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研究成果の概要（和文）：原発性肝癌には肝細胞癌、胆管細胞癌の他、混合型肝癌、肝芽腫などの多様な表現型
が含まれる。肝細胞の表現型は成熟した後も可塑的であることが明らかになっており、微小環境変化や遺伝子発
現変化により胆管上皮細胞への分化転換、肝芽細胞への脱分化、上皮間葉転換などをきたす。本研究では、マウ
ス肝細胞ゲノムへの種々の癌遺伝子導入やp53ノックアウトを組み合わせた腫瘍モデルやin vitroマウス肝細胞
形質転換モデルを用い、肝細胞性腫瘍は幅広いスペクトラムの腫瘍を形成しうることを証明するとともに、表現
型多様性を規定する細胞内シグナル系とそれらの相互作用を解明した。

研究成果の概要（英文）：Primary liver cancers include various types of histological types: 
hepatocellular carcinoma, cholangiocarcinoma, hepatoblastoma, et al. Hepatocytes retain phenotypic 
plasticity even after being fully matured and could undergo ductular transdifferentiation, 
dedifferentiation, and epithelial-mesenchymal transition in response to the changes in 
microenvironment or gene expression. In this study, using a transposon-mediated oncogene integration
 system in vivo and in vitro with combination with p53 knockout in mouse hepatocytes, we 
demonstrated that hepatocytes could demonstrate a wide spectrum of tumor phenotypes and revealed 
several intracellular signaling pathways involved in the phenotypic plasticity of hepatocytic 
tumors.

研究分野： Pathology
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
原発性肝癌は現在も予後の悪い悪性腫瘍であり、その病態解明が強く望まれている。原発性肝癌の主要なタイプ
は肝細胞癌と胆管細胞癌であり、それぞれ肝細胞およおび胆管上皮細胞由来と考えられてきたが、肝細胞の表現
型の可塑性が明らかになり、胆管細胞癌やその他の肝癌の細胞起源について活発な議論が行われている。我々は
本研究で肝細胞由来腫瘍が肝細胞癌だけでなく、幅広いスペクトラムの組織型を示しうることを証明し、その分
子メカニズムの一端を明らかにした。我々が得た知見は、原発性肝癌の病態の理解を深めるとともに、新たな治
療戦略の基礎となりうると考えられる。

※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 
原発性肝癌には肝細胞癌、胆管細胞癌の他、混合型肝癌、肝芽腫などの多様な表現型が含まれる。
我々は、肝細胞は一旦成熟した後も表現型の可塑性を保ち、線維化などの微小環境の変化に伴い
胆管上皮細胞方向へ分化転換しうることを実験病理学的に示してきた。一方で、成体肝には種々
の肝前駆細胞・幹細胞が存在する可能性が提唱されている。これらは肝芽細胞に類似し、肝細胞
と胆管上皮細胞の両方に分化できる両能性を維持しているものだけでなく、成熟肝細胞の脱分
化により生ずる hybrid hepatocytes も含まれているが、これらの実態については十分に理解され
ていない。また、肝細胞の分化転換や脱分化などにより幅広いスペクトラムの腫瘍が形成される
可能性が指摘されているが、詳細は不明であり、肝細胞性腫瘍の表現型決定に関する分子メカニ
ズムについてはほとんど調べられていない。本研究では、マウス肝細胞ゲノムへの種々の癌遺伝
子導入や p53 ノックアウトを組み合わせた腫瘍モデルを用い、表現型多様性を規定する細胞内
シグナル系とそれらの相互作用を解明する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、①肝細胞性腫瘍がどの程度まで多彩な表現型を示しうるか、②これらがどの

ような細胞内シグナル伝達経路とそれらの相互作用により規定されているのか、さらに③肝微
小環境が肝細胞性腫瘍の表現型にどの程度影響するのか、を明らかにすることである。トランス
ポゾンシステムによりマウス肝細胞ゲノムにさまざまな癌遺伝子を導入し、肝腫瘍を短期間で
誘発できるモデルを主に用い、p53 ノックアウトマウスも組み合わせることで、主要な癌遺伝子
による細胞内シグナル伝達と p53 の相互作用が肝腫瘍の表現型に与える影響を系統的に明らか
にする。また、in vitro 肝細胞形質転換系を用い、同系マウス肝への生着・腫瘍形成が可能な腫瘍
細胞株を樹立し、形成された腫瘍の表現型を検討する。さらに、肝微小環境の影響も検討し、肝
細胞性腫瘍の表現型を規定する因子を総合的に理解することを目指す。本研究により、肝細胞の
分化転換や脱分化の分子メカニズムを解明し、成熟肝細胞から幅広いスペクトラムの肝腫瘍が
発生するメカニズムを明らかすることで肝臓病学に貢献することである。 
 
