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研究成果の概要（和文）：シグナル伝達系・表現型などの特徴を免疫組織学的に解析し、悪性度も反映する肝細
胞癌の新たなサブクラス分類を確立した。幹細胞・胆管上皮マーカーを発現する症例群では治療標的の候補であ
るMAPK経路の活性化やグリピカン3の高発現と関連することが、WNTシグナル経路が活性化した症例群はMRI画像
診断により検出可能であることが示された。今後、これらの臨床応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：By analyzing cell signaling features and phenotype immunohistochemically, a 
new subclassification of hepatocellular carcinoma (HCC) that reflects the degree of malignancy was 
established. Activated MAPK signaling or overexpression of Glypican 3 as therapeutic target 
candidates were shown in biliary/stem cell marker-positive HCCs. The use of MRI to diagnose HCC with
 activated WNT signaling was also revealed. These findings are expected to be applied in the 
clinical practice.

研究分野： 分子病理学、肝臓病理学、細胞生物学（浸潤・転移）
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌は臨床病理学的に多様性に富んで
いるが、病理形態学的には腫瘍組織の構造異
型により高分化型、中分化型、低分化型に分
類され、手術材料の半数以上を中分化型が占
める。多くの肝細胞癌は、慢性障害肝を背景
として、異型結節、早期肝細胞癌から発生し、
分化度を減じながら段階的に進展する。この
ような多段階発癌過程と関連するいくつか
の分子異常が発見されているが、ドライバー
変異については、他の癌に比べ、多くは明ら
かにされていない。近年、マイクロアレイを
用いた網羅的遺伝子発現解析に基づく肝細
胞癌のサブクラス分類が数多く報告され、そ
れら分類の統合も試みられている。しかし、
互いのサブクラスに重なりはもつものの、サ
ブクラスを特徴づける発現パターンを示す
遺伝子群に差異があり、リストされた分子の
多くはその役割が明らかにされていないな
ど、癌における機能的な意義や臨床病理像と
の対応についてはさらなる研究が求められ
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの肝細胞癌の発生・進
展に関わる研究成果と分子病理学的知見を
統合し、(1)WNT シグナル経路の活性化、(2) 
TGF-β シグナル経路の活性化、(3)幹細胞・胆
管上皮マーカーの発現に焦点を当てる。それ
らの機能的役割、関連して発現する分子を検
討し、病理・病態への関与を明らかにする。
さらに、それら分子の免疫組織染色プロファ
イリングと臨床病理学的所見を統合し、より
実践的で有用な肝細胞癌のサブクラス分類
を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) WNT シグナル経路の活性化 
肝細胞癌組織および細胞株における、WNT
シグナル伝達因子や WNT 標的分子の発現や
局在を調べることにより、WNT シグナル活
性化の評価を行った。また、既知の WNT 標
的分子である LGR5 の機能解析を行い、肝細
胞癌におけるその役割を検討した。薬剤トラ
ンスポーターのひとつである OATP8 が WNT
標的分子であることを示し、その発現と切除
前の MRI 画像における信号値との相関を検
討した。 
(2) TGF-β シグナル経路の活性化 
肝細胞癌組織および細胞株における、TGF-β
シグナル伝達分子や TGF-β 標的分子の発現
や局在を調べることにより、TGF-β シグナル
活性化の評価を行った。肝細胞癌における
TGF-β シグナル活性化を反映する分子
(TGF-β の直接的・間接的標的分子)を同定し、
それらと悪性化機構との関連を検討した。 
(3) 幹細胞・胆管上皮マーカーの発現 
肝細胞癌組織および細胞株における幹細
胞・胆管上皮マーカーの発現を検討した。ま
た、これらマーカーと関連するシグナル経路

の検討を行った。 
(4) 臨床的有用性の評価 
肝細胞癌パネルでの免疫組織染色プロファ
イリングを行い、実践的なサブクラス分類に
有用なマーカー分子を選定した。肝細胞癌の
組織マイクロアレイや生検検体を用いて、選
定したマーカーの有用性を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 2003年から 2010年の間の肝切除検体のう
ち肝細胞癌と診断された 162 結節(142 症例)
を本研究の肝細胞癌パネルとし、その連続組
織切片(ホルマリン固定パラフィン包埋切片)
を作製した。この切片に対し免疫組織染色を
行ったところ、KRT19 が 5.5%、SALL4 が 8.6%、
EpCAM が 11.1%、CD133 が 0.6%、β-catenin
が 11.1%、glutamine synthetase (GS)が 7.9%、
p53 が 12.3%で陽性を示した。今回選定した抗
体が全て陰性であったものは 53.7%であった。
染色結果を二次元クラスター解析したものを
図 1 に示す。これらの染色結果と臨床病理情
報を対比したところ、KRT19/SALL4/EpCAM
のいずれかが陽性となるグループ(17.3%)は、
血清 AFP 値が高く、高頻度に門脈侵襲または
肝内転移が見られ、早期再発率が高い傾向が
認められた。β-catenin と GS のいずれかが陽
性となるグループ(22.8%)は、悪性度の指標と
なる臨床病理学的因子との有意な相関が認
められず、前述のグループと比較して悪性度
は低いと考えられた。幹細胞・胆管上皮マー
カーである KRT19/SALL4/EpCAM のいずれ
かが陽性となる 28 例の内 8 例で p53 が陽性
であったが、WNT シグナル経路活性化と関
連する β-catenin または GS が陽性となるのは
1 例のみであった。このことから、幹細胞・
胆管上皮マーカー陽性症例群と WNT シグナ
ル経路活性化症例群とはほとんど重なりが
なく、独立したサブクラスとして認識される
ことが明らかとなった。 

