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研究成果の概要（和文）：　肝臓癌は多様な組織像を示すが、その多様性を生む機序の詳細は不明な点が多い。
本研究では、Sleeping Beautyトランスポゾンマウス肝発癌モデルを用いて、がんにおいて様々な機能を持つ
Notchシグナル経路の共に活性化するシグナルに依存した肝腫瘍の表現型における役割について検討した。マウ
ス肝細胞で、Notchシグナル経路と同時に、PI3キナーゼ経路、MAPキナーゼ経路とMycを活性化すると、それぞれ
胆管癌、肉腫様肝細胞癌と転移を伴う脱分化した肝細胞癌が生じることが明らかになった。また、肉腫様肝細胞
癌の発生には上皮間葉転換が関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Liver cancer exhibits a wide spectrum of histological features, such as 
hepatocytic, cholangiocytic, mesenchymal, and stem/progenitor phenotypes: however, the detail of the
 mechanism remains unknown. In this study, I explored, using the Sleeping Beauty transposon-mediated
 mouse liver tumor model, the context-specific roles for the Notch signaling pathway in determining 
the phenotypes of liver tumors. Co-activation of the Notch pathway with the PI3 kinase pathway, MAP 
kinase pathway, and Myc in mouse hepatocytes induced cholangiocytic tumors, sarcomatoid 
hepatocellular carcinoma (HCC), and dedifferentiated HCC with lung metastasis, respectively. Of 
note, epithelial-mesenchymal transition (EMT) was involved in carcinogenesis of sarcomatoid HCC.

研究分野：実験病理

キーワード： 肝腫瘍

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果、肝細胞におけるNotch経路の活性化は共に活性化するシグナルに依存したコンテクスト依存的な
役割を果たすことが明らかになった。実際の肝癌において、本研究で明らかになった機序が働いている可能性が
示唆され、それらシグナルを標的とした治療への発展が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 肝がんは肝細胞癌と肝内胆管癌に大きく分けられるが、両者が混合する混合型肝癌や肝芽細
胞への分化を示す腫瘍が存在する。また、肝細胞癌は再生結節や異型結節（dysplastic nodule）と
鑑別が困難な非常に高分化なものから間葉系細胞の特徴を示す肉腫様肝細胞癌までの幅広いス
ペクトラムの組織像を含んでいる。その起源細胞は、肝細胞、胆管上皮細胞および肝幹細胞いず
れの可能性もあるが、実験的には肝細胞は肝細胞癌と肝内胆管癌両方の起源になりえることが
示されている。しかしながら、肝腫瘍の多様な表現型が決定されるメカニズムについては不明な
点が多かった。 
 本研究代表者は研究開始当初に、Sleeping Beauty（SB）トランスポゾンと hydrodynamic tail vein 
injection 法を組み合わせた in vivo マウス肝細胞特異的遺伝子導入法を用い、導入した遺伝子の
組み合わせとそれらにより誘導される腫瘍の表現型との対応を検討することにより、がん遺伝
子により活性化されるシグナルの組み合わせがどのように肝癌の特徴を決定しているのかを検
討していた。その中で、恒常活性化型 YAP（YAPS127A）、活性化型 AKT（myristoylated AKT）
およびMycの相互作用で誘導される肝腫瘍の表現型を検討した。その結果、AKTとMyc、AKT
と YAP 並びに YAP と Myc の組み合わせからそれぞれ、肝細胞癌、肝内胆管癌並びに混合型肝
癌と多様な肝腫瘍が特定の遺伝子の組み合わせで誘導できることが明らかになった。 
 Notch 経路は発生期において肝芽細胞から胆管上皮細胞に分化する過程で重要であることが
示されているとともに、マウス肝細胞で YAP を活性化させると Notch経路の活性化を介して胆
管上皮細胞への分化が誘導されることが報告されている (Yimlamai et al., Cell 2014) 。実際に、
YAP と AKT により誘導された胆管癌では Jag1、Notch2および Notch エフェクター(Hes1、Hes2) 
の mRNA 発現レベルが上昇していた (Yamamoto et al., Am J Pathol 2017) 。また、活性化型 Notch 
受容体である Notch1 intracellular domain (N1ICD) や Notch2 intracellular domain (N2ICD) を導入す
る実験を行ったところ、N1ICD、N2ICD 単独では胆管嚢胞が少数形成されるのみであったが、
N1ICD (または N2ICD) を AKTと組み合わせると嚢胞性胆管腺腫が誘導された(Yamamoto et al., 
Am J Pathol 2017)。以上のように、Notch経路の活性化は肝腫瘍の表現型を胆管細胞へと転換す
る働きがあることが確かめられた。 
 上記の知見に合致して、ヒト胆管癌では Notch 経路活性化が認められる (Zender et al., Cancer 
Cell 23:784-795, 2013) 。しかし、興味深いことに同経路の活性化は肝細胞癌でも高頻度に起こる
ことが報告されている (Villanueva et al., Gastroenterology 143:1660-1669, 2012) 。また、肝癌の転
移との関連も示されており (Hayashi et al., Oncol Rep 34:1650-1658, 2015)、肝癌における Notch 経
路の役割は多岐にわたっている。また、Notch経路は様々な癌において、癌幹細胞、上皮間葉転
換 (epithelial-mesenchymal transition, EMT) 、転移、血管新生など多様なメカニズムを介して種々
の腫瘍の発生に深く関わっていることが知られている (Ranganathan et al., Nat Rev Cancer 11:338-
351, 2011) 。研究代表者のこれまでの研究では、Notch 経路と PI3 kinase 経路を同時に活性化す
ることで胆管性腫瘍が誘導されており、両経路の相互作用が胆管細胞方向への分化に強く働い
ている可能性が考えられた。そこで Notch 経路と他のシグナル伝達系との相互作用を検討する
ため、本研究代表者は Notch 経路活性化と Myc (N1ICD/Myc) または変異活性化型 HRASG12V 
による RAS/MAPK 経路活性化(N1ICD/HRAS) で誘導される腫瘍の表現型を検討した。その結果、
驚くべきことに N1ICD/Myc では N/C 比の高い肝芽細胞様小型細胞からなる腫瘍が、
N1ICD/HRAS では多形性の強い肉腫様の腫瘍が約 5 週間で誘導され、いずれにも胆管上皮細胞
への分化は見られなかった。Myc 単独では腫瘍は形成されず、HRAS 単独では高分化型肝細胞
癌が誘導されることから、N1ICD/Myc腫瘍、N1ICD/HRAS 腫瘍の特異な表現型は Notch 経路と
Myc または RAS/MAPK 経路の相互作用の結果であると考えられる。また、N1ICD/Myc 腫瘍で
は肺への転移が認められた。転移は他の癌遺伝子の組み合わせではほとんど起こらず、
N1ICD/Myc 腫瘍の重要な特徴と考えられる。以上より、Notch 経路活性化は、同時に活性化す
るシグナル伝達経路の種類により、異なる表現型の腫瘍を誘導することが示唆されたが、その詳
細は全く不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、肝癌における Notch 経路活性化の意義を癌遺伝子で活性化されるシグナル伝達経
路のコンテクストに応じて総合的に理解することを目的としている。(1) PI3 kinase 経路活性化
状態における胆管系腫瘍の誘導、(2)Myc 活性化状態における脱分化腫瘍の誘導および転移能獲
得、(3)RAS/MAPK 経路活性化状態における EMT を主要なテーマとし、それぞれの分子メカニ
ズムを検討する。肝細胞性腫瘍における Notch 経路活性化のコンテクスト依存的な役割は、我々
独自の新規の知見である。胆管細胞への分化転換、肝芽細胞への脱分化と転移能獲得、EMT は
いずれも肝癌を理解する上で重要な腫瘍生物学的現象である。本研究により Notch 経路の役割
を解明することは、肝癌の発生、進展および転移機構の正確な理解に貢献するとともに、肝癌の
治療戦略にも重要な示唆を与えると期待される。  



