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研究成果の概要（和文）：網羅的オミクス解析を駆使した肝癌再発予防薬非環式レチノイド（ACR）の標的同定
の結果から、１）メタボローム解析では、ACRがアラキドン酸を阻害し癌化進展を抑制する方向に働くことを見
出した。分子機構として、アラキドン酸がROS/TG2シグナルにより肝障害に関与することが分かった。２）トラ
ンスクリプト－ム解析では、MYCN陽性EpCAM陽性肝癌幹細胞がACRにより選択的に排除されることを見出した。プ
ロテオーム解析/メタボローム解析では、不飽和脂肪酸がEpCAM陽性細胞で亢進していることを見出した。不飽和
脂肪酸は、慢性肝障害を引き起こすとともに肝癌幹細胞のstemnessを維持することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Acyclic retinoid (ACR) is a synthetic vitamin A-like compound capable of 
preventing the recurrence of hepatocellular carcinoma (HCC). I performed omics analyses to identify 
molecular targets of ACR. In vivo metabolome analysis revealed that inhibition of biosynthesis of 
unsaturated fatty acids such as arachidonic acid (AA) but not glucose metabolism played a crucial 
role in the prevention of hepatic tumorigenesis by ACR. In vitro mechanical analysis showed a 
critical role of induced ROS/TG2 signaling in liver injury by AA. A genome-wide transcriptome 
analysis identified that an MYCN+EpCAM+ cancer stem cell (CSC)-like subpopulation was selectively 
depleted by ACR. Further proteome/metabolome analyses showed unsaturated fatty acids were enriched 
in EpCAM+ CSC-like HCC cells compared with EpCAM- cells. These findings suggested a potential role 
of unsaturated fatty acid-associated metabolic changes during hepatic tumorigenesis, which might 
serve as a therapeutic target for HCC prevention.

研究分野：消化器内科学

キーワード： 不飽和脂肪酸　がん幹細胞　肝発がん　MYCN　オミクス解析　酸化ストレス

  ３版
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１．研究開始当初の背景 

病態等の表現形発現に直結する特異的な
代謝物・代謝経路とその変化を同定すること
は癌の早期診断や予後診断、および有効な治
療法の開発につながる。正常細胞でのミトコ
ンドリア好気呼吸に依存する ATP 産生に対
し、癌細胞では酸素の存在にも関わらず、好
気性解糖（グルコースの乳酸への変換）を主
とした生体エネルギー代謝経路にシフトす
ることは、Warburg（ワールブルグ）効果と
して知られている。しかし、多くの癌では
adenoma の段階から既に代謝リプログラミン
グが見られ、その後のステージごとの代謝変
化は見られない（Farshidfar et al. J Clin Oncol, 

2014）。さらに、発癌過程の早期段階にある
癌の“芽（クローン）”では、ミトコンドリア
の機能自体は正常であることが報告され、ワ
ールブルグ効果以外の代謝経路も関与して
いることが考えられる。癌細胞の代謝リプロ
グラミングがどの時点でどのような制御メ
カニズムによって起きるのかはまだ未明な
ことが多い。 

肝発癌の過程では、肝炎ウイルスの持続感
染などの発癌要因により、肝全体がひとつの
“発癌フィールド”となり、多中心性に、また
独立した形で複数の癌の“芽（クローン）”が
発生してくる。非環式レチノイド（ACR）は
副作用を惹起することなく肝癌治療後の再
発を有意に抑制することから、世界初の肝癌
再発抑制剤として期待されている(Muto et al., 

N Engl J Med. 1999)。その作用機序の１つの特
徴は、肝癌幹細胞（CSC）を標的とした癌の
化学予防である。CE-TOFMS及び NMRを用
いたメタボローム解析による ACR 処理した
未分化肝 CSCs を多く含む肝癌細胞株 JHH7

と正常肝細胞株 Hc の代謝変化を比較したと
ころ、ACRが癌細胞特異的に PDK4遺伝子発
現を誘導し、ATP合成や細胞増殖を抑制する
ことが明らかにした（Qin et al. PLoS One, 

2013）。面白いことに、PDK4はミトコンドリ
ア好気呼吸を介した ATP 合成を抑制する酵
素で、JHH7細胞と Hc細胞の乳酸量も差が見
られず、未分化な CSCの段階ではワールブル
グ効果を起きていないことが示唆された。 

 

２．研究の目的 

ACRをケミカルプローブとして用い、網羅
的オミクス解析により、その抗癌作用の分子
基盤解明とその結果に基づいて肝発癌の
adenoma 段階及び肝 CSCs の代謝リプログラ
ミングの解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

