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研究成果の概要： 

 

「肝内胆管癌においてE-cadherin転写抑制因子がEMTを誘導し，その結果として胆管癌の浸潤

転移に重要な役割を果たしている」という仮説を証明するために研究を行った。肝内胆管癌切除

症例46例においてその臨床病理学的因子を検討しデータベースを作成した。それぞれの切除標本

よりDNA、RNAを抽出し遺伝子ライブラリーを作成した。免疫組織学的染色を行うために癌部非癌

部のプレパラートを作成した。肝内胆管癌におけるEMTの指標であるE-cadherinの発現を免疫組

織学的に解析した。抗E-cadherin抗体を用いた免疫組織染色を行ったところ、46例中21例(45.7%)

において非癌部の正常肝組織に比べて癌部で明らかにE-cadherinの発現が減弱していることが

判明した。さらにEMTを誘導する機序を解明するために、E-cadherin転写抑制因子であるSnail

およびTwistの発現を同一症例同一部位において免疫組織学的に検討した。Snailは46例中9例

(19.6%)において癌部の核内に異常高発現がみられた。一方、Twistは46例中15例(32.6%)に腫瘍

細胞の核内異常高発現が見られた。Twist高発現腫瘍では有意にE-cadherin発現が減弱している

ことが明らかになり(p<0.05)、Twist発現が肝内胆管癌におけるEMTに関与していることが示唆さ

れた。臨床病理学的因子との相関の検討では、Snail高発現群においては術前腫瘍マーカーであ

るCEA・CA19-9が53.1ng/ml・27289U/mlとSnail非発現群(2.6ng/ml・2933U/ml)と比較して有意に

高いことが明らかになり(p<0.05)、腫瘍の悪性度と関連している可能性が示唆された。肝内胆管

癌の重要な悪性度因子であるリンパ節転移や予後に関してはEMT関連分子の発現の有無との間に

有意な関連を認めなかったが、今後症例数の蓄積が必要であると考えられた。肝内胆管癌におい

てEMTがその腫瘍の悪性度に関与している可能性が示唆されたため、今後はさらに肝内胆管癌細

胞レベルにおける機能解析を進めていく必要がある。 
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１．研究開始当初の背景 
近年、癌細胞の転移のメカニズムの一つと

して epithelial-mesenchymal 
transition(EMT;上皮間葉移行)という現象
が注目されている。EMT とは上皮細胞が間葉
系様細胞に形態変化する現象であり、EMT の
獲得が運動性の亢進や細胞外基質の蓄積を
もたらすことから、癌細胞の浸潤や線維症と
の関連も示唆されている。 
E-cadherin は上皮細胞間接着に寄与して

いる代表的な接着分子であり、EMT 獲得と
E-cadherin 発現が逆相関することから、EMT
の代表的な指標の 1つと言われている。肝癌
を含め種々の癌においても E-cadherin 発現
の減弱と腫瘍の悪性度が相関することが報
告されており、EMT は腫瘍の浸潤・転移能の
獲得に重要な役割を果たすと考えられてい
る。E-cadherin の発現を抑制する機序の一つ
として E-cadherin 発現調節転写因子による
抑制があり、近年 E-cadherin 発現を抑制性
に調節する分子として Snail、SIP1、Twist、
E2A(E47/E12)などの転写因子が強力な EMT誘
導因子であることが分かってきた。そのため
これらの転写因子の解析は肝癌の転移・浸潤
メカニズムの解明に極めて重要であると考
える。 
我々はこれまでに転写抑制因子 Snail が

E-cadherin の発現を抑制することにより悪
性腫瘍の悪性度が増すことを報告してきた。
培養肝細胞癌細胞における in vitro の解析
により Snailタンパクを強制発現させた結果、
癌細胞の細胞膜において E-cadherin の発現
が減弱することを報告した。さらに肝細胞癌
や滑膜肉腫の切除標本における研究におい
て Snail 発現と E-cadherin 発現が逆相関す
ることを示してきた。これまでの研究にて
EMT が誘導されることにより癌細胞が上皮細
胞としての性格を失い、接着性の乏しい細胞
になることが癌の転移や浸潤を起こすこと
が示されてきた。また細胞内で E-cadherin
と結合するβ-cateninもEMTに関連している
ことが報告されてきた。β-catenin は
adherens junction の裏打ちタンパクとして
細胞接着に関わるだけでなく、β-catenin 自
体の変異により Wnt pathway が活性化し癌化
に重要な役割を果たすことが分かってきた。
E-cadherin の絶対量が減少した時には、β
-cateninは細胞質での機能が優位となり Wnt 
pathway や GSK-3βの制御を受けて核内での
転写を調節し、c-myc や cyclin D などの転写

