5 細胞において低酸素で細胞内外での fibronectin の

発現増加が見られた。また、LEN 添加により、通常酸素および低酸素において

fibronectin 発現は低下する傾向が認められた。HepG2細胞ではいずれの条件でも

fibronectin の発現に大きな変化が認められなかった（Fig. 5A）。培養液中の

fibronectin 濃度について ELISA により測定したところ、PLC/PRF/5 細胞では通

常酸素 （LEN-） で 24.0 ± 1.5 ng/mL、低酸素 （LEN-） で 54.8 ± 7.1 ng/mLと

低酸素で有意に増加した。また、通常酸素（LEN＋）で 23.5 ± 8.8 ng/mL、低酸素

（LEN＋）で 38.6 ± 7.3 ng/mLと LEN存在下においても低酸素での fibronectin の
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発現量は増加傾向にあった（Fig. 5B）。HepG2細胞においては、低酸素における

培養液中の fibronectin 濃度の増加は認められず、発現レベルは PLC/PRF/5 細胞

に比べて低かった（Fig. 5C）。 

 

4.5. PLC/PRF/5 細胞に対する FN1 knockdownによる低酸素での LEN 効果 

FN1 knockdownによる低酸素での PLC/PRF/5細胞に対する LENの効果につい

て検討した。PLC/PRF/5 細胞に対し、36 h の fibronectin 特異的 siRNA 導入後、

有意な FN1 遺伝子発現レベルの低下が認められた（Fig. 6A）。続いて、FN1 

knockdown後、通常酸素と低酸素で LEN添加し 48 h培養を行った。通常酸素で

の培養に比べ PLC/PRF/5細胞に対する LENの細胞増殖抑制作用の有意な改善が

認められた（Fig. 6B）。 

 

4.6. PLC/PRF/5 細胞および HepG2細胞の ERK1/2 タンパク質の発現解析 

低酸素の LEN抗腫瘍作用抵抗性機序について検討するために、細胞内生存シ

グナルである extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK 1/2) について、ERK1/2

のタンパク質全体（w-ERK1/2）とその活性化タンパク質であるリン酸化 ERK1/2

（p-ERK1/2）の発現を western blotting 法により解析した。 PLC/PRF/5 細胞にお

いては 24 h時点で低酸素での p-ERKが発現上昇し、48 h時点では通常酸素、低



19 

 

酸素ともに LEN (+) で p-ERK1/2 の発現上昇が認められた（Fig. 7A）。同様に

HepG2 細胞で検討を行ったところ、24 h 時点では通常酸素 LEN (-) に比べ、通

常酸素 LEN (+) および低酸素 LEN (-) で p-ERKが発現低下し、48h時点におい

ては、低酸素で LEN (+) 、LEN (-) ともに p-ERKの発現上昇が認められた（Fig. 

7B）。  
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5. 考察 

 

本研究では HCC 細胞株を用いて低酸素における LEN 抗腫瘍作用抵抗性を確

認した。低酸素において IC50上昇率が大きかった PLC/PRF/5 細胞について解析

を行い、低酸素での LEN 抗腫瘍作用抵抗性には ECM が関与すること、その中

でも中心的な役割を果たす fibronectin の発現量が有意に上昇することを示した。

本研究は HCC 細胞に対する低酸素での LEN 抗腫瘍作用抵抗性に関する初めて

の報告となる。 

PLC/PRF/5 細胞および HepG2細胞については、低酸素での SFB 抗腫瘍作用抵

抗性は既に検討されている 22,23)。低酸素の LEN効果の検討では PLC/PRF/5 細胞

においては SFB の先行研究と類似の傾向を示したが、HepG2 細胞においては低

酸素下の SFB 先行研究と比べ、本研究では IC50 の上昇率は小さかった。

PLC/PRF/5 細胞は SFB、LEN 共に低感受性の細胞であることが報告されており

11)、低酸素の影響によりさらに感受性が低下したと考えられる。一方、HepG2細

胞については LEN よりも SFB のほうで感受性が高い報告 31) があるが、通常酸

素でも低感受性を示した本研究の結果を支持するものと考える。 

低酸素での LEN抗腫瘍作用減弱のメカニズムを解析するために bioinformatics 

analysis を行い fibronectin の関与が重要であることを明らかにした。Fibronectin
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は細胞接着や移動、創傷治癒など正常細胞での役割 32-36)のほかに腫瘍細胞の転

