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研究成果の概要（和文）：本課題研究により得られた以下の知見を論文あるいは学会で報告した。肝癌におい
て、（1）肝星細胞（HSC）は癌細胞の悪性度の上昇、転移の促進といった作用を有する、（2）HSCは肝癌細胞に
より癌関連線維芽細胞（CAF）へ誘導され、IL-6を分泌し、IL-6-Stat3経路を活性化することでEMT誘導、癌増
殖、stemness獲得に作用する、（3）CAFがM0マクロファージ（MΦ）をM2 MΦ(腫瘍関連MΦ: TAM)への極性誘導
を促進し、TAM由来VEGFが癌細胞のEMTを誘導することにより、腫瘍微小環境における癌細胞-CAF-TAM 
interactionを形成する。

研究成果の概要（英文）：We studied the mechanism of hepatocellular carcinoma (HCC) progression 
focused on hepatic stellate cells (HSC) in cancer microenvironment. In HCC, (1) HSC have roles such 
as increasing the malignancy of cancer cells and promoting metastasis. (2) HSC is induced into 
cancer-related fibroblasts (CAF) by HCC cells, by secreting IL-6 and activating the IL-6-Stat3 
pathway, it acts on EMT induction, cancer growth, and stemness acquisition. (3) CAF converts M0 
macrophages (MΦ) to M2 MΦ (tumor-related MΦ: TAM), and TAM-derived VEGF induces EMT in cancer 
cells, thereby forming a cancer cell-CAF-TAM interaction in the tumor microenvironment.

研究分野： 医歯薬学・外科系臨床医学・消化器外科学

キーワード： 肝細胞癌　腫瘍微小環境　肝星細胞　肝移植　再発

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌の進展・転移の課程で、腫瘍微小環境における肝星細胞の役割、肝星細胞制御による進展・転移を抑制する
ことができれば肝癌治療の成績向上が期待できる。肝癌の腫瘍微小環境における癌細胞-癌関連線維芽細胞-腫瘍
関連マクロファージの相互作用を明らかにしたことは、転移を伴う肝癌治療を困難にしてきた問題を克服する可
能性がある肝星細胞研究の意義は高い。

※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 

肝細胞癌（肝癌）はひとたび門脈内に進展すれば容易に肝内転移を起こすことが治療抵抗性の
一要因である。また、肝移植後の肝癌再発は全て血中の癌細胞あるいは移植時既に他臓器に存在
する微小転移による再発のため制御困難である。肝星細胞は、肝線維化、肝再生のほか腫瘍環境
の免疫系にも作用すると考えられているが、活性化肝星細胞と肝癌の転移・進展機構との関連は
いまだ明らかでない。肝癌腫瘍微小環境における肝星細胞の役割に着目し、活性化肝星細胞が肝
癌細胞の転移先臓器への着床、増殖を促進するという仮説のもと、肝星細胞制御により肝癌の肝
移植後グラフト内再発が抑制できないかと考えた。 
 

２．研究の目的 

肝癌の進展課程における肝星細胞の役割解明 
肝星細胞制御により肝癌の経門脈的肝内転移や肝移植後のグラフト再発が抑制可能かどうか

を明らかにすることを主な目的とした。癌進展は原発巣での癌細胞自身の変化に加え、転移先臓
器の微小環境が転移形成に重要な役割を果たしている。これまで腫瘍悪性度とは別に何か転移
状況が異なるという経験的に認識していた事象について、肝癌ニッチとしての肝星細胞に着目
して科学的に解明することは学術的にも重要な意味合いを持つ。 

 

３．研究の方法 

・肝癌細胞と肝星細胞の共培養による悪性度変化および IL-6発現の意義 
 肝癌細胞株（Huh7、HepG2）と肝星細胞株(LX2, Li90)を transwell chamber を用いて培養し、
肝癌細胞の悪性度評価を行い、幹細胞マーカー(E-cadherin, CD44, EpCAM)、IL-6 mRNA 発現を
RT-PCRで測定した。さらに、共培養の培地に抗 IL-6抗体を添加し、上記検討項目に加え pSTAT3
の発現を免疫染色にて評価した。 
・肝癌細胞により誘導された癌関連線維芽細胞（CAF）のマクロファージ(MΦ)への影響 
 肝癌細胞(Huh7)を培養した condition medium (CM)で肝星細胞(LX2)を培養し、CAF を誘導し
た。単球細胞(THP-1)を M0 MΦに分化させ、CAF-CMで培養した。この MΦでの M2 極性マーカー
(CD163, CD206)mRNA 発現を RT-PCRで測定し、培養液中の VEGF 濃度を ELISAで評価した。 
・腫瘍微小環境における CAF、癌関連 MΦ (TAM)の役割と Osteopontin（OPN）との関連 
 肝星細胞（Lx2）、MΦ を肝癌細胞株（Huh-7）の CMで 48 時間培養し CAF、TAMを誘導した。さ
らに Huh-7、TAM、CAFの CM で Lx2を 48時間培養し、3 種類の CAF（CAF1(Huh-7-CM), CAF2(TAM-
CM), CAF3(CAF-CM）)を作成した。3種類の CAFの mRNA（αSMA, FAP）発現を RT-PCRで評価し、
その CMを cytokine assay、ELISA で評価した。 
 
