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研究成果の概要（和文）：FACSにより濃縮した肝細胞癌幹細胞様分画の遺伝子解析を行い、幹細胞様分画の特徴
的な遺伝子発現プロファイルを明らかにした。すでに他癌種の癌幹細胞に高発現している特徴的な表面マーカー
遺伝子は必ずしも発現しておらず、本細胞株での幹細胞様分画に特徴的な表面マーカーが存在することも明らか
となった。シングルセル解析では、個々の細胞の発現レベルにはかなり不均一性が存在することが明らかにな
り、細胞周期による発現変動が最も大きなファクターであった。少量細胞によるエピゲノム修飾解析ではプロモ
ーターおよびエンハンサーマークの解析により、細胞周期関連遺伝子で転写制御の違いが確認できた。

研究成果の概要（英文）：I enriched the stem cell-like fraction in liver cancer by FACS sorting and 
clarified the character of their transcriptome profiles. The typical surface marker genes that are 
already known in cancer stem cells of other cancer types were not necessarily expressed but the 
novel markers for this fraction were newly identified. Single-Cell analysis revealed remarkable 
molecular heterogeneity in this population with the cell cycle variability as being the largest 
factor. Epigenome analysis including promoter/enhancer marks uncovered the differential statuses of 
promoter/enhancer marks in cell cycle related genes.

研究分野： 消化器内科学、癌ゲノム医学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌組織の不均一性の要因の一つである幹細胞特性の分子生物学的特徴を明らかにした。遺伝子発現レベルに加
えて発現制御に関与するエピゲノムプロファイルを取得した。ゲノム変異と異なり、エピゲノム制御異常は可逆
的な治療介入が理論的に可能であり、新たな治療戦略につながる基盤的情報となることが期待される。また、本
研究で候補にあがった新規の細胞表面マーカーは、治療中の癌細胞集団を流血細胞中から間接的にモニターでき
る可能性を潜在的に有しており、分子生物学的層別化に基づく個別化医療戦略に、あらたな情報を与えることが
できると考える。



１．研究開始当初の背景 
 肝癌細胞は、その発癌過程においてゲノム変異・ゲノム構造変異・エピゲノム変異などさま
ざまな遺伝子異常を伴いながら進展する。次世代シーケンサーの高速化は、肝癌症例の分子生
物学的層別化を可能にし、シグナル異常に基づいた個別化医療戦略へ展開する重要な基盤情報
を提供する。その一方で、既存の治療法を選択するのみでは、進行した肝癌組織の治療抵抗性
を克服するのは困難である。血管浸潤や遠隔転移を伴う進行症例では、5FU やプラチナ製剤な
どの細胞傷害性抗癌剤の効果は十分でなく、増殖シグナルを標的にした分子標的治療薬でも奏
功例は少ない。肝動脈塞栓治療もしばしば行われるが腫瘍抑制効果はしだいに減弱する。この
ような肝癌にみられる治療抵抗性の背景には、細胞周期が休眠期にある薬剤耐性細胞の残存
や、血流低下に適応する低酸素耐性獲得などの細胞形質変化など、いわゆる「幹細胞特性」が
関与していると考えられている。腫瘍が内在的に有する幹細胞形質がどのような機序により制
御されているかは今後の重要な課題と考えられる。 
 そこで、本研究課題では、幹細胞特性を有する肝癌細胞株を用いて、さまざまな細胞環境に
おける動的な形質変化を分子生物学的に評価することで、肝癌の幹細胞特性を規定する制御メ
カニズムを解明できないかと考え、本研究課題の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、肝癌の治療抵抗性に関与する幹細胞特性をエピゲノム制御の観点より明ら
かにすることである。肝癌組織内に見られる細胞の不均一性は、腫瘍細胞の周辺の外的環境の
みならず腫瘍のもつ内在的幹細胞性にも起因すると考えられる。さらに臨床的には、このよう
な幹細胞性が組織全体としての治療抵抗性に深く関与している。幹細胞特性の観点から考える
と、細胞の分子進化を伴う適応には、ゲノム変異よりむしろエピゲノム制御異常が重要な意味
をもつと考えられる。そこで、以下の２項目を明らかにすることを目的とする。 
（１）肝癌幹細胞様分画の細胞特性を分子生物学的に定義し、その動的な細胞挙動を明らかに
する。 
（２）肝癌幹細胞様分画のエピゲノムプロファイルを明らかにすることで、その遺伝子発現様
式を規定しているエピゲノム制御因子を探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）肝癌細胞株幹細胞様分画の細胞特性解析および遺伝子発現解析 
 幹細胞特性を有する肝癌細胞株を FACS にて濃縮し、可塑的な細胞形質のダイナミクスを定
量的に評価する。具体的には、ゼノグラフトモデルによる腫瘍原性、抗がん剤に対する薬剤耐
性、低酸素耐性、スフェロイド形成能および細胞周期解析を行う。 
 上記の方法で評価した肝癌細胞株幹細胞様分画について他癌腫（白血病、脳腫瘍、大腸癌、
乳癌など）の癌幹細胞に特徴的な表面マーカー遺伝子の発現状況も評価する。成熟肝細胞の分
化形質に近い細胞分画と比較することにより、幹細胞特性と関連する遺伝子群および、これら
の分画を分けるのに有効なサロゲートマーカーの探索も行う。 
 
