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研究成果の概要（和文）：本研究では、難治性悪性腫瘍の１つである肝細胞癌において、これまでに我々が報告
してきたkeratin 19 (K19) 陽性肝細胞癌癌幹細胞の転移・再発機構を調査した。正常肝/線維化肝由来脱細胞化
肝臓を用いた肝細胞癌3次元立体培養の結果、K19陽性癌幹細胞が線維化肝において高い浸潤・転移能を示し、線
維化肝からのシグナルを介したTGFb/Smad pathwayの活性化がそのメカニズムとなっている可能性が示唆され
た。また、肝細胞癌検体を用いた解析の結果、K19発現は肝線維化進行度と相関があり、K19陽性肝細胞癌では
TGFb/Smad pathwayの調節に関わる遺伝子に変異があることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most intractable malignancies 
worldwide. In this study, we investigated the metastatic mechanism of keratin 19 (K19) positive HCC 
cancer stem cells (CSCs). The results of three-dimensional culture of HCC cells using the 
decellularized liver derived from normal and fibrotic livers showed that K19-positive HCC-CSCs 
showed high invasive and metastatic potential in the decellularized fibrotic liver, suggesting that 
the activation of TGFb/Smad pathway via signals from the fibrotic liver extracellular matrix may be 
the mechanism. In addition, analysis of HCC clinical specimens revealed that K19 expression was 
significantly correlated with the progression of liver fibrosis, and mutations in genes involved in 
the regulation of the TGFb/Smad pathway occurred in K19-positive hepatocellular carcinoma.

研究分野： 消化器外科学（肝胆膵領域の悪性腫瘍）

キーワード： 肝細胞癌　癌幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、K19陽性肝細胞癌癌幹細胞が線維化肝からのシグナルを介したTGFb/Smad pathwayの活性化により高
い浸潤・転移形質を示す可能性が示唆された。また、肝細胞癌におけるK19発現は肝線維化進行度と相関してお
り、K19陽性肝細胞癌ではTGFb/Smad pathwayの調節に関わる遺伝子に変異を有していた。この成果により、K19
陽性肝細胞癌の転移メカニズムの一端が明らかになり、TGFb/Smad pathwayという新規治療標的が同定された。
肝細胞癌の約15%を占める特に予後不良なK19陽性症例に対する個別化治療の可能性が示されたと考えており、社
会的意義を有すると思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

肝細胞癌は原発性肝癌の大半を占める悪性腫瘍であり、高頻度に転移・再発を来す予後不良の

疾患である。このため、肝細胞癌に対する有効な治療法、特にその転移・再発を制御するような

新規治療法の開発は重要な課題である。近年、幹細胞研究の発展に伴い、種々の性質を示す癌細

胞が混在する癌組織においても、自己複製能や多分化能、旺盛な腫瘍形成能を備えた癌幹細胞の

存在が明らかになってきており、各癌腫における解析が進められている。この癌幹細胞は腫瘍の

転移・再発に強く関与するため、新たな治療標的として注目を集めている。肝細胞癌においては、

その転移・再発を抑制することが癌治療効果を改善させることになるため、癌幹細胞の転移メカ

ニズムを解明し新規治療標的とすることは重要である。一方、肝細胞癌は各種肝炎を基礎とした

慢性肝炎～肝硬変を母地として発生することが広く知られている。癌幹細胞は肝内の微小環境

から影響を受け増殖・転移していくが、こうした各種背景肝における癌幹細胞の挙動や転移メカ

ニズムはほとんど解明されていない。 

 

