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研究成果の概要：

肝切除時ミラノ基準内で、その後ミラノ基準外の再発をきたしたものと、肝切除時ミラノ

基準外であったものの再発を認めなかった症例で比 すると 67 伝子が前者で発現増強

していた。肝細胞癌においては 36％の症例に ezrin 発現がみられ、CK19 の発現と有意に関
連しており、それは独立した有意な再発危 因子であることを見出した。JHH1 株に対して
siRNA を利用し、ezrin 発現を抑制すると増殖能が抑制された。肝内胆管癌では Notch2 が癌
細胞に、そのリガンドである Jagged1 が癌細胞と間 細胞に発現していることを明らかにし

た。
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１．研究開始当初の背景

癌細胞は正常細胞のgeneticあるいは

epigeneticな変異の集積として発生するた

め、 期のlifespanをもった細胞のみが悪

性転化する機会を有すると考えられている。

肝臓においては、腸管や表皮などturn over

の早い成熟細胞を有する組織とは異なり、

成熟した肝細胞や胆管細胞自体ある程度の

lifespanがあるためそれら自体、癌化のタ

ーゲットとなりうるが、肝内にもその存在

が広く認められるようになった幹細胞・前

駆細胞も腸管や表皮などと同様に、癌の

源細胞となりうると考えられている。肝前

駆細胞は、何らかの肝障害時に、特に成熟

肝細胞や胆管細胞の複製が制限された時に、

活性化され、肝細胞及び胆管細胞両者に分

化しうる。これらは、ラットやマウスとい

った小動物において証明されてきたが、ヒ
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トにおいても、慢性ウイルス性肝炎を含む