４．研究成果 
（1）肝癌細胞と肝星細胞の共培養による悪性度変
化 

肝癌細胞と肝星細胞とを共培養することで肝癌
細胞の viability の上昇、遊走能の上昇を認めた。
また、共培養により E-cadherin 発現の有意な低下
が認められており、上皮間葉転換（EMT）が増強する
ことが示唆された。さらに、幹細胞マーカーである
CD44発現を検討したところ、肝星細胞との共培養で
CD44 の発現上昇を認めた（図 1）。したがって、肝
星細胞は肝癌細胞に対して悪性度の上昇、転移の促
進といった作用を有すると考えられた。 
 
（2）肝星細胞における IL-6 発現の意義 

Stat3 の上流に存在する IL-6 は肝癌の予後因子
として知られている。肝癌細胞と肝星細胞の共培養
により肝星細胞における IL-6 発現の上昇を認め
た。次に共培養群において抗 IL-6 抗体を用いるこ
とにより、肝癌細胞の細胞増殖能および遊走能の有
意な低下を認めた（図 2）。また、肝癌細胞における
pSTAT3発現は抗 IL-6抗体により有意な減弱を示し
た。さらに、抗 IL-6抗体により肝癌細胞における E-
cadherin 発現が上昇し、CD44・EpCAM といった幹細
胞マーカーの有意な発現低下を認めた（図 3）。 

したがって、肝星細胞が IL-6 を分泌し、肝癌進展
における IL-6-Stat3経路を活性化することで EMT誘
導、癌増殖、さらには stemness 獲得に作用すること、
またこの作用は抗 IL-6 抗体により肝星細胞の IL-6
分泌を阻害することで打ち消されることが明らかに
なった（図 4）。 



 
（3）肝癌細胞により誘導された CAF の MΦ へ
の影響 

肝癌細胞により誘導された CAF の CM で M0 
MΦ を培養すると、TAMのマーカーである CD163
の発現上昇を認めた（図 5）。また、培養上清中
の VEGF 分泌増加も認めたことから、TAM 由来
VEGF が癌細胞の EMT を誘導することにより腫
瘍の悪性度上昇に関連することが示唆された。 
 肝星細胞は肝癌細胞により CAFへ誘導され、
IL-6 を分泌し、肝癌進展における IL-6-Stat3
経路を活性化することで EMT 誘導、癌増殖、
stemness 獲得に作用すること、CAF が M0 MΦ
を M2 MΦ (TAM)への極性誘導を促進し、TAM由
来 VEGFが癌細胞の EMTを誘導することにより、
肝癌の腫瘍微小環境における癌細胞-CAF-TAM 
interaction を形成することが明らかとなっ
た。 
 
（4）腫瘍微小環境における CAF、TAM の役割 

肝星細胞を TAM-CMまたは CAF-CMで培養する
と CAFマーカーである αSMA、FAPの mRNA 発現
上昇を認めた。さらに、cancer-CM により誘導
された CAF[CAF(Ca)]、TAM-CM により誘導され
た CAF[CAF(TAM)]、CAF-CM により誘導された
CAF[CAF(CAF)]、それぞれの CM で肝癌細胞を培
養すると、全てにおいて増殖、遊走、浸潤の増
強を認めたことから、腫瘍微小環境において、
癌細胞、TAM、CAF それぞれから CAF が誘導さ
れ、悪性度増強につながることが示唆された。 

 
（5）腫瘍微小環境における Osteopontin（OPN）
の意義 
 また、癌細胞、TAM、CAF から誘導された CAF
の違いを明らかにするため、それぞれの CM の
cytokine array を行ったところ、CAF(TAM)-CM
で骨基質タンパク質であるOPNの分泌が有意に
上昇した。OPN が癌悪性度増強に関与するか検
討するため、CAF(TAM)-CM で肝癌細胞を培養す
る際に OPN阻害薬を加えたところ、増殖、遊走、
浸潤は低下した（図 6）。TAM も OPNを分泌して
おり、TAM-CMから CAF を誘導する際に OPN 阻害
薬を加えると、CAF(TAM)-CM からの OPN 分泌は
有意に低下した。以上より、TAMが分泌した OPN
が CAF(TAM)からの OPN 分泌を促進し、その OPN
が腫瘍悪性度を増強していることを発見した。
このことから、肝癌において、OPN を介した
cancer-TAM-CAF interaction が 新 規 治 療
target となることが示唆された（図 7）。 
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