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研究成果の概要（和文）：本研究にて我々が明らかにしたことは以下の二つである。ひとつは肝

幹前駆細胞の産生する stromal cell derived factor-1 (SDF-1)が肝障害時に肝再生に関し肝再生

を推進する方向に働くことを SDF-1 のレセプターCXCR4 をノックアウトしたマウスに肝障害

を与え解析することで明らかにした。更に、我々は肝細胞癌の一部に肝幹前駆細胞マーカー

NCAM を発現するものを発見し、その予後が悪いことを突き止めた。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we got the following two conclusions. One is that by 

using knockout mice of CXCR4, the receptor of SDF-1, we elucidated that SDF-1 that is 

produced by hepatic stem/progenitor cells is important during liver regeneration. The other 

is that we firstly detected hepatocellular carcinamo (HCC) with hepatic stem/progenitor 

cell marker NCAM and revealed that prognosis of these NCAM-positive HCC was very 

poor.        
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１． 研究開始当初の背景 

我々は、肝幹細胞の理解に基づき新たな再生
医療、肝細胞癌治療ができないかを考えた。
今回は二つの実験を主に行なった。以下二つ
の実験をそれぞれ実験（A）実験（B）とする。 

 

２．研究の目的 

（実験 A）今回はマウスを用いた肝幹前駆細
胞が産生する stromal cell derived factor-1

が肝再生を促進する方向に働くのか、負の方

向に働くのかを確認することとした。これを
確認する目的はもし、SDF-1 が肝再生を促進
する方向で働いているのであれば、肝障害中
は SDF-1 を分解する物質が肝臓には多いが
SDF-1 を薬剤などで分解から守れば、再生が
促進される可能性があるからである。 

 

（実験 B）今回我々は、肝幹前駆細胞マーカ
ーとして知られる neural cell adhesion 

molecule (NCAM)が一部の肝細胞癌に発現
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していることを確認した。その肝細胞癌が臨
床的には通常の肝細胞癌と比べて予後がど
うなのか、また血清にての診断の可能性はど
うなのか調べることとした。 

 

３．研究の方法 

（実験Ａ） 
我々は肝幹前駆細胞が産生するSDF-1のレセ
プターの CXCR4 の conditional knock out マ
ウスである MxCre-CXCR4f/-マウスに肝障害
を起こす薬剤である CCl4 を投与し、肝障害
の程度、肝再生がどのように変わるかを確認
した。我々はコントロールマウスとして
MxCre-CXCR4f/+マウスを用い、血清肝酵素で
ある ALT、ALP、肝線維化の程度、肝線維化の
原因になる stellate cell のマーカー、各種
MMP などを解析していった。 
 
（実験 B） 
我々は肝細胞癌切除症例を用いて、切除肝細
胞癌中にどのくらいの頻度で NCAM 陽性肝細
胞癌があるのかを確かめた。その後肝細胞癌
患者などの血清を調べ NCAMが血清に切り出
された際に生じる soluble NCAM の濃度を
ELISA 法にて測定し予後との関連を解析した。
そして NCAM を発現する肝細胞癌の cell line
を用いて、NCAM 陽性が NCAM 陰性細胞と比べ
どのような特徴を持つか、どのようなNCAM
の isoform を持つのか調べた。 
 
４．研究成果 
（実験Ａ） 
我々は 10 匹の MxCre-CXCR4f/-マウスと１２
匹の MxCre-CXCR4f/+マウスを用いて実験を
行なった。10 匹の MxCre-CXCR4f/-マウスの
うち５匹が特に knock out が効果的になされ
ていたために、最終的には MxCre-CXCR4f/-
マウス群ではこれら５匹のマウスを用いて
行なった。その結果 MxCre-CXCR4f/-マウス群
では肝障害時の逸脱酵素であるALTが上昇し
ており、また肝幹前駆細胞の数も増えており、
特に幹細胞マーカーでも未熟と考えられる
Prominin-1 が Real-time PCRにて優位に高か
った。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（図１）上 A；血清 ALT 値。上 B;Prominin-1
の Real-time PCR 結 果 。 下 A 、 B ； 
MxCre-CXCR4f/+マウス及び MxCre-CXCR4f/-
マウスの anti-cytokeratin 抗体（胆管及び
肝幹前駆細胞を染めることができる）による
免疫染色。下 C；anti-cytokeratin 陽性細胞
数のカウント。 
 
