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研究成果の概要（和文）： 

分化能と自己複製能を有する癌幹細胞が癌の発生、進展機序において重要であることが指摘さ

れている。胆管癌由来細胞株 HuCCT1より CD133抗体を用いて分離した CD133陽性胆管癌細胞と

CD133陰性胆管癌細胞の DNAアレイ法による網羅的遺伝子解析を行なった。その結果 CD133の

発現と肝幹細胞の表面マーカーと考えられている CD45、TER、CD49ｆ、c-Metの発現の間に関連

性を見いだすことはできなかった。また胆管癌由来細胞株 HuCCT1から分離した CD133陽性胆管

癌細胞と CD133陰性胆管癌細胞のヌードマウス皮下発癌モデルにおいて、大腸癌と異なり胆管

癌では腫瘍形成能に有意差がないことが明らかになった。これは癌由来臓器の違い、CD133以

外の癌幹細胞マーカーの関与など様々なことが原因と考えられた。 

またヌードラット肝転移モデルに対して脾静脈に留置したアクセスポートを用いた Nek2 siRNA

を経門脈的投与により肝転移巣数の減少および各肝転移巣の腫瘍径の縮小を認め、肝転移に対

して siRNAの経門脈的な薬剤投与法が有効であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Cancer stem cell, have the ability of differentiation and self-reproduction, is important in carcinogenesis 

and cancer progression.  

We analyzed a gene profiling between CD133 positive HuCCT1 and the CD133 negative HuCCT1 by 

DNA array. As a result, we were not able to find the relationship between CD133 and hepatic stem cell 

marker, such as CD45, TER, CD49f, and c-Met.  

And then, we inoculated CD133 positive HuCCT1 and the CD133 negative HuCCT1 in the nude mouse. 

There was significant difference of carcinogenesis in this model. We considered that this caused in 

various factors, such as the cancer origin, another cancer stem cell marker except CD133.  

 In addition, we administered Nek2 siRNA in liver metastasis of a nude rat through portal vein using 

the access port.  We recognized decrease of the number of the liver metastasis and the reduction of the 

tumor volume. 

We clarified that the drug delivery system of siRNA through the portal vein was effective. 
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１．研究開始当初の背景 

 癌に対する新たな治療法としての分子標

的治療薬などが開発され消化器癌の多くは

治療成績が飛躍的に向上しつつある。しかし

肝門部胆管癌は化学療法や放射線療法には

治療効果が認められず、手術で切除する以外

には有効な治療法はない。最近の分子生物学

の進歩により癌の発生、進展機序において分

化能と自己複製能を有する癌幹細胞の存在

が指摘されている。 

 

２．研究の目的 

 肝門部胆管癌より胆管癌幹細胞を分離し、

その網羅的遺伝子解析により同定した遺伝

子に対して分子標的治療を開発し、その実用

化を目指すものである。また癌幹細胞の分離

より癌幹細胞のマーカーの特定が重要であ

る。本研究の最終目的は、胆管癌幹細胞を標

的にした新たな分子標的治療による肝門部

胆管癌の治療成績の向上である。 

 

３．研究の方法 

＜胆管癌幹細胞の分離およびその網羅的遺

伝子解析＞ 

 胆管癌臨床サンプル、ヒト胆管癌由来細胞

株 HuCCT1より FACSおよび磁性ビーズを用い

て、胆管癌幹細胞の分離を行った。 

分離した胆管癌幹細胞に関して免疫染色に

より肝細胞のマーカーであるアルブミン、胆

管細胞のマーカーであるサイトケラチン 19

の発現を検討した。 

 大腸癌幹細胞の表面マーカーと考えられ

ている CD133抗体を用いて、ヒト胆管癌由来

細胞株 HuCCT1を CD133陽性胆管癌細胞と

CD133陰性胆管癌細胞に分離し、網羅的遺伝

子解析を行った。 

 

＜胆管癌細胞株を用いた siRNA の機能解析、

とくに副作用などの検討＞ 

 分離した CD133陽性胆管癌細胞と CD133陰

性胆管癌細胞に関してウェスタンブロティ

ング法で癌特異的遺伝子 Nek2(NIMA 

relatedkinase2)の発現を検討した。 

 

