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研究成果の概要（和文）： 

肝細胞癌においてSide population(SP)細胞特異的なマーカーの同定を試みた。高分化細胞株で

あるPLC/PRF/5とHuH1細胞と、低分化細胞株であるHLEとHLFを用いてSP細胞およびMajor 

polulation (MP) 細胞を分離し、蛋白レベルでの発現分布を網羅的に比較すると、66kDaの高さ

にSP細胞でのみ共通する発現が非常に高いバンドを確認した。質量分析法で同定を試みると、Alb

とTCP1の2つの蛋白が同定された。しかし、Western法ではSP細胞 >> MP細胞の発現パターンとは

一致せず、同定された蛋白が目的の蛋白とは異なる可能性が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study was to identify the biomarker specific for side popupation (SP) 
cell in hepatocellular carcinoma. SP cells and major population (MP) cells in both well 
differentiated and poorly differentiated cell lines were sorted for protein expression 
analysis. We found 66kDa protein which is specific for SP cells. Mass spectrometric 
analysis showed two candidate proteins, Alb and TCP1. However, these proteins were not 
overexpressed in SP cells using Western blot analysis, suggesting that proteomic analysis 
still needs some improvements in its process. 

 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2011 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2012 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 2,500,000 750,000 3,250,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：外科系臨床医学・消化器外科学 

キーワード：Side population 細胞 、ATP-Binding Cassette トランスポーター 

 
１． 研究開始当初の背景 
（１）癌幹細胞について：2001 年に癌幹細胞
（Cancer stem cell: CSC）の概念が提唱さ
れ(Reya et al. Nature)、急速にその研究報

告数は伸びつつあり、現在癌の分子生物学的
研究において最も注目される分野である。血
液癌だけでなく、固形癌においても様々な癌
腫においてその存在が提唱されている。肝細
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胞癌においては, CD90（Yang et al. Cancer 
Cell 2008 ） , CD133(Stephanie et al. 
Gastroenterology 2007), CD44, 
CD13(Haraguchi et al. J Clin Invest 2010)
などの癌幹細胞マーカーがこれまで報告さ
れている。しかし、いずれのマーカーについ
てもその普遍性については十分とは言えず、
肝細胞癌細胞株 8株でこれらのマーカーの発
現を RT-PCR で調べると、発現する細胞の割
合は 25～75% 程度である。 
（２）プロテオミクス：近年バイオマーカー
の探索に SELDI-TOF MS （Surface- enhanced 
laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry）、MS/MS
解析が用いられ、候補蛋白の最終的な同定作
業に欠かせない modality となっている。こ
れを用いることで、CSC に特異的なかつ普遍
的なマーカーの同定を行う。  
 
２． 研究の目的 
今研究では、Side population（SP）細胞を
癌幹細胞と仮定し、細胞株を用いて SP 細胞
に共通するマーカーを同定することを目的
とした。 
 
３． 研究の方法 
（１）肝細胞癌における癌幹細胞の解析法と
しては SP 細胞を用いた解析を行った
（Haraguchi et. al. J Clin Invest 2010, 
Chiba et. al. Cancer Res 2008）。肝細胞癌
細胞株 8株より FACS を用いて SP 細胞を分離
し、分離した細胞の蛋白を抽出した。8 対の
（ SP 細胞  vs Non-SP 細胞）の蛋白を
SELDI-TOF MSを用いて網羅的にピーク比較解
析を行った。絞り込まれたピークについては、
SDS-PAGE で得られた band を切り出し、MS/MS
解析により蛋白同定作業を行った。 
（２）また同時に、SP 細胞の機能的な側面を
検証するため、sphere 形成能および ABC トラ
ンスポーターの発現分布を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）高分化細胞株である PLC/PRF/5 と HuH1
細胞と、低分化細胞株である HLE と HLF を用
いてSP細胞およびMajor polulation (MP) 細
胞を分離し、蛋白レベルでの発現分布を比較
すると、66kDa の高さに SP 細胞でのみ共通す
る発現が非常に高いバンドを確認した。質量
分析法で同定を試みると、Alb と TCP1 の 2 つ
の蛋白が同定された。しかし、Western 法で
は SP 細胞 >> MP 細胞の発現パターンとは一
致せず、同定された蛋白が目的の蛋白とは異
なる可能性が考えられた。 
（２）幹細胞性の代表的なアッセイである
Sphere 形成能を比較すると、高分化細胞 2株
から分離した SP 細胞は非 SP 細胞と比較して、
有意に高い Sphere 形成能を示したものの、

低分化細胞においては SP細胞と非 SP 細胞間
での差は認めなかった。 
（３）RNA レベルでの発現分布について、
Hoechst 排泄との関与が報告される ABCG2 と
ABCB1 の発現パターンについて 4 株における
SP細胞と非SP細胞における発現を比較した。
高分化細胞株においては、SP 細胞において
ABCG2とABCB1の発現は著明に亢進していた。
一方低分化細胞株においては、SP 細胞におけ
る ABCG2、ABCB1 の発現はいずれも有意に低
下しており、ABC トランスポーターの発現形
式が異なることを確認した。薬剤排泄のメカ
ニズムにこれらのトランスポーターが関与
している可能性がある。しかし、低分化細胞
においては SP 細胞と非 SP 細胞間の
Phenotype の違いは少なく、ABC トランスポ
ーターの発現形式も高分化細胞と逆であっ
た。Hoechst を用いた幹細胞集団の抽出法が
低分化細胞に適応できない可能性がある。 
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