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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌症例のLC3免疫組織染色では腫瘍部にてBeclin-1、LC3-II、Atg5の高発現と
p62の低発現を認めた。オートファジーKOにてBrdU取り込み率の低下、p62蛋白質の蓄積を認めた。肝細胞癌症例
においてマイトファジーのマーカーであるミトフシンによる免疫組織染色を行ったところ、ミトフシン陽性群で
は有意に腫瘍サイズが大きいことが明らかとなった。また肝切除後の無再発生存率はミトフシン陽性群は陰性群
に比し有意に不良であることが明らかとなった。一方マイトファジーのもうひとつの定量的マーカーであるパー
キンを用いて免疫組織染色では肝切除後の無再発生存率に有意差は認めなかった。

研究成果の概要（英文）：Immuno-histochemical staining for LC3 in hepatocellular carcinoma showed 
increased Beclin-1、LC3-II、Atg5 and decreased expression of p62. Knock out of autophagy resulted in
 decreased BrdU uptake and collection of p62. Immuno-histochemical staining for mitophcin in 
hepatocellular carcinoma showed positive staining in large and advanced ones. Recurrence free 
survival rate after hepatectomy for hepatocellular carcinoma was significantly worse in positive 
mitophcin cases. However, perkin was not a useful biomarker for survival rate.

研究分野： 消化器外科

キーワード： 肝細胞癌　オートファジー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の肝細胞癌研究に於いては、肝細胞癌のゲノム解析や免疫学的側面からその発育・浸潤・転移を明らかにす
るようなアプローチが殆どであり、細胞のエネルギー代謝・エネルギー産生やミトコンドリアサイクルからのア
プローチは殆どされてこなかった。細胞内エネルギー状態の維持を行うオートファジー、障害ミトコンドリアの
選択的排除により健常ミトコンドリアによるエネルギー産生を維持するマイトファジーの２つの生体機構が肝細
胞癌の発育進展に於いてどのように作用し、またどのような分子機構により関与しているのか、従来と異なるア
プローチから肝細胞癌の増殖進展のメカニズムを明らかにすることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌（肝癌）は我が国に於いて主要な消化器癌の一つであり、年間約 3 万人が同疾患により
死亡している。そのような肝細胞癌の重要な特徴の一つが、しばしば巨大化する膨張性発育とそ
れに伴う分化度の低下および浸潤転移能の獲得である。オートファジーはオートライゾゾーム
により障害された蛋白質の自己消化を介して細胞内エネルギーの維持あるいはタンパク質の供
給によって細胞内器官を再構成することで細胞のホメオスタシスを維持する生体機構である。
癌に於けるオートファジーの役割に関しては、未だ明らかにされていない部分が多い。一方エネ
ルギー産生を行う上で最も重要な細胞内器官は ATP サイクルを有するミトコンドリアであるが、
エネルギー産生と同時に有害活性酸素を産生することにより障害ミトコンドリアが蓄積するこ
とが知られている。障害ミトコンドリアは健常ミトコンドリアに癒合し悪影響を及ぼすため、効
率的に排除されることが細胞恒常性に重要である。マイトファジーとは障害されたミトコンド
リアを特異的選択的に分解して細胞内浄化を行う特異的オートファジーであり、細胞内燃器官
であるミトコンドリア環境の維持に必須のメカニズムであることが知られている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞内オルガネラの自己消化によるはアミノ酸の供給を介して細胞内エネル
ギー状態の維持を行うオートファジー、そして障害ミトコンドリアの選択的排除により健常ミ
トコンドリアによるエネルギー産生を維持するマイトファジーの２つの生体機構が肝細胞癌の
発育進展に於いてどのように作用し、またどのような分子機構により関与しているのかを明ら
かにすることである。従来の肝細胞癌研究に於いては、肝細胞癌のゲノム解析や免疫学的側面か
らその発育・浸潤・転移を明らかにするようなアプローチが殆どであり、細胞のエネルギー代謝・
エネルギー産生やミトコンドリアサイクルからのアプローチは殆どされてこなかった。本研究
の学術的独自性と創造性は、オートファジー・マイトファジーという来と異なるアプローチから
肝細胞癌の増殖進展のメカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
肝細胞癌臨床検体を用いて、オートファジー・マイトファジーの存在をそれぞれ LC-3 およびミ
トフシンを用いて免疫組織染色を行い、臨床病理学的因子の相関を解析する。前述の如く、プレ
リミナリーではあるが３cm 以上の肝細胞癌に於いて LC3 陽性症例は有意に予後不良である傾向
を示した。症例を追加し、腫瘍分化度・腫瘍による血管侵襲・肝内転移との関係を明らかにする。
マイトファジーの指標としてミトフシンの他、PINK-1、パーキン、P62 等のマイトファジー関連
蛋白と腫瘍因子の臨床病理学的指標との関係の有無を明らかにする。またヒト肝細胞癌株であ
る Huh7 を低酸素環境（0.1%O2）下に培養し、GFP-LC3 にて免疫組織学的染色を行うことでオー
トファジー活性を評価する。既に同培養系に於いて電子顕微鏡によるオートファゴソームの観
察を行う。オートファジー関連タンパク質の発現を評価するために、低酸素培養 0、0.5、1、2、
4 時間後の培養肝細胞癌細胞を回収し、ウェスタンブロットにて Beclin-1、LC3-1/2、Atg5、p62 
蛋白の発現を評価する。 
 