移、放射線抵抗性、細胞増殖に関与していることが報告 37)されている。外科的

に切除された HCC は正常肝細胞に比べて fibronectin が過剰発現していたという

報告 38)からも HCC においてはその関与が大きい可能性がある。Fibronectin など

の ECM が抗癌剤の抵抗性に関与する報告は胃癌、乳癌などの癌種で報告 39-41)さ

れ、がん患者の検体を用いて化学療法抵抗性を検討した研究においても ECM の

関与が示唆されている 42)。さらに、低酸素が ECM の発現調節に関係しているこ

とについても報告がある 43,44)。PLC/PRF/5 細胞での検討では、HIF1A 発現レベル

は、低酸素培養後に速やかにピークに達し、FN1 発現レベルは HIF1A 発現レベ

ルのピーク時点から 48 h後に最も上方制御された。今回の結果は、HCC におけ

る HIF1Aの発現量は低酸素培養後 24時間以内に上昇するが、別のがん種におけ

る低酸素下での FN1 の発現量は、HIF1A の発現量よりも遅れて上昇するという

過去の報告を支持するものであった 45,46)。蛍光免疫染色で検討した PLC/PRF/5

細胞の fibronectin 発現量は低酸素下で細胞内外において大きく上昇し、通常酸

素下の LEN 添加により低下する傾向であった。さらに ELISA で検討した

PLC/PRF/5 細胞の培養液中の fibronectin 濃度は LEN (-) 条件では通常酸素に比

べて低酸素で 2.3 倍に上昇し、LEN (+) 条件では通常酸素に比べ低酸素では 1.6

倍に上昇した。以上のことと、PLC/PRF/5 細胞の網羅的遺伝子解析により、通常
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酸素での LEN添加により下方制御され、低酸素で上方制御された遺伝子群の代

表として FN1 が抽出されたことを踏まえると、PLC/PRF/5 細胞においては、通

常酸素下では LEN の直接的な標的ではないが fibronectin を低下させる効果があ

るが、低酸素下では HIF-1α などの転写調節因子が誘導され、fibronectin の産生

が亢進することで LENの効果が減弱することが薬剤抵抗性を引き起こすメカニ

ズムのひとつであると推察される。一方、HepG2細胞においては、fibronectin の

蛍光免疫染色および培養液中の ELISA いずれにおいても発現量の大きな変動は

見られなかった。HepG2 細胞または PLC/PRF/5 細胞の上皮間葉転換（EMT）マ

ーカーを調べた報告によると、通常酸素と低酸素によらず、fibronectin と同様の

EMT マーカーである vimentin の発現レベルが両細胞間で大きく異なることが報

告されている 47）。また、vimentin と fibronectin の発現には相関関係があることも

報告されている 48,49)。これらのことから、PLC/PRF/5 細胞と HepG2 細胞では、

fibronectin の発現量に違いがあり、低酸素下での fibronectin の挙動は、PLC/PRF/5

細胞に特有の現象であると推測される。Fibronectin が低酸素下における LEN 治

療に重要な鍵になることを踏まえて、膵臓癌細胞の fibronectin 存在下の

gemcitabine の治療抵抗性を fibronectin 阻害剤である RGDS の併用により克服し

た報告 50)を参考に、PLC/PRF/5 細胞を用いて低酸素下で LENと RGDS の併用実

験を行ったが、有意な LEN 抗腫瘍作用抵抗性解除は示されなかった (data not 
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shown)。一方、PLC/PRF/5 細胞において FN1 knockdown により低酸素下で LEN

