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研究成果の概要（和文）：今回、肝癌細胞株と脂肪由来幹細胞（ADSC）を共培養し、cell contact
を介して ADSC が肝癌細胞の増殖を促進するという知見を得た。その機序には液性因子の関与
よりも cell contact が重要であることが示唆された。また、高分化型肝癌切除標本を用いて、
病理学的に置換性発育を認めた症例を計 11 例抽出し免疫組織染色を行ったが、フロント部位
における幹細胞様細胞の同定には至らなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the role of the adipose tissue-derived stem cells (ADSC) in 

replacing growth of hepatoccellar carcinoma (HCC). HCC cell line (HuH7) and ADSC were co-cultured 

with or without cell-cell contact to clarify whether mediator affected HCC cell growth. And we 

concluded cell contact was important process in cell growth during co-culture HCC cells with ADSC. In 

addition, immunohistochemical staining of stemness marker (CD44 and CD133) and junction protein 

(Connexin 32) was performed in eleven well differentiated HCC patients with replacing growth. No 

positive cells were recognized in the invasive front area, however, junction protein (Cx32) was 

expressed at peripheral area in cytoplasm. 
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１．研究開始当初の背景 
 高分化型肝癌では、癌細胞は周囲肝組織と
の境界では隣接する肝細胞索を置換するよ
うに増殖する（図 1）が、その機序はほとん
ど解っていない。我々はこの特徴的変化は、
肝の progenitor cell、stem-like cell が深
く関与していると考え、癌細胞から何らかの
影響を受けた幹細胞は、正常肝細胞を癌細胞
へ変化させ癌組織へと置換させるポテンシ

ャルを有するのではないかという仮説を立
てた。 
 
２．研究の目的 
 癌細胞と接触したときの幹細胞および正
常肝細胞の形態的あるいは生物学的変化を
明らかにすること。 
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（1）高分化型肝癌での置換性発育の検証 
ヒト肝癌切除例のうち高分化型肝癌切除
標本を用いて置換性発育フロント部位を
中心に幹細胞マーカーである CD44、CD133
の免疫染色を行った。また、通常 Gap 
junction protein (Cx32)は細胞辺縁部に
発現し、肝細胞の homeostasis を維持して
いる（Hepatology 2008）が、Cx32 の細胞
質への発現移動が腫瘍発育や癌幹細胞増
殖に関与することが既に報告されている
（JCI 2000） (図 2)。今回、フロント部
位における正常肝細胞から肝癌細胞への
組織学的変化を捉えるべく、同部位におけ
る Gap junction protein (Cx32)の免疫染
色も行った。 

 
（2）Cell contact（細胞接触）の影響 

細胞接触を介した脂肪由来幹細胞（ADSC）
の肝癌細胞増殖に与える影響を以下の項
目につき検討する。ADSC はヒト脂肪組織か
ら採取した Stem Pro®を用いた。 

 
①Cell viability 

HuH7単独培養およびHuH7と ADSCの共培養
を4日間行った後に、MTT assayによりHuH7
の cell viability を比較検討した。 
 

②細胞間接触の有無による評価 
HuH7、ADSC を同一 dish に播種し 4 日間培
養し、HuH7 と ADSC の cell contact を有す
る領域と cell contact のない領域で cell 
viability を評価した（trypan blue）。 

 
③液性因子の関与に関する検討 

HuH7 単独群、HuH7 + ADSC 共培養群を
Trans-well® Permeable well を用いて 4 日
間培養し、cell viability および cell 
growth を評価した。 

 
４．研究成果 
（1）置換性発育フロント部位には幹細胞様
細胞（CD44、CD133 陽性細胞）は認めなかっ
た。一方、Cx32 の染色において、非フロント

部位の正常肝細胞は細胞質辺縁部にに染色
されるが、フロント部位の正常肝細胞では細
胞質中心に染色される細胞が存在していた
（図 3）。 
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（2）①HuH7 単独に比べ ADRC との共培養で
cell viability が増加した。（図 4） 

    
   図 4 
②HuH7 と ADSC の cell contact を有する領

域は contact のない領域と比較して、有意に



 

 

HuH7 の cell viability が高値であった。（図
5、図 6） 
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③HuH7 単独培養群と HuH7 + ADSC 共培養群
の間に HuH7 細胞の cell viability や細胞数
には差を認めなかった。（図 7） 
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以上の結果から、脂肪由来幹細胞は肝癌細

胞の増殖を増強することが示され、その機序
には液性因子（mediator）の関与ではなく cell 

contact が重要であることが示唆された。 

 
今後の研究計画としては、癌細胞により

活性化された ADSC が、正常肝細胞とどの

ように interactし癌化していくのかという
活性化 ADSC と正常肝細胞の相互関係に
関しての検討を行っていく予定である。 
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