さらに肝障害の進行によって起きる線維化
の程度を比べてみた。 
MxCre-CXCR4f/-マウスと MxCre-CXCR4f/+マ
ウスの組織をそれぞれシリウスレッド染色
を行い、染まった線維の割合を調べたところ、
線維化の程度でも MxCre-CXCR4f/-マウス群
が優位に高かった。これを裏づけるべく
Real-time PCR にて肝線維化に密接に関わる
肝星細胞マーカーのαSMA や TNF-α、そして
代表的な MMP、TIMP 群を調べたところ、αSMA
や TNF-αそして MMP-9 が MxCre-CXCR4f/-マ
ウス群では優位に高かった。上記結果は
MxCre-CXCR4f/-マウス群にて線維化が進行
していた事実に矛盾しないものであると考
えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図２）A,B；シリウスレッド染色。C;シリ
ウスレッド染色陽性エリア（線維のエリア）
の測定。D-F; Real-time PCR の結果。 
 
上記の結果は MxCre-CXCR4f/-マウス群では
障害を強く受けやすく、また線維化も強くお
きることを表している。つまり肝幹前駆細胞
が産生するSDF-1は肝臓の再生に促進する方
向に働くことが言えると考えられた。このこ
とは、肝障害中に多く存在する SDF-1 を分
解する物質を薬剤などで分解から守れば、
SDF-1 が効果的に働け再生が促進される可
能性がある。実際このような薬剤は存在して
いるので今後検討をしていきたいと考えて
いる。 

 
 
（実験 B） 
手術にて切除された肝細胞癌 60 症例を解析
したところ NCAM 陽性肝細胞癌は 5例（約 



 

 

8.3%）に見られた。これらの 5例に関し予後
を調べたがそれらは良いものではなかった。
5 例と少数で断定的なことは言えなかったが
予後は悪い可能性があるのではないかと推
定された。そこで今度は手術をしないでも
NCAM 陽性肝細胞癌が診断出来るかどうかの
可能性を検討するため肝細胞癌患者血清を
用いて soluble NCAM の測定を行うこととし
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(図３)5例の NCAM 陽性肝細胞癌（上図）とそ
の臨床経過（上表） 
 
肝細胞癌患者血清を調べたところ、肝細胞癌
症例の一部で soluble NCAM が非常に高くな
っていることが分かった。soluble NCAM 高値
群と低値群とを比べたところ高値群ではそ
の予後が非常に悪いことが分かった。また、
soluble NCAM高値群では優位に肝内転移(IM)
が高くなっていることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図４）A;患者の Soluble NCAM 濃度の測定。
肝細胞癌（HCC）患者軍では C型肝炎症例（に
比べ高い濃度の群があることがわかる。B；
肝細胞癌患者で Soluble NCAM 高値群と低値
群を比べると高値群の予後が悪かった。C；
Soluble NCAM と肝内転移（IM）との関連性。
Soluble NCAM高値群では肝内転移が優位に高
かった。 
 
そのほかにも、NCAM 陽性細胞を含むの肝細胞

癌の cell line を解析したところ、NCAM 陽性
細胞は陰性細胞に比べ浸潤能や増殖能が高
いことが分かった。また、そのcell line で
はNCAMにはisoformが3つあるが主に140kDa
の NCAMが NCAMを構成する主体であることも
推定できた。 
 
今後、なぜ NCAM 陽性肝細胞癌は予後が悪い
のかという点に付いても検討を始めており、
現在その可能性のある分子を同定し、検証し
ていく作業をしている。我々の研究は肝細胞
癌の中でも予後の悪い群を同定し、治療を目
指すものである。原因分子の同定は治療につ
ながる可能性を含んでおりまたそこには幹
細胞研究との共通点もあり、非常に興味深く
このテーマを今後も継続していきたいと考
えている。 
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