抗腫瘍作用の回復を示したことから、PLC/PRF/5 細胞のような低酸素で

fibronectin の産生が上昇するような性質をもつ HCC に対して、競合的な阻害で

はなく効率的に fibronectin の合成や下流シグナルを阻害することは、低酸素下

LEN抗腫瘍作用抵抗性の解除に重要なストラテジーとなる可能性がある。 

さらに、細胞増殖に関して重要なシグナル伝達経路として知られる mitogen-

activated protein kinase (MAPK)の key signaling molecule である ERK1/2 について

タンパク質の発現解析を行った。ERK1/2 は、LENの作用点である FGFR の下流

タンパク質として知られ、HCC 細胞株である Hep3B2.1-7細胞、Huh-7細胞を用

いた実験で ERK1/2 の活性化タンパク質である p-ERK1/2 が LEN の作用により

下方制御されるという報告がある 51)。本研究において PLC/PRF/5 細胞において

低酸素下 24 hでの p-ERK1/2 の発現上昇を確認した。一方、低酸素は ERKを活

性化し、活性化された ERK は HIF-1α を上方制御することが知られている 52)。

ERK1/2 はリン酸化されることにより活性化し、転写因子を含む様々な基質をリ

ン酸化することにより細胞増殖や分化、生存、細胞死など細胞の機能発現に関係

する 53)ことを考慮すると、PLC/PRF/5 細胞において低酸素でみられた ERK1/2 の

活性化はさらに下流の細胞内プロセスに影響を与え、HIF-1α の活性化と

fibronectin の発現亢進にも貢献していると推定された。一方、通常酸素および低
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酸素下 48 hでは LEN 添加群の p-ERK1/2 発現上昇は、先行研究 51)を参考とした

想定とは異なる結果であった。前立腺癌に対して TKI である nilotinib を作用さ

せたところ細胞増殖抑制と同時に p-ERK1/2 の活性化が観察されている 54)。

PLC/PRF/5 細胞では LEN感受性の Hep3B2.1-7細胞、Huh-7細胞とは異なり LEN

の作用がMAPK 経路の抑制を主標的とせず、MAPK 経路に対してはパラドキシ

カルな作用をもたらし、他経路の抑制の代償として LEN 存在下で p-ERK1/2 が

活性化した可能性を考える。HepG2 細胞の p-ERK1/2 の挙動は PLC/PRF/5 細胞

と異なり、低酸素下 48 hで発現上昇が確認された。HepG2細胞の 48 時間後の p-

ERK1/2 の発現パターンは、PLC/PRF/5 細胞の 24 時間後の発現パターンと同様

であった。低酸素による HepG2細胞の化学療法への耐性を調べた先行研究では、

低酸素培養開始から 48 時間後に p-ERK1/2 の発現がピークに達することが報告

されている 56）。今回の結果と合わせて考えると、HepG2細胞の低酸素による p-

ERK1/2 の発現上昇は、PLC/PRF/5 細胞の p-ERK1/2 の発現上昇よりも遅く起こ

ると推察される。細胞腫による反応の多様性がうかがえる結果となった。 

本研究では HCC 細胞株を用いて、低酸素での LEN 抗腫瘍作用抵抗性を確認

し、その機序として ECM である fibronectin が HCC 細胞株 PLC/PRF/5 細胞の低

酸素で誘発される LEN抗腫瘍作用抵抗性に重要な役割を果たすことを示唆した。

Fibronectin はインテグリンと結合し細胞内シグナルを伝達することが知られて
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いる 57)が、今回の結果を踏まえると、ERK1/2 の活性化は LEN の作用の代償と

しての活性化だけではなく、HCC の再発・増悪に関与することも考えられる 

(Fig.8)。Fibronectin 及び Fibronectin 関連経路を阻害する薬剤の開発は fibronectin

産生が亢進している HCC に対する LEN 治療に多大な貢献をもたらすと考えら

れる。 
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8. 図表 

 

 

Fig. 1 The position of LEN in HCC. (A) BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) staging 

system and treatment strategy in European Association for the Study of the Liver. (B) 