＜担癌動物実験モデルを用いた siRNAの効果

的かつ安全な投与法の開発＞ 

 分離した CD133陽性胆管癌細胞と CD133陰

性胆管癌細胞をヌードマウスに移植し皮下

発癌モデルを作成し、その腫瘍サイズなどに

関して比較検討した。 

膵癌細胞株 KP4を用いたヌードラット肝転移

モデルに対して脾静脈に留置したアクセス

ポートを用いて Nek2 siRNAを用いてその投

与方法の有効性を検討した。 

 

４．研究成果 

＜胆管癌幹細胞の分離およびその網羅的遺

伝子解析＞ 

 胆管癌サンプルより FACSを用いて CD45陰

性、TER陰性、CD49ｆ陽性、c-Met陽性細胞

を分離した。この分離で回収された細胞数は

1×107個であり、生存細胞数も少なく、RNA

収量も不十分であり、研究に必要とされるレ

ベルに到達しなかった。そのため分離方法を

変更し磁性ビーズを用いて行った。この方法

により分離細胞数は十分量採取できたが、分

離したCD45陰性、TER陰性、CD49ｆ陽性、c-Met

陽性細胞の免疫染色により胆管細胞のマー

カーであるサイトケラチン 19の発現と肝細

胞のマーカーであるアルブミンの発現を認

めなかった。サイトケラチン 19の発現を認

めなかったことより、この分離細胞内にはわ

れわれの予想した胆管癌幹細胞は存在して

いても極めて少ないことが考えられた。次に

臨床サンプルではなく胆管癌由来細胞株

HuCCT1より磁性ビーズを用いて、CD45陰性、

TER陰性、CD49ｆ陽性、c-Met陽性細胞の分

離を行った。HuCCT1から分離したCD45陰性、

TER陰性、CD49ｆ陽性、c-Met陽性細胞の免

疫染色においても肝細胞のマーカーである

アルブミン、胆管細胞のマーカーであるサイ

トケラチン 19の発現を認めることができな

かった。 

 そのため表面マーカーを変更し検討する

ことした。大腸癌幹細胞の表面マーカーと考

えられている CD133抗体を用いて胆管癌由来

細胞株 HuCCT1を CD133陽性胆管癌細胞と

CD133 陰性胆管癌細胞に分離し検討を行った。

十分量の細胞が採取可能であり、RNA量も存

在しており DNAアレイ法による網羅的遺伝子



解析を行った。CD133陽性胆管癌細胞と CD133

陰性胆管癌細胞の間に CD45、TER、CD49ｆ、

c-Metの発現に定まった傾向は存在していな

かった。現在その他の遺伝子発現に関しても

詳細に解析中である。 

 

＜胆管癌細胞株を用いた siRNA の機能解析、

とくに副作用などの検討＞ 

 胆管癌由来細胞株 HuCCT1から分離した

CD133陽性胆管癌細胞と CD133陰性胆管癌細

胞に関してウェスタンブロティング法で癌

特異的遺伝子 Nek2(NIMA relatedkinase2)の

発現を検討した。CD133陽性、陰性いずれの

細胞においても、Nek2は発現しており、その

発現量に有意な差がなかった。 

 

＜担癌動物実験モデルを用いた siRNAの効果

的かつ安全な投与法の開発＞ 

 胆管癌由来細胞株 HuCCT1から分離した

CD133陽性胆管癌細胞と CD133陰性胆管癌細

胞をヌードマウスに移植し皮下発癌を作成

した。いずれの群においても、移植 7日目以

降に腫瘤形成され 21日目の時点で腫瘍サイ

ズに有意差はなかった。大腸癌においては

CD133の発現の有無により腫瘍形成までの時

間、サイズに差があるとの報告がされている。

しかし胆管癌で有意差はなかったことにつ

いて、由来臓器の違い、CD133以外の癌幹細

胞マーカーの存在など様々なことが原因と

して考えられる。これらについては今後の更

なる検討が必要である。 

 siRNAの薬剤投与法に関して膵癌細胞株

KP4を用いたヌードラット肝転移モデルを用

いて検討した。脾静脈に留置したアクセスポ

ートを用いて Nek2 siRNAを経門脈的に肝転

移に投与し、その有効性を検討した。この結

果、肝転移巣数の減少および各肝転移巣の腫

瘍径の縮小を認め（図 1）、肝転移に対して有

効でありアクセスポートを用いた門脈内へ

の siRNAの薬剤投与法の有効性を明らかにし

た。 
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