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研究成果の概要：肝内胆管癌症例での LI-cadherin の臨床病理学的検討では、LI-cadherin 発

現陰性例は分化度及び脈管浸潤と有意な相関を認め、独立した予後不良因子であった。培養細

胞株に LI-cadherin siRNA を導入し、マイクロアレイを行った。LI-cadherin siRNA 導入株で

発現上昇がみられた転写因子 MTF-1 に注目し、下流制御分子の一つ PlGF の発現上昇を確認し

た。以上、LI-cadherin の発現動態が肝内胆管癌において重要であることが示唆された。
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１．研究開始当初の背景

Cadherin はカルシウム依存性の細胞間接

着を担う分子として同定され、その分子

的・機能的性質がおもに E-cadherin を中

心に詳しく研究されてきた。その結果、

cadherin の機能異常や欠損が癌をはじめ

とした様々な疾患に関与していることが

明らかになってきた。最近、これまで知ら

れていた E-, N-cadherin といった

classic cadherin 以外に新しい種類の

cadherin が多数存在することが徐々に示

されるようになり、これらの分子はいわゆ

る cadherin superfamily を構成している

ことが明らかとなってきた。この

superfamily に属する LI-cadherin は

classical cadherin と構造的・機能的に

も異なったユニークな cadherin である。

これまでに (1) 細胞外ドメインが
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classic cadherin に比し長い、(2) 細胞

内ドメインが約 20 アミノ酸と classic

cadherin (約 150〜160 アミノ酸) に比し

非常に短く、さらにβ-catenin の結合領

域が存在しない、(3) 接着分子としての機

能だけでなく腸管におけるペプチドトラ

ンスポーターとしての機能を有すること

が報告されており、生体内において重要な

役割を担っていることが考えられる。申請

者は国立がんセンター研究所にて作製し

た LI-cadherin を認識するモノクローナ

ル抗体を用いて、膵癌及び大腸癌切除症例

における臨床病理学的検討を行い、その発

現減少および消失は腫瘍悪性度と相関す

ることを見いだした。LI-cadherin はこれ

までに主に消化器領域の癌における発現

を検討した報告が散見するのみで、癌以外

の疾患における LI-cadherin の発現の検

討及び同分子の機能解析に関する報告は

ほとんどないのが現状である。

２．研究の目的
LI-cadherin の消化器疾患における意義
を見いだすことを目的とする。対象疾患は、
良性疾患であるにもかかわらず致死率の
高い急性膵炎と肝細胞癌に比べ診断・治療
面で大きく遅れをとり予後不良な肝内胆
管癌である。

３．研究の方法
(1) 急性膵炎
ヒトの生体試料を採取することは現実

的に困難であることから、ヒト急性膵炎に
類似した動物モデルとしてその発症に関
与する分子機構が詳細に検討されている
セルレイン膵炎 (Balb/c マウス (7 週齢、
雌性) にセルレイン 50 g/kg 13 回/12
時間、皮下投与)を用いる。無処置対照群
は生理食塩水皮下投与とする。経時的に膵
組織を採取し、RNA 及び蛋白レベルでの
LI-cadherin の発現変化を検討する。
(2) 肝内胆管癌

①当院消化器外科及び関連病院の切除
症例を用いて、免疫染色法で LI-cadherin
の発現を検討した。並行して症例の臨床病
理学的データのまとめを行い、臨床病理学
的観点から検討を行った。

②3種類の肝内胆管癌培養細胞株 (IHGGK,

HuCCT1, HuH-28) を用いて LI-cadherin 発

現をreal-time PCR 法及びWestern Blot法で

検討し発現している株に対し LI-cadherin

siRNA 導入を行った。さらに LI-cadherin

siRNA 導入株と control 株間でマイクロア

レイを用いた網羅的遺伝子解析を行った。ピ

ックアップされた候補遺伝子はその再現性を

確認後、切除症例に戻り免疫染色法を行った。

なお、腫瘍内微小血管密度は抗 CD34 抗体を

用いた。評価方法は Weidner ら (N Engl J

Med 1991;324:1-8) の報告 (弱拡大で高密度

CD34 陽性領域を5カ所ピックアップし、強拡

大でそれらの領域をカウントする) に準じて

行った。

４．研究成果
＜研究の主な成果＞

(1) 急性膵炎
予備実験として、薬剤未投与マウスの膵

組織のホルマリン切片の免疫染色及び蛋
白抽出を試みたが、抗体に起因すると思わ
れる染色性の問題や検討可能な蛋白量が
回収できなかったため、肝内胆管癌におけ
る検討を行うことに注力した。
(2) 肝内胆管癌
①肝内胆管癌切除例における