を上昇させる結果、細胞増殖を促進すると考
えられる。我々は高頻度に転移を来たす肝内
胆管癌においてβ-catenin の核内移行が起
こっていることや、cyclin D1 発現が増強し
ていることを報告してきた。このことは癌細
胞における EMT が、細胞の転移・浸潤能の獲
得において様々なシグナルを通じで重要な
役割を占めることを示唆していると考えら
れる。 
このように EMTの獲得およびそれに関連し
た E-cadherin の発現調節は肝癌の悪性度と
密接に関連していることが示唆されている
が、未だその網羅的解析はなされていないの
が現状である。したがって E-cadherin 転写
抑制因子の発現を網羅的に肝癌臨床検体に
おいて解析することは、肝癌の転移・浸潤能
獲得のメカニズム解明に迫り、肝癌特異的な
分子標的治療の開発につながると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
肝細胞癌に対して切除、局所療法、塞栓療
法、肝移植などの集学的な治療が発展してき
たがほとんどの患者がウイルス性肝炎や肝
硬変を合併していることもあり、未だに治療
後に高頻度に再発を来たし、全症例の 5年生
存率は 35.4%である。一方、肝内胆管癌に対
しては肝切除が唯一の長期生存を望める治
療法であるが、非常に転移しやすい性質を持
つためにその治療成績は肝細胞癌よりもさ
らに悪く、切除後の 5年生存率が 32.7%、切
除不能であれば 17.4%という状況である。こ
のような現況を踏まえると肝癌の治療成績
の向上のためにはその腫瘍の性質を解析し、
肝癌に特異的な分子標的治療を開発するこ
とが急務である。今回の研究の目的は、肝癌
において E-cadherin 発現を調節する転写因
子の発現・機能を解析することによりその転
移・浸潤のメカニズムを解明し、さらに肝癌
特異的な分子標的治療への応用の可能性に
ついて検討することである。 
 
３．研究の方法 
（１）肝癌手術症例の切除標本より癌部組織、
非癌部組織を摘出した。研究室において免疫
染色用の組織標本、分子生物学的解析用の
DNA、RNA、cDNA を各々調整・保存し、遺伝子
ライブラリーを作成した。 
 
（２）全対象症例において臨床的な背景因子、



肝機能因子、手術関連因子、病理組織学的因
子、進行度、再発形式、予後について情報を
収集し、詳細なデータベースを作成した。 
 
（３）対象症例の癌部および非癌部において、
抗 E-cadherin 抗体を用いた免疫組織染色法
を行い E-cadherin 蛋白発現の局在および定
量を行った。 
 
（４）対象症例の癌部および非癌部において、
抗 Snail 抗体および抗 Twist 抗体を用いた免
疫組織染色法を行い Snail、Twist 蛋白発現
の定量を行った。 
 
（５）E-cadherin、Snail、Twist の組織にお
けるタンパク発現量および局在と臨床病理
学的因子との相関を検討し、EMT の臨床的意
義を解析した。 
 
（６）肝癌臨床検体における E-cadherin 転
写抑制因子 Snail、Twist の mRNA 発現レベ
ルを定量的 RT-PCR 法を用いて解析するた
めの基礎的実験を行った。 

 
４．研究成果 
（１）肝内胆管癌切除症例46例においてその
臨床病理学的因子を検討しデータベースを作
成した。さらにそれぞれの切除標本よりDNA
、RNAを抽出し遺伝子ライブラリーを作成した
。免疫組織学的染色を行うために癌部非癌部
のプレパラートを作成した。 
 
（２）抗E-cadherin抗体を用いた免疫組織染
色を行ったところ、46例中21例(45.7%)におい
て非癌部の正常肝組織に比べて癌部で明らか
にE-cadherinの発現が減弱していることが判
明した(図１)。E-cadherin転写抑制因子であ
るSnailおよびTwistの発現を同一症例同一部
位において免疫組織学的に検討した。Snail
は46例中9例(19.6%)において癌部の核内に異
常高発現がみられた(図１)。一方、Twistは46
例中15例(32.6%)に腫瘍細胞の核内異常高発
現が見られた（図１）。 

 
（３）E-cadherin発現とEMT関連転写抑制分子
発現の相関を検討した。Twist高発現腫瘍では
有意にE-cadherin発現が減弱していることが
明らかになり(p<0.05)、Twist発現が肝内胆管
癌におけるEMTに関与していることが示唆さ
れた（図２）。 

 
（４）臨床病理学的因子との相関の検討では
、Snail高発現群においては術前腫瘍マーカー
であるCEA・CA19-9が53.1ng/ml・27289U/ml
とSnail非発現群(2.6ng/ml・2933U/ml)と比較
して有意に高いことが明らかになり(p<0.05)
、腫瘍の悪性度と関連している可能性が示唆
された（表１）。肝内胆管癌の重要な悪性度因
子であるリンパ節転移や予後に関してはEMT
関連分子の発現の有無との間に有意な関連を
認めなかったが、今後症例数の蓄積が必要で
あると考えられた。 
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