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研究成果の概要（和文）：本研究は，肝癌動物実験モデルとヒト肝癌手術検体を使用して，空間トランスクリプ
トーム(Visium)解析によって肝癌微小環境における癌関連線維芽細胞(CAF)の機能に着目し，肝線維化の進展か
ら肝発癌増殖の過程でmyofibroblast/CAFの活性化に寄与する遺伝子発現マーカーの探索を目的とした．CAF誘導
肝癌動物実験モデルを確立してVisium解析を行い，異なる肝障害の成因による肝癌の遺伝子発現に特徴的な差異
を確認した．ヒトの肝癌の組織切片に対するVisium解析で，CAFは背景肝のmyofibroblastから分化増殖し，腫瘍
免疫応答の調整と免疫回避に関連している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the function of cancer-associated fibroblasts (CAFs) 
in the tumor microenvironment of hepatocellular carcinoma (HCC) by spatial transcriptome (Visium) 
analysis using an experimental animal model and human HCC specimens. First, we established an 
experimental animal model of CAF-induced hepatocarcinogenesis. Visium analysis of mouse liver 
sections showed that the tumors were composed of heterogeneous cell populations, and that there were
 characteristic differences in  gene expression depending on the different causes of liver injury. 
We next validated the gene expression profile of CAFs  by Visium analysis on tissue sections of 
human HCC. CAFs co-expressing Col1a1 and Acta2 were clustered by localization and gene expression in
 tumor tissue. It was suggested that CAFs were potentially originate from the myofibroblasts in the 
background liver, and were associated with the regulation of not only tumor proliferation, but also 
immune response and immune evasion.

研究分野：肝癌外科治療

キーワード： 肝細胞癌　癌微小環境　癌関連線維芽細胞　肝線維化　肝硬変

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌に対する複合免疫療法の発達に伴い、肝癌微小環境と癌免疫の病態が着目されている。
本研究は肝癌微小環境における癌関連線維芽細胞(CAF)が、腫瘍増殖、癌免疫修飾に対して及ぼす影響につい
て、動物実験モデルとヒト臨床検体を用いて検証を行った。空間トランスクリプトーム解析を行うことで、CAF
の組織構築における遺伝子発現によってクラスター化することで、CAFの機能的分類を解明した。CAFは背景肝の
myofibroblastを起源とし腫瘍増殖と癌免疫に影響することが示唆され、将来的なmyofibroblast/CAFを標的とし
た新たな治療戦略の開発に発展できる可能性がある。

※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 

 肝細胞癌は，ウイルス性肝炎やアルコール性肝障害，非アル
コール性脂肪肝炎(NASH)などの慢性肝障害に伴う肝線維化
を背景として発生する．肝線維化は肝星細胞(HSC)や門脈域線
維芽細胞 (PF)を起源とする活性化された筋線維芽細胞
(myofibroblast)が，I 型コラーゲンを含む細胞外基質を過剰に
産生することにより進展し，肝硬変や肝発癌の原因となる（図
１）。肝臓 myofibroblast の活性化機序と発癌への影響は十分
に解明されておらず，肝癌とその発生母地である肝線維化の
治療において重要な課題となる． 

腫瘍組織は，癌細胞のほか非癌細胞である線維芽細胞や免疫
細胞などの多様で不均一な細胞集団で構築され，それらの細
胞間相互作用による癌微小環境が腫瘍の増殖と浸潤に影響を
及ぼす（図２）．肝線維化を背景とする肝癌では，癌関連線維
芽細胞(cancer-associated fibroblast; CAF)が，非腫瘍部の活
性化された myofibroblast の特徴と機能を模倣しながら分化
増殖し，腫瘍の進展に関与している可能性が指摘されている．
肝癌微小環境における CAF の機能と役割を明らかにして，そ
の活性化を制御する機構を見出すことは，肝癌に対する新た
な治療法への発展に期待できる． 

 

２．研究の目的 

 本研究は，肝癌における背景障害肝の myofibroblast と，腫瘍間質で微小環境を構成する CAF

に着目し，肝線維化抑制と癌微小環境修飾の観点から，myofibroblast と CAF を標的とする新
たな肝癌治療戦略の探究を目的とする．また、肝線維化を背景とする肝癌の動物実験モデルおよ
びヒトの検体に対して， myofibroblast/CAF の活性化と肝発癌・増殖の相互作用について， 網
羅的トランスクリプトーム解析の手法を用いて診断的・治療的遺伝子発現マーカーを探索する． 

