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研究成果の概要（和文）：肝内胆管癌の臨床検体を用いて、免疫染色を実施したところ、ARID1A negativeグル
ープにおいて、予後不良であった。ARID1Aノックアウト肝内胆管癌細胞株を作成し、分子腫瘍学的機序を解析し
たところ、ALDH1A1に対して抑制的に働き、予後の悪化に寄与していることがわかった。
さらにノックアウトにおいて使用したCRISPR/Cas9システムを用いて、肝細胞癌細胞株のCTNNB1ノックアウト細
胞株を作成、β-cateninの内因性活性化を促し、免疫応答との関連を示した。

研究成果の概要（英文）：When immunohistochemistry was performed using a clinical specimen of 
intrahepatic cholangiocarcinoma, the prognosis was poor in the ARID1A negative group. ARID1A 
knockout intrahepatic cholangiocarcinoma cell line was established and the molecular oncological 
mechanism was analyzed. As a result, we discovered that ARID1A exhibits a tumor suppressive effect 
on ICC through the regulation of ALDH1A1 and it contributes to the deterioration of prognosis.
Furthermore, using the CRISPR / Cas9 system used in its knockout process, we established CTNNB1 
knockout cell line for hepatocellular carcinoma cell lines, promoted intrinsic activation of β
-catenin, and showed its association with immune response.

研究分野：分子腫瘍医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胆道がんは、日本をはじめアジアで多いがんであるが、近年は欧米でもその罹患率は増加傾向である。本邦にお
ける5年生存率は20%以下と膵がんに続く予後不良ながんである。切除不能胆道がんに対する治療としては、
Gemcitabine＋Cisplatinがファーストラインで推奨されているが、セカンドラインの治療薬、分子標的薬や免疫
チェックポイント阻害薬といった治療薬は確立されていない。
胆管がんにおいて、ARID1Aの変異は胆道がんの予後に影響を与えることが知られている。そこで、ARID1Aの機能
を明らかにすることで、新規薬剤の開発に有効となることが期待できる。

※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 
胆道がんは、日本をはじめアジアで多いがんであるが、近年は欧米でもその罹患率は増加傾向で
ある。本邦における 5 年生存率は 20%以下と膵がんに続く予後不良ながんである。切除不能胆
道がんに対する治療としては、Gemcitabine＋Cisplatin がファーストラインで推奨されている
が、セカンドラインの治療薬、分子標的薬や免疫チェックポイント阻害薬といった治療薬は確立
されていない。本邦で胆道がんの大規模な遺伝子解析の結果、AT-rich interactive domain 
containing protein 1A （ARID1A）は 3番目に変異が多い遺伝子と報告され、ARID1Aの変異
は胆道がんの予後に影響を与えることが知られている。遺伝子診断に基づく治療方針の決定に
役立つと考え、この遺伝子に着目した。 本研究の目的は、ARID1Aの機能を明らかにすること
であり、ARID1A遺伝子に変異を有する、卵巣がん、胃がん、肝細胞がんなど、他のがん腫にも
有効に働くことが期待される。 
 
 
２．研究の目的 
ARID1Aの機能を明らかにし、ARID1Aの変異を有する胆道がんの有効な治療につなげ
ることを目的とした。 
ARID1Aは、2015年本邦において胆道がんでも変異が多いと報告された。ARID1Aのノックア
ウト細胞株を作成し、研究を発展させていく。 
さらに、ノックアウト細胞株を作成する際に使用した CRISPR/Cas9 systemを用いて、肝細
胞癌細胞株に応用した。β-catenineの変異・活性化をさせた肝細胞癌細胞株にて免疫応答の
機序解明を企図した。 
 
 
３．研究の方法 
肝内胆管癌の臨床検体症例を用いて、免疫染色を実施、そこから ARID1A の予後との相関を検討
した。 
肝内胆管癌細胞株（HuCCT-1、RBE）において、CRISPR/Cas9 システムを用いて、ARID1A のノック
アウト細胞株を作成、予後不良へつながる機序の解明を進めた。 
その CRISPR/Cas9 システムを応用し、肝細胞がん細胞株においても β-catenineの変異・活性化
を惹起させ、免疫応答との関連を解明した。 
 
 
 
４．研究成果 
肝内胆管癌の臨床検体を用いて、免疫染色を実施。ARID1A negative/positive にグループ訳
を行い、予後との関連を検討したところ、ARID1A negative グループにおいて、予後不良で
あった。 
 
 
 
 

 
そこで、ヒト肝内胆管癌細胞株 HuCCT-1、RBE において、ARID1A ノックアウト細胞株を作成した。
その際には、CRISPR/Cas9 システムを使用した。さらに、ノックアウト細胞株において、ALDH1A1
の上昇を確認した。ARID1A は ALDH1A1 に対して、抑制的に働き、予後の悪化に寄与している。 



                  
 
さらに、今回使用した、CRISPR/Cas9 システムを応用し、肝細胞癌に関する免疫応答の検討を進
めた。CTNNB1（β-catenin）変異サブタイプは、免疫抑制性の腫瘍微小環境を呈することが分か
っており、その分子メカニズムに注目した。今回は、ヒト（HuH7）およびマウス（3H3）におけ
る肝細胞癌細胞株に関して、CTNNB1 ノックアウト細胞株を作成した。ノックアウト細胞株では、
内因性β-catenin の活性化を確認した。 

 
定量的 RT-PCR 解析にて、ヒトとマウスの内因性β-catenin 活性化細胞株では、それぞれ 16 種
類と 8種類のサイトカインが顕著に抑制されていることを確認した。 
 

 
 
そこで、ヒトとマウスの内因性β-catenin 活性化細胞株を用いて、T 細胞殺傷に関して検討し
た。単球、Tリンパ球を用いて、β-catenin 活性化細胞株との共培養を行い、殺傷能を評価した
ところ、コントロール細胞株と比較しβ-catenin 活性化細胞株においては細胞数の変化を認め



なかった。β-catenin 活性化細胞株において、siRNA によるβ-catenin ノックダウンを行うと、
T リンパ球による細胞殺傷能が回復することが確認でき、β-catenin 活性化により免疫逃避応
答が起きていることが分かった。 
上記サイトカインのうち、CCL20、CXCL2 に注目し、同サイトカインを過剰発現させた内因性β-
catenin 活性化細胞株を作成し、同様に免疫応答反応を調べると、細胞数の減少が確認できた。
Tリンパ球による細胞殺傷能が回復することが示せた。 

   

 
CRISPR/Cas9 システムを応用することで、肝細胞癌における、β-catenin 活性化を促すことがで
き、そこから、免疫逃避のメカニズム解析につながった。 
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