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研究成果の概要（和文）： 

肝細胞癌 37 例を対象に質量顕微鏡法を用いて脂質解析を行った。肝細胞癌と隣接非癌部におい
てリン脂質の分布が異なっていた。リン脂質の分布が異なる原因として、リン脂質のリモデリ
ング酵素（LPCAT）の発現を確認したところ LPCAT1 の発現が癌部において増加していた。2 種
類の肝細胞癌細胞株に対して LPCAT1の遺伝子発現を抑制したところ、コントロールの細胞と比
較してリン脂質の組成に変化が生じ、増殖が抑制され、浸潤・遊走供に抑制された。次に LPCAT1
を過剰発現させたところ、細胞増殖や浸潤能が増加することが確認された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Molecular lipidomic screening was performed by imaging mass spectrometry (IMS) in 37 
resected HCC specimens. IMS revealed the increase of PC phosphatidylcholine (PC) species 
with palmitoleic acid or oleic acid at the sn-2-position and the reduction of 
lysophosphatidylcholine (LPC) with palmitic acid at the sn-1-position in HCC tissues. 
Next, we analyzed mRNA and protein of lysophosphatidylcholine acyltransferase (LPCAT1) 
which catalyzed LPC into PC and had substrate specificity for some kind of fatty acids. 
LPCAT1 was more abundant in HCCs than in surrounding parenchyma. We examined the effect 
of LPCAT1 overexpression or knockdown LPCAT1 on cell proliferation, migration, and 
invasion in HCC cell lines.  LPCAT1 overexpression enriched PCs observed in IMS and 
promoted cell proliferation, migration, and invasion.  LPCAT1 knockdown did vice versa. 
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１．研究開始当初の背景 

肝臓癌は世界で 5番目に多い癌であり、また
癌死亡原因の 3 番目となっている。近年にお
ける診断・治療技術の発展にも関わらず依然

予後不良な疾患である。肝臓癌の発生に関し
ては、肝炎ウイルスやアルコール、アフラト
キシンなどのリスクファクターが存在し、
種々の研究により発癌や進展の関わる遺伝
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子異常や細胞内シグナル伝達経路が明らか
になりつつあるが未だ不明な部分も多い
(Aravalli RN. Hepatology. 2008 
Dec;48(6):2047-63)。以前から、慢性肝炎や
肝硬変の状態になると肝臓に脂肪蓄積が起
きることが知られており、このメカニズムに
関してＣ型肝炎ウイルスのコア蛋白やＢ型
肝炎ウイルスのＸ蛋白が脂質代謝を調節す
る受容体の発現を変化させていることが報
告された（Na TY et al. Hepatology. 2009 
Apr;49(4):1122-31.  Moriishi K et al. 
PNAS. 2007 Jan 30;104(5):1661-6）。一方、
最近ではメタボリックシンドロームが一般
にも広く認知され、脂質代謝と様々な疾患の
関連性が注目されている。特に肥満患者の多
い 欧 米 に お い て は Non-alcoholic 
steatohepatitis(NASH)と NASHからの発癌に
対して大きな関心が寄せられている。 
これまでの脂質異常と癌に関する報告とし
ては、脂肪酸合成に関与する Fatty acid 
synthase(FASN)の発現が乳癌や前立腺癌の
予後と関係する(Kuhajda FP. Cancer Res. 
2006 Jun 15;66(12):5977-80)、コレステロ
ール合成に関与する Sterol regulatory 
element binding protein(SREBP)の発現が肝
臓癌の予後と関係する(Yamashita et al. J 
Hepatol. 2009 Jan;50(1):100-10)などの報
告がなされている。しかし、脂質の分子種ま
で解析した詳細な検討はこれまでになされ
ていない。 
近 年 、 リ ン 脂 質 に 脂 肪 酸 を 付 加 す る
acyltransferase が次々に同定され、長年に
わたりブラックボックスとなっていたリン
脂質の remodeling 経路(Land’ｓ cycle)の
メカニズムが明らかとなりつつあり、非常に
注目されている(Shindou H. J Biol Chem. 
2009 Jan 2;284(1):1-5)。また、それらの
acyltransferase には複数の subtype が存在
し、それぞれが特異的な脂肪酸に対して選択
性を持っていることが報告されている。例え
ば 、 炎 症 細 胞 で 高 発 現 し て い る
lysophosphatidylcholine 
acyltransferase2(LPCAT2)は、アラキドン酸
(20:4)に対して選択性を持っていることが
報告されている（Shindou H. J Biol Chem. 
2007 Mar 2;282(9):6532-9.）。このように、
脂質解析においてはその分子種を明らかに
していくことが非常に重要と思われる。 
本学分子解剖学教室 瀬藤光利教授が中心
となって開発された質量顕微鏡法は生体分
子の位置情報を失わずに形態を直接観察で
き，また同時に蛋白質や脂質などの生化学的
な情報を得る事ができる。具体的には標本を
急速凍結させ、厚さ 10μm程度の薄切片とし
た後、組織上で質量分析に必要なプロテアー
ゼ処理(on tissue digestion)やマトリック
スなどの前処置を行った後に、解析を行う。