NCCN Guidelines Version 2. 2021 Hepatocellular Carcinoma. 
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Fig. 2 Hypoxia induce resistance to lenvatinib-induced cytotoxicity while lenvatinib 

dose response effects differ among hepatocellular carcinoma (HCC) cell lines. (A) 

PLC/PRF/5 cells and (B) HepG2 cells seeded on 96-well plates at a density of 1×104 

cells/well, were incubated with increasing concentrations of lenvatinib for 72 h in 

normoxia (95% air and 5%CO2) or hypoxia (94%N2, 1%O2 and 5%CO2) condition and 

evaluated for cell viability using the MTS assay. Data are mean ± SEM of triplicate 

determinations. *p<0.05, **p<0.01 for normoxia vs hypoxia conducted by student’s t-test. 

(C) IC50 values for lenvatinib in different HCC cell lines were calculated using JMP 14.2 

software.  
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Fig. 3 Global gene expression profiling shows the involvement of the extracellular 

matrix component fibronectin for the resistance of lenvatinib under hypoxia in 

PLC/PRF/5 cells. (A) Gene Ontology (GO) analysis using the DAVID. The representative 

cell component terms with top 10 enrichment score are presented. The horizon axis 

represents the significance (p value) for each term, vertical axis represents the GO terms 

for cell component. (B) The protein-protein interaction network analysis using the 

STRING. FN1 is surrounded by a red frame. 
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Fig. 4 The mRNA expression levels of HIF1A and FN1 in PLC/PRF/5 cells under 

normoxia and hypoxia. (A) The mRNA expression levels of (A) HIF1A (0 h under 

normoxia HIF1A/ACTB=1) and (B) FN1 (0 h under normoxia FN1/ACTB=1). 0 h refers 

to the time after 12-h pre-culture. Data are mean ± SEM of duplicate determinations. 

*p<0.05, **p<0.01, conducted by two-way ANOVA followed by Turkey’s post hoc test. 
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Fig. 5 Fibronectin around PLC/PRF/5 cells and in culture medium is upregulated 

under hypoxia. (A) The fibronectin localization was analyzed by immunofluorescence 

staining in PLC/PRF/5 and HepG2 cells. The green color indicates the localization of 

fibronectin. Nuclei were visualized with DAPI staining in blue. Scale bar represents 200 

µm. Fibronectin concentration in culture medium at (B) PLC/PRF/5 cells and (C) HepG2 

cells using ELISA. Data are mean ± SEM of duplicate determinations. *p<0.05, 

conducted by one-way ANOVA followed by Turkey’s post hoc test. (LEN concentration; 

PLC/PRF/5 : 17.5μM, HepG2 : 25μM.) 
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Fig. 6 Knockdown effect of FN1 for lenvatinib effect under hypoxia in PLC/PRF/5 

cells. (A) FN1 mRNA expression levels 36 h after siRNA knockdown of FN1 in 

PLC/PRF/5 cells cultured in normoxia compared with negative control siRNA. It is 

shown by a fold change with the expression levels at 0 h as 1. (B) To study the effect of 

lenvatinib on FN1 knockdown in hypoxia, cell viabilities was examined at 48 h by using 

MTS assay for PLC/PRF/5 cells cultured in hypoxia with FN1 siRNA or a negative 

control siRNA. Data are mean ± SEM of duplicate determinations. **p<0.01, conducted 

by one-way ANOVA followed by Turkey’s post hoc test. LEN concentration; 

PLC/PRF/5 : 17.5μM, HepG2 : 25μM. Control, without transfection reagent; NC, 

negative control siRNA; siRNA, FN1 siRNA 
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Fig. 7 ERK1/2 is activated under hypoxia in PLC/PRF/5 cells. (A) PLC/PRF/5 cells 

and (B) HepG2 cells for ERK1/2 expression levels using the western blot analysis. β-

actin was used as a loading control. LEN concentration; PLC/PRF/5 : 17.5μM, HepG2 : 

25μM. p-ERK1/2, phospho-ERK1/2; w-ERK, whole ERK1/2 
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 Fig. 8 Speculation of Lenvatinib resistance under hypoxia mechanism for 

hepatocellular carcinoma obtained from this study.  