多くの慢性肝障害時において主にテロメア

の短縮から成熟細胞の複製が制限されてい

ることが示され、肝前駆細胞活性化のトリ

ガーとなっていることが明らかになってい

る。これらは 病理学的にはductular react

ionと呼ばれる反応として認 され、それら

のマーカーとしてはサイトケラチン(CK)7、

CK19、OV-6など成熟胆管細胞と共通するマ

ーカーや、aフェトプロテイン(AFP)、delta
-like protein (dlk)など胎児肝細胞マーカ

ー、Hepar-1やアルブミンなど成熟肝細胞マ

ーカー、Thy-1やc-kitなど造 幹細胞マー

カーがあり、肝前駆細胞の分化の程度に応

じてそれらマーカーの発現が認められると

報告されている。B型・C型慢性ウイルス性

肝炎をはじめとする慢性肝障害は肝細胞癌

の最も大きなリスクファクターであり、

年肝内胆管癌においても慢性肝障害との関

連が指摘されているが、活性化した肝前駆

細胞を有する肝臓における発癌という点か

ら肝前駆細胞が癌化のターゲット細胞とし

て重要な位置を占めることが示唆される。

実際、肝細胞癌の中には、成熟肝細胞には

認められないCK7やCK19といった肝前駆細胞

が有する形 をもつ症例があることが報告

され、また、肝内胆管癌においてもCK7やCK

19といった胆管細胞マーカーに加え、AFPや

Hepar-1が発現している症例が報告されてい

る。これらが、成熟細胞の

dedifferentiationによるものではないこと

は、小さなdysplastic nodule (肝細胞癌の

前癌病変)がすでに肝前駆細胞で構成されて

いることから明らかである。

　一方、肝細胞癌や肝内胆管癌の臨床経過

をみると、特に外科切除あるいは肝移植後

の再発や患者生存率の面でheterogeneityが

存在することが指摘されている。たとえば、

肝細胞癌に対する肝移植の際に用いられる

ミラノ基準内（単発では腫瘍径5cm以内、腫

瘍径3cm以内なら腫瘍個数3個まで）の症例

においても外科切除後再発をきたす症例が

認められるのに対し、ミラノ基準外の症例

の中には外科切除後全く再発をきたさない

症例も存在する。このようなheterogeneity

は同じ肝細胞癌あるいは肝内胆管癌の中に

は、生物学的に異なるsubgroupが存在する

ことを示唆するものであり、それは発癌や

進展に関与する分子のheterogeneityを反映

しているものと考えられる。Leeらは、それ

ら

heterogeneityを発癌 源細胞の違いにその

原因を求め、発現 伝子プロファイルの検

討によって肝前駆細胞由来の肝細胞癌と成

熟肝細胞より発生した肝細胞癌に分 でき、

肝前駆細胞由来の肝細胞癌の予後が成熟肝

細胞より発生した肝細胞癌よりも不良であ

ることを示しており、臨床経過の違いにお

けるその由来細胞の重要性を明らかにして

いる。しかしながら、従来の形態学的な肝

細胞癌・肝内胆管癌といった枠組みでは、

これら

heterogeneityを診断することは難しく、ま

た、これらをすべて同じように診断・治療

することは効率が悪く、満 な治療成績を

あげることも困難であることはいままでの

臨床研究からも明らかである。癌はいくつ

かの 伝子異常の蓄積から発生するが、多

くの 伝子発現はその由来細胞のものと共

通しており、共通性・ 共通性を検討する

ことによって発生 源や発癌・進展の機序

が明らかにできる可能性があり、それに基

づいた診断・治療が今後はなされるべきと

考えられる。

それらに関与する候補分子としては、肝細

胞癌においてはezrin(Vil2 gene)があげら

れる。ezrinはERM (ezrin-radixin-moesin)

familyの一員で、細胞膜とアクチンフィラ

メントの架橋タンパク として働き、最

では細胞外基 や他細胞との接着、Rho GTP

aseを介したシグナル伝達、アポトーシスに

も関与しているとされ、CD44やHGFレセプタ

ー（Met gene産物）との作用により癌の浸

潤・転移に深く関与していることが、特に

小児の固形癌（横紋筋肉腫、 肉腫）にお

いて示されている。また、臨床的には各種

悪性腫瘍において、その発現と予後との関

係が明らかにされている。肝癌においてはi

n vitroにおいて

cell growthやinvasivenessに関連している

ことが示唆されており、また、肝前駆細胞

から発生した肝細胞癌の 伝子発現プロフ

ァイリングにおいても有意な発現亢進がみ

られ、それらのaggressive characteristic

sに関与していると考えられている。一方、

肝内胆管癌においては、Notch2レセプター

とそのリガンドであるJagged1が注目される。

Notch2-Jagged1は肝芽細胞から胆管上皮細

胞への分化及び胆管maturationに重要な役

割を果たしていることが明らかにされ、肝

前駆細胞からの肝内胆管癌の発癌・分化に

も関与していることが示唆される。我々は

すでに、肝内胆管癌のいくつかの症例にお

いてNotch2と

Jagged1の発現亢進を見いだしている。



２．研究の目的

本研究の目的は、肝前駆細胞から発癌し

たと考えられる肝細胞癌と肝内胆管癌を外

科切除標本から同定し、その予後を 析す

るとともに、発癌・進展に関与すると判断

される分子、microRNAを網羅的に 析し、

特に

ezrinやNotchシグナルについて検討を加え

る。

３．研究の方法
（１）肝前駆細胞由来と考えられる肝細胞
癌の同定
肝細胞癌については、まず、肝切除時ミラノ
基準内で、その後ミラノ基準外の再発をき
たしたものと、肝切除時ミラノ基準外であ
ったものの再発を認めなかった症例で DNA
マイクロアレイ法を用いて肝細胞癌の 伝子発現

プロファイリングを行い、その違いにつき検討し、

validate とするとともに、CK19 や CK7 との関係
を主に免疫組織学的に検討する。

（２）肝前駆細胞由来と考えられる肝内胆

管癌の同定

Notch 及びそのリガンドである Jagged、
Delta、Dlk の発現を肝内胆管癌組織より抽
出した RNA を用い、cDNA を合成した後、
定量的 PCR 法にて mRNA 量を検討する。
また、免疫組織学的手法にてその発現をタ
ンパクレベルで調べ、CK7 や CK19、c-kit、
Hepar1 などの表現形 をあわせて検討し、
肝前駆細胞由来と考えられる肝内胆管癌を
抽出する。

