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研究成果の概要（和文）：　進行期肝がん患者において治療耐性を誘導するがん幹細胞様クローンを同定するこ
とを目的とした。そのために、抗がん治療中の患者末梢血から液体生検により循環腫瘍細胞（CTC）を採取し、
新たなシングルセル解析法によって幹細胞性を示すCTC細胞の特徴を検討した。Atezolizumab＋Bevacizumab免疫
複合療法に治療耐性を示した患者において、CTCの幹細胞マーカー（SOX2, MYC, NANOG）が有意に上昇し、パス
ウェイ解析ではMAPKおよびTGF-βシグナル経路が亢進していた。これより、肝がん患者において治療耐性を誘導
するがん幹細胞様クローンの特性を考察する上で意義深い成果と考えられた。

研究成果の概要（英文）：   The aim was to identify cancer stem cell-like clones that induce 
treatment resistance in patients with advanced-stage hepatocellular carcinoma (HCC). To this end, 
circulating tumor cells (CTCs) were collected from the peripheral blood of patients undergoing 
anticancer treatment by liquid biopsy, and the characteristics of CTC cells showing stem cell 
characteristics were examined by a new single-cell analysis method. CTC stem cell markers (SOX2, 
MYC, NANOG) were significantly elevated and pathway analysis showed enhanced MAPK and TGF-β 
signaling pathways in patients who were refractory to Atezolizumab + Bevacizumab immune combination 
therapy. Thus, it was considered to be a significant result in considering the characteristics of 
cancer stem cell-like clones that induce treatment resistance in HCC patients.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 肝細胞がん　がん幹細胞　循環腫瘍細胞　シングルセル解析　創薬シーズ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　進行がんの薬物治療において完治することは稀である。この原因は、腫瘍を形成するがん細胞に不均一性があ
るために、大部分の細胞に有効な薬剤であっても一部の細胞は抵抗性を示して生き残るためである。そして、生
き残った細胞はがん幹細胞様クローンとして血液中に放出され、循環腫瘍細胞（CTC）となりがん転移を形成す
る。
　本研究でのがん幹細胞様クローンの検出は、最新治療に抵抗性となった進行期肝がん患者の血液から独自の解
析技術でCTCを採取し、遺伝子・タンパクレベルで特徴を分析した。これより、治療抵抗性の原因となるがん幹
細胞様クローンの特性が明らかとなり、進行がんに対する新たな治療開発に繋がることが期待される。

※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 
消化器がんの中でも肝細胞がん（肝がん）の 10 年相対生存率は 10％未満と低く、またサバイ

バー生存率の低値は群を抜いている。さらに、最新の治療アルゴリズムにおいて進行期以降の病
変は完全に制御することが困難であり、肝がんの治療耐性の高さを如実に反映している。また、
近年に実施された肝がん組織の分子病態についてのビッグデータ解析では、想定外に高い不均
一性が強調され、特定の標的分子を対象とした治療開発の難しさが浮き彫りとなった（Cell 
169:1327,2017）。 
【がん進化を引き起こすがん幹細胞様クローン】 研究代表者らは 2013 – 2015 年度の基盤研
究(B)において、肝がんが慢性炎症から多段階的にがん化するという成立ちから、不均一ながん
細胞で形成されることを示してきた（中本他：PLoS One 2017；山下他：Am. J. Pathol. 2016）。
多様で不均一ながん細胞に特定の標的治療を行うと、一部の細胞は耐性を示して生き残ること
となる。そして、その中から上皮間葉転換（EMT）を経て＜がん幹細胞様クローン＞が出現す
れば浸潤や転移へと進展する。本過程は、抗がん治療の刺激下においてがん細胞が新たな耐性形
質を獲得したものであり、＜がん進化＞という概念で解釈されてきた（Cell 168:613,2017）。し
かし、この進化過程にがん幹細胞様クローンがどのように関わっているのかは明らかではなか
った。 
【がん幹細胞様クローン同定へのアイデア】 がん幹細胞様クローンの特性として、治療耐性と
転移能の高さが指摘されてきた（Cell 168:670,2017）。そこで、同クローンを探索するには、抗
がん治療中に耐性を獲得して転移が生じた時点において、患者血液に浮遊する循環腫瘍細胞
（CTC : circulating tumor cells）を分析するという本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
肝がん患者において治療耐性を誘導するがん幹細胞様クローンを同定するとともに制御法を

開発することを目的とした。そのために、抗がん治療中の患者末梢血から液体生検により CTC
を採取し、新たなシングルセル解析法によって幹細胞性を示す単一 CTC 細胞の特徴を明らかに
した。さらに、幹細胞性を誘導する責任遺伝子を機能的にスクリーニングした。 
 
３．研究の方法 
（１）肝がん患者末梢血からの CTC 液体生検 
進行肝がんに対する治療中の患者で、独自の液体生検技術を用いて CTC を採取した。 

・対象：肝癌診療ガイドライン 2017 年版において、分子標的薬（Sorafenib, Lenvatinib 等）や
化学療法（HAIC, TACE/TAE 等）の適応となる進行肝がん患者とした。 