  



47 

 

Table. 1 List of top 50 the most down-regulated genes with lenvatinib compared to 

without lenvatinib under normoxia. 

 

 

RefSeq_id symbol description ratio

XR_942480.1 PGM3 phosphoglucomutase 3 0.16

NM_006931.2 SLC2A3 solute carrier family 2 member 3 0.20

NM_001134.2 AFP alpha fetoprotein 0.21

NR_046371.1 CP ceruloplasmin (ferroxidase) 0.21

XM_011522450.1 RAB26 RAB26, member RAS oncogene family 0.23

NM_015303.3 VPS8 VPS8, CORVET complex subunit 0.23

XM_011535916.1 AHI1 Abelson helper integration site 1 0.24

XR_931950.1 PIGB phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class B 0.26

XM_011519179.1 WDR34 WD repeat domain 34 0.26

NR_036462.1 APITD1 apoptosis-inducing, TAF9-like domain 1 0.27

NM_000935.2 PLOD2 procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 0.27

NM_212474.2 FN1 fibronectin 1 0.30

NM_031935.2 HMCN1 hemicentin 1 0.32

XM_011516792.1 NDRG1 N-myc downstream regulated 1 0.33

NM_001402.5 EEF1A1 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 0.33

NM_021979.3 HSPA2 heat shock protein family A (Hsp70) member 2 0.33

NM_003670.2 BHLHE40 basic helix-loop-helix family member e40 0.35

NM_016378.3 VCX2 variable charge, X-linked 2 0.36

NM_001127400.1 YPEL5 yippee like 5 0.37

NM_001282663.1 MICAL2 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain containing 2 0.38

NM_001317120.1 ZNF331 zinc finger protein 331 0.38

NM_153365.2 TAPT1 transmembrane anterior posterior transformation 1 0.38

NR_002780.1 HIGD2B HIG1 hypoxia inducible domain family member 2B 0.39

NM_032049.3 AGTR1 angiotensin II receptor type 1 0.40

NM_004354.2 CCNG2 cyclin G2 0.40

XM_005254117.2 ADAM10 ADAM metallopeptidase domain 10 0.41

NM_001301837.1 C12orf57 chromosome 12 open reading frame 57 0.41

NM_001013398.1 IGFBP3 insulin like growth factor binding protein 3 0.41

NM_138391.4 TMEM183A transmembrane protein 183A 0.42

NM_001063.3 TF transferrin 0.43

NM_001122839.1 SLC50A1 solute carrier family 50 member 1 0.43

NM_001166451.1 KNG1 kininogen 1 0.43

NM_018004.2 TMEM45A transmembrane protein 45A 0.43

XM_005244940.3 EFNA1 ephrin-A1 0.43

NM_152288.2 ORAI3 ORAI calcium release-activated calcium modulator 3 0.43

NM_017582.6 UBE2Q1 ubiquitin conjugating enzyme E2Q family member 1 0.43

NM_022735.3 ACBD3 acyl-CoA binding domain containing 3 0.43

XM_006711051.1 TMEM59 transmembrane protein 59 0.45

NM_012180.2 FBXO8 F-box protein 8 0.45

NM_000756.3 CRH corticotropin releasing hormone 0.45

NM_018433.5 KDM3A lysine demethylase 3A 0.45

XM_006721903.1 NBR1 neighbor of BRCA1 gene 1 0.46

XM_011517299.1 DERL1 derlin 1 0.46

NM_183065.2 TMEM107 transmembrane protein 107 0.46

NM_001253384.1 RPL15 ribosomal protein L15 0.46

NM_080605.3 B3GALT6 Beta-1,3-galactosyltransferase 6 0.47

NM_001823.4 CKB creatine kinase, brain 0.47

NM_013332.3 HILPDA hypoxia inducible lipid droplet associated 0.47

XR_926244.1 TDP2 tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2 0.47

NM_001243280.1 ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule 0.48
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Table. 2 List of top 50 the most up-regulated genes with lenvatinib under hypoxia 

compared to with lenvatinib under normoxia. 

