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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、肝細胞癌において、腫瘍細胞由来エクソソームを介した前転移ニッ
チ形成機構の解明と、中心的役割を果たすmiRNAの同定・機能解析により肝細胞癌患者の予後を改善することで
ある。エクソソームの機能・網羅的発現解析により、HuH-7M由来エクソソームにおいてmiR-638、miR-663a、
miR-3648、miR-4258の４つのmiRが肝細胞癌の肝内転移に関与していることが解明され、臨床検体を用いた解析
により、肝細胞癌患者の手術前血清中miR-638高発現群は、根治切除後の再発率が有意に高かったことを示し、
予後予測マーカーとなりうることを示した。

研究成果の概要（英文）：Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second leading cause of cancer-related
 death. Recently, exosomal microRNAs(miRNAs) have been reported to have a role in the formation of 
the pre-metastatic niche and as promising biomarkers in patients with malignancy. Here we aimed to 
clarify the molecular mechanisms of intrahepatic metastasis and to identify a novel biomarker miRNA 
in patients with HCC. The miRNAs (miR-638, miR-663a, miR-3648, and miR-4258) could attenuate
endothelial junction integrity by inhibiting VE-cadherin and ZO-1 expression. In patients with HCC, 
higher serum exosomal miR-638 expression was associated with
tumor recurrence. In conclusion, the miRNAs secreted from a highly metastatic cancercell can promote
 vascular permeability via downregulation of endothelial expressionof VE-cadherin and ZO-1. Serum 
exosomal miR-638 expression holds potential for serving as a significant and independent prognostic 
marker in HCC.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 肝細胞癌　microRNA　予後　手術　リキッドバイオプシー　前転移ニッチ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リキッドバイオプシーのリソースとしてエクソソームが着目され、様々な研究が行われている。エクソソームの
膜タンパクやmiRNAに着目したバイオマーカーの報告があり、いずれにおいても早期診断や術後フォローに応用
できる可能性が報告されている。本研究で同定したmiR-638については、肝細胞癌術前の高発現が再発予測マー
カーとして応用できる可能性が考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

 

肝細胞癌の主たる治療法は外科的切除であるが術後再発率は高く, その再発転移部位の最た
る臓器は肝臓(肝内転移)である。この肝内転移巣の成立には、門脈血中の癌細胞が血管内皮細
胞の間隙をすりぬけ肝組織に生着する必要があるが、その転移成立の分子メカニズムは不明で
ある。近年注目を浴びているエクソソームは、すべての細胞より分泌される膜小胞であり、脂
質二重膜内に蛋白や microRNA(miRNA)、mRNA などを内包し、細胞間コミュニケーションツ
ールとしての役割があるとされている。体液中を循環することにより、離れた細胞に情報を伝
えると考えられている。癌の転移機構においては、癌細胞より分泌されるエクソソームが転移
臓器先の前転移ニッチを形成し、癌細胞の転移を促進すると考えられている。すなわち、癌細
胞由来エクソソームは、線維芽細胞を活性化し、細胞外マトリックスの消化やサイトカインの
分泌を促し、血管内皮細胞を活性化させて血管新生を促進する。また免疫細胞には局所の炎症
を惹起させ、他の癌細胞に薬剤耐性因子の運搬を介して薬剤耐性化を引き起こす。これらの働
きを有するエクソソームにおいて、その主たる機能を担うのは miRNA と考えられ、これまで
他の固形癌において転移機序に関する miRNAの同定が進んでいる。 

本研究ではこのような背景から、肝細胞癌転移の分子メカニズムにおいて、腫瘍細胞より分
泌されるエクソソームを介した前転移ニッチ形成機構が存在し、転移機序を担う miRNA を同
定・機能解析することにより、肝細胞癌の転移の抑制が可能となり、肝細胞癌患者の予後の改
善につながるものと思われた。 

 

 

２． 研究の目的 

 

本研究の目的は、肝細胞癌において、腫瘍細胞由来エクソソームを介した前転移ニッチ形成
機構の解明と、中心的役割を果たす miRNA の同定・機能解析により肝細胞癌患者の予後を改
善することとする。 

 

 

３．研究の方法 

 

① 肝細胞癌高転移能株の樹立 

親株はヒト肝細胞癌細胞株 HuH-7 を用いた。上記の細胞株を免疫不全マウスである SCID/Beige

マウスの脾臓内に投与し, 経門脈的に肝内に腫瘍を形成させた。その後腫瘍を摘出し, シャーレ
内で培養した後に新たなマウスに再投与した。 このサイクルを４回繰り返すことで高頻度に肝
内転移を来たす高転移能株(HuH-7M)を樹立した(図 1a)。樹立した高転移能株(HuH-7M)と親株
(HuH-7P)における腫瘍形成能を、免疫不全マウスに対する脾臓内投与を行い、その後に脾臓を
摘出するモデルにおいて比較検討した。また２つの細胞株における増殖能および。肝内高転移
能株の細胞機能評価のため、細胞増殖能を proliferation assay にて、アポトーシスを annexin V 

assay、アノイキスを anoikis assay、蛋白発現を western blot で評価した。 

 