３．研究の方法 
（1）肝細胞ゲノムへの癌遺伝子導入によるマウス肝細胞性腫瘍の誘導 
 Sleeping Beauty（SB）トランスポゾンシステムと尾静脈からの hydrodynamic injection により、
癌遺伝子を肝細胞ゲノムに導入した。トランスポゾンカセットベクターに組み込む癌遺伝子と
して Myc、活性変異型 HRAS、活性型 AKT、活性型 YAP、Notch intracellular domain (NICD)など
を用い、癌遺伝子の組み合わせを系統的に調べ、組織像とともに各種細胞（肝細胞、胆管上皮細
胞、肝芽細胞、間葉系細胞など）の分化マーカー発現やシグナル分子の発現・リン酸化を定量 RT-
PCR や免疫組織化学で検討した。同様の実験を肝細胞特異的 p53KO マウスを用いて行い、野生
型の腫瘍表現型との違い、分化転換や脱分化の程度を調べた。p53KO は p53(fl/fl)マウスに Cre 発
現アデノ随伴ウイルス 8（AAV8-Tbg-Cre）を感染させて作製した。 
 
（2）トランスポゾンシステムによる癌遺伝子導入を用いた初代培養マウス肝細胞形質転換株の
作製と同系マウス肝への移植 
 上記のトランスポゾンシステムによる in vivo 形質転換を初代培養マウス肝細胞の形質転換に
応用し、肝移植可能なマウス肝腫瘍細胞株を得た。分離後 1 日のマウス肝細胞にトランスポゾン
システムとリポフェクション法を組み合わせ、複数の癌遺伝子を同時に導入し、形質転換肝細胞
を誘導し、多数のクローンを分離した。その後、これらのクローンの同系マウスへの経脾的肝移
植実験を行った。また、p53KO マウス肝細胞を形質転換させ、同様の実験を行った。 
 
（3）マウス肝硬変-肝腫瘍モデルの検討 
 四塩化炭素モデルで誘発した肝腫瘍のゲノム変化を全エクソーム解析で調べ、肝硬変－肝癌
シークエンスに関わる遺伝子変異の同定を試みた。また、肝腫瘍のエピゲノム変化を検討するた
め、5-methyl cytosine (5mC)または 5-hydroxymethyl cytosine (5hmC)修飾を受ける遺伝子の網羅的
検索を行った。 
 
（4）肝細胞の Myc 抑制が肝再生に与える影響の検討 
 本研究の過程で肝細胞性腫瘍の増殖に Myc が重要であることが明らかになったため、部分肝
切除後の急激な肝細胞増殖における Myc の役割を検討する実験を行った。肝再生における Myc
の役割についてはこれまで多くのグループが研究してきたが、コンセンサスは得られていなか
った。Myc の機能を抑制するキメラ蛋白質 MadMyc を発現する AAV8 ベクターを作製し、マウ
ス肝細胞で MadMyc を発現させ（対照は Cluc）、3 分の 2 部分肝切除を行い、肝細胞増殖および
遺伝子発現への影響を検討した。 
 



 
４．研究成果 
（1）HRAS および Myc により誘導される肝腫瘍
に対する p53 ノックアウトの影響 
肝細胞特異的 p53 欠損マウスと対照（正常）

マウスに HRAS、Myc を組み込んだ SB トラン
スゾンベクターをトランスポゼース発現ベクタ
ーとともに尾静脈から急速静注する実験を行っ
た。その結果、p53 欠損が HRAS 腫瘍において
肝細胞から胆管上皮細胞への分化転換を促進す
ること、HRAS/Myc 腫瘍の Myc 蛋白発現が p53
欠損により亢進し、脱分化型形質が出現するこ
とが明らかになった。p53 遺伝子の欠損は肝細胞
の分化転換と脱分化を介して、肝細胞性腫瘍に
胆管癌もしくは混合型肝癌の表現型を付与する
と考えられる（図 1）。また、脱分化の過程で、YAP
の活性化と Myc との相互作用、ERK の脱リン酸
化が起こっていた。さらに、脱分化、分化転換い
ずれにおいてもエピゲノム調節に関連する因子
の遺伝子発現の変化が認められた。我々は上記の
結果を Cancer Science 誌に原著論文として発表し
た①。また最近、慈恵医科大学消化器内科及川先
生との共同研究で、p53 などをリン酸化する Dyrk2 の過剰発現が Myc と HRAS の分解促進を介
して腫瘍形成を抑制することを見出した②。 
 