LI-cadherin の臨床病理学的解析
34 例の肝内胆管癌切除標本での

LI-cadherin の免疫組織学的解析を行っ
た。評価方法は癌細胞全体の 10％以上の癌
細胞で LI-cadherin 陽性であった場合に
LI-cadherin 陽性例とした。非腫瘍部の胆
管上皮細胞では LI-cadherin 発現はみら
れなかった。癌部では、高分化型癌では強
い発現がみられ、浸潤部や中分化・低分化
と脱分化するにつれてその発現が減弱あ
るいは消失することが判明した。
LI-cadherin 陰性例は分化度及び脈管浸
潤と有意な相関を認めた (P<0.05)。また
LI-cadherin 陰性例は陽性例と比較して
有意に予後不良であった (P<0.05)。単変
量解析による有意な予後不良因子は脱分
化・リンパ節転移陽性・切除断端陽性・
LI-cadherin 発現消失であった(P<0.05)。
これらの因子を用いた多変量解析におい
て、LI-cadherin 発現消失はリンパ節転移
陽性とともに独立した予後不良因子であ
った (P<0.05)。

②肝内胆管癌培養細胞株を用いた



LI-cadherin の機能解析
3 種類の肝内胆管癌培養細胞株 (IHGGK,

HuCCT1, HuH-28) における LI-cadherin
の発現を real-time PCR 法及び Western
Blot 法で解析したところ、IHGGK のみ
LI-cadherin 発現がみられた。同株に
LI-cadherin に対する 合成 siRNA を導入
したところ、導入 48 時間後に mRNA レベ
ルでの発現抑制が最も顕著であることを
確認し、この時点で LI-cadherin siRNA 導
入株と control siRNA 導入株間でマイク
ロアレイを用いた網羅的遺伝子解析を行
った。control siRNA 導入株に比し、
LI-cadherin siRNA 導入株で 2倍以上の発
現上昇がみられた遺伝子は
metal-responsive transcription
factor-1 (MTF-1)や purinergic receptor
P2X (P2RX7) をはじめとする 12 遺伝子、2
倍以上の発現低下がみられた遺伝子は
LI-cadherinやinversin をはじめとする9
遺伝子であった。上記の肝内胆管癌切除例
における LI-cadherin の臨床病理学的解
析結果 (LI-cadherin 発現消失は脱分化
や脈管浸潤と相関する) をふまえ、
LI-cadherin siRNA 導入株で発現上昇がみ
られた遺伝子 MTF-1 に注目した。MTF-1
は重金属依存性転写因子で、発生や分化に
重要な遺伝子群の制御をしていることが
知られている。また癌発生に対しては抑制
的に作用する一方、癌の悪性化に対して促
進的に作用するという 2面性を有する。
MTF-1 の下流制御遺伝子の一つに VEGF
family に属する placenta growth factor
(PlGF) があるため、LI-cadherin siRNA 導
入株における VEGF family (VEGF-A, -B,
-C, PlGF) の発現変化を real-time PCR
法で検討したところ、PlGF のみが
control siRNA 導入株に比し LI-cadherin
siRNA 導入株で発現が有意に上昇してい
た (P<0.05)。肝内胆管癌切除例の免疫染
色を検討したところ、LI-cadherin 発現陰
性例で PlGF の発現及び腫瘍内微小血管
密度が有意に上昇していることが判明し
た。結論として、LI-cadherin 発現消失に
より MTF-1 さらにその制御遺伝子である
PlGF の発現が上昇し血管新生を促進する
ことが示唆され、肝内胆管癌の腫瘍進展の
メカニズムの一つとして考えられた。

＜得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト＞

肝内胆管癌は肝細胞癌と比べ腫瘍進展
のメカニズムについては十分理解されて
いるとは言い難く、新たな治療法を開発す
るためにはそのメカニズムの解明が重要
である。また肝内胆管癌における
LI-cadherin の発現動態及びその意義に

関しては過去に報告がない。今回の成果は
肝内胆管癌の腫瘍進展のメカニズムの一
つとして LI-cadherin の発現動態が重要
であることが示唆され、LI-cadherin の制
御が肝内胆管癌における新たな分子標的
治療の候補になりうると考えられる。

＜今後の展望＞
肝内胆管癌も申請者が過去に報告した

膵癌・大腸癌同様、 LI-cadherin の発現
減弱あるいは消失が癌の悪性度と相関し
ていることが示唆された。今回マイクロア
レイで候補遺伝子としてピックアップさ
れた MTF-1 は PlGF 以外にも多くの制御
遺伝子が報告されている。これらの肝内胆
管癌における関連を検討していきたい。ま
た他の候補遺伝子の中にも、肝内胆管癌の
腫瘍進展のメカニズムに関与するものが
あるか解析を進めていきたい。
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