（２）肝癌細胞株幹細胞様分画の遺伝子発現解析（シングルセル解析） 
 幹細胞特性が確認できた肝細胞株について、幹細胞様分画と非幹細胞様分画におけるシング
ルセル遺伝子発現解析を行う。シングルセルの単離・捕捉はフリューダイム C1 システムを用
いて行い、マイクロ流路中で mRNA から cDNA 合成を行い、その後に回収した cDNA は 96 細胞ご
とに異なるバーコード配列を内蔵したアダプターを付加して PCR 増幅を行い、大量並列型シー
ケンサーによる RNA-seq 解析を行う。 
 
（３）肝癌細胞株幹細胞様分画のエピゲノム修飾解析 
 エピゲノム修飾解析の対象としては、転写開始点近傍のプロモーター領域だけでなく、遠位
に存在するエンハンサー領域も遺伝子発現の活性化に重要とされている。そこで、活性化プロ
モーターの指標となる H3K4 トリメチル化、活性化エンハンサーの指標となる H3K27 アセチル
化および H3K4 モノメチル化、抑制状態にある領域の指標である H3K27 トリメチル化の修飾情
報をゲノムワイドに検出する。プロモーターの活性化情報は、遺伝子発現状態と比較参照す
る。また、活性化エンハンサー領域は、転写因子などの DNA 結合タンパクの認識配列（モチー
フ）を多く含むことが知られているため、活性化エンハンサー領域の配列情報を用いて、幹細
胞特性に関連する重要な転写因子探索もあわせて行う。 
 
４．研究成果 
（１）肝癌細胞株幹細胞様分画の細胞特性解析および遺伝子発現解析 
 FACS により濃縮した幹細胞様分画の遺伝子解析を行った。幹細胞様分画には上皮細胞分化の
関連因子、接着因子が多数含まれるのに対して、非幹細胞様分画にはさまざまな転写因子や発
生分化に関わる経路の遺伝子群、サイトカインやクロマチン修飾因子が含まれていた。すでに
他癌種の癌幹細胞に高発現している特徴的な表面マーカー遺伝子は必ずしも発現しておらず、
本細胞株での幹細胞様分画に特徴的な表面マーカーが存在することも明らかとなった。 
 



（２）肝癌細胞株幹細胞様分画の遺伝子発現解析（シングルセル解析） 
 上記の幹細胞様分画は依然多様な形質をもつ細胞集団の集合体であることが予想されため、
シングルセルの単離・捕捉を目的としてフリューダイム C1 システムによる一細胞解析を行っ
た。マイクロ流路中で細胞溶解、cDNA 合成を行い、1 細胞ごとに異なるバーコード配列を内蔵
したアダプターを付加して PCR を行い、大量並列型シーケンサーによる RNA-seq 解析を行うこ
とで、96 細胞の遺伝子発現プロファイルを得ることができた。幹細胞様分画で発現が上昇・低
下する遺伝子群の発現変動は 1 細胞レベルでも再現さ
れたが、個々の細胞の発現レベルにはかなり不均一性
が存在することが明らかになった。1 細胞あたりに同
定できる発現遺伝子数は 5000 個程度であり、細胞形
質によりサブグループを決定するには十分と考えられ
た。細胞周期による発現変動が最も大きなファクター
であったが、それ以外にもさまざまなパスウェイに関
与する因子に発現の不均一性が見られた。 
 
（３）肝癌細胞株幹細胞様分画のエピゲノム修飾解析 
 一細胞レベルでの発現の多様性は確認できたが、こうした発現制御を決めるエピゲノム修飾
のプロファイルを得るには、まだ技術的な課題が多く存在する。そこで、少量細胞を用いてエ
ピゲノム解析を進めた。1000 細
胞のサンプルを用いて少量細胞で
のヒストン修飾のプロファイルを
行った。プロモーターおよびエン
ハンサーマークの解析により、細
胞周期関連遺伝子で転写制御の違
いが確認できた。 
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