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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝癌由来の癌幹細胞様浮遊細胞塊（CSLC）が自然免疫であるNK細胞から
逃避する分子機構を中心に解析した。CSLCは膜型の分子については、PD-L1, L2やCEACAM1など免疫抑制分子を高
発現し、逆にNK活性化リガンドMICA/MICBの発現が低下していた。さらに、CSLCはNK細胞による傷害に対して抵
抗性を示し、マウスモデルでも腫瘍形成能が高かった。これらのNK細胞からの逃避機構において、可溶化方の
MICAや分泌エクソソームが関与していた。CSLC由来エクソソームの解析からは、細胞運動に関連するmiRNA/mRNA
群の発現変動も明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on elucidating the molecular mechanisms by which 
cancer stem-like sphere cells (CSLCs) derived from hepatocellular carcinoma evade natural immunity 
mediated by NK cells. CSLCs exhibited high expression of immunosuppressive membrane-bound molecules 
such as PD-L1, PD-L2, and CEACAM1, while showing reduced expression of NK cell-activating ligands 
MICA and MICB. Furthermore, CSLCs demonstrated resistance to NK cell-mediated cytotoxicity and 
exhibited enhanced tumorigenic potential in a mouse model. Soluble MICA and secreted exosomes were 
found to be involved in these immune evasion mechanisms. Analysis of exosomes derived from CSLCs 
also revealed differential expression of miRNA/mRNA clusters associated with cell motility.

研究分野：腫瘍学

キーワード： がん

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、肝癌の再発や転移の主因とされる癌幹細胞様浮遊細胞塊（CSLC）が持つ免疫逃避能の分子基盤を解明
し、新たな治療標的候補としてPD-L1, L2に加えて、細胞外因子としてsMICA、エクソソーム内microRNAの意義を
明らかにした。特に、CSLCにおけるNK細胞からの免疫逃避はこれまで詳細に検討されておらず、本研究はその先
駆的成果である。今後、これらの知見は免疫療法と組み合わせた個別化医療の進展に寄与し、肝癌患者の予後改
善や再発防止に大きく貢献することが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌 (HCC) は多中心性発癌に加えて、肝内転移によって再発率の高い予後不良な癌種で
ある。近年、上皮間葉系移行 (EMT) や癌幹細胞 (CSC) が転移・再発に重要と考えられている 
(Tsunedomi R, et al, Surg Today, 2020)。CSC は、抗癌剤・放射線治療に対する抵抗性を有し
ており、CSC を標的とした治療法が必要であり、CSC のマーカー探索や機能解析が盛んに行われ
ている。乳癌においては、EMT を起こした癌細胞が CSC 様の表現型を示すことが報告され (Mani 
SA et al, Cell, 2008)、CSC 自身の不均一性 (heterogeneity) や分化した癌細胞から CSC への
plasticity (可塑性) に対する認識が広まってきた (図 1)。また、CSC の治療抵抗性には免疫
療法に対する抵抗性も提唱されているが、詳細な解析は成されていないのが現状である。 
従来、癌幹細胞（Cancer Stem Cell：CSC）は癌の根幹を担うとされ、近年その機能的亜集団
である癌幹細胞様浮遊細胞塊（Cancer Stem-Like Sphere Cells：CSLC）に注目が集まっている。
我々は、独自の培養法により CSLC の安定的かつ効率的な誘導に成功しており、これまでの研究
により CSLC は RAB3B などの細胞外分泌関連分子の発現を介して免疫逃避機構を発揮することが
示唆されている。このような背景の下、本研究では肝癌 CSLC の免疫逃避機構、特に自然免疫で
ある NK 細胞からの逃避能に焦点を当て、その分子基盤の解明を試みた。 
 

図 1．癌細胞における癌幹細胞様性質の獲得 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、肝癌の術後再発抑制に向けて、Cancer stem-like sphere cell (CSLC) に有効な治
療法の開発を目的としている。転移性再発の原因となる CSLC に有効な治療法を開発することで、
適切な外科的治癒切除後の癌転移・再発の不安を取り除く。本研究は、予後不良な HCC を対象と
して、転移の原因となる CSLC を解析し、肝内転移による術後再発の抑制に結びつける。 
 
 
３．研究の方法 
（1）CSLC の誘導および培養 
SK-HEP-1 および HLE 肝癌細胞株を用い、Neural Survival Factor-1 を含む Sphere 誘導培地に
て浮遊球状細胞を誘導。7日後に得られる Sphere 細胞を CSLC として解析対象とした。 
 