３．研究の方法 
① SBトランスポゾン肝発癌モデル 
 SB13 トランスポゼース発現プラスミドとトランスポゼースにより認識されるがん遺伝子等を
含むプラスミドを用いた。SB13 と遺伝子を含むプラスミドのモル比は 1:2 で、２つ遺伝子を同
時に導入する際は総量 25 µgを 2.5 mLのリンゲル液に融解した。肝細胞にプラスミドを導入す
るために、雄性 C57BL/6Jマウスの尾静脈より 5－8秒でプラスミド液を注射した。 
 Notch経路を活性化するために、Notch1と Notch2の細胞内ドメインの N1ICDと N2ICDをそ
れぞれ用いた。PI3 kinase経路を活性化するために myristoylated AKTを用いた。Mycを過剰発現
には、マウスのMyc遺伝子を用いた。Snail1と Zeb1の発現を低下させるために、それらに対す
る shRNAを用いた。 
 
② 肝腫瘍の組織学的な解析 
 マウスを、毎週体重を計測しつつ、腹部膨満等の肝腫瘍形成の兆候がないか継続的に観察した。
深麻酔したマウスから、門脈から肝臓を ice-cold PBSで灌流した後に、肝組織および肺組織を採
取した。組織は、一部を未固定のまま RNA抽出用に-80ºCで保存し、4%リン酸緩衝ホルマリン
で固定後パラフィン包埋し、薄切切片を作成した。切片を用いて、形態観察の為にヘマトキシリ
ン・エオジン染色と蛋白質発現検討の為に免疫染色を行った。 
 
③ RT-qPCR 
 凍結保存した組織を Trizolで RNAを抽出した。RNAより、RT reactionを行い、cDNAを合成
した。cDNAより、遺伝子特異的プライマーセットを用いた qPCRを行い、遺伝子発現を定量し
た。 
 
④ 細胞系譜追跡（lineage tracing）法 
 ROSA26R マウスに AAV8-TBG-Cre アデノ随伴ウイルスを尾静脈より注射し感染させること
で、肝細胞特異的に Creを発現させた。その後、SBトランスポゾン肝発癌モデルを用いて遺伝
子を導入し肝腫瘍を誘導した。肝腫瘍を 4%リン酸緩衝ホルマリンで固定後、凍結切片を作成し、
X-gal染色を行った。 
 
