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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌切除例で CD133 の細胞質発現は AFP 値、分化度、門脈浸
潤に関与し、陽性例の予後は不良であった。また、大腸癌症例でも CD133 過剰発現は予後不
良因子であり、予後、再発、抗癌剤感受性に関与した。また、肝細胞癌症例では骨髄中 AFPmRNA
陽性は、1 年以内の切除後早期再発に関与した。肝細胞癌症例では骨髄中、末梢血中
VEGFR1mRNA はすでに高値であり、骨髄中 VEGFR-1 mRNA と AFP mRNA による分類も
早期再発に関与した。このことから、遊離癌細胞と VEGFR1 陽性骨髄前駆細胞の共存は再発・
転移に重要なステップであり、これらを評価することは予後、再発予測因子として重要である。 
 
研究成果の概要（英文）：Cytoplasmic expression of CD133 in HCC is associated with 

elevated serum AFP level, histologically high-grade tumor, and tumor invasion to the major 
branch of the portal vein. Positive cytoplasmic expression of CD133 represented the risk of 
poor prognosis. CD133 overexpression was an independent prognostic factor for PS of 
colorectal cancer (CRC) patients. Evaluation of the frequency and pattern of CD133 
expression is useful for predicting prognosis, recurrence, and chemosensitivity in CRC 
patients. We found a significant tendency for patients who were positive for BM-AFP 
mRNA to experience recurrence within 1 year after surgery compared to those negative for 
BM-AFP mRNA. The BM-VEGFR-1 mRNA level of all HCC patients was higher than that 
of normal controls and the PH-VEGFR-1 mRNA level of almost all patients was higher that 
of normal controls. The classification by BM-VEGFR-1 mRNA/BM-AFP mRNA was a 
significant risk factor for recurrence within 1 year after surgery. The importance of the 
coexistence of disseminated cancer cells and VEGFR-1-positive hematopoietic bone marrow 
progenitor cells was also proved because the DFS curve of patients negative for BM-AFP 
mRNA and BM-VEGFR-1 mRNA; low was better in the other 3 groups. The evaluation of 
BM-AFP and BM-VEGFR-1 mRNA in patients with HCC may be a valuable predictor of 
disease recurrence following curative resection.  
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１．研究開始当初の背景 
肝切除、ラジオ波凝固などの局所療法による
根治治療が行われるようになり、肝細胞癌の
治療成績は向上してきた。しかし、依然とし
てその再発率は高い。再発様式としては、慢
性肝炎を背景とした多中心性発癌と遊離肝
癌細胞による肝内転移、遠隔転移とが想定さ
れている。しかし、肝移植の場合、背景の傷
害肝は完全に取り除かれているのもかかわ
らず、移植肝、遠隔臓器に再発してくること
を考えると、確かに遊離肝癌細胞が存在する
ことが考えられる。したがって、遊離肝癌細
胞からの再発、転移がどのように起こるかが
解明され、少なくすることが出来ればその治
療成績の飛躍的な治療成績の向上が得られ、
また、肝細胞癌に対する肝移植の適応も広が
り、もっと多くの肝細胞癌患者を救命するこ
とが出来るはずである。さらにその再発のお
よそ半数が遊離癌細胞にものといわれてい
る肝切除や局所療法の成績向上も得られる。
われわれは、これまでに肝細胞癌肝切除例の
末梢血中、骨髄細胞中において real time 
PCR 法により AFPｍRNA を測定し、その結
果、末梢血、骨髄中 AFPmRNA 陽性、陰性
により再発、予後率が予測できることを報告
し(AFP mRNA Detected in Bone Marrow 
by Real-Time Quantitative RT-PCR 
Analysis Predicts Survival and Recurrence 
After Curative Hepatectomy for 
Hepatocellular Carcinoma. Ann Surg. 2006 
Sep;244(3):451-463.)、遊離肝癌細胞により再
発、転移が起こることを証明してきた。しか
し、陽性でも再発しないもの、逆に陰性でも
再発するものが存在した。一方、最近の研究
により遊離癌細胞が存在するのみでは癌の
転移は成立せず、特別な癌細胞側因子と宿主
側因子が必要であると考えられるようにな
ってきた。特別な癌細胞側因子に多分化能と
自己複製能を持つ、いわゆる癌幹細胞がその
役割を担うのではないかと推察され、宿主側
因子として注目されているのが骨髄前駆細
胞や血管内皮細胞等である。これらは癌幹細
胞に対してトラップされやすい環境を作っ
たり、転移先での血管新生に関わることで転
移に寄与すると推察されている。これらのこ
とから、肝細胞癌の転移、再発が成立するに
は、遊離肝癌細胞が存在するのみでは十分条
件ではなく、その細胞が真に転移能を有する
癌幹細胞であることが必要であり、また、宿
主側の要因として、転移形成に重要な
VEGFR-1 を発現する骨髄由来の造血系骨髄
前駆細胞などが存在する必要があると思わ
れる。しかし、これまでに癌幹細胞や宿主側
要因が、肝細胞癌患者の転移、再発に関与し
ていることを研究した臨床データからの解
析報告ほとんどない。一方、最近では