（３）ezrin(Vil2 gene)の発現評価

肝細胞癌組織を用い、定量的 RT-PCR 法に

よる Vil2 伝子 の mRNA レベルの発現量
を測定するとともに、免疫組織染色による

ezrin 蛋白の発現を検討する。さらにそれら
と Hepar1 や CK7、CK19 との関係を明らか
にし、肝前駆細胞から発生したと考えられる

肝細胞癌と成熟肝細胞から発生したと考えら

れる肝細胞癌を比 検討し、臨床病理学的因

子との関連を調べるとともに、外科切除後の

予後・再発との関連についても検討する。

（４）細胞株を用いた ezrin の発現制御と機
能 析

肝細胞癌細胞株(HepG2、HuH-7、HLE、HLF、

JHH1、JHH2、JHH5、JHH6、JHH7)を用いて

ezrin(Vil2 gene)の発現を定量的 RT-PCR 法

により定量し、ezrin を強制発現（トランス

フェクション法）あるいは発現抑制（small

interfering RNA 法）することにより、細胞

増殖能 (MTT assay) や 浸 潤 能 (transwell

assay)などが変化するかどうかを検討する。

４．研究成果
（１）肝前駆細胞由来と考えられる肝細胞
癌の同定
肝切除時ミラノ基準内で、その後ミラノ基
準外の再発をきたした症例 6例と、肝切除
時ミラノ基準外であったものの再発を認め
なかった症例 6例による cDNAマイクロア
レイの結果、肝切除時ミラノ基準内で、そ
の後ミラノ基準外の再発をきたした症例で
有意に発現亢進している 伝子が 67個、発
現低下している 伝子が 39個認められた。
このうち、 ROBO1、STMN1、CKAP2、
CCNE1、FGFR4の 5 伝子を候補 伝子
とし、validateを行い、特に CKAP2 伝子
は、独立したサンプルにおいても発現亢進
が認められた。

（２）肝前駆細胞由来と考えられる肝内胆
管癌の同定
25例の肝内胆管癌切除症例において、Notch2
の 伝子発現レベルを検討したところ、10
例において発現亢進が認められた。発現亢
進がみられた症例とみられなかった症例を
比 すると、従来の臨床病理学的因子には、
違いを見出すことはできなかった。ただし、
Notch2が発現亢進している症例では、Hepar1
が発現していたり、肝前駆細胞由来の癌と
考えられている細胆管細胞癌の 分がみら
れたり、ckitの発現がみられたりする症例が
有意に多くみられた。また、Notch2が発現
亢進している症例は有意に無再発生存率が
良好であった。一方、Jagged1も肝細胞には
発現がみられないのに対し、肝内胆管癌で
は 25例中 8例に発現亢進がみられた。これ
らを免疫組織学的に検討すると、Notch2は
肝内胆管癌細胞そのものに発現しており、
Jagged1は癌細胞とともに、間 細胞に発現
していることが明らかになった。これは、
肝前駆細胞から発癌した癌が、正常分化を
模して胆管癌に分化していくことを示唆す
るものと考えられた。

（３）ezrin(Vil2 gene)の発現評価

組織学的治癒切除された肝細胞癌 77例につ
いて Vil2 geneの発現を定量的 RT-PCRにて
析したが、多くの症例で発現がみられた。
免疫組織学的には、ezrinは癌細胞だけでは
なく、浸潤した炎症細胞にも発現がみられ、
mRNA 析は、不適当と判断された。免疫
組織学的には、正常肝細胞・胆管細胞には
ezrin発現はみられず、慢性肝障害肝におい
て浸潤炎症性細胞以外に、ductular reaction、
intermediate hepatocyteに発現が認められた。
77例の肝細胞癌においては、28例に ezrin
発現が認められた。一方、CK7は 32例にお



いて、また、CK19は 11例において発現が
みられた。Ezrinと CK19の発現に有意な相
関関係がみられ、また、ezrin 発現肝細胞
癌は有意に AFP値が 値を示し、ezrin発現
は肝前駆細胞由来の肝細胞癌に発現してい
るものと考えられた。Ezrin発現肝細胞癌の
切除後予後を検討すると、累積生存率、無
再発生存率とも有意に ezrin発現のない症例
に比し、悪いことが明らかになり、予後
定因子として、多変量 析でも独立したも
のとして抽出された。

（４）細胞株を用いた ezrin の発現制御と機
能 析

9種 の肝細胞癌細胞株で、JHH1のみが ezrin
を強発現していた。JHH1は日本人男性の肝
細胞癌より樹立された細胞株で、AFPが
680,000ng/mlと 値を示していた。この細胞
株に対し、ezrin (Vil2 gene)に対する siRNA
を作製し、まず、in vitroにおいてそれが作
用するかどうかを検討した。50nMの siRNA
をも胃いることによって、negative controlは
その発現を維持し、siRNAを作用させると
有意に ezrin発現が抑制された。そこで、JHH1
細胞株に作製した siRNAを作用させて。細
胞増殖能の検討をしたところ、有意に増殖
能が抑制されることが明らかになった。こ
の結果は、将来的に、治療への応用が可能
であると、考えられた。
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