４．研究成果 
細胞内オルガネラの自己消化によるはアミノ酸の供給を介して細胞内エネルギー状態の維持を
行うオートファジー、そして障害ミトコンドリアの選択的排除により健常ミトコンドリアによ
るエネルギー産生を維持するマイトファジーの２つの生体機構が肝細胞癌の発育進展に於いて
どのように作用し、またどのような分子機構により関与しているのかを明らかにすることであ
る。従来の肝細胞癌研究に於いては、肝細胞癌のゲノム解析や免疫学的側面からその発育・浸潤・
転移を明らかにするようなアプローチが殆どであり、細胞のエネルギー代謝・エネルギー産生や
ミトコンドリアサイクルからのアプローチは殆どされてこなかった。本研究の学術的独自性と
創造性は、オートファジー・マイトファジーという来と異なるアプローチから肝細胞癌の増殖進
展のメカニズムを明らかにする。肝細胞癌症例の LC3 免疫組織染色を行ったところ、腫瘍部にて
Beclin-1、LC3-II、Atg5 の高発現と p62 の低発現を認め、オートファジーが活性化している肝
細胞癌症例と非活性化症例が存在することが明らかとなった。オートファジーKO にて核の増殖
能の低下(BrdU 取り込み率の低下)、障害蛋白質の蓄積(p62 蛋白質の蓄積)を認めた。その一因と
しては、p21 蛋白質に起因する細胞周期の遅延(細胞周期 G2 や S 期の減少、CyclinD の低発現)
や、肝組織中 ATP の低下、細胞老化の促進が考えられた。また、肝細胞癌臨床検体を用いて LC3
の免疫組織染色を行ったところ、3cm 以上の中大型肝細胞癌に於いて LC3 陽性肝癌は陰性症例に
比し有意に予後不良であった。すなわち非比較的径の大きい肝細胞癌に於いてはオートファジ
ー活性化を示すものは自己細胞器官のリサイクルによるマテリアルの供給あるいはエネルギー
産生により癌細胞の発育進展に関与している可能性が示唆された。さらに 52 例の肝細胞癌症例
においてマイトファジーのマーカーであるミトフシンによる免疫組織染色を行ったところ、ミ
トフシン陽性群では有意に腫瘍サイズが大きいことが明らかとなった。また肝切除後の無再発
生存率はミトフシン陽性群は陰性群に比し有意に不良であることが明らかとなった。一方マイ
トファジーのもうひとつの定量的マーカーであるパーキンを用いて免疫組織染色を行ったとこ
ろ、こちらは肝切除後の無再発生存率に有意差は認めなかった。多変量解析ではプロトロンビン
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時間、血管侵襲陽性、輸血あり、ミトフシン陽性（ハザード比 3.86、p=0.01)はそれぞれ肝細胞
癌に対する肝切除後の再発危険因子であった 
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