（2）In vitro マウス肝細胞形質転換による腫瘍細胞株樹立およ
び同系マウス肝への移植 
単層培養したマウス肝細胞にトランスポゾンシステムを用

いて種々の癌遺伝子（HRAS、Myc、AKT、NICD）などを導入
し、多くの形質転換細胞株を樹立することができた。これらを
同系マウスの脾臓に注入したところ、AKT/HRAS/Myc を同時に
導入した場合以外は肝内腫瘍の形成は認められなかった。一
方、肝細胞特異的 p53欠損マウスで同様の実験を行ったところ、
多くの形質転換細胞株は肝内に生着し、多数の腫瘍を形成し
た。興味深いことに、HRAS、HRAS/Myc により形質転換した
腫瘍株は in vivo で胆管癌もしくは混合型肝癌の組織像を示し
た（図 2）。免疫組織化学、RT-PCR により種々の分化マーカー
の発現を検討し、分化転換と脱分化の二次元配置で各腫瘍細胞
株の表現型を分類できることが示唆された。また、部分的上皮・
間葉転換が肝細胞癌の一部で起こっていた。さらに、脱分化を
きたした癌の一部において軟骨分化の所見が得られ、肝細胞性
腫瘍表現型の多彩性が明らかになった。 
 
（3）肝細胞からの肉腫様肝癌の発生 

HRAS と Notch1 細胞内ドメイン（N1ICD）の肝細胞への導入
により肉腫様肝癌が発生することが判明し（図 3）、その発生過
程を詳細に検討した。形質転換細胞は初期から間葉系細胞様の
形態をとっていたが、一部に不完全な胆管様管腔構造が観察さ
れた。また、肉腫様肝癌では Notch 経路のエフェクターである HES1 が核に強く発現していた
が、ヒト肉腫様肝癌の 2 症例でも HES1 の核内発現が確認された。 

 
 
 
 

図 3  Notch1 intracellular domain (N1ICD)と
HRAS で誘導された肉腫様肝癌 
 N1ICD と HRAS を肝細胞に同時に導入する
と、多発性肝腫瘍が形成され、これらは組織学
的に紡錘形腫瘍細胞の増殖からなる肉腫様肝
癌の像を呈する。腫瘍は Alcian blue 陽性、胆管
上皮マーカー（CK19）陰性、HES1 陽性である。 

図 1 RAS（HRAS）と Myc により誘導された肝腫瘍の
表現型に対する p53 ノックアウトの影響 
肝細胞の分化転換（transdifferentiation）と脱分化

（dedifferentiation）により混合型肝癌（cHCC-CCA）
が形成され、その過程で ERK リン酸化や YAP の発
現レベルに変化が認められる。Heps:肝細胞；BD：
胆管上皮細胞；HCC：肝細胞癌；CCA：胆管細胞癌 

図 2 p53 ノックアウトマウス肝細胞
の HRAS による in vitro での形質
転換 
 形質転換した肝細胞は培養下で
管腔様の円形構造を形成する（右
上パネル）。同系マウスの脾内移
植により肝内に多数の腫瘍結節
が形成される。組織学的に典型的
な胆管癌の像を示す。 



 
（4）慢性肝傷害により誘導したマウス肝細胞癌の全エク
ソーム解析およびエピゲノム解析 
マウス慢性四塩化炭素傷害により誘導した肝腫瘍（高分

化型肝細胞癌）のサンプル（n = 5）から DNA を採取し、
全エクソーム解析を行い、正常肝組織と比較した。その結
果、腫瘍形成に関連すると思われる共通のドライバー遺伝
子の変異は見出されず、慢性肝傷害後の肝腫瘍発生過程に
おいてはエピゲノム変化がより重要であることが示唆さ
れた。引き続き、腫瘍 DNA サンプルの 5mC および 5hmC
修飾状態を網羅的に調べ、肝腫瘍において主として脱メチ
ル化が起こっていることが判明した（図 4）。5hmC 免疫組
織化学で、腫瘍において脱メチルが行っていることを確認
した。これまで報告されているドライバー遺伝子の異常は
認められないが、パスウェイ解析では Ras と MAPK 経路
の活性化が起こっていることが明らかになった。腫瘍にお
いて脱メチル化し、発現が亢進する遺伝子として Rac2 が
同定され、現在その意義についてさらに検討を進めてい
る。 
 
（5）マウス肝硬変再生結節のクローン性についての解析 
マウス肝硬変再生結節のクローン性について肝細胞標

識系（Rainbow マウス）により検討し、結節の多くがクロ
ーン性を持つことの実験的証拠が得られた。肝細胞標識系
を用いた肝細胞の三次元培養で、長期間培養後に非標識細
胞が増加する現象が明らかになった。AAV8-Cre 感染
ROSA26R マウスにおける再生結節の多くが非標識肝細胞
からなっていることも判明している。我々はこれらが非肝
細胞（たとえば胆管上皮細胞）由来ではなく、非標識肝細
胞の一部が反復性の増殖をきたした結果と考えている。今
後、これらの現象の生物学的な意義を解明することは肝前
駆細胞・幹細胞の本態を理解するためにも重要である。 
 
