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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌において、EMT、cancer stemnessの制御に、スフィンゴシン1リン酸 (S1P)
のレセプターの関与について解析した。S1Pレセプター1 (S1PR1)が高発現では、全生存期間、無再発生存期間の
短縮、脈管浸潤や肝内転移例を多く認めた。肝細胞癌株にS1PR1agonist、antagonist投与にてS1PR1の作用でEMT
が促進される可能性を示した。肝細胞癌株ではS1PR1にてcell invasionの促進、細胞が間葉系細胞へと形態変化
を示した。S1PR1がEMTやcancer stemnessの誘導、同レセプターの制御が肝細胞癌における新たな治療となりう
る可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Among patients with HCC, the high S1PR1 expression group had significantly 
shorter overall survival (OS) than the low S1PR1 expression group. Moreover, high S1PR1 expression 
levels were significantly associated with shorter recurrence-free survival (RFS), and increased risk
 for portal and hepatic vein invasion and intrahepatic metastasis. Moreover, these patients had 
significantly shorter OS and RFS irrespective of the expression of S1PR3. Multivariate analyses 
revealed that S1PR1 overexpression was an independent prognostic factor in HCC patients. S1PR1 
overexpression positively correlated with vimentin and MMP-9 expression, and negatively correlated 
with E-cadherin. Additionally, S1PR1 overexpression induced EMT and enhanced tumor invasion and 
cancer stemness. These results indicate the potential of S1PR1 to serve as a therapeutic target for 
HCC patients with vascular invasion.

研究分野：消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進行肝細胞癌は未だ予後不良であり、特に血管浸潤を有する場合は肝内転移や術後早期の再発をしばしば認め
る。血管浸潤や転移にはepithelial-mesenchymal transition (EMT)、cancer stemnessの関与が示唆されてい
る。S1PR1がEMTを促進しcancer stemnessを誘導していることが示唆された。S1PR1がEMTやcancer stemnessの誘
導しており、同レセプターの制御が肝細胞癌における新たな治療となりうる可能性を示した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌は、治療の進歩にもかかわらず、未だ予後不良である。進行肝細胞癌は術後早期に肝転
移再発を来たし易く、とくに脈管浸潤を伴うものは予後不良と報告されている。Epithelial 
mesenchymal transition (EMT)は様々な癌において腫瘍の浸潤や転移の促進における中心的な
役割を担っていると報告されており、また、cancer stemness は転移再発を促進していると考え
られている。しかし、肝細胞癌においては、このようなメカニズムの制御因子は未だ明確ではな
い。 
 
２．研究の目的 
スフィンゴシン 1 リン酸 (S1P)はスフィンゴシン 1 リン酸レセプターを介して、細胞増殖、遊
走、分化といったさまざまな作用を発揮する脂質メディエーターである。スフィンゴシン 1リン
酸レセプターの中で S1PR1、3 は腫瘍に深くかかわる作用を有しており、様々な癌において腫瘍
の遊走性や浸潤能、血管新生を促進すると報告されている。肝細胞癌において、S1PR 発現が EMT
や cancer stemness に関与し、更には S1PR の制御が脈管浸潤を有する肝細胞癌の治療となりう
るかどうかを検討した。 
 