ISET(isolation by size of epitherial tumor 
cells) (Hum Pathol. 2006 Jun;37(6):711-8. )
により遊離癌細胞を検出することが可能と
なったため、その細胞がどのような生物学的
特性を有しているか、真に転移能を有するか
などを検討できるようになった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肝細胞癌患者における転
移・再発が成立する機序における癌幹細胞と
VEGFR-1 を発現する骨髄由来の造血系骨髄
前駆細胞の役割を、実験ではなく、本当の生
体内、つまり肝細胞癌患者の中でで解明する
ために臨床データから検討する。 
 
３．研究の方法 
（1）肝細胞癌切除例における末梢血、骨髄
中遊離癌細胞の検索として AFPｍRNA を標
的とした real time PCR による末梢血、骨髄
液中 AFPｍRNA 値を測定  
（2）原発腫瘍における癌幹細胞の存在を
CD133、CD44 による免疫染色から証明 
（3）ISET による末梢血、骨髄中遊離癌細胞
の検出と幹癌細胞としての可能性の検索 
（4）骨髄由来造血系骨髄前駆細胞の役割を
検討するために VEGFR1ｍRNA を標的とし
た real time PCR による末梢血、骨髄液中
VEGFR1ｍRNA 値の測定 
（5）末梢血、骨髄液中 AFPｍRNA、VEGFR1
ｍRNA の有無と臨床病理学的所見との比較
検討。 
（6）末梢血、骨髄液中 AFPｍRNA、VEGFR1
ｍRNA の有無と切除例の再発、予後との関
係を検討 
 
４．研究成果 
原発の肝細胞癌における癌幹細胞の存在

を CD133 による免疫染色から証明するため
に初回根治的肝切除を行った136例の病理検
体を用いて CD133 免疫染色を施行し腫瘍細
胞の染色陽性率，染色パターンを検索した．
染色性が得られた検体をさらに細胞膜陽性，
細胞質陽性群に分類し、臨床病理学的因子お
よび再発，予後との関連を単変量、多変量解
析から検討した．肝細胞癌において CD133
陽性腫瘍細胞を 1個以上認めたものを陽性と
すると CD133 細胞質陽性群 22 例(16%)，
CD133 細胞膜陽性群 20 例(15%)であり、
CD133 陽性は AFP 高値、低分化と有意に関
連した。CD133 細胞質陽性群は陰性群に比べ
て予後不良であり、CD133 細胞膜陽性群は、
遠隔転移、低分化型と有意に関連した。Stage
３、４A 症例では CD133 細胞質陽性群は、
単変量解析で有意に予後不良(p=0.0092)で、
多変量解析では腫瘍因子の AFP，腫瘍径，組
織学的門脈侵襲，CD133 細胞質発現のうち最



も有力な予後不良因子であった． 
（CD133 免疫染色） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（CD133 細胞の陽性率） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
M 癌を除く高/中分化腺癌であった大腸が

ん切除例 159 例でも CD133 免疫染色を施行
した。陽性細胞数 50%以上の過剰発現例
(n=46)と 50%未満の非過剰発現例(n=113)に
分け、臨床病理学的因子および再発，予後と
の関連を単変量、多変量解析から検討した．
CD133 は 146/159(91.8%)であった。主に大
腸癌細胞の細胞膜に発現 142/159(89.3%)し
たが、細胞質にも発現 52/159(32.7%)した。
膜 ・ 細 胞 質 発 現 が 混 在 す る も の も
48/159(30.2%)あった。過剰発現例は非過剰
発現例に比べ有意に予後不良で(p=0.002)、多
変量解析でも独立した予後因子であった。
StageIII では過剰発現は有意な予後・再発因
子であった(p=0.01,0.03)。中でも細胞膜過剰
発現（50%以上）が有意な因子であった。細
胞 膜 過 剰 発 現 は 化 学 療 法 を 施 行 し た
StageIV・再発症例で病勢のコントロール率
が低率であった。発現パターンごとの検討で
は CD133 細胞質発現は腫瘍の生物学的悪性

度に関与し CD133 細胞膜発現では予後と抗
癌剤の対する効果に関与した。 
（CD133 過剰発現と予後・再発） 
 
 
 
 
 
 