 

 

RefSeq_id symbol description ratio

XM_011516792.1 NDRG1 N-myc downstream regulated 1 24.37

NM_006931.2 SLC2A3 solute carrier family 2 member 3 15.47

NM_013332.3 HILPDA hypoxia inducible lipid droplet associated 9.55

NM_001823.4 CKB creatine kinase, brain 7.03

NM_000935.2 PLOD2 procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 5.64

XR_942480.1 PGM3 phosphoglucomutase 3 4.72

XM_005244940.3 EFNA1 ephrin-A1 4.62

NM_018004.2 TMEM45A transmembrane protein 45A 4.52

NM_015303.3 VPS8 VPS8, CORVET complex subunit 4.24

NM_001142595.1 P4HA1 prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 1 3.99

XM_011536684.1 ERO1A endoplasmic reticulum oxidoreductase alpha 3.97

XM_011522450.1 RAB26 RAB26, member RAS oncogene family 3.92

NR_033361.1 TMCC1 transmembrane and coiled-coil domain family 1 3.81

NR_046371.1 CP ceruloplasmin (ferroxidase) 3.76

NM_003670.2 BHLHE40 basic helix-loop-helix family member e40 3.74

NM_001013398.1 IGFBP3 insulin like growth factor binding protein 3 3.67

XM_011519179.1 WDR34 WD repeat domain 34 3.59

NM_001289910.1 IDH2 isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial 3.58

NM_001292030.1 TTC39C tetratricopeptide repeat domain 39C 3.47

NM_001001701.3 C4orf3 chromosome 4 open reading frame 3 3.45

NM_001300965.1 CSRP2 cysteine and glycine rich protein 2 3.41

XR_926244.1 TDP2 tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2 3.39

XM_011536684.1 ERO1A endoplasmic reticulum oxidoreductase alpha 3.38

NM_001291737.1 CD24 CD24 molecule 3.34

NM_000756.3 CRH corticotropin releasing hormone 3.28

NM_001284213.2 CAST calpastatin 3.14

NR_036462.1 APITD1 apoptosis-inducing, TAF9-like domain 1 3.13

NM_001063.3 TF transferrin 3.11

NM_001317120.1 ZNF331 zinc finger protein 331 3.06

NM_001122839.1 SLC50A1 solute carrier family 50 member 1 3.06

XM_011540001.1 ALDH18A1 aldehyde dehydrogenase 18 family member A1 3.01

NM_001127400.1 YPEL5 yippee like 5 2.89

NM_001134.2 AFP alpha fetoprotein 2.83

NM_001005353.2 AK4 adenylate kinase 4 2.81

XM_006718315.1 C11orf49 chromosome 11 open reading frame 49 2.76

NM_004354.2 CCNG2 cyclin G2 2.74

XM_011519493.1 PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 2.73

NM_002305.3 LGALS1 lectin, galactoside-binding, soluble, 1 2.73

NM_000158.3 GBE1 glucan (1,4-alpha-), branching enzyme 1 2.71

NM_000291.3 PGK1 phosphoglycerate kinase 1 2.71

NM_152288.2 ORAI3 ORAI calcium release-activated calcium modulator 3 2.68

XM_011524267.1 LRRC37B leucine rich repeat containing 37B 2.67

NM_001160094.1 ACOT13 acyl-CoA thioesterase 13 2.62

XM_011509387.1 TMEM9 transmembrane protein 9 2.61

NM_018433.5 KDM3A lysine demethylase 3A 2.58

NM_001301837.1 C12orf57 chromosome 12 open reading frame 57 2.57

NM_001102426.1 TBC1D8 TBC1 domain family member 8 2.57

NM_212474.2 FN1 fibronectin 1 2.53

NR_033421.1 SLC11A2 solute carrier family 11 member 2 2.49

XR_931950.1 PIGB phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class B 2.44
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Table. 3 List of the top 50 genes that were common to two comparisons and had the 

highest rate of change. ("Ratio of global normalization value with lenvatinib under 

hypoxia compared with lenvatinib under normoxia" versus "ratio of global normalization 

value with lenvatinib as compared to without lenvatinib under normoxia") 

