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研究成果の概要（和文）：肝内胆管癌 (ICC)は肝癌の約5－10%を占めており、肝切除後も高率に再発をきたす予
後不良な癌の一つである。本研究は、ICCにおける転移・再発のメカニズムを解明し、新規治療ターゲットを見
出すことを目的とした。我々は、原発巣及び転移巣の切除標本をcDNAマイクロアレイ及び免疫化学組織染色で評
価し、CXCL12が原発巣に比べ肝転移巣で有意に高発現していること、CXCL12高発現症例は肝切除後予後が有意に
不良であることを示した。また、ヒト胆管癌細胞株のCXCL12抑制により、浸潤能及び遊走能が抑制されることを
示し、CXCL12がICCにおける治療ターゲットになりうる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC) accounts for about 5-10% of primary 
liver cancers in Japan and is one of the poorest prognostic cancers with a high rate of recurrence 
after curative hepatic resection. The aim of this study was to elucidate the mechanism of metastasis
 and recurrence in ICC and to identify novel therapeutic targets. We evaluated resected specimens of
 primary and metastatic ICCs by cDNA microarray and immunohistochemical staining, and showed that 
CXCL12, which is one of chemokines, was significantly upregulated in liver metastases compared to 
primary tumors, and that the prognosis after liver resection was significantly worse in patients 
with high CXCL12 expression. In addition, we also showed that CXCL12 suppression in human 
cholangiocarcinoma cell lines suppressed their invasive and migratory potential, indicating that 
CXCL12 may be a potential therapeutic target in ICC.

研究分野：消化器外科、肝癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝内胆管癌 (ICC)は肝癌の約5－10%を占めており、肝切除後も高率に再発をきたす予後不良な癌の一つです。　
我々は、ケモカインCXCL12が転移巣の切除標本で有意に高発現すること、肝切除後の予後に関与していること、
ヒト胆管癌細胞株におけるCXCL12抑制による浸潤能及び遊走能が抑制効果を示し、CXCL12がICCにおける治療タ
ーゲットになりうる可能性を示しました。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肝胆膵系の癌は消化器癌の中でも依然として予後不良であり、外科的切除が唯一の根治的
治療である。化学療法や分子標的治療、放射線治療を含め目覚ましい発展を遂げてはいる
が、まだ十分満足する結果は得られておらず、新しい治療法の開発は急務である。肝内胆
管癌 (ICC)を含む肝臓癌は、本邦において、男性の癌死亡数の第４位（８％）、女性の癌死
亡数の６位（６％）を占めている。今回我々は、肝癌の中でも特に予後不良である ICCに
焦点をあてることとした。ICCは原発性肝癌の約 5−10%を占めており、根治的切除後も高
率に再発をきたす予後不良の癌の一つである。化学療法、放射線治療にも抵抗性を示し、
集学的治療による治療をもってしても、その 5年生存率は 20％に満たない。また、ICCは
根治的肝切除後も高率に再発する(5 年無再発生存率は約 20％)。したがって、ICC の予後
改善のためには、根治的肝切除のみでは不十分であり、いかに転移・再発を予測し、これ
を予防できるかが重要である。しかしながら、ICCにおける再発、転移機序は未だ不明な
点が多い。 

 
 
２．研究の目的 
我々は本研究において、ICCにおける転移・再発のメカニズムを解明するため、ICCの転
移・再発に関する治療ターゲットを臨床サンプルより見出し、その転移に関連する蛋白の
分子メカニズムを検証することを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 

