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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝細胞癌患者予後と密接に相関を示す肝癌幹細胞マーカーとしてCD44を
見出した。また、肝癌幹細胞と肝癌細胞間での網羅的な遺伝子発現/miRNA発現解析を実施した。これらのデータ
を用いた統合解析の結果、cell adhesion molecule、apoptosis、ABC transportersなどに関わる遺伝子、miRNA
群が変動しており、肝細胞癌患者における悪性度の進展にCD44陽性肝癌幹細胞が関与していることが示唆され
た。さらに、CD44陽性肝癌幹細胞で高発現していたDKK1、miR-137は肝細胞癌患者予後と関連を示し、独立した
予後予測因子となることが明かとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, CD44 was found as a liver cancer stem cell marker associated 
with overall survival in patients with hepatocellular carcinoma (HCC). Furthermore, comparison of 
the gene and miRNA expression profiles between CD44-positive and CD44-negative HuH7 cells was 
performed. As a result of miRNA targeted pathway analysis of microarray data, pathway associated 
with the entire set of miRNA and mRNA including cell adhesion molecule, apoptosis, and ABC 
transporters in CD44-positive cells were different from those in CD44-negative cells, suggesting 
that CD44-positive liver cancer stem cell may associated with malignant progression in HCC patients.
 Additionally, DKK1 and miR-137, which were upregulated in CD44-positive liver cancer stem cell, 
were associated with poor prognosis of HCC patients and were an independent prognostic factor.

研究分野： 腫瘍病理学

キーワード： 癌幹細胞　miRNA　予後予測因子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年のがんの疾患概念として、がん細胞集

団には、高い自己複製能と多分化能を併せ持
ったがん幹細胞が存在しており、このがん幹
細胞を頂点としたヒエラルキーが構築され
ていることが一般的になっている。さらに、
がん幹細胞は通常のがん細胞と比較して細
胞増殖能や抗癌剤や放射線などの治療に対
する抵抗性が高い為、治療後のがん幹細胞の
残存が再発や転移を引き起こす為、がん幹細
胞はがん患者予後と密接に関連していると
考えられている。肝細胞癌においてもがん幹
細胞の存在は確認されており、CD133、EpCAM、
CD13、CD44、CD90 などの主に肝前駆/幹細胞
で発現している細胞表面抗原を指標にした
肝癌幹細胞の同定が行われている (Lee TK, 
et al. Liver Int. 2009:29:955-65, Liu LL, 
et al. Stem Cells Dev. 2011:20:2023-30)。
さらに、肝細胞癌患者の血中を循環する
CD45-/CD90+/CD44+肝癌幹細胞の割合は、再
発率と有意な相関を示すことが報告されて
い る  (Fan ST, et al. Ann Surg. 
2011:254:569-576)。これらのことから、肝
細胞癌における癌幹細胞の排除は、肝癌患者
の長期予後改善において極めて重要な課題
であり、肝癌幹細胞を標的とした治療法の開
発が必要であると考えられる。 
一方で、現在のところ臨床応用された肝癌

幹細胞を標的とした治療薬は無い。また、肝
細胞癌における肝癌幹細胞の発生メカニズ
ムや、どのような細胞が起源になっているか
などについては未だ明らかになっていない。
さらに、前述の通り、肝癌幹細胞の分取には
様々な細胞表面抗原を用いた検討が行われ
ており、複数の肝癌幹細胞が同定されている
が、どの抗原を発現している肝癌幹細胞を標
的にするのが臨床的に有用かについては、未
だ不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、肝癌幹細胞を標的とした治療
法開発、予後予測法開発を実施するために、
臨床的に有用な肝癌幹細胞マーカーを同定
すると共に、肝前駆/幹細胞と肝癌幹細胞、
肝癌細胞と肝癌幹細胞の網羅的な比較を行
うことで、肝癌幹細胞の起源や発生メカニズ
ムを解明し、また肝癌幹細胞に特異的な因子
を見出すことで、新規治療薬、診断薬に応用
可能な肝癌幹細胞特異的な分子標的を同定
することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 肝障害モデルマウス、肝発癌モデルマウ
スの樹立 
 0.1% 3,5-diethoxycarbonyl-1,4–dihydroc 
-ollidine (DDC)食をマウスに対して 4 週間
与えることで肝障害誘導モデルを樹立した。
また、Diethylnitrosamine を 20 mg/kg ずつ
マウス腹腔内に単回投与して肝発癌モデル
の樹立を試みた。 