 

 

RefSeq_id symbol description rate of change

NM_006931.2 SLC2A3 solute carrier family 2 member 3 76.40

XM_011516792.1 NDRG1 N-myc downstream regulated 1 73.82

XR_942480.1 PGM3 phosphoglucomutase 3 30.05

NM_000935.2 PLOD2 procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 20.56

NM_013332.3 HILPDA hypoxia inducible lipid droplet associated 20.28

NM_015303.3 VPS8 VPS8, CORVET complex subunit 18.31

NR_046371.1 CP ceruloplasmin (ferroxidase) 17.55

XM_011522450.1 RAB26 RAB26, member RAS oncogene family 17.13

NM_001823.4 CKB creatine kinase, brain 14.99

XM_011519179.1 WDR34 WD repeat domain 34 13.89

NM_001134.2 AFP alpha fetoprotein 13.52

NR_036462.1 APITD1 apoptosis-inducing, TAF9-like domain 1 11.56

XM_005244940.3 EFNA1 ephrin-A1 10.75

NM_003670.2 BHLHE40 basic helix-loop-helix family member e40 10.67

NM_018004.2 TMEM45A transmembrane protein 45A 10.56

XM_011535916.1 AHI1 Abelson helper integration site 1 9.84

XR_931950.1 PIGB phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class B 9.56

NM_001013398.1 IGFBP3 insulin like growth factor binding protein 3 8.90

NM_212474.2 FN1 fibronectin 1 8.51

NM_001317120.1 ZNF331 zinc finger protein 331 8.05

NM_001127400.1 YPEL5 yippee like 5 7.84

NR_033361.1 TMCC1 transmembrane and coiled-coil domain family 1 7.63

XM_011536684.1 ERO1A endoplasmic reticulum oxidoreductase alpha 7.45

NM_031935.2 HMCN1 hemicentin 1 7.34

NM_001063.3 TF transferrin 7.31

NM_000756.3 CRH corticotropin releasing hormone 7.31

NM_001122839.1 SLC50A1 solute carrier family 50 member 1 7.19

NM_001001701.3 C4orf3 chromosome 4 open reading frame 3 7.17

XR_926244.1 TDP2 tyrosyl-DNA phosphodiesterase 2 7.15

NM_004354.2 CCNG2 cyclin G2 6.85

NM_001142595.1 P4HA1 prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 1 6.78

NM_001301837.1 C12orf57 chromosome 12 open reading frame 57 6.24

NM_152288.2 ORAI3 ORAI calcium release-activated calcium modulator 3 6.23

XM_011536684.1 ERO1A endoplasmic reticulum oxidoreductase alpha 5.96

NM_001292030.1 TTC39C tetratricopeptide repeat domain 39C 5.89

NR_002780.1 HIGD2B HIG1 hypoxia inducible domain family member 2B 5.79

NM_018433.5 KDM3A lysine demethylase 3A 5.70

NM_001291737.1 CD24 CD24 molecule 5.65

NM_001289910.1 IDH2 isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial 5.53

NM_021979.3 HSPA2 heat shock protein family A (Hsp70) member 2 5.36

XM_011524267.1 LRRC37B leucine rich repeat containing 37B 5.35

NM_138391.4 TMEM183A transmembrane protein 183A 5.33

NM_001300965.1 CSRP2 cysteine and glycine rich protein 2 5.09

XM_011509387.1 TMEM9 transmembrane protein 9 5.07

NM_032049.3 AGTR1 angiotensin II receptor type 1 5.04

NM_001402.5 EEF1A1 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 5.02

XR_946695.1 ECHDC2 enoyl-CoA hydratase domain containing 2 4.96

NM_001282663.1 MICAL2 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain containing 2 4.95

XM_011519493.1 PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 4.93

NM_002305.3 LGALS1 lectin, galactoside-binding, soluble, 1 4.91
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