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研究成果の概要（和文）：当科切除症例75例の免疫組織化学染色では、腫瘍細胞におけるGankyrin高発現群は有
意に予後が不良であったが、IL-32に関しては、予後に差は認められなかった。しかし、腫瘍周囲組織における
IL-32の発現を評価したところ、腫瘍周囲組織（腫瘍間質）におけるIL-32高発現群 は、低発現群と比較して有
意に予後が悪い（p=0.05）事が明らかとなった。さらに、腫瘍周囲にIL-32が高発現している症例では、血管浸
潤をきたしている症例が多く、IL-32は腫瘍周囲組織から悪性度の維持等に影響を与えている可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Results of the immunohistochemical staining of 75 resected intrahepatic 
cholangiocarcinoma cases in our department revealed that the group with high gankyrin expression in 
tumor cells had a significantly worse prognosis. However, the prognosis of the group with high 
interleukin-32 (IL-32) expression in tumor cells was not different from the group with low IL-32 
expression. 
However, in the evaluation of IL-32 expression in peritumoral tissues, the group with high IL-32 
expression in peritumoral tissues (tumor stroma) had a significantly worse prognosis compared to the
 group with low IL-32 expression (p = 0.05). Furthermore, many of the patients with high IL-32 
expression in the peritumoral tissues had vascular invasion, suggesting that IL-32 may influence the
 maintenance of tumor cells’ malignancy potential in a paracrine manner.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： 肝内胆管癌　IL-32　Gankyrin

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IL-32とGankyrinの関連は明らかには出来ていないものの、IL-32は肝内胆管癌において、腫瘍周囲から悪性度の
維持などの影響を及ぼしている可能性がある。IL-32は癌腫によりその働きは違い、悪性度を高めているものか
ら弱めるものまで様々である。しかし、肝内胆管癌においては悪性度を高める方向に働いている事が本研究によ
り示唆された。今後も細胞レベルでの研究を続けることで、新たな治療ターゲットの一つとなる可能性が示され
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 
 
 肝内胆管癌に関与する oncoprotein のうち、Gankryin は腫瘍の proliferation、invasiveness、
stemness features の維持に関与するなど、多岐にわたり tumor progression に関与している。当施設
切除例の検討でも、免疫組織化学染色において Gankyrin が高発現である症例は低発現である症
例と比較して有意に予後が不良であった（結果未報告）。 
 Gankyrin は肝内胆管癌のみならず、ほとんどの癌腫において発現が認められている。治療標的
としても注目されているものの、臨床応用可能な治療薬の開発までには至っていないのが現状で
ある。さらにその調節因子も不明である。 
 肝内胆管癌は、肝細胞癌と比較して間質に富む腫瘍であり、腫瘍細胞内のみならず、周囲間質
にもその調節因子が存在する可能性があることを考え、今回我々は癌に関連するサイトカインとし
て報告が散見されている IL-32 に着目した。IL-32 にはいくつかの isoform が存在するが、IL-32α
は肝細胞癌において NF-κB、Bcl2 に関連し、肝細胞癌の tumor progression に関与していると報
告されている(Kang et al., Cancer Lett, 2012)。他にも、cancer stemness の維持に関わるなど、
Gankyrin との類似性が報告されている。 
  
 
２．研究の目的 
 
 以上の背景から、本研究ではまず肝内胆管癌において Gankyrin と IL-32 の間にどのような関係
があるかを明らかにし、さらに肝内胆管癌当科切除例における IL-32 発現と臨床病理学的因子と
の関連を解析することで、IL-32 が肝内胆管癌の tumor progression にどのように関与しているかを
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

（１） 肝内胆管癌切除標本における Gankyrin の発現についての検討  
 
   まず当科にて切除された肝内胆管癌症例（1998 年から 2019 年の間に切除された腫瘤形成 

型もしくは腫瘤形成＋胆管浸潤型の肝内胆管癌）75 症例を対象にパラフィンブロックから得ら
れた標本の免疫組織化学染色により、Gankyrin の発現を検討した。対象となる症例のうち前
期の 45 例に関しては、Gankyrin の発現について以前当科において検討を行っており、さらに
後期の 30 症例を加えた計 75 例に対して抗 Gankyrin 抗体を用いた免疫組織化学染色を行
った。 

 
（２） 肝内胆管癌切除標本における IL-32 の発現とその局在についての検討 
 

   さらに前項で Gankyrin の発現を検討した 75 例に対し、IL-32 発現について免疫組織化学 
染色にて検討した。IL-32 には α〜θ までと isoform が存在するが、現時点では isoform 
ごとの抗体は存在しないため、全 isoform をカバーした抗 IL-32 抗体を用いて、検討した。 

評価にあたっては、腫瘍細胞のみならず、周囲間質も評価し、臨床病理学的因子との関 
連や予後の解析を行った。また Gankyrin の発現と IL-32 の発現との間の相関を検討した。 