 

３．研究の方法 

 本研究では，肝線維化・肝癌の動物実験モデルとヒト手術検体を使用し，空間トランスクリプ
トーム (Visium) 解析によって，肝線維化の進展から肝発癌増殖の過程における
myofibroblast/CAF の活性化に寄与する遺伝子発現マーカーを探求する。Visium 解析による組
織内の空間的位置情報により微小環境を構築する不均一な細胞集団をカテゴリー化し，
myofibroblast/CAF に特異的な活性化マーカーと，腫瘍細胞や免疫細胞を含む他の細胞クラスタ
ーとの相互作用を検証する 
 
①肝線維化・肝癌の動物実験モデル 
I 型コラーゲン発現を GFP で標識する Col-GFP レポーター
マウスに対して，生後 14 日目の時点で diethylnitrosamine 
(DEN)を腹腔内投与し肝癌を誘発したうえで，四塩化炭素
(CCl4)や NASH(コリン欠乏高脂肪食)による慢性肝障害と肝
線維化を誘導する．これらのマウスを生後 9 ヶ月の時点で
犠死させる（図３）。これらの慢性肝障害を背景とする肝発癌モデルで
は，背景肝の線維化と myofibroblast の増殖をきたすとともに，腫瘍内
にも線維沈着と Col-GFP 陽性かつ αSMA を発現する活性化された CAF
の浸潤が認められた．この結果により，マウス肝癌における CAF 誘導モ
デルを確立した(図４)． 
 
②マウス肝癌モデルとヒト肝癌手術標本を用いた空間トランスクリプ
トーム解析 
マウスの肝癌モデルとヒトの肝細胞癌に対する切除標本の組織切片を用いて，肝癌微小環境に
おける癌細胞と CAF の遺伝子発現プロファイルを空間トランスクリプトーム(Visium)の手法に
よって検証する．マウスとヒトの肝癌において背景肝の
myofibroblast と腫瘍内の CAF は，それぞれ αSMA 発現細胞として
線維性瘢痕領域に一致して浸潤を認める（図５、６）．Visium 解析
は組織切片の位置情報とスポットにおける遺伝子発現情報を紐づ
けし，組織解剖と細胞の局在に照らし合わせて遺伝子発現プロファ
イルを評価できる．マウスの肝癌や実際のヒト臨床検体の肝癌微小
環境における CAF 活性化と腫瘍増殖因子の関連性，ならびに腫瘍免



疫細胞を含む他の細胞クラスターとの相互作用を検証し，CAF の活性化
制御と治療標的となる特異的な遺伝子マーカーを探索する（図７）． 
 
４．研究成果 
①背景肝の異なる全てのマウス肝癌モデルで生後 9ヶ月目に肝腫瘍を確
認 
  I型コラーゲン発現を GFPで標識する Col-GFPレポーターマウス
に対して，生後 14 日目の時点で diethylnitrosamine (DEN)を腹腔
内投与し肝癌を誘発したうえで，四塩化炭素(CCl4)や NASH(コリン
欠乏高脂肪食)による慢性肝障害と肝線維化を誘導したマウス肝癌
モデルでは、生後 9 ヶ月の時点で全ての背景肝のモデルで肝臓内に
腫瘍が確認できた（図８）。 
腫瘍の個数は NASH モデルで優位に多く、腫瘍径は CCL4 モデルで優
位に大きく、HCC 患者の予後予測の評価に用いられている tumor 
burden score (TBS)は NASHモデルで優位に高くなっていた（図９）。
また血液生化学のデータでは特に NASH モデルにおいて肝胆道系酵
素が全体に優位に高くなっており、肝障害が高度に引き起こされて
いることが示唆された（図１０）。 
 