（6）マウス肝腫瘍における Nestin 発現の検討 

Nestin は肝細胞の脱分化に関連し、混合型肝癌の発生に
関与すると考えられているが、マウス肝腫瘍の免疫組織
化学的検討の結果、nestin 発現は胆管方向への分化に伴う
ものであり、必ずしも脱分化と関連していないことが示
唆された。Nestin 発現は、腫瘍壊死に伴う線維化が起こっ
ている部位にみられる腫瘍細胞の胆管上皮方向への分化
に伴って観察され、肝細胞性腫瘍の表現型は微小環境に
より影響を受けることが確認された。また、nestin は培養
肝細胞の胆管上皮方向への分化転換に伴い発現するが、
その発現レベルは MKK7 ノックアウト肝細胞で抑制され
ることが判明し、nestin 発現は JNK-c-Jun 経路により制御
される可能性が示唆された。 
 
（7）肝細胞の再生性増殖における Myc の意義の検討 
本研究における我々の一連の検討の中で、癌遺伝子

Myc が肝細胞性腫瘍の増殖および脱分化にきわめて重要
であることが判明した。しかし、肝再生における Myc の
意義については不明の点が多い。AAV8 ベクターを用い、
肝細胞特異的に Myc 阻害蛋白 MadMyc を発現させ、急性
肝傷害（部分肝切除、急性四塩化炭素傷害）を加えると、
急激で旺盛な肝細胞の再生性増殖が完全に抑制されるこ
とが明らかになった（図 6）。しかし、MadMyc が発現し
ていても、その後に緩徐で弱い肝細胞増殖が起こり、再生
は最終的に完了することも判明した（図 6）。我々の結果
は、肝細胞増殖には Myc 依存性、Myc 非依存性の 2 つの
モードがあることを示している。さらに、後者においては
肝細胞の増殖と関連することが知られているプロリンを
分解する酵素である proline dehydrogenase (PRODH)の発
現が長期間にわたり抑制され、肝再生の制御におけるプ

図 4 慢性四塩化炭素傷害肝に発生した
マウス肝細胞癌における 5mC、5hmC で
修飾された遺伝子の網羅的解析 
 エピゲノム変化をきたした遺伝子の
ほとんどは 5mC 減少、5hmC 増加を示し
ており、脱メチルが広範に起こっている
ことが分かる。 

図5 慢性肝傷害に伴うマウス肝細胞のクローン
性増殖と肝細胞癌の発生 
 慢性肝傷害後には肝線維化と再生結節形成
がみられるが、肝細胞標識系を用いた検討に
より再生結節の多くはクローン性であること
が判明した。肝細胞の一部がクローン性に増
殖することが肝細胞癌の発生の基盤にあると
考えられる。我々の研究で、少なくとも腫瘍発
生の初期において特定のドライバー遺伝子の
変異は見出されず、エピゲノム変化が重要で
あることが示唆される。 



ロリン代謝の重要性についての知見を得た。また、慢性肝傷害における肝細胞の再生性増殖は
Myc の活性化を伴わず、PRODH の発現が抑制されていることがわかった。さらに、Myc の高発
現を伴う増殖性の高いマウス肝細胞性腫瘍においては PRODH の発現が顕著に抑制され、ヒト肝
細胞癌においても Myc 発現と PRODH 発現に同様の関係があることが証明された。我々は以上
の結果を Biochem. Biophys. Acta-Molecular Basis of Disease 誌に報告した③。 
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図 6 Myc 抑制キメラ蛋白質（MadMyc）発現が肝細
胞の再生性増殖に与える影響 
 Cluc（対照）または MadMyc をマウス肝細胞に発
現させ、部分肝切除を行い、肝再生への影響を調べ
た。その結果、MadMyc により Myc の働きを抑え
た場合には、切除後 2 日で起こる急激な肝細胞増
殖が完全に抑制された。しかし、MadMyc を発現さ
せても遅発性の肝細胞増殖が起こり、肝再生は達
成されることも明らかになった。肝細胞の再生性
増殖にはMyc依存性の急速で旺盛な増殖とMyc非
依存性の遅発性の緩徐な増殖の 2 つのモードがあ
ることが明らかになった。また、プロリンは肝細胞
増殖に重要であることが示されているが、Myc 非
依存性増殖はプロリンを分解する proline 
dehydrogenase (PRODH)の長期間にわたる発現低下
を伴っていた。 
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