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研究成果の概要： 
肝癌における癌幹細胞システムの解明を目的とし、肝癌臨床検体からの癌幹細胞分離と、ヒト

肝癌培養細胞およびマウス肝幹細胞を用いた癌幹細胞システムの検証を行った。肝癌臨床検体

からは、CD133陽性細胞、CD90陽性細胞を検出できた。また、肝癌培養細胞から分離した side 
population細胞が癌幹細胞として機能し、その腫瘍形成能が Bmi1によって維持されているこ
とや、Bmi1を強制発現した肝幹細胞において、Bmi1の主要な標的分子である Ink4a/Arf遺伝
子以外に、より緊密に癌化機転に寄与する分子群の存在を見出した。 
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も、癌幹細胞の存在が相次いで報告されてい

る。癌幹細胞は癌治療における本質的なター

ゲットして認識されつつあり、癌幹細胞特異

的治療法の開発は、重要かつ急務の課題と考

えられる。造血器腫瘍は癌幹細胞研究におけ

る最も良いモデルとして認識されており、白

血病幹細胞システムの解明が着実に進行し

ている。一方で、肝癌を含めた固形腫瘍にお

ける癌幹細胞の成立・維持機構は不明な点が

多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、肝癌培養細胞およびインフォー

ムドコンセントの得られた肝癌手術サンプ

ルから癌幹細胞画分を分離・回収し、ヒト肝

癌における癌幹細胞システムの実体を把握

する。さらに、純化したヒト肝癌の癌幹細胞

を用いて、癌幹細胞において機能する自己複

製分子群について詳細に検討する。また、

Bmi1 などの自己複製制御分子のノックアウ
トマウスから純化・回収した肝幹細胞の機能

解析を正常および発癌の観点から行うこと

で、幹細胞機能と癌幹細胞システムの成立・

維持機構との関連性をプロスペクティブに

検証する。 
 
３．研究の方法 
1. ヒト肝癌細胞からの癌幹細胞分離と解析
本学倫理委員会の承認の得られたヒト肝癌

臨床検体に対して、CD133をはじめとする複
数の幹細胞マーカーを用いて、癌幹細胞分画

の検出を試みた。また、肝癌培養細胞におい

て癌幹細胞として機能する side population 
(SP)細胞を分離し、BMI1の gain-of-function
および loss-of-function assayを行い、癌幹細
胞の維持機構におけるBMI1の役割を検証し
た。 
2. マウス肝幹細胞を用いた癌幹細胞システ

ムの検証 
Bmi1および Ink4a-Arfノックアウトマウス
を用いたコロニーアッセイ及び in vivoにお
ける癌化機転への関与を検討した。また、マ

イクロアレイ解析によって、肝幹細胞特異的

な Bmi1の標的分子の検索を行った。 
 
４．研究成果 
1. 肝癌臨床検体から効率よく死細胞、非腫瘍
細胞を除去し、単細胞浮遊液の調整が容易に

行えるようになった。フローサイトメトリー

解析の結果、CD133陽性細胞（11例中3例）、
CD90 陽性細胞（9 例中 6 例）が検出された
が、NOD/SCIDマウスを用いた異種移植では
腫瘍形成がみとめられなかった。今後は、さ

らに免疫不全が重篤な NOGマウス等を用い
た移植の系を用いて再検討すると同時に、新

たな癌幹細胞マーカーの検索を行う予定で

ある。 
2. 肝癌組織切片を用いた病理学的検討の結
果、ポリコーム遺伝子 BMI1および EZH2が
高率に肝癌組織において高発現しており、

BMI1およびEZH2陽性肝癌では術後再発率
が有意に高いことを明らかにした。さらに、

肝癌培養細胞から分離した SP 細胞において、
BMI1 をノックダウンすると、自己複製能、
腫瘍形成能を失うことから、BMI1 が肝癌の
癌幹細胞維持に重要である可能性を示した。 
3. Ink4a/Arf 遺伝子は、Bmi1 が負に制御す
る重要な標的分子であるが、Ink4a/Arf 欠損
肝幹細胞に Bmi1 を強制発現すると初めて、
肝腫瘍形成能を示すことから、肝臓における

癌幹細胞システムの成立機構においては、

Ink4a/Arf 以外の（Bmi1 の）標的分子が重
要であることを明らかにし、マイクロアレイ

解析によって複数の候補分子を同定した。 
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