
千葉大学・大学院医学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２５０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

肝内胆管癌癌源・癌細胞の可塑性と癌間質微小環境制御による新規治療法の開発

Plasticity of cancer-initiating and cancer cells in intrahepatic 
cholangiocarcinoma and regulation of the cancer stromal microenvironment

９０３３４１８５研究者番号：

大塚　将之（Ohtsuka, Masayuki）

研究期間：

１９Ｋ０９１１３

年 月 日現在  ４   ５ １９

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：肝内胆管癌症例の56％にNotch2発現が，72%にLGR5発現が認められ，Notch2は肝内胆
管癌細胞をより成熟した胆管細胞様に分化させる方向に働き，その悪性度を低下させているのに対し，LGR5は肝
内胆管癌細胞のstemnessに関与し，悪性度を高めていることが示唆された。また，WntシグナルはEMTやstemness
の獲得に関与し，肝内胆管癌において癌源細胞の誘導あるいは維持に重要な役割を果たしていることが示唆され
た。さらに肝内胆管癌症例の60％にp-FAK発現がみられ，それらの予後は不良であることを明らかにするととも
に，p-FAKがCAFの活性化に関与している可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Notch2 and LGR5 were expressed in 56% and 72% of cases with intrahepatic 
cholangiocarcinoma, respectively. In vivo and in vitro studies suggested that Notch2 is involved in 
the differentiation of intrahepatic cholangiocarcinoma cells into more mature cholangiocyte-like 
cells, resulting in reduced aggressiveness, while LGR5 may be involved in the stemness of 
intrahepatic cholangiocarcinoma cells, and increase their aggressiveness. In addition, Wnt signaling
 is also involved in the acquisition of EMT and stemness and was suggested to play an important role
 in the induction and maintenance of cancer-initiating cells. Furthermore, p-FAK was expressed in 60
% of intrahepatic cholangiocarcinoma cases, and the survival of patients with positive p-FAK 
expression was significantly worse than that of patients with negative p-FAK expression. It was also
 found that p-FAK may be involved in the CAF activation.

研究分野：医歯薬系 外科系臨床医学・消化器外科学
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AK

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝内胆管癌は，生物学的多様性に富む腫瘍であり、その予後も症例によって大きく異なる。本研究ではそのよう
な疾患に対し，その異なる悪性度を引き起こすメカニズムを癌細胞の分化動態に注目し、Notch シグナルとWnt
シグナルがその過程に重要であることを明らかにした。また、癌間質微小環境のCAFの活性化が本疾患の悪性度
を高め、そこにはp-FAKの発現が重要である可能性を見出した。これらは本疾患に対する新たな治療法開発の基
礎となるものと考えられた。