（2）RNA 発現解析  
CSLC および親細胞から抽出した RNA を RNA sequencing および real-time PCR によって発現レベ
ルを定量した。 
 
（3）タンパク発現解析  
細胞表面抗原（PD-L1、MICA/MICB、HLA-ABC 等）の発現をフローサイトメトリーにて定量。さら
に、分泌因子（sMICA や perforin など）を ELISA にて測定した。 
 
（4）NK 細胞感受性試験   
健康成人ドナー由来の PBMC より NK 細胞を単離し、Cr-51 放出アッセイにより親細胞および CSLC
に対する細胞傷害活性を比較した。また、NK 細胞との共培養後の培地中における perforin 量を
ELISA により評価した。 
 
（5）マウス移植モデルによる in vivo 解析   



BALB/c nu/nuマウスに親細胞およびCSLCを左右皮下に同時接種し、8週間後の腫瘍体積を測定。
腫瘍組織中の NK 細胞浸潤は免疫染色（NKp46）にて評価した。 
 
 
４．研究成果 
（1）免疫逃避関連分子の発現亢進   
CSLC において PD-L1、PD-L2、CEACAM1 の発現が mRNA およびタンパクレベルで有意に上昇して
いた (図 2)。これらは T細胞および NK 細胞に対する免疫抑制に関与する分子である。 

図 2. 細胞表面リガンド発現 
(Kimura Y, et al, Ann Surg Oncol, 2022. FIG. 1 より) 
 
（2）NKG2D リガンド発現 
NK 細胞に対して活性化シグナルを引き起こす細胞膜上の MICA/MICB や ULBP1 の細胞表面発現
は CSLC において著しく低下していた。一方で NK 細胞に対して抑制的に働く可溶化型 MICA は 2
倍以上増加していた (図 3)。いずれの結果も、CSLC における NK 細胞からの免疫逃避を示唆す
るものである。 

図 3. NKG2D リガンド発現 
(Kimura Y, et al, Ann Surg Oncol, 2022. FIG. 2 より) 
 
（3）NK 細胞による細胞傷害活性   
CSLC と NK 細胞との共培養系での実験から、CSLC は親細胞と比較して NK 細胞による特異的
cell lysis が 3.5〜4.5 倍低下し、また共培養時の perforin 分泌も有意に減少していた。これ
により、CSLC の NK 細胞からの免疫逃避能が示された (図 4)。 
 
 



図 4. NK 細胞からの細胞傷害活性 
(Kimura Y, et al, Ann Surg Oncol, 2022. FIG. 4 より) 
 
（4）マウス in vivo での検討   
NK 細胞を保持するヌードマウスへの皮下移植において、CSLC 由来腫瘍は親細胞由来よりも有
意に大きく、腫瘍内の NK 細胞浸潤も少なかった (表 1)。 
 
表 1. マウス皮下移植腫瘍におけるリガンド発現 

(Kimura Y, et al, Ann Surg Oncol, 2022. TABLE 2 より) 
 
（5）CSLC エクソソーム   
我々は、CSLC におけるエクソソーム放出の増加が CSC 特性の獲得に重要であることを明らか
としている (Tsunedomi R, et al, BMC Cancer, 2022)。そこで、CSLC エクソソーム内 microRNA
発現と逆相関する CSLC 細胞内 mRNA 発現について Gene Ontology 解析を行った。その結果、
Response to wounding や Regulation of locomotion, cell migration, cell motility の有意
なエンリッチも示された (図 5)。また、胆道がんゲムシタビン耐性株からのエクソソームは他
の細胞株の抗がん剤耐性を引き起こすことが観察され、そのエクソソーム内の特定の microRNA
がエクソソーム分泌を促進し抗がん剤耐性をもたらすことを見出した (Tokuhisa A, et al, 



Anticancer Res, 2024)。肝癌細胞株から誘導した CSLC からのエクソソーム内にも胆道がんゲ
ムシタビン耐性株エクソソームと同じファミリーに属する microRNA が豊富であることを認めた。 
 

図 5. エクソソーム microRNA と逆相関を示した mRNA 発現の Gene Ontology 解析 
 
本研究は、肝癌における CSLC の免疫逃避機構を示し、細胞表面の PD-L1, L2 や細胞外の sMICA
やエクソソームなどが新たな治療標的となる可能性を示した (Kimura Y, et al, Ann Surg 
Oncol, 2022)。今後、エクソソーム内のどの microRNA が CSLC の免疫逃避能において重要かを明
らかとしていく。これらの知見は、今後の免疫療法と連携した個別化医療の推進に大きく貢献す
るものと期待される。 
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