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研究成果の概要（和文）：肝癌は世界の悪性腫瘍による死因の第２位を占め、新たな診断治療法の開発が強く求
められている。肝癌の悪性度を決定する要因として、申請者はこれまでに癌の発生、維持、薬剤抵抗性、遠隔転
移に必須の役割を果たしていると考えられる肝癌幹細胞を同定し、その多様性が肝癌の悪性形質に深く関わるこ
とを報告してきた。本研究では肝癌組織における間質細胞の多様性に注目、特に肝癌患者の血液中に存在する細
胞集団に着目、健常人、慢性肝炎、肝硬変患者では存在せず、肝癌患者においてのみ出現する細胞集団を1細胞
トランスクリプトーム解析により同定した。本研究成果により、新たな肝癌の診断、治療において重要な標的分
子候補が導出された。

研究成果の概要（英文）：Hepatocellular carcinoma is the second leading cause of cancer death 
worldwide. In this study, we performed the immunohistochemistry and flow cytometer analysis to 
identify the cellular heterogeneity of tumor as well as stromal cells. We further performed the 
single cell transcriptome analysis using peripheral blood mononuclear cells of hepatocellular 
carcinoma patients. We identified that tumor stromal cells expressing PD1 or CCR6 as well as tumor 
cells expressing CCL20 were mostly detected at the periphery, not the center of the tumor. We 
further identified the circulating cell population specifically detected in hepatocellular carcinoma
 patients. Interestingly, these cell population contained both tumor cells and stromal cells 
potentially regulating immune system. This study provides important molecular basis of circulating 
cells potentially be utilized for the diagnosis and treatment of hepatocellular carcinoma.

研究分野：消化器病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌は世界の悪性腫瘍による死因の第２位を占め、新たな診断治療法の開発が強く求められている。本研究では
肝癌組織における間質細胞の多様性に注目、特に肝癌患者の血液中に存在する細胞集団に着目、健常人、慢性肝
炎、肝硬変患者では存在せず、肝癌患者においてのみ出現する細胞集団を1細胞トランスクリプトーム解析によ
り同定した。これらの細胞集団は肝癌の悪性度や免疫応答制御に関わる細胞集団である可能性がトランスクリプ
トームデータから示唆されている。今回の研究成果を応用することで新たな高悪性度肝癌の診断、治療の標的分
子としての有用性を検討することが可能となり、大きな学術的、社会的意義を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
肝癌は世界の悪性腫瘍による死因の第２位を占め、本邦でも進行癌の中央生存期間は１
年未満の代表的な難治癌であり、新たな診断治療法の開発が強く求められている。肝癌
の悪性度を決定する要因として、申請者はこれまでに癌の発生、維持、薬剤抵抗性、遠
隔転移に必須の役割を果たしていると考えられる肝癌幹細胞を同定し、その多様性が肝
癌の悪性形質に深く関わることを報告してきた(Yamashita T, JCI 2013)。一方肝癌は
線維芽細胞や血管内皮細胞、免疫担当細胞など多くの間質細胞を有し、肝発癌過程の中
で癌幹細胞はこれらの間質細胞が豊富な浸潤先端領域に多く存在する。従来均一な細胞
集団であると考えられた癌幹細胞に多様性が存在するように、異なる癌幹細胞に近接し
て存在する癌間質細胞にも多様性が存在するのか、多様な癌間質細胞が存在した場合に
癌の悪性度に関わるのか、血管新生や免疫チェックポイントなど標的分子の発現は異な
るのか、肝癌間質細胞の多様性とその存在部位、悪性形質との関連は未だ十分に解明さ
れていない。また、肝癌患者の血液中に癌により教育を受けた間質細胞集団が果たして
存在するか否かも不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では肝癌間質細胞社会の成り立ちを明らかにするため、肝癌組織のフローサイト
メーター解析、免疫組織化学解析を行った。またヒト末梢血単核球を肝癌患者および健
常人患者で比較し、シングルセルトランスクリプトーム解析を施行、遺伝子発現プロフ
ィールを解析し、その多様性について検討した。 
 
３．研究の方法 
肝癌組織の中心部および辺縁から腫瘍組織を採取し、コラゲナーゼ・ディスパーゼ処理
を行い単一浮遊細胞液を作成、フローサイトメーター解析を行った。また、肝癌組織の
免疫組織化学解析を施行、遺伝子発現パターンについてはマイクロアレイにて解析した。
肝癌患者の末梢血単核球を分離し、癌患者で認められる細胞分画を分離し、遺伝子発現
について解析した。 
 
４．研究成果 
免疫組織化学およびフローサイトメーターの解析から、癌標的分子の一つである PD1陽
性細胞は腫瘍辺縁に存在すること（図１）、同様に高悪性度肝癌である EpCAM 陽性 AFP
陽性肝癌では腫瘍辺縁に CCL20 陽性癌細胞、CCR6 陽性間質細胞が存在することを同定
した。 
 
図１ PD1陽性細胞の肝癌における局在 
腫瘍中心部          腫瘍辺縁部 

  
 

 

そこで、癌辺縁に存在するような多様な癌細胞、間質細胞が末梢血液中に流出している

かどうか、末梢血単核球のシングルセルトランスクリプトーム解析を行った。興味深い

ことに、肝癌患者の末梢血単核球細胞集団において、健常人、慢性肝炎患者、肝硬変患

者では認められない細胞集団が存在することを見出した（図２）。 

 

 

 

図２ 肝癌患者末梢血単核球のシングルセルトランスクリプトーム解析 



 
遺伝子発現パターンから、一部は血液中に流出している circulating tumor cell、一

部は免疫制御に関わる細胞集団である可能性が示唆された。本研究成果により、これら

の細胞集団が肝癌の診断に有用である可能性、また腫瘍辺縁に存在する分子を発現して

いることから、肝癌治療において重要な標的分子候補である可能性が示唆された。 
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