１）肝発癌における不飽和脂肪酸の役割に関
する検討 

db/db肥満マウス（オス、4週齢、各群 6匹
ずつ）に化学肝発癌物 DENを 2週間投与し、
その後 ACRを 0、0.03、0.06%含む飼料を 34 

週間投与した。マウス肝組織を回収し、
CE-TOFMS によるイオン性代謝物質または

LC-TOFMS による脂溶性代謝物質のメタボ
ローム解析を行った。Loss of Function 実験は、
siRNA/shRNAや化学阻害剤で行った。活性酸
素種（ROS）は CM-H2DCFDA を用い視覚的
に半定量、核トランスグルタミナーゼ（TG2）
活性は、その作用で核内蛋白質に取り込まれ
た 5-BAPA 量を streptavidin 結合TRITC を用
い視覚的に半定量した。遺伝子組換えにより
蛍光タンパク質（EGFP）の遺伝子と融合させ
ることで、TG2の変異タンパク質の細胞内分
布を蛍光顕微鏡で観察した。 

２）肝 CSCs における不飽和脂肪酸の役割に
関する検討 

正常肝細胞株 Hc と肝癌細胞株 JHH7 にお
いて、次世代シーケンスを用いた CAGEトラ
ンスクリプト－ム解析により ACR の癌特異
的標的遺伝子を同定した。免疫染色解析とフ
ローサイトメトリーにより MYCN と肝 CSC

マーカーとの共局在を観察した。FACS 法に
より EpCAM 陽性肝 CSCs と EpCAM 陰性肝
癌成熟細胞を樹立した。nLC-MS/MS を用い
たプロテオーム解析並びに LC-TOFMS を用
いたメタボローム解析により EpCAM 陽性/

陰性細胞のタンパク質/脂溶性代謝物質のプ
ロファイルを比較した。 

 

Figure 1. Arachidonic acid (AA) suppressed hepatic cell 

growth through ROS-mediated activation of nuclear TG2. 

(A) AA induced the ROS production as detected using 

CM-H2DCFDA staining. Blockade of ROS production by 

antioxidants N-acetyl-L-cysteine (NAC) and corn 

oligopeptide (CP) prevented AA-induced (B) suppression 

of cell growth and (C) activation of nuclear TG2 and in 

the hepatic cells. (D) AA induced nuclear translocation of 

TG2 in the GFP-TG2 transfected hepatic cells. (E) A 

schematic model of a ROS-mediated TG2-dependent 

signaling pathway underlying AA-induced growth 

suppression of hepatic cells. *P < 0.05. 
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４．研究成果 

１）肝発癌における不飽和脂肪酸の役割に関
する検討 

 in vivoマウス肝発癌モデルを用いたメタボ
ローム解析では、肝発癌における adenoma段
階において、グルコース代謝異常が見られな
い代わりに、脂質代謝が亢進されており、
ACR が不飽和脂肪酸の１種であるアラキド
ン酸の代謝を阻害し癌化進展を抑制する方
向に働くことを見出した。細胞培養系を用い
た検討では、アラキドン酸は濃度依存的に肝
細胞増殖を抑制した。その分子機構として、
アラキドン酸が ROS の生産を介してタンパ
ク質架橋酵素 TG2 の核移行と活性化を誘導
することが分かった。shRNAと阻害剤を用い
て TG2の機能を欠損させると、アラキドン酸
による細胞増殖抑制がブロックされた(Figure 

1)。核 TG2は転写因子 Sp1の架橋不活性化反
応により細胞死を促進することを見出して
おり（Tatsukawa et al. Gastroenterology, 2009）、
アラキドン酸が ROS/TG2 シグナルにより肝
障害に関与することが示唆された。 

  

２）肝 CSCs における不飽和脂肪酸の役割に
関する検討 

トランスクリプト－ム解析では、癌遺伝子
MYCNは、正常肝細胞株 Hcでは転写されず、
肝癌細胞株 JHH7 でのみ高い転写を受けてお
り、その転写は ACR 処理によって強く抑制
される標的マーカーであることが分かった。
米国 Gene Expression Omnibus（GEO）データ
ベースを用いた臨床データの解析では、肝癌
組織中の MYCN 遺伝子発現は、CSC マーカ
ーAFP、EpCAM、CD133、DLK1、GPC3及び
Wnt/β カテニンシグナル経路マーカー
CTNNB1、DKK1、BAMBI、CCND1と有意な
正の相関、肝癌成熟細胞マーカーCYP3A4、
UGT2B7と有意な負の相関が見出した。免疫
染色解析により、肝癌細胞並びに肝癌組織
（Figure 2）ではMYCN陽性 EpCAM陽性肝

CSC集団の存在が観察され、これらの細胞が
ACR 処理によって特異的に排除された。
FACS 法により樹立された EpCAM 陽性肝
CSCs と EpCAM 陰性肝癌成熟細胞を用いた
解析では、EpCAM陽性細胞は高いMYCN発
現並びに ACR に対する感受性を示した。さ
らに、プロテオーム解析では、脂肪酸不飽和
化酵素の発現が EpCAM 陽性肝 CSCs で亢進
していることを見出した。メタボローム解析
では、一価不飽和脂肪酸が EpCAM 陽性肝
CSCsで約６倍高いことが見出した。 

 

不飽和脂肪酸は、慢性肝障害を引き起こす
とともに肝癌幹細胞の stemnessを維持するな
ど多彩な機能を発揮し、肝癌予防の標的とな
る可能性が示唆された。 
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