 
末梢血中、骨髄中肝癌細胞と臨床病理、病

理組織学的因子と比較検討、再発、予後との
関係に関する検討は、肝細胞癌切除患者の
real time PCR で検出した骨髄中、末梢血中
AFPｍRNA を遊離肝癌細胞の指標として行
った。 
骨髄中 AFPｍRNA は、組織学的門脈侵襲

と有意に相関し、組織学的分化度と有意傾向
があった。末梢血中 AFPｍRNA は血中 AFP
値、腫瘍数、組織学的門脈侵襲、組織学的肝
静脈侵襲と有意に相関した。また、単変量解
析で、骨髄中 AFPｍRNA、末梢血中 AFPｍ
RNA は、ともに 1 年以内の早期再発と有意
に相関することが分かった。宿主側因子とし
て注目されている骨髄前駆細胞については
VEGFR1 陽性骨髄由来細胞が、癌転移成立に
際して、premetastatic niche の形成に関与し、
ているため、その VEGFR1 陽性骨髄由来細
胞を骨髄液中、末梢血中の VEGF-R1ｍRNA
で測定し、臨床病理、病理組織学的因子、再
発、予後の詳細な検討を行った。また、骨髄
液中、末梢血中 AFPｍRNA との相互関係に
関しても検討した。肝細胞癌患者の骨髄液中
VEGF-R1ｍRNA は、正常コントロールに比
べ、全例高値を示し、末梢血中 VEGF-R1ｍ
RNA もほとんどの症例が正常コントロール
に比べ、全例高値を示した。このことは担癌
状態になると、premetastatic niche の形成が
行われ癌転移成立の準備状態となると思わ
れた。骨髄液中、末梢血中のVEGF-R1ｍRNA
だけでは、単変量解析で 1 年以内の早期再発
と有意に相関せず、骨髄中 AFPｍRNA と関
係し、骨髄液中 VEGF-R1ｍRNA 陽性かつ骨
髄中 AFPｍRNA 陽性症例が、最も再発しや
すかった。 
（骨髄中 VEGF-R1ｍRNA） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
（末梢血中 VEGF-R1ｍRNA） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（各 Group ごとの無再発生存率） 
group A (n = 23), BM-VEGFR-1/BM-AFP 
mRNA = low/negative, group B (n = 57) 
high/negative; group C (n = 10) low/ 
positive; group D (n = 24), high/positive. 
 

ISET で検出された癌細胞の有無と臨床的
意義の評価を末梢血中、骨髄中肝癌細胞を
ISET で分離し、その有無と臨床病理、病理
組織学的因子と比較検討する、末梢血中、骨
髄中肝癌細胞を ISET で分離し、その有無と
再発、予後との関係を検討することで、検討
する予定であったが、腫瘍細胞の同定が一定
化せず、以下の方法に変更した。肝細胞癌癌
患者の末梢血 10ml と骨髄血 5ml を採取し、
Ficoll 処理にて単核球を分離する。 MACS
システムを用いて、汎白血球マーカーである
CD45陽性細胞を除去する(EpCAM抗体使わ
ず)。HepPar1(発現率約 85％),Arginase1(約
95%),AFP(30—50%)いずれかの蛍光抗体と
CD45/DAPI(核)の３種類で多重染色する。こ
の方法で肝細胞癌症例の骨髄血を用い、
HepPar1/CD45/DAPI の多重染色にて腫瘍
細胞の同定が可能であった。 
 
まとめ 
 肝細胞癌、大腸癌においても CD133 で検
出される癌幹細胞が、存在し、予後、再発に
関与していることが分かり、転移する細胞の
一つであることが推測され、肝細胞癌、大腸
癌治療において、CD133 陽性細胞に代表され

る癌幹細胞を治療のターゲットとすること
ができれば、その治療成績の向上につながる
ことになる。特に肝細胞癌で、癌幹細胞の候
補である CD133 陽性細胞の存在、さらに予
後、再発に関与していることが証明されたこ
とは、世界的にみても、数少ない報告である。 
宿 主 側 因 子 と し て 注 目 さ れ て い る

VEGFR1 陽性骨髄前駆細胞は、肝細胞癌患者
の骨髄液中 VEGF-R1ｍRNA、末梢血中
VEGF-R1ｍRNAが正常コントロールに比べ、
全例高値を示したことから、担癌状態になる
と、premetastatic niche の形成が行われ癌転
移成立の準備状態となっていることが推察
された。肝細胞癌―宿主関連では、世界で初
めての治験であり、癌細胞自体への治療の他
に、癌を取り巻く宿主環境へのアプローチが、
再発・転移に対する治療となり得る可能性が
証明された。しかし、VEGFR1 陽性骨髄前駆
細胞は、遊離癌細胞の存在があって、はじめ
て転移・再発に関与すると思われるので、癌
細胞自体への取り組みは必須であり、特に癌
幹細胞をターゲットとする治療法の開発が
望まれる。 
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