標本から得られた結果から任意の分子情報
を選択的に抽出して，当該分子の組織切片に
おける分布を画像化する技術である。これま
でに瀬藤教授らは大腸癌肝転移の組織標本
を用いた解析を報告しており(Shimma S et al. 
J chromatogr B 855:98-103, 2007)、正常組
織と癌では脂質の分布が異なることを明ら
かにしている。海外では Caprioli らが腎細
胞癌の標本を用いた解析などを報告してい
る（ Herring KD et al.  Semin Nephrol 
27:597-608, 2007）。申請者もこの手法を用
いてこれまで困難とされていたホルマリン
固定標本からの分子イメージングを行い、低
分化型の胃癌で高発現している物質を発見
した。また、本学分子解剖学教室と島津製作
所で共同開発され、2009年に本学に導入され
た 大 気 圧 下 顕 微 質 量 分 析 装 置 (Mass 
microscope)により、細胞レベルでの分子イ
メージングが可能となった。これにより、癌
の微小環境における生体分子の状態がより
明らかとなることが期待されている。 
 
２．研究の目的 

本研究は肝臓癌における未知の脂質代謝異
常の分子メカニズムを解明することで新た
な治療標的を発見することを目的としてい
る。目的達成のため、本研究期間内に以下の
4 課題を設定した。 
1)肝癌組織中の脂質分子を画像化する。 
画像化の為の肝癌切除検体としては B 型・C
型肝炎ウイルス症例以外に、アルコール性肝
障害や NASH 由来の肝癌も含まれる。比較コ
ントロール群として、質量顕微鏡法により隣
接非癌部も同時に画像化する。 
2)画像化された脂質分子種の同定を行う。 
質量顕微鏡法により非常に多数の生体分子
の局在が明らかとなるが、それらの生体分子
が実際にどのような物質であるのかをタン
デム質量分析により同定する。 
3)癌部と隣接非癌部において脂肪酸付加に
関係する acyltransferase、脂肪酸遊離に関
係する phospholipase の発現を調べる。 
4)発現に差のあった acyltransferaseを対象
として肝癌細胞株に siRNAを行い、腫瘍細胞
の増殖や浸潤能に変化が生じるか、また逆に
過剰発現させた場合には、どのような変化が
生じるか確認する。 

 

３．研究の方法 

1)肝細胞癌 37例（C型肝炎由来 25例、B型
肝炎由来 7例、非 B非 C5例）を対象に質量
顕微鏡法を用いて脂質解析を行う。 
2)癌部と隣接非癌部においてリン脂質のリ
モデリング酵素である
Lysophosphatidylcholine 
acyltransferase(LPCAT)の 4種類のサブタイ
プの発現を RT-PCR と Western blotting にて 



解析する。また、リモデリングに関係するも
う片方の酵素群 Phospholipase(PLA2)の発現
も解析する。 
3)LPCAT1 の肝細胞癌に対する影響を調べる
ために、2種類の肝細胞癌細胞株
（Huh7,HepG2）に対して siRNAを用いて
LPCAT1の遺伝子発現を抑制し、リン脂質の組
成や増殖能・浸潤能・遊走能の変化を確認す
る。 
4)LPCAT1 を過剰発現させた際における、リン
脂質組成や増殖能・浸潤能・遊走能の変化を
確認する。 
 
４．研究成果 
1)肝細胞癌と隣接非癌部においてリン脂質
の分布が異なることが判明した（Fig.1）。ま
た肝細胞癌であっても C 型肝炎由来、B 型肝
炎由来、非 B非 C肝細胞癌で同じような分布
を示すわけではなく、リン脂質の分子種によ
っては分布が異なることも明らかになった。 

Fig.1 肝細胞癌組織切片を質量顕微鏡で解
析した結果。（A）癌部と非癌部ではリン脂質
の分布が異なる。（B）癌部では PC(16:0/16:1)
が多く、LPC(16:0)が少ない。 
2)組織から抽出した RNA を用いて RT-PCR を
行ったところ、LPCAT1 と LPCAT4 の発現が癌
部で増加していた（Fig.2）。 

Fig.2 LPCATsの RT-PCR 
また LPCAT1 に関しては、Western blotting
にて蛋白レベルでも発現が癌部で増加して
いることが明らかになった（Fig.3）。 

Fig.3 LPCAT1と LPCAT4の Western blotting 
一方、リン脂質リモデリングに関係するとさ
れている PLA2 に関しては、差が無かった
（Fig.4）。 

Fig.4 PLA2sの Western blotting  
3)LPCAT1 をノックダウンしたところ、肝細胞
癌細胞のリン脂質組成が変化し（Fig.5）、増
殖 能 ・ 浸 潤 能 ・ 遊 走 能 が 抑 制 さ れ た
（Table.1,2）。 



 

Fig.5 LPCAT1 ノックダウン後のリン脂質組
成変化 

Table.1 LPCAT1 発現変化させた場合の増殖
能 

Table.2  LPCAT1 発現変化させた場合の浸
潤能と遊走能 
4) LPCAT1 を過剰発現させると、ノックダウ

ンした場合と逆の変化が確認された。 
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