 
(2)肝細胞癌患者手術検体 
 2001 年から 2011 年までに鳥取大学医学部
附属病院で外科切除術を施行された肝細胞
癌患者 99 例のホルマリン固定パラフィン包
埋ブロックを免疫組織化学染色に使用した。
また、1998 年から 2008 年までに京都大学医
学部附属病院で外科切除術を施行された肝
細胞患者 110 例の癌部から抽出された total 
RNA を用いて Real-time PCR による miRAN 発
現解析を実施した。 
 
(3)手術検体での肝癌幹細胞マーカー発現 
ホルマリン固定パラフィン包埋ブロック

から薄切した切片を用いて、肝癌部における
CD13、EpCAM、CD44，CD44 variant 9 の発現
を確認した。染色サンプルは、陽性群 (細胞
膜陽性)と陰性群 (発現なし/細胞質陽性)に
分類し、臨床病理学的因子との関連を検討し
た。 
 

(4)細胞培養 
 ヒト肝癌細胞株 HuH7 は 10% FBS 添加 DMEM
培地で培養、継代した。ヒト正常肝細胞 
(hNHeps)はコラーゲン I コート培養皿上で
HCM BulletKit を用いて培養した。 
 
(5)細胞における遺伝子/miRNA/タンパク質
発現解析 
 細胞、組織における遺伝子発現、miRNA 発
現は Real-time PCR 法によって解析した。ま
た、HuH7細胞、hNHeps細胞から抽出したtotal 
RNA は、3D-Gene human mRNA oligo chip (東
レ)及び 3D-Gene human miRNA oligo chip (東
レ)を用いた cDNA マイクロアレイ、miRNA マ
イクロアレイにも使用した。また、各細胞に
おける CD44 及び EpCAM 発現は、フローサイ
トメトリー解析によって確認した。 
 
(6)細胞増殖能、スフェア形成能評価 
 肝癌細胞と肝癌幹細胞における細胞増殖
能は Cell Counting Kit-8 による WST assay
を用いて評価した。また、スフェア形成能に
ついては、細胞を低接着表面プレートに播種
し、20 ng/mL EGF、20 ng/mL bFGF、1×B27
添加 DMEM/F12 培地で 1週間培養し、100 μm
以上のスフェアを計測することで評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 肝障害/肝発癌モデルマウス 
 DDC 投与群及びコントロール群において、
肝再生の指標とされる肝/体重比を比較した
結果、DDC 投与群において肝/体重比の有意な
増加が認められ、肝障害モデルとして有用で
あることが示唆された (図 1)。また、このモ
デルを用いて肝障害を誘導した肝臓内にお
ける EpCAM 陽性肝幹/前駆細胞、CD44 陽性肝
幹/前駆細胞の割合を解析した結果、それぞ
れ 0.1%ほどの非常に稀な細胞集団として存
在していることが明かとなった。DEN 投与に



よる肝発癌モデルでは、肝臓内での発癌が認
められず、肝発癌モデルとして DEN の複数回
投与や遺伝子改変肝発癌モデルの使用、発癌
のライブイメージングによるモニタリング
が可能な実験系を用いる必要性があると考
えられた。 

 
(2)肝癌幹細胞マーカー発現の臨床病理学的
意義 
 肝細胞
癌患者に
おける 4
種類の肝
癌幹細胞
マーカー
発現と臨
床病理学
的因子と
の関連に
ついて検討した。免疫組織化学染色と統計解
析の結果、癌部における EpCAM、CD13、CD44 
variant 9 発現は生存期間との有意な相関を
示さなかったが、CD44 発現は生存期間と相関
を示し、CD44 陽性患者は陰性患者と比較して、
全生存期間が有意に短いことが明かとなっ
た (図 2)。これらの結果から、肝細胞患者に
おける CD44 発現は、患者生存期間と相関を
示す臨床病理学的にも重要な肝癌幹細胞マ
ーカーであることが示唆された。 
 