３．研究の方法 
2009 年～2012 年に当院で初回肝切除を施行した肝細胞癌 108 例を対象とし、切除標本に対し、
S1PR1 と S1PR3 の免疫染色を行い、高発現群と低発現群に分類し、臨床病理学的背景因子を検討
した。また、同じ標本に対し、vimentin、MMP-9、E-cadherin の免疫染色を行い、S1PR1 の発現
との相関関係を検討した。肝細胞癌株である HuH7 細胞と HLE 細胞に S1PR1 のアゴニストである
SEW2871、S1PR1 のアンタゴニストである W146 を投与し、種々の細胞実験を行った。western blot
を用いて、S1PR1、EMT marker である E-cadherin、N-cadherin、vimentin、MMP-9、Snail の発現
を評価した。細胞浸潤アッセイを行って、細胞浸潤能を、 
3D カルチャーで細胞の形態変化を、アノイキスアッセイで、アノイキス耐性を評価した。得ら
れたデータは JMP11 を用いて統計学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
108 例中、男性が 85 例、女性が 23 例であった。年齢の平均は 65±1.0 歳で腫瘍径の平均は
51.3±3.7 mm、術式は拡大葉切除が 4例、葉切除が 13 例、区域切除が 24例、亜区域切除が 48
例、部分切除が 19例であった。病理所見として低分化が 9例、中分化が 76例、高分化が 23例
であった。UICC のステージ分類では Iが 11例、II が 45 例、III が 24 例、IV が 28 例であった。  
S1PR1、S1PR3 ともに高発現群では全生存率と無再発生存率の低下を認めた。臨床病理学的背景
因子において、S1PR1 高発現群では門脈浸潤、肝静脈浸潤、肝内転移、AFP 高値、PIVKAII 高値
例を有意に多く認め、S1PR3の高発現群では、門脈浸潤例を有意に多く認めた。S1PR1およびS1PR3
の高発現と低発現を 4群にわけて比較すると、S1PR3 の高発現、低発現に関わらず、S1PR1 高発
現において全生存率、無再発生存率の低下を強く認めた。肝細胞癌の全生存率における多変量解
析を行うと、S1PR1 の高発現が独立した予後不良因子として抽出され、無再発生存率に対する多
変量解析では、肝炎ウイルス感染、腫瘍径 (≧50mm)、S1PR1 高発現、S1PR3 高発現が独立した予
後不良因子として抽出された。また、EMT マーカーの免疫染色を行うと、vimentin、MMP-9 の発
現では S1PR1 の発現と正の相関を、E-cadherin の発現と S1PR1 の発現とは負の相関を認めた。 
細胞実験において高分化肝細胞癌株である HuH7 細胞と低分化肝細胞癌株である HLE 細胞を用い
て western blot で EMT マーカーの発現を調べると HLE 細胞では vimentin の発現を強く、HuH7
細胞では E-cadherin の発現を強く認めた。続いて、SEW2871 投与群では HuH7 細胞、HLE 細胞と
もに間葉系マーカーである vimentin、N-cadherin、MMP-9、snail の発現の増強を認め、上皮系
マーカーである E-cadherin の減弱を認め、W146 投与群では反対の結果を認めた。細胞浸潤アッ
セイでは HuH7 細胞、HLE 細胞ともに S1PR1 の活性化にて細胞浸潤能が促進されることが認めら
れた。つづいて 3D カルチャーにて細胞の形態変化を評価すると、HuH7 細胞、HLE 細胞ともに
S1PR1 を活性化すると間葉系である spindle shaped 細胞へと形態変化を示し、S1PR1 を抑制す
ると上皮系である spheroid cyst へ形態変化を示した。アノイキスアッセイにてアノイキス耐
性を評価すると、HuH7 細胞、HLE 細胞ともに S1PR1 を活性化するとアノイキス耐性の増強を認め
た。このことから、S1PR1 が EMT や細胞浸潤を促進し、cancer stemness へ関与していることが
示唆された。 
肝細胞癌においてS1PR1高発現が予後不良であり、また、S1PR1高発現が門脈浸潤や肝静脈浸潤、
肝内転移のリスク因子であることを認めた。本研究において、低分化肝細胞癌代表細胞株である
HLE 細胞では高分化肝細胞癌代表細胞株である HuH7 細胞に比べて S1PR1、vimentin の発現が強
く、また、S1PR1 の活性化にて Snail が増強し、EMT と細胞浸潤が促進された。このことから S1PR1
の発現の増加が門脈浸潤や肝静脈浸潤を引き起こし、予後不良を来たしたと考えらえた。 
Cancer stemness とは腫瘍の自己複製能や多分化能などの性質であり、転移や再発に関連してい
ると報告されている。本研究では S1PR1 を活性化することにより、3D カルチャーにて細胞の分
化が変化することを示し、アノイキスアッセイではコロニーフォーメーションが促進されるこ
とを示した。このことから S1PR1 の活性化は腫瘍の浸潤能の促進だけでなく、cancer stemness
の獲得にも関与し、腫瘍細胞の転移先において、腫瘍細胞の細胞死を抑制することから、肝内転



移や遠隔転移に寄与する可能性が考えられた。以上より、S1PR1 は EMT を通して細胞浸潤を促進
し、cancer stemness の獲得により、肝内転移や血行性転移を起こし、肝切除後の予後不良な結
果へと寄与する可能性が考えられた。この結果から脈管浸潤を有する肝細胞癌患者に対し、S1PR1
の制御は肝細胞癌の新たな治療標的となりうることが考えられた。 
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