図 1. 免疫染色プロファイルのクラスター解析 
各マスがひとつの症例を表し、黒が右に示すマー

カ ー 分 子 が 陽 性 、 白 が 陰 性 を 示 す 。

KRT19/SALL4/EpCAM のいずれかが陽性となる症

例は、β-catenin/GS のいずれかが陽性となる症例と

は異なるクラスターに分類された。 
 
(2) TGF-β 処理した肝細胞癌細胞株において、
上皮間葉転換(EMT)様の形態変化とともに、
インテグリン β4 (ITGB4)の発現が亢進するこ
とが明らかとなった(図 2)。また、肝細胞癌手
術検体の免疫組織染色により、KRT19/SALL4/ 
EpCAM のいずれかが陽性となるグループで、
ITGB4 が陽性となる症例が有意に多いことが
示された。このグループに含まれる症例は早



期再発率が高いことから、EMT が再発に関与
している可能性が示唆された。 

図 2. TGF-βによる ITGB4 発現誘導 
肝細胞癌細胞株 4 種を 5 ng/mL TGF-β1 で 48 時間

処理し、Total RNA を抽出した。定量的 RT-PCR に

より ITGB4 遺伝子発現量を定量した。 
 
(3) 薬剤トランスポーターのひとつである
Solute Carrier Organic Anion Transporter Family 
Member 1B3 (OATP8)は、免疫組織染色の結果、
一部の肝細胞癌で高発現していることが明
らかとなったが、切除前の MRI 画像診断結果
との相関解析から、EOB 増感剤を用いた MRI
画像における信号値と相関があることが明
らかとなった(図 3)。また、肝細胞癌検体を用
いた定量的 RT-PCR の結果から、OATP8 遺伝
子の発現はいくつかの WNT 標的遺伝子の発
現と相関していたことから、WNT シグナル
経路が活性化している肝細胞癌グループで
OATP8 が高発現していることが示唆された。
これらの結果から、手術前の MRI 画像診断に
より WNT シグナル経路が活性化している肝
細胞癌の症例を診断できる可能性が示され
た。 

図 3. MRI 信号値と発現量が相関する OATP8 
肝細胞癌 3 症例における MRI 画像(上)と、その切

除検体の H&E染色像(中)および OATP8染色像(下)。
MRI 信号値が高い結節(矢印、左から高、中、低信

号)ほど OATP8 が高発現している。 
 
(4) 肝細胞癌の薬剤治療に用いられるソラフェ
ニブはマルチキナーゼ阻害剤であり、その標的
である RAF は MAPK シグナル経路の活性化

を担っている。ERK は MAPK シグナル経路
の一員であり、リン酸化を受けて活性化する
と、核内に移行し、転写因子として機能する。
肝細胞癌細胞株を HGF 存在下で培養すると、
ERK のリン酸化促進および細胞増殖促進が
示された。ソラフェニブに対する感受性は細
胞株によって異なるが、ソラフェニブによる
ERK リン酸化抑制と増殖抑制との関連が示
された(図 4)。肝細胞癌手術検体におけるERK
の活性化状態を検討するため、癌細胞での
ERK の核局在を免疫組織染色により検出し
た。癌細胞の核内で強陽性を示す症例を ERK
活性化症例とし、陰性および弱陽性を示す症
例と比較したところ、ERK 活性化症例は、
AFP 高値、低分化度、肝内転移、Ki-67 高値
など悪性度と関連する因子との有意な相関
を示した。さらに、幹細胞・胆管上皮マーカー
である CK19 や SALL4 の発現とも有意な相関
が見られた。このようなマーカー分子を発現
する肝細胞癌では HGF の受容体である MET
の活性化が報告されており、前述の結果と合
わせると、HGF–MET–RAF–ERK を介するシ
グナル伝達経路の活性化によって細胞増殖
が促進されていると考えられる。以上のこと
から、ERK が活性化された悪性度の高い肝細
胞癌サブクラスが存在し、そのような症例は
ソラフェニブ治療が功奏する可能性が示唆
された。 

図 4. 肝細胞癌細胞株のソラフェニブによる ERK
リン酸化阻害と増殖抑制 
HepG2 および Hep3B 細胞は、ソラフェニブにより

ERK リン酸化が抑制され、細胞増殖が大きく抑え

られるのに対し、KIM-1 および Li7 細胞でのソラ

フェニブに対する感受性は低い。 
 
(5) LGR5 発現プラスミドを導入した肝細胞
癌培養細胞KYN-2、およびRNAiによりLGR5
発現を抑制した肝細胞癌培養細胞 PLC/PRF/5
と HepG2 を用いたマイクロアレイ解析を
行った。グリピカン 3 (GPC3)は、LGR5 を導
入するとその発現が減少し、LGR5 を抑制す
ると亢進する遺伝子として同定されたが、肝
細 胞 癌 の 免 疫 組 織 染 色 に よ り 、
KRT19/SALL4/ EpCAM のいずれかが陽性と
なる肝細胞癌で高発現することが確認され
た。LGR5 導入 KYN-2 細胞を免疫不全マウス
へ移植すると分化度の高い腫瘍を形成し、転



移能の低下が見られ、また GPC3 の発現が低
下することが確認された(図 5)。肝細胞癌にお
ける LGR5の発現は β-catenin遺伝子変異と関
連しており、WNT シグナル経路活性化の特
徴を示す肝細胞癌グループに属すると考え
られる。 

図 5. LGR5 導入によって発現が抑制される GPC3 
LGR5 導入 KYN-2 細胞を免疫不全マウスへ移植し

形成させた腫瘍では、GPC3 の発現が低下するこ

とが示された。 
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