２．研究の目的 

これまでに我々は、肝前駆細胞のマーカーである keratin 19 (K19) に着目した肝細胞癌癌幹

細胞の研究を進め、臨床応用の可能性を含め報告してきた。また、臓器の細胞成分を薬剤によっ

て除去し細胞外基質のみを得る脱細胞化技術により獲得した脱細胞化肝臓を用いて、肝再生や

癌細胞 3 次元培養に関する研究を進めてきた。本研究では、こうした研究成果を発展させ、肝細

胞癌における K19 陽性癌幹細胞の転移メカニズムを明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

まず、臓器の細胞成分を薬剤によって除去し細胞外基質のみを得る脱細胞化技術を用いて獲得

したラット正常肝/線維化肝由来脱細胞化肝臓を用いて肝細胞癌細胞の 3 次元立体培養を行った。

続いて、肝切除あるいは肝移植を行った肝細胞癌臨床検体 231 例に免疫染色を行い、K19 陽性肝

細胞癌症例の臨床背景と肝線維化の関係について調査した。また、K19 陽性肝細胞癌検体の遺伝

子変異を解析した。 

 

４．研究成果 

ラット正常肝/線維化肝由来脱細胞化肝臓を用いて肝細胞癌細胞（Huh7）の 3 次元立体培養に

おいて、正常肝由来脱細胞化肝臓内では、癌細胞が結節を形成するように増殖していた。一方、

線維化肝由来脱細胞化肝臓内では、癌細胞は周囲へ浸潤するような増殖形態を示した（図 1）。

また、癌組織における K19 陽性細胞の割合を免疫染色により検証したところ、正常肝由来脱細胞

化肝臓に比べ線維化肝由来脱細胞化肝臓では、腫瘍組織内の K19 陽性細胞の割合が有意に高か

った（図 2、P<0.01）。さらに、線維化肝由来脱細胞化肝臓で培養された肝細胞癌では Ki-67 陽

性細胞の割合が有意に高く（P<0.01）、E-cadherin 発現低下や Vimentin 発現上昇といった上皮

間葉転換（epithelial-mesenchymal transition, EMT）に関わるタンパク質の発現状況の変化が

確認された（図 3）。これらの結果から、K19 陽性肝細胞癌癌幹細胞は正常肝に比べて線維化肝に

おいて維持されやすく、高い増殖・浸潤・転移能を示すものと考えられた。さらに、各種抗体を

用いた免疫染色の結果、線維化肝からのシグナルを介した TGFb/Smad pathway の活性化が線維



 

 

化肝由来脱細胞化肝臓における K19 陽性細胞の維持・悪性形質発現機構となっている可能性が

示唆された。 

図 1  図 2  
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図 1: 正常肝/線維化肝由来脱細胞化肝臓を用いた肝細胞癌細胞の 3 次元立体培養 

図 2: 線維化肝では K19 陽性癌幹細胞（赤）が維持されやすい 

図 3: 線維化肝では Ki-67陽性細胞の割合が高く、EMT 形質を示す 

続いて、肝切除あるいは肝移植を行った肝細胞癌臨床検体 231 例に免疫染色を行ったところ、

231 例中 9 例において K19 強発現が、231 例中 16 例に K19 弱発現が確認された（図 4）。K19 発

現と術後生存期間に関する解析の結果、Kaplan-Meier 曲線を用いた Log-rank 検定において K19

陽性肝細胞癌症例は陰性症例に比べて有意に無再発生存期間（P<0.01）・全生存期間（P<0.01）

が短いことが判明した。Cox-regression model による多変量解析では、K19 発現は無再発生存期

間・全生存期間の両者において独立予後不良因子となることが判明した。さらに K19 発現と肝線

維化の関係について Fisher の正確性検定を用いて解析したところ、K19 発現強度と肝線維化に

有意な相関を認めた（図 5、P=0.032）。一方、K19 陽性肝細胞癌検体の遺伝子変異を解析したと

ころ、K19 陽性肝細胞癌では TGFb/Smad pathway の調節に関わる MUC ファミリーの遺伝子に変異

が生じていることが判明した。 

図 4   
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図 4: K19 強発現が 9/231 例、K19 弱発現が 16/231 例に確認された 

図 5: K19 発現強度と肝線維化進行度には有意な相関がある 
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