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研究成果の概要（和文）：本研究は、肝細胞癌の主腫瘍組織と腫瘍栓組織の網羅的遺伝子発現解析に基づき、脈
管腫瘍栓形成における長鎖非コードRNAの役割の解明を目的として実施した。同一の肝細胞癌患者に由来する主
腫瘍組織と腫瘍栓組織における遺伝子発現を比較した結果、細胞の接着や移動に関する因子の発現変動と共に、
複数種の長鎖非コードRNAの発現変動をみとめた。腫瘍栓組織で発現上昇したCRNDE及びLINC00665の発現を低下
させた肝癌細胞では、細胞の移動能が減弱し、マウスモデルにおける肝転移巣の形成数が減少した。従って、こ
れらの長鎖非コードRNAの発現は肝細胞癌の腫瘍栓形成及び転移の誘導に関連性を有すると示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to study the molecular biological roles of long non-coding 
RNA (lncRNA) in the formation of tumor thrombosis by performing the transcriptomic analysis of 
hepatocellular carcinoma (HCC) and its tumor thrombosis. The transcriptomic analysis of main HCC 
tissue and tumor thrombotic tissue from the same patients showed the altered expression of genes and
 lncRNAs which relate to the cell adhesion and migration. Down-regulation of CRNDE and LINC00665, 
which showed the elevated expression in tumor thrombotic tissue, induced the suppression of cancer 
cell invasion in vitro and metastasis in vivo. These results suggested CRNDE and LINC00665 were 
related to the induction of tumor thrombosis formation and cancer metastasis.

研究分野：腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝細胞癌は現在もなお再発率が高く、脈管での腫瘍栓の形成や転移が患者予後の悪化に大きな影響を及ぼすが、
その誘導に関する詳細な分子機構は不明である。外科的切除されることが希少である腫瘍栓組織を用いて網羅的
遺伝子発現解析を実施した本研究の成果は、腫瘍栓と主腫瘍との間での遺伝子発現変動を比較した希少な知見と
して学術的に意義深い。また、長鎖非コードRNAが関与する腫瘍栓形成及び転移の分子機構の解明は、臨床的課
題である肝細胞癌の再発の抑止などといった患者予後の改善に寄与する治療法の開発に有効であると期待され
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。



 
１．研究開始当初の背景 
 
癌による死亡率が上昇し続けている現在の日本において、肝胆膵領域の臓器における癌の患
者、なかでも肝細胞癌（HCC）患者の増加が深刻化している。近年の外科的切除術の進歩によっ
て、切除適応の HCC 症例の予後は肝胆膵外科領域における他の癌疾患と比較して良好となっ
たが、術後早期における高頻度な再発が課題となっている。その患者予後の悪化に大きく関与す
る病態として「脈管での腫瘍栓の形成」がある（1）。腫瘍栓の存在は、外科手術の実施の可能性
にも影響するため、癌に対する治療方針を大きく左右する現象である。腫瘍栓の形成には、上皮
間葉転換（EMT）の誘導や細胞の浸潤などに関わる因子が作用していると示唆されている。し
かし、手術症例に関して原発巣組織と腫瘍栓組織を同時に検体として保有される場合が少なく、
両組織を分子生物学的に比較評価した研究はない。そのため、腫瘍栓形成を制御する分子機構の
詳細な解明には至っていない。 
 ゲノム上から転写される RNAには、機能性のタンパク質をコードするものの他にタンパク質
をコードしない非コード RNAがある。なかでも、200塩基以上のものは長鎖非コード RNAに
分類され、これまでに数多くの RNAが同定された。これらの長鎖非コード RNAの中には、癌
細胞の増殖や浸潤、転移に関与すると報告されているものがあり、癌患者の予後の悪化に重要な
役割をもつと示唆されている。過去の研究では、長鎖非コード RNA の一種である metastasis-
associated lung adenocarcinoma transcript 1（MALAT-1）は、CTHRC1、CCT4、HMMR、
ROD1 といった肺癌細胞の移動に関与する遺伝子群の発現を制御する機能を有することが明ら
かにされた（2）。我々による最近の研究では、Cancer Genome Atlasによる HCC症例の遺伝
子発現検索を実施し、癌組織において著しく高発現している長鎖非コード RNAを同定した。こ
れらの長鎖非コード RNAの発現上昇は複数種のHCC培養細胞株においても証明されたことか
ら、癌細胞の性状に重要な役割を果たしていることが示唆された（3）。しかし、これらの長鎖非
コード RNAの発現上昇が、脈管腫瘍栓の形成に関する因子を制御する分子機構は明らかではな
い。また、腫瘍栓組織における長鎖非コード RNAの発現自体も研究された例はない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、HCC患者の予後を大きく左右する病態である脈管腫瘍栓形成の分子機構を解明
することを目的とする。腫瘍栓組織において発現変動する因子を網羅的解析により明らかにし、
その発現変動が腫瘍栓形成に関連する諸現象に及ぼす機能的効果の提唱を図る。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）同一症例に由来する主腫瘍組織及び腫瘍栓組織を用いた転写産物の網羅的解析 
 当科で外科的切除を施行した HCC 症例のうち、同時に腫瘍栓組織を採取した症例の主腫瘍 HCC
組織と腫瘍栓組織を用いて、マイクロアレイ法による転写産物の網羅的解析を実施した。術中採
取した組織からカラム法により全 RNA を抽出した。逆転写により cDNA 化した後、Cy3 で標識し
た。標識化 cDNA を断片化し、SurePrint G3 Human GE 8x60K Microarray にハイブリダイズさせ
た。Microarray slide を Agilent SureScan Microarray Scanner にてスキャンし、Feature 
Extraction Software 11.5.1.1 にて解析を実施した。 
 