※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 

（１）肝臓を構成する肝細胞と胆管細胞は，胎生時，いずれも肝芽細胞が分化することによって

発生する。また，成体においては，肝障害時，とくに成熟肝細胞や胆管細胞の複製が制限された

状態ではcanals of Heringや大型胆管にみられる胆管附属腺に存在するとされる組織幹細胞・前駆

細胞が活性化し組織修復にあたるとされ，それらは肝細胞・胆管細胞両者に分化する能力をもつ，

とされている。それらの過程において，分化の方向，すなわち肝細胞へ分化するか胆管細胞へ分

化するか，を決定するための，Notchシグナルをはじめとした，いくつかのシグナル経路が報告

されている。一方，近年，終末分化を遂げた細胞からのリプログラミングによっても幹細胞様の

特徴を有する細胞や別の性質・表現型を有する細胞が誘導し得ることが明らかとなり，成熟肝細

胞が胆管上皮へ分化転換しうること，その際、胆管への分化を決定づけるNotchシグナルが誘導

されること，また，一定条件下では肝細胞の形質・表現型へ回復すること，が報告されている。

これらの結果は肝細胞と胆管細胞間で両方向性に分化転換しうる，可塑性を有することを示し

ている。 

（２）肝臓に発生する癌の一つである肝内胆管癌においても，その発生において成熟肝細胞のリ

プログラミングが注目されている。マウスモデルでは，Notchシグナルを強制発現させることで

成熟肝細胞から胆管癌が発生することが証明され，AKT/Yap-induced胆管癌が肝細胞由来である

こと，その胆管癌においてはNotchシグナルの発現亢進がみられ，Notchシグナルをblockすること

で腫瘍形成が遅れて腫瘍細胞増殖が抑制されること，特にNotch2を除去すると胆管癌としての形

質・表現型が失われ，少数の肝細胞癌を伴う肝細胞腺腫の形質・表現型に転換する現象がみられ

ること，が報告されている。われわれも肝内胆管癌切除例の58%においてNotch2発現 

の亢進が認められることを明らかにしている。さらに，肝内胆管癌の臨床検体によるオルガノイ

ド培養では，肝内胆管癌癌源細胞が肝細胞機能を有する細胞へ分化しうることが報告され，その

際のメカニズムとして重要なものはWntシグナルの抑制であることが示されている。これらの結

果は，胆管癌癌源細胞においても成熟肝細胞・胆管細胞と同様な可塑性を有し，その分化，性質

や表現型の獲得に大きく関与している可能性を示すものである。実際，肝臓には肝細胞癌と肝内

胆管癌両者の形質・表現型をもつ混合型肝癌の存在も知られており，これらの知見の正しさを示

唆するものと考えられる。したがって，肝内胆管癌において，Notchシグナル，あるいはWntシグ

ナルの抑制は，肝内胆管癌癌源細胞を肝細胞系に分化誘導し，肝内胆管癌の発生・形成抑制，悪

性度の低下に結び付けられる可能性があると考えられる。 

（３）生体内の癌組織は癌細胞と微小環境によって構成される。癌源細胞の維持，分化，癌細胞

の増殖などは癌間質微小環境の非上皮細胞からのニッチ因子供給により成り立っているとされ

る。マウスモデルでは，肝内胆管癌周囲のマクロファージからの Wnt3aが Wntシグナルを活性

化している可能性が見出され，tumor-associated macrophage (TAM)などの免疫担当細胞と癌細胞

との crosstalkは肝内胆管癌の，肝内胆管癌としての identityの維持に重要であると考えられてい

る。そもそも，胆管の発生においては，門脈周囲の間質から供給される TGFβや Notch2のリガ

ンドである Jagged1が重要な役目を果たしている。また，慢性肝障害時における肝前駆細胞から

の胆管細胞分化には筋線維芽細胞に発現している Jagged1が重要とする報告もあり，われわれの

検討では Jagged1は肝内胆管癌の間質細胞にも発現していることを見出している。これらの結果

は肝内胆管癌において，TAMなどの制御が肝内胆管癌としての identityを失わらせ，より悪性度

の低い肝細胞系の性質・表現型への転換を誘導できる可能性を示唆するものである。一方，肝内



胆管癌の多くが有している血管に乏しい豊富な線維性間質は化学療法剤の癌細胞への到達を抑

制し，cytotoxic T cellの浸潤も抑制していると考えられる。したがって，癌間質微小環境の制御

は，肝内胆管癌における有効な治療となる可能性がある。肝内胆管癌と同様な豊富な癌間質を有

する膵癌における focal adhesion kinase (FAK)をターゲットとした報告では，癌線維化の抑制，

cancer-associated fibroblast (CAF)や TAM の減少とともに免疫抑制環境の改善から有効な治療

法となりうることが示されている。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は 

（１）実際の肝内胆管癌や混合型肝癌，胆嚢癌の臨床検体（外科切除材料）を用いて，Notchレ

セプターとそのリガンド，Wnt3a，βカテニンの発現状況，TAM，FAK/p-FAKの発現をmRNA及び

タンパクレベルで評価し，それらと臨床病理学的因子を比較する， 

（２）肝内胆管癌の臨床検体と肝内胆管癌細胞株を用いてWntシグナルと癌源細胞，stemnessと

の関連を検討する， 

（３）p-FAKを標的とし，肝内胆管癌の微小環境修飾を狙った新たな，かつ従来よりも有効な治

療法を開発するための基盤を確立する， 

ことにある。 

 

３．研究の方法 

（１）肝内胆管癌における Notchシグナル，Wntシグナル，TAMの発現解析 

肝内胆管癌外科切除材料を用いてNotch2，Wntシグナル経路を形成する受容体のLGR5，カテ

ニン，CD163につき市販の抗体を用いて免疫組織染色を行い，その結果と臨床病理学的因子，予

後との関連について比較検討する。さらにEMTマーカーであるE-cadherinやvimentinとの関係を

検討するとともに，特にLGR5においてはstemnessマーカーであるCD133，EpCAMとの関連も検

討する。 

（２）肝内胆管癌細胞株を用いたWntシグナルの抑制評価 

肝内胆管癌細胞株HuCCT1とHuH-28細胞において，Wntシグナル抑制効果をもつIWP-2を用い

たときのE-cadherinやvimentinの発現変化やCD133，EpCAMの発現変化をwestern blottingで評価す

るとともに，浸潤能の変化，3D培養における形態変化，anoikis assayによるanoikis耐性を評価す

ることで癌源細胞の動態解析を行う。さらに，HuCCT1とHuH-28細胞において，LGR5をノック

ダウンさせたときの変化を同様に解析する。 

（３）肝内胆管癌における FAK/p-FAKの発現解析 

 肝内胆管癌外科切除材料を用いて FAK/p-FAKにつき市販の抗体を用いて免疫組織染色を行い，

その結果と臨床病理学的因子，予後との関連について比較検討するとともに，周囲に発現する

αSMAや CD163陽性細胞との関連を評価する。また、オルガノイド培養を試み，in vitroでの評

価を試みる。 

 