４．研究成果 
 
① Notch経路と PI3 kinase経路の活性化による肝内胆管癌モデル 
 Notch 経路と PI3 kinase 経路を NICD と活性化型 AKT で活性化させると浸潤性および増殖性
の低い嚢胞性胆管腺腫が誘導された。このモデルを作成するきっかけとなった AKT と YAP に
よる胆管癌は、その発癌過程で NotchとともにMycが活性化する。一方、NICDと AKTの系で
はMycの発現はみられなかった。Mycの活性化は腫瘍の悪性度との関連が報告されているため、
この胆管性腫瘍の悪性度の決定には Myc が重要な役割を果たしている可能性があると考えた。
この仮説を検証するために、AKTと NICDに加えてMycを導入したところ、腫瘍形成までの期
間が著しく短縮し、浸潤性および増殖性の高い胆管癌が誘導され、胆管癌において PI3 kinase経
路と Notch経路が胆管への分化をMycが悪性度を規定していることが示唆された。 
 なお、AKTと YAPに加えてMycを導入すると、予期せず胆管の形質が失われてしまうが、そ
の際には Notch経路の活性化も失われていた。詳細なメカニズムは不明だがこれは、Mycが YAP
による Notchの活性化を阻害し、その結果胆管への分化が起こらなかったためと推測された。 
 
② Notch経路とMycの活性化による脱分化および高転移性肝腫瘍モデル 
 NICD と Myc を肝細胞に導入すると、N/C 比の高い形態的に未分化な細胞からなる腫瘍が誘
導された。形態的な特徴を裏付ける様に、それら腫瘍細胞は肝芽細胞マーカーの DLKを高発現
していた。Notchには Notch 1-4の isoformsがある。このうち主な isoformの Notch 1と Notch 2
の違いについて、N1ICDと Mycおよび N2ICDと Mycの組み合わせを比較することにより検討
した。組織像については、N1ICDと N2ICDで同様の組織像を示していた。腫瘍形成期間につい
て、Notch2と RAS-MAP kinase活性化の組み合わせた場合 (中央値 36日) が Notch1での組み合
わせ(同 66日)よりも短期間で腫瘍ができた。また、Notch2とMycで誘導した腫瘍は、転移頻度
が 7個体中 2個体と低かった。この転移頻度の違いは、肺転移の機序を解明する足がかりのひと
つとなると考えられた。 

  



③ Notch経路とMAP kinase経路の活性化による EMTを介した肉腫様肝細胞癌モデル 
 Notch経路と RAS-MAP kinase経路による肉腫様肝がんは、上皮系マーカーのサイケラチン 18
と E-カドヘリンの発現が低下し、間葉系マーカーのビメンチンの発現が上昇しており、上皮-間
葉転換 (EMT) がこの癌の発生に関わっていることが示唆された。実際に、EMT に関連する転
写因子の Snai1、Zeb1、Zeb2 並びに Twist1 の発現が亢進していた。更にこれら転写因子の関わ
りを明らかにする為に、Snai1およびZeb1に対する shRNAを腫瘍で発現させることを試みたが、
腫瘍において Snai1とZeb1の遺伝子発現が低下せず、その役割を検討することができなかった。 
 肝細胞にがん遺伝子を導入後の腫瘍形質を経時的に検討したところ、肉腫様の変化はがん遺
伝子導入２週間後からすでに見られ、この変化は Notchと RAS-MAP経路の活性化による直接的
な変化であることが示唆された。 
 HRASと Notchにより誘導される肝腫瘍が肝細胞由来なのかどうかを、細胞系譜追跡（lineage 
tracing）法を用いて検討した。方法は、ROSA26Rマウスに AAV8-TBG-Creアデノ随伴ウイルス
を感染させ肝細胞を特異的にラベルした後に、SBトランスポゾンマウス肝発がんモデルにて活
性化型 Notch（Notch intracellular domain, NICD）と変異活性化型 HRASを導入し、形成された間
葉系腫瘍にて X-gal 染色を行なった。結果、NICD と HRAS で誘導した間葉系の肝腫瘍は X-gal
染色陽性であり、肝細胞に由来することが証明された。従って、肝細胞で Notch経路はMAP kinase
経路と共に活性化すると、EMT 関連転写因子の活性化を伴いながら、間葉系細胞の特徴をもつ
腫瘍を誘導することが明らかとなった。 
 
 下図に示す通り、本研究により、Notchシグナル経路はマウス肝発癌において、共に活性化す
るシグナルのコンテクストに依存した役割を果たし、多様な特徴を示す肝腫瘍の発生に寄与し
ていることが明らかになった。今後は、ヒト肝癌での本研究結果の検証を通して、診断やそれ
らシグナルを標的とした治療への応用を進めたい。 

 
図 Notchのコンテクスト依存的な活性化により誘導される肝腫瘍 
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