（２）病態の異なる症例間における転写産物の発現性の検討 
 当科で外科的切除を施行した HCC 症例のパラフィン包埋組織標本を用いて組織切片を作製し、
免疫組織化学的染色を実施した。組織切片をキシレン及びエタノールで処理後、マイクロウェー
ブにて抗原を賦活化した。正常血清によるブロッキング処理後、一次抗体を作用させた
（overnight、4 ℃）。二次抗体及び酵素を標識した後、3,3'-diaminobenzidine にて発色させた。 
 
（３）モデル実験系を用いた基礎医学的解析による長鎖非コード RNA の機能的役割の解明 
①遺伝子工学的制御による長鎖非コード RNA の機能解析 
 継代培養した肝癌細胞を回収し、6ウェルプレートに 5x105個/mLの密度で細胞を播種した。
24時間培養して細胞を接着させた後、各種長鎖ノンコーディング RNA に対する siRNAを含
む培地に変換して、37 ℃、5%CO2条件下で 48時間培養した。細胞を回収し、カラムを用いた
RNA抽出により組織中の全 RNAを抽出した。逆転写反応により cDNA化した後、siRNAの標
的とした配列の発現をリアルタイム PCR法により解析した。 
各種タンパク質の発現への影響を検討するためにウエスタンブロット解析を実施した。上記
の各種条件で培養した細胞を回収し、タンパク質抽出試薬中で細胞をホモジナイズし、タンパク
質を抽出した。各種タンパク質試料を SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動にかけ、PVDF膜
に転写した。5%スキムミルク溶液あるいは 3%BSA 溶液にてブロッキングし、各種一次抗体を
作用させた（overnight、4 ℃）。タンパク質の検出は化学発光にて実施した。 



 
②In vitro 浸潤解析による細胞の移動能の評価 
 継代培養した肝癌細胞を回収し、無血清培地に再び懸濁して 37℃、5%CO2条件下で 24時間
培養した。細胞を再び回収し、1x105個/500 Lの密度でマトリゲルをコートさせたチャンバー
に播種した。24～48 時間培養した後、マトリゲルを浸潤した細胞を固定・染色した。マトリゲ
ルを浸潤した細胞を顕微鏡下で観察し、siRNA処理の有無による変化を評価した。 
 