②背景肝の異なる全てのマウス肝癌モデルの肝腫瘍内とヒト肝細胞癌の腫瘍内に CAF を確認 
 背景肝の異なるマウス肝癌モデ
ルを Sirius Red 染色とαSMA 抗体
による免疫染色で評価した。背景肝
の myofibroblast と腫瘍内の CAF
は，それぞれ αSMA 陽性の領域とし
て Sirius Red 陽性の線維性瘢痕領
域に一致して浸潤を認めた（図５）。
同様にヒトの肝細胞癌の標本でも背景肝の myofibroblast と腫瘍内
の CAF がαSMA 陽性の領域として確認された（図６）。 
 
 
③ヒト肝細胞癌のスポットは２１のクラスターに分けられ、それぞれが組織学的に腫瘍部、非腫
瘍部、腫瘍隔壁、肝結合組織に属する 
 ヒトの肝細胞癌の８症例に対して空間トランスクリプトーム解析(Visium 解析) 
を行った。表１のように背景肝はウイルス性肝障害やアルコール性肝障害、NASH と異なる症例
であった。各症例の統合解析を行った結果、ヒト肝細胞癌のスポットは遺伝子発現的に２１のス
ポットに分類された（図１１）。また各症例の切片から組
織学的にアノテーションを行った（図１２）。その結果、
クラスター2,4,5,6,7,8,9,10,13 は腫瘍部、クラスター
1,3,12,14,15,16 は非腫瘍部、クラスター0,11,19,20は
腫瘍隔壁＋肝結合組織に偏って存在することが分かっ
た（図１３）。 
 
 
 
④ヒト肝細胞癌のクラスター0,11,19,20 で線維芽細胞が豊富に存在 
ヒト肝細胞癌の８症例において、ACTA2 と COL1A1 遺伝子を共に発現しているスポットを線維芽
細胞を含むスポットと定義し、その発現量を確認した。ACTA2 と COL1A1 遺伝子それぞれの発現
量の閾値を１とし、どちらも１を超えていたスポットを線維芽細胞が多く含まれているスポッ
ト(DoublePosi)、それ以外のスポットを Nega と定義した（図１４）。DoublePosi と Nega の分類
をヒト肝細胞癌の各症例のスライド上に提示したところ組織学的な構造と対応しており、この
線維芽細胞を含むスポットの定義は機能していることを確認した（図１５）。Seurat 基礎解析の
Harmony によるヒト肝細
胞癌の全サンプルの統合
解析後に分類したクラス
ターごとに DoublePosi
と Nega の割合を表示し
たところ、クラスター
11,20,0,19 で線維芽細
胞を含むスポットが豊富
に存在することが分かっ
た（図１６）。 
 



⑤ヒト肝細胞癌における線維芽細胞は遺伝子発現的に腫瘍内、腫瘍隔壁、非腫瘍部の集団に分類
できる 
 ヒト肝細胞癌の８症例におい
て、COL1A1 と ACTA2 遺伝子の発現
量がどちらも１以上である線維
芽 細 胞 を 含 む ス ポ ッ ト
(DoublePosi)のみを抜き出して
Seurat による基礎解析を行い８
つのクラスターに分類した（図１
７）。また各症例の切片から組織学的にアノテーションを行い腫瘍部、非腫瘍部、腫瘍隔壁、肝
結合組織に分け（図１８）、クラスター毎に組織学的な構成を提示した（図１９）。その結果、ク
ラスター3,7 は腫瘍部、クラスター0,2,4 は腫瘍隔壁、クラスター１,8,9 は非腫瘍部、クラスタ
ー5 は肝結合組織に偏って存在することが分かった。 
 次にヒト肝細胞癌８症例の各スライド毎に DoublePosi のスポットのみを表記してクラスター
を組織学的に提示した。HCC 症例 No.1,2,3,5,7,8 については、クラスター3 は腫瘍内に散在する
スポット、クラスター0,2 は腫瘍隔壁に豊富に存在するスポット、クラスター4 は腫瘍隔壁の背
景肝側に存在するスポット、クラスター1 は非腫瘍部に散在するスポット、クラスター5,6 は脈
管系に関連するスポットであることが組織学的に確認できた（図２０）。HCC 症例 No.4 について
は、腫瘍隔壁のクラスター配置は他症例と同様であったが、腫瘍内に散在するスポットがクラス
ター3、非腫瘍部に散在するスポットがクラスター8,9 と独自のクラスターであることが確認さ
れた（図２１、図２２）。 
 
