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研究成果の概要（和文）：肝がんにおいて，肝内転移による術後早期再発は予後不良の一因である．がん幹細胞
 (CSC) は転移や治療抵抗性に重要と考えられている．本研究は，癌の進展に伴って発生すると考えられる転移
性のCSCに対するマーカーやその性質を明らかとし，癌の転移・再発を抑制する新たな戦略をもたらすものであ
る．
本研究から，早期肝内再発群および肝がんCancer stem-like sphere cells (CSLCs) に共通して有意な発現亢進
を示す遺伝子群を同定した．この内の一つの遺伝子は，Sphere形成能，抗癌剤耐性能，転移能，免疫逃避機構へ
の影響が示された．

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells (CSCs) are thought to play important roles in 
carcinogenesis, recurrence, metastasis, and therapy-resistance. We have successfully induced cancer 
stem-like sphere cells (CSLCs) from hepatoma cell lines using a unique medium. Our induced CSLCs 
showed characteristic phenotypes of CSCs such as chemo- and immune-resistances. As a result of 
integrated analysis with RNA-seq, a RAB3B was identified as an up-regulated gene in both CSLCs in 
vitro and poor prognostic HCCs in vivo. Cells harboring mono-allelic RAB3B knock-out showed altered 
sphere formation and significantly lower chemoresistance compared to those of parental cells. The 
mono-allelic RAB3B knock-out cells also showed decreased PD-1 ligands in sphere induction medium 
than those in cells cultured with normal medium. Therefore, the up-regulation of RAB3B may plays 
important roles in CSLCs.

研究分野：腫瘍学

キーワード： 癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から，がん幹細胞特性，特に治療抵抗性及び転移能に関与する遺伝子としてRAB3Bを同定した．また，本
研究における大量調製可能な誘導がん幹細胞が，免疫逃避機構も備えることが新たに明らかとなり，がん幹細胞
を標的としたさらなる免疫療法の開発への展開が可能となった．本研究は，がんの予後不良の主因とも言える術
後再発を抑制するための意義ある成果をもたらした．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌 (HCC) は多中心性発癌に加えて、肝内転移によって再発率の高い予後不良な癌種で
ある。癌転移は古典的モデルに加えて、転移形成を担う細胞が早い段階に独立して存在すると
提唱されている (Gray JW, Cancer Cell, 2003)。近年、上皮間葉系移行 (EMT) や癌幹細胞 (CSC) 
が転移・再発に重要と考えられている。CSC は抗癌剤・放射線治療に対する抵抗性を有してお
り、癌の根治のためには CSC を標的にした治療法が必要で有り、CSC のマーカー探索や機能解
析が盛んに行われている。HCC においても、細胞株から色素排出能の高い side-population (SP) 
画分や、CD133 等を CSC マーカーとして分離が行われている。乳癌においては、EMT を起こした
癌細胞が CSC 様の表現型を示すことが報告され、CSCs 自身の heterogeneity や分化した癌細胞
から CSCs への plasticity (可塑性) に対する認識が広まってきた。 
本研究代表者は、HCC の転移・再発に関して研究を進めてきている。その中で、HCC 術後早期
再発と CSC の抗癌剤耐性機構とも関連する ABC トランスポーター発現とが関連することを見出
し、進展 (脱分化) した HCC の中に転移・再発に重要な CSC が存在すると考えるに至った。こ
れまでの HCC からの CSC の分離は、高分化型由来細胞株では成されてきたが、高い転移・浸潤
能を示す低分化型由来細胞株には CSC はほとんど含まれないとされてきた。本研究代表者らは、
しかしながら、前述の plasticity に基づき低分化型 HCC 由来細胞株から CSC 表現型の一つであ
る浮遊細胞塊 (Sphere) 形成能を有する CSC 様細胞の独自誘導に成功した。この CSC 様 sphere
細胞は、従来の癌細胞の階層性の頂点に位置する癌の発生に重要な CSC とは別に、癌の進展に
伴って発生する転移・再発に寄与する CSC と考え研究を進めている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、予後不良な肝細胞癌を対象として、癌幹細胞 (CSC) を誘導・解析することで、肝
内転移による再発の抑制に結びつける。本研究では、高い転移・浸潤能を有する低分化型由来
の細胞株から独自に誘導した CSC 表現型を示す浮遊細胞塊 (Sphere) を解析する。CSC として
の顕著な表現型を示す独自の Sphere 細胞を解析し、その後に臨床サンプルでの validation を
行い、肝細胞癌術後肝内転移抑制のコンセプトを得る。特に、CSC 特異的バイオマーカーから、
癌免疫療法や抗体・核酸医薬の候補分子を同定し、コンセプトを得る。 
 
３．研究の方法 
これまでに，神経生存因子を含むことを特徴とする培地を用いて誘導した肝がん Cancer 
stem-like sphere cells (CSLCs) が、マウス経門脈的肝転移能および in vitro での種々の抗
がん剤に対する耐性を親株と比較して亢進することを確認してきた。肝細胞癌術後肝内転移抑
制のコンセプトを得るために，肝癌予後不良臨床サンプルと CSLCs を統合解析することで、肝
がん予後改善のための標的遺伝子の探索を行った。 
 肝転移能は免疫不全マウスへの脾臓注入による経門脈的肝転移モデルにより評価した。抗癌
剤感受性は MTS アッセイにより評価した。発現解析には RT real-time PCR 及びフローサイトメ
トリーを用いた。網羅的発現解析には RNA-seq、DNA チップ及び iTRAQ-coupled 2D-LC-MS/MS
を用いた。臨床サンプルとして、術後 1年以内再発症例術後 2年以上無再発症例及び術後 5年
以上無再発症例からの凍結摘出標本を用いた。遺伝子ノックダウンは特異的 siRNA の移入によ
って行い、遺伝子ノックアウト株の作製にはゲノム編集を用いた。 
 
４．研究成果 
RNA-seq 解析から、早期肝内再発群および CSLCs に共通して有意な発現亢進を示す遺伝子群
を同定した。この内の一つの RAB3B 遺伝子は、ノックダウンおよび片アレルノックアウトによ
って、Sphere 形成不全や、5-FU、SAHA、ドキソルビシン、ドセタキセル、イリノテカンにおけ
る耐性の減弱が見られた。一方、シスプラチン、カルボプラチン耐性においては片アレルノッ
クアウトによる影響は見られなかった。上記遺伝子ノックアウトにおける抗癌剤耐性減弱は、
該遺伝子の発現ベクター移入によって回復された。さらに、上記遺伝子ノックアウトは、抗が
ん剤耐性機構と関連する薬剤排出トランスポーターの発現や細胞周期への影響が観察された。
経門脈的肝転移能を免疫不全マウス脾注にて検討したところ、上記遺伝子ノックアウトによっ
て、転移能亢進が示されなくなった。また、本研究により誘導した CSLCs における免疫逃避機
構の亢進を示唆する結果が示され、上述の遺伝子ノックアウトは免疫逃避機構にも影響を示し
た。 
がん幹細胞特性、特に治療抵抗性及び転移能に関与する遺伝子として RAB3B を同定した。 
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