・採血：１ヵ月ごとの定期採血を行い、CT や MRI 画像での肝内・肝外転移の出現とあわせて
経時的な検討を行った。 

・液体生検：マイクロキャビティアレイ技術（特願 2018-034908 等）を用いて、数μｍの微細
貫通孔をもつ微小流路基板に流圧調整を行った。また別法として、細胞用フィルター
（ScreenCellTM）と遠心法を用いて CTC を採取した。 

 
（２）シングルセル分子解析～がん幹細胞様クローンの選択 
（１）の CTC 単一細胞から得られた cDNA を用いて、次世代シーケンサーによる分子解析を

行った（NGS：MiSeqTM）。 a. mRNA 発現解析（RNA-Seq）、 b. 原発巣由来の変異解析、 
c. EMT・幹細胞マーカーによる細胞クローンの選択［c-1)上皮マーカー（E: EpCAM, CK8/18/19）、
間葉マーカー（M: Vimentin, Twist）、および白血球マーカー（CD45）の発現レベルによって
CTC の上皮間葉転換（EMT）の程度を評価する。c-2)臨床経過において、がん転移と高い相関
を示す EMT マーカーの発現や、幹細胞マーカー（CD133, EpCAM, CD90 等）のレベルから
CTC 幹細胞様クローンを選択する。］、 d. がん幹細胞様クローンのバイオインフォマティクス
データ解析。 
 
（３）がん幹細胞性を誘導する責任遺伝子の機能的スクリーニング 

a.（２）において選択された責任候補遺伝子の RNA-Seq データ（targeted RNA expression
解析）に基づいて、がん進展関連遺伝子および細胞内シグナル経路等の関与を検討した。
BaseSapce Sequence Hub にて発現解析を
行い、RNA-Seq Alignment App にてバリア
ント解析を行った（ともに、Illumina 社）。 
b. Bio-Plex システム（Bio-Rad 社）による血
清サイトカイン解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）肝がん患者末梢血からの CTC 液体生
検（図１） 
これまで我々は患者末梢血からの CTC 採

取にマイクロキャビティアレイ技術を用い
てきたが、システム内の微小流路基板に捕捉

図１．肝がん患者 CTC 細胞の分子解析 



  

された CTC 単一細胞を回収することには難点があった。この回収過程では、Trypsin EDTA 処
理や遠心法と顕微鏡下単一細胞ピ
ッキング手法などを組み合わせた
り、種々の試みを施行したが、生細
胞率を保って CTC を回収すること
はできなかった。 
そこで、新たなフィルター技術を

導入して CTC の回収に取り組ん
だ。本法は、患者末梢血を溶血処理
後 に 、 細 胞 用 フ ィ ル タ ー
（ScreenCellTM）と遠心法を用いて
CTC を回収する方法であり、さら
に最先端のセルソーター技術／次
世代シーケンサー（NGS）を組み合
わせるによってシングルセルレベ
ルで解析、分取することが可能とな
った。 
 
（２）シングルセル分子解析～がん
幹細胞様クローンの選択（図２） 
セルソーターでの解析において、

多重蛍光染色を行うことにより、肝
がん患者の末梢血 CTC 単一細胞の
様々な特性を解析した。肝がん患者
に対する各種治療（Atezolizumab
＋ Bevacizumab/ TACE/ 
Lenvatinib/ HAIC）の経過におい
ては、進行期肝がんの治療前末梢血
に認めた CK(+)CD45(-)CTC 細胞
数が有意に減少することが分かっ
た（P <0.01）。CTC サブタイプ解
析においては、幹細胞マーカー
（ EpCAM, Vimentin, CD90, 
CD133）の中で CD133(+)細胞分画
が減少した。これに対して、CTC 遺
伝子発現解析では、治療に伴って他
の幹細胞マーカー(OCT3/4、SOX2、
KLF4、c-MYC、SALL4、EpCAM)
の発現が上昇していた。また、
Atezolizumab＋Bevacizumab免疫
複合療法による治療効果が得られた PR・SD 症例で CTC 数が有意に減少し（P<0.05）、細胞サ
ブセット解析では幹細胞マーカーVimentin(+)CTC の割合が低下した。 
 
（３）がん幹細胞性を誘導する責任遺伝子の機能的スクリーニング（図３） 

CTC 由来 RNA におけるがん進
展関連遺伝子および細胞内シグナ
ル経路について、NGS 法を用いて
解析した。免疫複合療法に治療耐性
を示したPD症例において、CTCの
幹細胞マーカー（SOX2, MYC, 
NANOG ） が 有 意 に 上 昇 し た
（P<0.05）。パスウェイ解析では
MAPK および TGF-βシグナル経
路が PD 症例で有意に上昇してい
た(p=0.01)。CTC 回収時に測定した
48 種類の血清サイトカイン解析で
は、PD 群でがん幹細胞性に関連す
る HGF や M-CSF がいずれも高値
であった。 

 
 これより、進行期肝がんの治療経過に伴う CTC 幹細胞マーカーの変化から、治療抵抗性 CTC
の分子細胞学的特徴が示唆され、治療耐性を誘導するがん幹細胞様クローンの特性を考察する
上で意義深い成果と考えられた。 

図３．肝がん患者 CTC 細胞の RNA 
抽出／cDNA 増幅→NGS 解析 
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図２．肝がん患者 CTC 細胞数および 
幹細胞マーカーの経時的変化 
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