４．研究成果 

（１）肝内胆管癌における Notchシグナル，Wntシグナル，TAMの発現解析 

 61 例の肝内胆管癌臨床検体を用いて，Notch2，LGR5，カテニンの発現を検討したところ，

Notch2陽性例を 34例（56%），LGR5高発現例を 44例（72％）に認めた。Notch2の陽性頻度は

以前の検討結果と同様であり，Notch2陽性例は CA19-9高値例が少なく，陰性例よりも予後が良



好であることが確認された。一方、LGR5 の発現とカテニンの核内陽性率をみると正の相関が

あり，LGR5 が Wnt シグナルの活性化に重要な役割を果たしていることが示唆された。また，

LGR5と臨床病理学的因子との関係をみると，LGR5高発現例ではリンパ節転移や血行性転移再

発例が多いことが明らかになり，LGR5高発現例は有意に予後不良であることを見出した。さら

に，LGR5発現と Vimentin発現は正の相関を示し，epithelial-mesenchymal transition（EMT）を誘

導すること，また，EpCAMとも関連することから cancer-stem cell (CSC)-like propertyにも関与し

ていることが示唆された。すなわち，Notch2 を中心とした Notch シグナルは，肝内胆管癌細胞

をより成熟した胆管細胞様に分化させる方向に働き，その悪性度を低下させているのに対し，

Wnt シグナルは肝内胆管癌細胞の stemness に関与し，悪性度を高めていることが明らかになっ

た。このことは，Notch を抑制するだけでは肝細胞系の形質・表現型に誘導することはできず，

何らかの能動的なメカニズムが存在することが推測され，過去の報告からすると，Wntシグナル

の抑制がそれに関与している可能性も考えられた。TAM については，マクロファージマーカー

である CD163陽性細胞数と PD-L1発現につき，その関係性を胆嚢癌組織で明らかにした。 

（２）肝内胆管癌細胞株を用いたWntシグナルの抑制評価 

肝内胆管癌細胞株2種類，HuCCT1，HuH-28を用いて，WntインヒビターであるIWP-2を投与す

ることでカテニンやEMT(vimentin, E-cadherin)やCSCマーカー(EpCAM, CD133)の動態を検討し

たところ，カテニンの発現低下，vimentinの発現低下，E-cadherinの発現増強，EpCAMやCD133

の発現低下が観察された。また，IWP-2投与による浸潤能の変化を検討したところ，有意な浸潤

能の低下が認められた。3D培養による形態変化を観察すると，IWP-2の投与により上皮様の

spheroid cyst構造が維持され，間葉系のspindle shapeあるいはirregular cyst構造の細胞数は減少し

ていた。すなわち，Wntシグナルが肝内胆管癌細胞のEMTに関与することが明らかになった。一

方，anoikis assayにおいてはanoikis耐性能が有意に低下することが判明した。これらの結果は，

Wntシグナルが肝内胆管癌において癌源細胞の誘導あるいは維持に重要な役割を果たしている

ことを示唆するものと考えられた。 

次にLGR5をノックダウンすることによる変化を検討したところ，IWP-2を投与したときとほ

ぼ同じ結果が得られ，Wntシグナルの，肝内胆管癌における癌源細胞の誘導あるいは維持に対す

る役割を裏付けるものと考えられた。 

（３）肝内胆管癌における FAK/p-FAKの発現解析 

95例の肝内胆管癌臨床検体を用いて，FAK，p-FAKの発現を検討したところ，60例（63%）に

おいて細胞質に高い発現を認めた。p-FAK発現と臨床病理学的因子との関連をみるとp-FAK高発

現例では腫瘍サイズが有意に大きく，脈管侵襲やリンパ節転移が多いことが明らかにされたが，

患者年齢，性別，腫瘍マーカー，腫瘍分化度，被膜浸潤には関連が認められなかった。その一方，

p-FAK高発現例は有意に切除後の予後が不良なことがわかり，p-FAKが何らかの機序により臨床

的なheterogeneityに貢献していることが明らかになった。また，p-FAKとCAFのマーカーである

αSMAとの関連を免疫組織学的に検討したところ，弱いながら正の相関がみられ，p-FAKがCAF

の活性化に関与している可能性が示唆されている。 
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