 
（３） 肝内胆管癌細胞株における Gankyrin と IL-32 の相互作用の検討 

    
肝内胆管癌細胞株（HuCCT-1、HuH-28）を用いて、IL-32 の siRNA を transfection する    

ことにより IL-32 の knockdown を行った。それにより、Gankyrin の発現がどのように変化する
かを western blot にて検討した。また逆に Gankyrin の siRNA を transfection することにより
Gankyrin の knockdown を行い、IL-32 の発現がどのように変化するかを解析した。 

 
 
 

 
 
 
 



4.．研究成果 
 
（１）肝内胆管癌切除標本の腫瘍細胞においては、腫瘍細胞に於ける Gankryin と IL-32 の発現の
相関は認められなかった。 

 
当科切除症例 75 症例に於ける免疫組
織化学染色の結果、Gankyrin は 48 例
が高発現であった(Fig.1)。また IL-32 に
おいては、47 例が高発現(Fig.2)であっ
た。予後に関しては、Gankyrin 高発現
群は有意に予後が不良であった。これ
は当科の少数例の検討でも明らかであ
ったが、症例を増やした今回の検討で
は 、 予 後 に さ ら に 差 が 認 め ら れ た

(p=0.009)。しかしながら、IL-32 に関して
は 、 予 後 に 差 は 認 め ら れ な か っ た
(p=0.725) (Fig.3)。 
さらに、腫瘍細胞における IL-32 の発現、
Gankyrin の発現をスコア化し、このスコア
に相関があるかを検討したが、腫瘍細胞
における Gankyrin 発現と、IL-32 の間に
は相関は認められなかった（Fig.4）。 

 
（２）肝内胆管癌腫瘍間質における IL-32 発現は、予後に影響する。 

 
 次に、IL-32 による免疫組織化学染
色の結果を腫瘍間質に着目し、高発
現群、低発現群に分けて評価したと
ころ、腫瘍間質における IL-32 高発
現群 は、低発現群と比較して有意
に予後が悪い（p=0.05）事が明らかと
なった(Fig.5)。しかし、間質における
IL-32 の発現と、Gankyrin の発現を前
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項同様にスコア化し、相関を検討したものの、相関関係は認められなかった(Fig.6)。 
臨床病理学的因子に免疫組織化学染色の発現評価の結果を加えたうえで、Cox-hazard model 

による予後規定因子の解析をすると、単変量解析では、Histological  grade が G3 であること
(p=0.0011)、Gankyrin 高発現(p=0.0126)の 2 因子が予後不良因子であり、これら 2 因子をは多変
量解析においても、いずれも独立した予後不良因子であった（Table 1）。 

 
 
さらに Gankyrin,IL-32 の発現と臨床病理学的因子との関連を個別に検討したところ、IL-32 におい
ては cancer cell での高発現の症例は有意に胆管浸潤(b)が多く、stroma に高発現している症例に
は、有意に動脈浸潤、胆管浸潤が多く、Higtological grade が G3 の症例が多かった(table 2)。 

Table 2 Clinicopathological features of 75 intrahepatic cholangiocarcinoma patients 

 
 
 
 
 
 

Table 1 Prognostic factors of 75 intrahepatic cholangiocarcinoma patients in Cox’s proportional hazard model 



（３）肝内胆管癌細胞株においては、IL-32 の発現は Gankyrin 発現の影響を受けない。 
 
 免疫染色では相関関係が認め
られなかったが、肝内胆管癌細
胞株（HuCCT-1, HuH-28）におけ
る IL-32 の knockdown を行い、
Gankyrin の発現の変化を検討し
た。 
これにより IL-32 が Gankyrin の

調節にどのように関連しているか
を明らかにする予定であったが、
現 在 の と こ ろ 、 siRNA の
transfection による knockdown が
出来ておらず、今後も条件検討
を重ね継続して行う予定である。 
 
しかし、Gankyrin の siRNA を用

いた Gankyrin の knockdown 実験を並行して行っていたが、こちらの knockdown には成功してお
り（Fig.6）、Gankyrin の knockdown による IL-32 の減弱は認められなかった（HuH-28 においては、
若干の発現の増強を認めていた）。 
 
 以上より、現段階では IL-32 は間質を通じて肝内胆管癌の予後に影響をおよぼしている可能性
があり、臨床病理学的因子の検討からは、血管浸潤ないし胆管浸潤への関与が疑われているとい
う点が明らかになったが、Gankyrin の調節因子としての働きは現在明らかにできていない。 

 
よって今後は、IL-32 の Knockdown によって Gankyrin の発現がどのように変化するかという点を

引き続き検証してゆくとともに、腫瘍間質での IL-32 の発現が腫瘍の malignant potential に関与し
ている可能性を考え、paracrine manner による IL-32 の腫瘍細胞への影響を検証してゆく。具体的
には、recombinant IL-32 を肝内胆管癌細胞株の培地に各種濃度で混和した上で培養をし、細胞
の機能解析等を行う予定である。 

 

Fig.6 Western blot analysis of ICC cells transfected with Gankryin siRNA 
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