② エクソソームを介した前転移ニッチ形成 

親株と高転移能株由来エクソソームを用いて比較検討を行なった。免疫不全マウスに親株を脾
臓内投与を行い、その後 Day3 から Day13 まで 1 日おきに、親株由来エクソソームあるいは高
転移能株由来エクソソームを腹腔内投与を行い、肝内転移形成の有無を検証した(図 2a)。また
転移先臓器である肝臓における血管内皮細胞における VE-cadherin と ZO-1 の発現を、蛍光 2 重
免疫染色にて評価した。In vitro にて、ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を用いて、エクソソーム
添加による蛋白発現を、Western blot および蛍光免疫細胞染色にて評価し、血管内皮細胞透過性
を FITC標識 dextran を用いた Permeability assayで検討を行った。 

 

③ エクソソームにおける網羅的発現解析 

エクソソーム中に内包されるmiRNAの網羅的発現解析を 3D-Gene Human miRNA Oligo chipsを
用いて行い、エクソソームを介した転移に関する miRNA の同定をおこなった。高転移能株由
来エクソソームで発現上昇しているmiRNAをHUVECに遺伝子導入を行い、蛋白発現をWestern 

blot と蛍光免疫細胞染色により評価した。血管内皮細胞透過性の評価を FITC標識 dextran を用
いた Permeability assayで検討を行った。 

 

④  臨床検体による解析 

同定された転移に関与する miRNAに関して、2012 年から 2015年に当科にて根治切除術を受け
た肝細胞癌患者 54 例の保存血清を用いて定量解析した。さらには再発や生存などに関する臨床
情報・予後情報との関連について統計解析を行い、同定された miRNA が新規予後マーカーと
なりうるかを解析した。 

 



４．研究成果 

① 肝細胞癌高転移能株の
樹立 

4 サイクル後に樹立した高
転移能株(HuH-7M)は、8匹中
7 匹にて腫瘍形成を認め、腫
瘍形成能は、33％から 88％
まで増加し、腫瘍の結節数や
腫瘍径が増加していた。親株
と高転移能株の腫瘍形成試
験では、親株では腫瘍形成を
認めなかったのに対して、高
転移能株では 9匹中 6匹に腫
瘍形成を認めた(図 1b)。細胞
機能では、HuH-7M は腫瘍増
殖能の増加を認めた(図 1c)。
Western blotでは、E-cadherin、
ZEB1、N-cadherin、Snail と
いった EMT マーカーや
CD13、CD133、EpCAM とい
った癌幹細胞マーカーについては差を認めなかった。アポトーシスでは、HuH-7M では、アポ
トーシス陽性細胞の低下を認め、足場非依存性の生存率が増加していた(図 1d)。 

 

② エクソソームを介した前転移ニッチ形成 

親株由来のエクソソーム投与群では、腫瘍形成を認めなかったのに対して、高転移能株由来の
エクソソーム投与群では、
33％に腫瘍形成を認めた(図
2b)。2 重蛍光免疫染色では、
高転移能株由来エクソソー
ム投与群において、CD31 陽
性細胞における VE-cadherin

と ZO-1の発現の低下を認め
た(図 2c)。In vitro においても、
高転移能株由来エクソソー
ムを添加することでHUVEC

に お け る ZO-1 お よ び
VE-cadherin の蛋白発現が低
下し、蛍光免疫細胞染色にお
いて細胞膜での発現レベル
の低下も認めた。血管内皮細
胞 透過性においては、
HuH-7M 由来エクソソーム
の添加により、細胞透過性が
約 2倍に増加を認めた。 

 

③ エクソソームにおける網
羅的発現解析 

網羅的発現解析により、高転移
能株においてシグナルが 2 倍
以上増加しているmiRNAを 22

個同定した(図 3a)。そのうち、
miR-638, miR-663a, miR-3648, 

miR-4258の 4種のmiRNAにつ
いてさらなる検討をおこなっ
た。qRT-PCRにおいて、発現の
再現性の確認を行った。
HUVEC に 4 種の miRNA を遺
伝子導入することにより、
ZO-1およびVE-cadherinの蛋白
発現が低下し、蛍光免疫細胞染
色において細胞膜での発現レ
ベルの低下も認めた(図 3b)。ま
た、血管内皮細胞透過性におい

 

 

 



ては、4種の miRNAの遺伝子導入により、細胞透過性が 1.2倍から 6.4 倍に増加を認めた。 

 

④ 臨床検体による解析 

54 例の内訳は、年齢の中央
値は 72歳、男性 35例、女性
19 例であった。HBs-Ag陽性
が 8 例、HCV-Ab 陽性が 23

例であった。Child-Pugh 分類
は 50 例にて Aであった。平
均腫瘍径は 3.3㎝、腫瘍個数
は単発 47 例、多発 7 例であ
った。低分化型肝細胞癌 33

例、高分化型と中分化型肝細
胞癌が 7 例であった。組織学
的門脈侵襲は 15 例で陽性で
あり、非癌部肝は 21 例に肝
硬変を認めた。4種のmiRNA

のうち、miR-638 による検討
のみで無病生存率に有意差
を認めた。2年後の再発率は
miR-638 低発現群で 77.4%、
miR-638 高発現群で 47.1%であった(図 4a-d)。miR-638 の高発現群と低発現群の 2 群間における
臨床病理学的背景の解析では、2 群間に有意差を認めなかった。無病生存率に関する単変量・
多変量解析では、男性、PIVKA-II 高値、多発腫瘍、miR-638 高発現が、独立した予後規定因子
であった。 
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