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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌の再発、転移など、難治性に関わる重要な細胞集団として癌幹細胞が知られている
。本研究ではEpCAM陽性癌幹細胞における遺伝子変異を全エクソンレベルで網羅的に解析した。EpCAM陽性癌幹細胞を有
する肝癌では癌抑制遺伝子であるTP53の変異が認められ、さらに個体特異的にARIDやCDKNなど癌の未分化性、細胞周期
に関わる遺伝子に変異が認められ、肝癌の難治性を克服する上で重要な分子標的と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Recent evidences suggest that hepatocellular carcinoma possesses cancer stem cells
 that play a pivotal role on local recurrence and distant organ metastasis after radical treatment. In thi
s study, we evaluated the genetic mutations observed in hepatocellular carcinoma containing EpCAM-positive
 cancer stem cells at whole exome level. We identified TP53, ARID, and CDKN mutations in EpCAM-positive he
patocellular carcinoma cells. These mutations may be responsible for the maintenance of EpCAM-positive can
cer stem cells and therefore may be good targets for eradication of hepatocellular carcinoma.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
近年、固形癌において幹細胞様の特徴を示す

癌幹細胞の存在が明らかになり、癌の転移や

治療抵抗性のメカニズムに深く関わってい

ることが示唆されている。我々は肝幹細胞マ

ーカーを用いた肝細胞癌診断システムを開

発、予後予測やWntシグナル阻害剤に対する

薬物応答予測が可能であることを見出した

(Yamashita et al, Cancer Res 67:10831, 2007, 

Cancer Res 68:1451, 2008)。更に我々は肝細胞

癌において自己複製能力と非対称性分裂能

力を持ち、NOD/SCIDマウスで高い腫瘍形成

能をもつ癌幹細胞分画の分離精製に成功、

Wntシグナルが自己複製や非対称制分裂の制

御を行っていることを同定した(Yamashita et 

al, Gastroenterology 136:1012, 2009)。興味深い

ことに、癌幹細胞は正常肝幹細胞同様に肝分

化誘導サイトカインのひとつである

Oncostatin Mに反応し抗癌剤感受性が高まる

ことが判明したが、分化誘導療法単独では腫

瘍の完全退縮には至らず、肝細胞癌の根絶に

は癌幹細胞の自己複製に重要となる遺伝子

異常の同定が必須であると考えられた

(Yamashita et al, Cancer Res 70:4687, 2010)。し

かしながら、肝癌幹細胞の発生維持に関わる

遺伝子異常については研究開始時には全く

明らかにされていなかった。 
 
２．研究の目的 
肝細胞癌の発生維持に必須な細胞集団であ

ると考えられる肝癌幹細胞を分離し、次世代

シークエンサーを用いた遺伝子異常の解析

およびマイクロアレイを用いた転写制御異

常の解析を網羅的に行い、肝癌幹細胞の自己

複製、腫瘍形成、浸潤転移、抗癌剤抵抗性に

関わる遺伝子転写産物異常を同定、進行肝細

胞癌患者に対する新規治療法の開発および

創薬を推進することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
サンプル 金沢大学附属病院で肝切除術を

受けた2例の肝細胞癌の新鮮切除標本から癌

幹細胞を EpCAM 抗体および AutoMACSpro を用

いて分離した。分離後の細胞の純度は FACS 

Calibur フローサイトメーターを用いて評価

した。腫瘍形成能力については６週齢オス

NOD/SCID マウスの皮下移植モデルを用いて

経時的に評価を行った。腫瘍細胞は PBS に懸

濁後にマトリゲルと１：１で混和し、マウス

の背部皮下に移植した。 

 

シークエンス解析 分離した細胞は DNAzol

を用いてゲノムＤＮＡを回収した。次世代エ

クソームシークエンス解析はアジレント社

SureSelect Target Enrichment Systemおよびイ

ルミナ社 HiSeq 2000を用いて解析した。同定

した遺伝子変異についてはキャピラリー

シークエンサーにより、同一サンプ

ルを用いて確認した。さらに金沢大

学附属病院で外科切除を受けた 60

例の肝細胞癌組織および 6 種類の肝

癌 培 養 細 胞 株 (Huh7,  Huh1 ,  Hep3B,  

HLE,  HLF,  SK-Hep-1)からゲノムＤＮ

Ａを抽出し、同定された遺伝子変異

の頻度について解析した。  

 

４．研究成果 

新鮮外科切除標本 2例から EpCAM 陽性および

陰性細胞を MACS ビーズおよび autoMACSpro

を用いて分離し、分離後の純度をフローサイ

トメーターで評価、約 80%程度の純度である

ことを確認した（図１）。 

図１ 肝細胞癌細胞のフローサイトメータ
ー解析結果 
 

また、分離した細胞における EPCAM 遺伝子発

現量を qRT-PCR で確認した（図 2）。 



 

図２ 分離した肝細胞癌細胞における EPCAM

発現量(qRT-PCR 解析) 

 

 

さらに、分離した細胞を NOD/SCID マウスの

皮下に移植し、腫瘍形成能力が EpCAM 陽性細

胞分画で高いことを確認した（図３）。 

 

図３ NOD/SCID マウス皮下移植モデルを用

いて形成した腫瘍 

 

以上の解析から、分離した EpCAM 陽性癌細胞

が癌幹細胞の特徴を有していることを確認

した。そこで、EpCAM 陽性細胞、陰性細胞、

非癌部の肝硬変組織、並びに末梢血単核球か

らＤＮＡを抽出し、癌における遺伝子変異を

whole exome 解析で行った。EpCAM 陽性、陰

性細胞を問わず、癌において認められるエク

ソーム変異を 19,623 個同定し、クオリティ

チェックを行った後に末梢血単核球でも同

様に認められるものは個体差によるSNPとし

て取り除くと 818 変異が同定された。うち確

実に 20 回以上シークエンスが行われたもの

を選び、既知の SNPs を取り除き、かつ 20％

以上のリードで変異が確認できるものは 190

認められた。27 個が non missense 変異であ

り、うち機能異常を呈する可能性がある変異

は 163 変異が 87 遺伝子上に同定された（図

４）。 

 

 
図４次世代シークエンス解析から同定され

た肝癌遺伝子変異 

 

２つの肝癌で共通に認められた変異は TP53

のみであり、肝癌において遺伝子変異は極め

て多様であることが示唆された。Case1 では

既報の遺伝子変異である ARID1A, ARID2 の変

異が認められ、Case2 では細胞周期に関わる

CDKN の変異が認められた。さらに EpCAM 陽性

細胞で多く認められる変異を検討したとこ

ろ、カドヘリンファミリーの PCDH18 遺伝子

変異が EpCAM 陽性細胞で認められ、かつ他の

60例の肝癌症例で検討を行ったところ4例で

その変異が確認された。培養細胞における検

討ではEpCAM陽性細胞での発現低下が認めら

れ、この分子の機能異常が EpCAM 陽性肝癌幹

細胞の悪性形質に関わっている可能性が示

唆された。 
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