⑥ヒト肝細胞癌の腫瘍隔壁に存在する線維芽細胞は腫瘍側で線維化に関連する遺伝子発現が高
く非腫瘍側で T 細胞に関連する遺伝子発現が高い 
 ヒト肝細胞癌の線維芽細胞クラスターについてそれぞれのクラスター遺伝子から DEG 解析を
行い各クラスターで発現レベルに優位な差がある遺伝子を特定した。またそれらの遺伝子群に
ついて GO 解析を用いて Enrichment 解析を行いそれぞれの遺伝子群の生物学的プロセスや機能
を明らかにした。ヒト肝細胞癌の線維芽細胞クラスター3 では PEGE4, ALDH3A1, ANGAQP9, CPB2, 
CYP2E1, CYP3A4, EPHX1, GULU, HPD と肝臓の機能に関する遺伝子が高発現しており、Enrichment
解析の結果からも肝臓の機能に関する機能が示唆された。クラスター0 では CCN1, CCN2, DCN, 
EFEMP1, IGHA1, IGHG1, IGKC, JCHAIN, LTBP2, PRELP と血管新生、ECM(extracellular matrix)
形成、抗体タンパクに関する遺伝子が高発現しており、Enrichment 解析の結果からは ECM 形成

に関わる機能とともに血管新生の抑制に関す
る機能も示唆された。クラスター2 では、SPP1, ANXA4, AQP1, CD24, CXCL6, FXYD2, KRT7, MMP7, 
MUC6, SFRP5 と ECM 形成に関連する遺伝子が高発現しており、Enrichment 解析の結果からも同
様に ECM 形成に関わる機能が示唆された。クラスター4 では、TMC8, AKNA, BTG1, CCL19, CD37, 

図 22. ヒト肝細胞癌の線維芽細胞クラスター4 で高発現の遺伝子 



CD74, CXCR4, IKZF1, IL7R, NIBAN3 と免疫（T 細胞、炎症細胞浸潤）に関わる遺伝子が高発現し
ており（図２２）、Enrichment 解析の結果からも T 細胞の活性化に関する機能が示唆された（図
２３）。以上の結果から、ヒト肝細胞癌の腫瘍隔壁に存在する線維芽細胞について、クラスター
0 や 2 のように線維化に関連する遺伝子の発現は腫瘍隔壁の腫瘍側で高く、クラスター4 のよう
に T 細胞に関連する遺伝子の発現が腫瘍隔壁の非腫瘍側で高いことが確認できた。 
 
⑦ヒト肝細胞癌において腫瘍内の線維芽細胞は肝星細胞に由来する可能性が高い 
 ヒト肝細胞癌における線維芽細胞について、腫瘍内の線維芽細胞（CAF: cancer associated 
fibroblast）と非腫瘍部の線維芽細胞の比較を行った。組織学的な位置情報から腫瘍内に散在す
るクラスター３を CAF、非腫瘍部に散在
するクラスター１を非腫瘍部の線維芽細
胞として比較を行い CAF の特徴を探求し
た。クラスター３とクラスター１を比較
し火山プロットを作成した（図２４）。そ
の結果から CAF では非腫瘍部と比較し
て、脂肪酸代謝や解毒に関与する AMACR
や ALDH3A1、酸化還元反応に関与する
DHRS2、細胞膜を通じた水分子や小分子の
輸送に関連する AQP9 が高発現であり、肝
臓の機能に関連する遺伝子が多く含まれ
た。GO 解析と KEGG pathway を用いた
Enrichment 解析では CAF で解毒、代謝、
胆汁産生、腫瘍形成との関連が示唆され
た（図２５，２６）。特徴的な項目として、
GO 解析では retinol metabolic process
と retinoic acid metabolic process、
KEGG pathway で は Retinol 
metabolismと CAFとの関連が強
いことが示唆されており、これ
らの結果からビタミン Aの貯蔵
と代謝を行う肝星細胞が腫瘍
内の線維芽細胞の由来である
可能性が高く、腫瘍環境におい
て活性化された肝星細胞が CAF
として機能していることが示
唆された。 

図 23. GO 解析を用いたヒト肝細胞癌の CAF での Enrichment 解析 
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