(3)CD44 陽性肝癌幹細胞における網羅的遺伝
子/miRNA 発現解析 
 HuH7 細胞において CD44 発現が癌幹細胞の
分取に有用であるかを確認する為に、HuH7 細
胞を CD44 陽性と CD44 陰性に分けて、細胞増
殖能、スフェア形成能の評価を行った。検討
の結果、CD44 陽性 HuH7 細胞は陰性細胞と比
較して細胞増殖能、スフェア形成能が共に高
く、癌幹細胞としての性質を有していること
が示唆された (図 3)。 

さらに、肝癌幹細胞特異的な因子を同定す
るために、CD44陽性HuH7細胞、CD44陰性HuH7

細胞、hNHeps 細胞
か ら 抽 出 し た
total RNAを用いて
網羅的な遺伝子発
現、miRNA 発現解析
を行った。マイク
ロアレイ解析の結
果、CD44 陽性 HuH7
細胞では陰性 HuH7
細胞と比較して、
604 遺 伝 子 /71 
miRNAが2倍以上増
加しており、130 遺
伝子/110 miRNA が
0.5 倍以下に減少
していた (図 4)。
また、CD44 陽性
HuH7 細胞で 2 倍以
上増加していた604遺伝子を用いてパスウェ
イ解析を行った結果、CD44 陽性 HuH7 細胞で
は 、 Glutathione metabolism 、 Matrix 
metalloproteinases、Irinotecan pathway な
どのシグナル経路が増加しており、CD44 陽性
HuH7 細胞において癌幹細胞で特徴的な
reactive oxygen species (ROS)や抗癌剤抵
抗性、浸潤能や転移能に関与するシグナル経
路が亢進していることが示唆された。さらに、
DNA マイクロアレイ、miRNA マイクロアレイ
の結果を用いて、DIANA-mirPath による統合
解析を行ったところ、CD44 陽性 HuH7 細胞で
は 、 ECM-receptor interaction 、 cell 
adhesion molecule 、 focal adhesion 、
apoptosis 、 ABC transporters 、 tight 
junction に関わる遺伝子、miRNA 群が変動し
ており、これらの結果から肝細胞癌患者にお
ける悪性度の進展に
CD44 陽性肝癌幹細胞が
関与していることが示
唆された。これら遺伝子
の中で、肝癌患者癌部に
おけるDKK1 mRNA発現は
癌特異的生存期間と有
意な相関を示し、独立し
た予後予測因子である
ことが明かとなった。 
 
(4)肝癌幹細胞関連 miRNA を用いた癌患者予
後予測 
 肝細
胞癌患
者の予
後予測
に有用
な
miRNA
を探索
するた
めに、CD44 陽性 HuH7 細胞で発現が 2 倍以上
増加していた 71 miRNA のうち、癌の進展に
伴って発現が亢進していく miRNA (hNHeps < 



CD44陰性 < CD44陽性)を抽出した (図6左)。
このうち、miR-137 について 110 例の肝細胞
癌患者の癌部における発現を real-time PCR
で測定し、生存期間、背景因子との関連を検
討した結果、miR-137 高発現患者は、低発現
患者と比較して有意に全生存期間が短く、多
変量解析においてもmiR-137が独立した予後
予測因子であることが明かとなった (図 6
右)。また、miR-137 高発現患者は、肝静脈、
肝動脈、門脈、胆管などの脈管への腫瘍の浸
潤が有意に多いことから、miR-137 が肝細胞
癌の浸潤などの悪性度に関与していること
が示唆された。 
  
 以上の結果より、miR-137 や DKK1 のような
肝癌幹細胞から同定した遺伝子、miRNA は、
肝癌幹細胞を標的とした新規治療法、診断法
開発のターゲットとして有用であることが
示された。 
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