③In vivo 癌転移モデルを用いた長鎖非コード RNA の機能解析 
 継代培養した肝癌細胞を回収し、無血清DMEM培地で複数回洗浄した後、無血清培地に 1x106

個/100Lの密度で懸濁した。6 週齢・雄の BALB/c ヌードマウスに麻酔をかけ、側腹部を切開
して脾臓を露出させた。細胞懸濁液 100 L を 30G の針を付けたシリンジで吸引し、マウスの
脾臓に注入した。針を抜去後、止血処理を十分に実施し、閉腹した。3週間後、肝臓を肉眼にて
観察し、転移巣の数を評価した。また、この 3週間後の観察の際には、24時間前にインドシア
ニングリーン（ICG）を静注して、腫瘍組織が特異的に蛍光発光するかを評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）同一症例に由来する主腫瘍組織及び腫瘍栓組織における転写産物の発現変動 
 HCC は、病態が進行すると癌細胞の脈管への浸潤が誘導され、脈管内で浸潤腫瘍（脈管内腫瘍
栓）組織を形成する。同一症例の原発巣組織と浸潤腫瘍組織における遺伝子発現を比較すること
により、癌細胞の脈管浸潤に重要な因子を特定できると考えた。
そこで、両組織間における長鎖ノンコーディング RNA を含む転写
産物の発現変動を評価する目的で、同一 HCC 症例の主腫瘍組織と
腫瘍栓組織の遺伝子発現を網羅的に解析した。 
 腫瘍栓組織における発現が、主腫瘍組織と比較して 2倍以上変
動した mRNA は 156 種類で、そのうち腫瘍栓組織で 2 倍以上発現
上昇したものは 50 種類、2 倍以上発現低下したものは 106 種類
であった。特に、細胞の接着性や上皮間葉転換（EMT）の誘導に
おいて重要な役割を果たす E-cadherin の発現が、腫瘍栓組織に
おいて 3.4 倍低下していた。この発現低下は、ウエスタンブロ
ット解析や免疫組織化学解析で示された通り、タンパク質レベ
ルでもみとめられた（図 1、図 2）。また、タン
パク質レベルでのウエスタンブロット解析で
は、腫瘍栓組織における vimentin の発現上昇
もみとめられた（図 1）。遺伝子発現変動値の
結果に基づいてGO解析及びpathway解析を実
施した結果、「ECM-receptor interaction」
「Focal adhesion」「cell migration」といっ
た細胞の接着や移動に関する遺伝子群の変動
が明らかとなった。門脈内腫瘍栓組織は、細胞
間あるいは細胞外マトリックスとの接着性を
減弱させて主腫瘍組織から移動し、門脈に到
達した細胞が増殖して腫瘍栓を形成したもの
であると考えられる。本研究での結果は、門脈
腫瘍栓組織の癌細胞が前述の現象を誘導する
のに必要な遺伝子の発現変動を立証してお
り、これらの遺伝子の発現変動は腫瘍栓を形
成する細胞において維持されていると示唆さ
れた。 
一方、腫瘍栓組織における発現が主腫瘍組
織と比較して 2 倍以上変動した長鎖ノンコー
ディング RNA は 52 種類で、そのうち腫瘍栓組
織で 2 倍以上発現上昇したものは 46 種類、2
倍以上発現低下したものは 6 種類であった。
予備的研究で実施した Cancer Genome Atlas
を用いた解析において HCC 組織における発現
上昇が示された長鎖ノンコーディング RNA と一
致したものは、CRNDE と LINC00665 の 2 種類で
あった（図 3）。本研究では、以後の研究をこれ
らの 2種類の長鎖ノンコーディング RNA に着目
して研究を遂行した。 
 