ICCは稀な肝原発の悪性腫瘍であることに加え、再発時には切除不能であることも多く、
再発巣の切除サンプルとのペアでサンプルを有することは極めてまれである。そうした背
景下で、本研究は、切除したヒト ICCの原発巣及び転移巣のペアの凍結サンプルから RNA
を抽出し、cDNAマイクロアレイによりその遺伝子発現を検討し、その発現の差から転移・
再発と関連の高い遺伝子群を抽出することとした。抽出した遺伝子は免疫化学組織染色に
より評価し、臨床病理学的背景・肝切除後予後との関連を評価した。さらに、抽出した遺
伝子の ICCの転移における分子メカニズムを in vitro及び in vivoで検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１）凍結切除標本症例の原発巣及び転移巣（肝）のペア（n=3）を用いた cDNA マイク
ロアレイおよび原発巣及び転移巣（肝）のペアのホルマリン固定パラフィン包埋切片によ
る免疫組織化学染色により、CXCL12の発現が原発巣に比べ肝転移巣で有意に高発現する
ことを確認した。次に CXCL12の癌浸潤のメカニズムを検討するため、ヒト胆管癌細胞株
（Huh-28, SSP-25）を用いて siRNAによる CXCL12抑制下で浸潤能及び遊走能の実験を
行った。浸潤能の検証では、常温に戻した Corning & reg; BioCoatTM マトリゲルインベー
ジョンチャンバーを細胞株の培養液で中和した後、SSP-25 を 2000 個、HuH-28 を 3000
個、インサート内にそれぞれセットした（siControl, siRNA1及び siRNA2の各細胞株 n=3）。
CO2インキュベーターで 48 時間保温した
後、インサートを回収した。インサートの
メンブレンを固定・乾燥させ、顕微鏡 100
倍率で 3視野の細胞数を目視にて countし
た。両細胞株共に、control 群に比べて
CXCL12抑制株において有意に浸潤細胞の
減少を認めた（SSP-25; p<0.0001, HuH-28; 
p<0.0001）。次に遊走能の検証として、
siRNA を transfection した SSP-25 及び
HuH-28をそれぞれ 6 well dishにまき、オ
ールインワン顕微鏡 (KEYENCE, Osaka, 
Japan)を用いて 5 分毎 24 時間、細胞の遊
走を観察した。両細胞株それぞれ 20 個の細胞の遊走状況を time-lapse tracking system 
(KEYENCE, Osaka, Japan)を用いて計測し解析した。両 ICC株共に、control群に比べて
CXCL12 抑制株において有意な遊走距離の減少を認めた（SSP-25; p<0.0001, HuH-28; 
p<0.0001）。これらの結果より、CXCL12抑制による ICCの浸潤能及び遊走能抑制効果を
確認できた(図１)。 
 
（２）ICC切除原発巣 127例を用いて、ICCにおける CXCL12発現と臨床病理学的因子、
肝切除後予後との関連を評価した。CXCL12の発現は免疫化学組織染色にて評価し、蛋白
発現の強度及び範囲によって定量化し、score の中央値で２群に分けた。CXCL12 高発現
症例では肝切除後、有意に予後不良（無再発生存率：Log-rank p<0.0001、全生存期間：
Log-rank p =0.0004）であった(図２)。加えて、臨床病理学的因子を CXCL12の低発現及



び高発現にわけ評価をしたところ、CXCL12
高発現群では有意にリンパ節転移 (p=0.018)、
脈管侵襲が高く(p=0.047)、CA19-9 も有意に
高値であった(p=0.004)。さらに、肝転移も有
意に増加する (低発現群 :24.6%、高発現
群:53%, p =0.0012)ことがわかった。これら
の結果はCXCL12が転移浸潤を促進するとい
う、初年度に得られた in vitroの結果をサポー
トする dataと考えられた。すなわち、CXCL12
が ICCの悪性度を示唆するバイオマーカーで
あり、治療ターゲットにもなり得る可能性が
human sampleにおいても示唆された。また、
CXCL12の受容体である、CXCR4及び CXCR７の発現についても、CXCL12同様、定量
化し評価した。CXCR4の発現による２群間において予後との関連は認めなかったが（RFS: 
Log-rank p=0.301, OS:Log-rank p=0.425）、CXCR７高発現群では有意に RFSが不良であ
った（RFS: Log-rank p=0.010, OS: Log-rank p=0.920）。 
 
（３）次に、vivo モデルにおける CXCL12 の機能を評価した。CXCL12 を抑制した ICC
細胞株の生体内の動向を、免疫不全マウス
（BALB/c Nude）を用いて検証した。具体的
には、CXCL12 のヒト shRNA を組み込んだ
レンチウイルス粒子をSSP-25に transfection
し、CXCL12を低発現する ICC安定株 (４株)
を作成した。作成した安定株を免疫不全マウ
スの脾臓に直接投与する肝転移モデルを用い
て、細胞株接種後 4〜6週後の肝における ICC
株の転移巣形成能を sh control群と比較した 
(図３)。しかしながら、ICC 細胞株自体の肝
内転移巣を確認することはできなかったため、
より免疫不全マウスに生着しやすい ICC細胞
株の選択や手技、転移モデルのさらなる検討が必要である。 
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