図 3．CRNDE 及び LINC00665 の腫瘍栓組織に
おける発現変動比．対照は、同一症例の原発
巣組織． 

図 1．腫瘍栓組織における
E-cadherin 及び vimentin
の発現変動． 

図 2．E-cadherin の組織発現．Ａ：主腫瘍組
織、Ｂ：腫瘍栓組織． 



（２）モデル実験系を用いた基礎医学的解析による長鎖非コード RNA の機能的役割の解明 
 
①遺伝子工学的制御による長鎖非コード RNA の機能解析 
腫瘍栓組織における発現上昇が示された長鎖ノンコーディング RNA2 種類 CRNDE と LINC00665
の発現が癌細胞の浸潤に及ぼす影響を明らかにするために、siRNA を用いた一過性の発現低下を
誘導させ、in vitro における浸潤への効果を解析した。その結果、CRNDE あるいは LINC00665 の
発現低下を誘導させた条件の浸潤細胞数は、対照となる siRNA を作用させた条件と比較して減
少した（図 4、図 5）。なお、細胞の増殖に関しては、それぞれの siRNA を作用させた条件の間で
有意差は生じなかった。以上の結果から、CRNDE 及び LINC00665 の発現変動は癌細胞の浸潤に影
響を及ぼすことが示唆された。今後の研究では、マトリクスメタロプロテイナーゼ（MMPs）など
のような癌細胞の浸潤に関連する酵素群の発現と CRNDE 及び LINC00665 との分子生物学的関連
性を検討する必要がある。 
 

 
 

 
 
 
 
②In vivo 癌転移モデルの構築とそれを用いた長鎖非コード RNA の機能解析 
上述の通り、長鎖ノンコーデ
ィング RNA の発現変動が肝癌細
胞の浸潤に影響を及ぼすことが
in vitro での解析により明らか
となった。しかし、この解析法で
は生体内のような様々な因子が
存在する環境を正確に再現でき
ていない。そこで、この浸潤への
効果を in vivo で検証するため
に、肝癌細胞の浸潤及び転移を
解析する in vivo 評価系の構築
を試みた。大腸癌細胞を脾臓に
移植すると肝臓に移動して転移
巣を形成するモデルを応用し
て、細胞種を肝癌細胞としてモデルが確立できるか検討した。その結果、脾臓に HuH-7 細胞を移
植して 3 週間後の肝臓に腫瘍が形成された。肝癌特異的に蓄積する性質を有する ICG を静注し
たところ腫瘍組織のみが蛍光発光した（図 6）。以上の結果から、肝癌細胞を脾臓移植する肝転
移モデルマウスを構築できたと考えられる。 
続いて、腫瘍栓組織において発現上昇がみとめられた 2 種類の長鎖ノンコーディング RNA の
発現を低下させた細胞を前述の肝転移モデルに移植して、肝臓での転移巣形成への効果を検討
した。その結果、長鎖ノンコーディング RNA の発現を低下させた細胞を移植した肝転移モデルマ
ウスでは、肝臓で形成される転移巣の数が減少した（図 7）。しかし、形成される転移巣の数に
おける個体差が大きく、統計学的有意差を得るには至らなかった。また、長鎖ノンコーディング
RNA の発現制御が移植後長期的に維持されていなかったことが示唆された。従って、恒常的な遺

図 4．浸潤した細胞の染
色像．（Ａ）対照 siRNA を
作用させた条件の浸潤
細胞．（Ｂ）CRNDE に対す
るsiRNAを作用させた条
件の浸潤細胞．（Ｃ）
LINC00665 に 対 す る
siRNA を作用させた条件
の浸潤細胞．画像は、顕
微鏡観察下 200 倍のも
の． 

図 5．CRNDE 及び LINC00665 に対する siRNA
を作用させた条件での浸潤細胞数の変化．
それぞれ施行回数 3回の平均値を示す． 

図 6．肝癌細胞を経脾臓移植したマウスの移植 3 週間後の
肝臓．（Ａ）明視野像．白丸内に腫瘍組織が存在．（Ｂ）ICG
蛍光像．肝癌組織における特異的発光を検出． 



伝子発現制御を達成する条件を確立
し、標的とする長鎖ノンコーディン
グ RNA の発現を低下させた細胞を樹
立することを試みる必要がある。 
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図 7．CRNDE 及び LINC00665 の発現低下を誘導させ
た細胞を移植したマウスにおける転移巣形成数．
それぞれ施行回数 3回の平均値を示す． 
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