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研究成果の概要（和文）：肝がん細胞は肝星細胞のオートファジーを亢進させた。また肝星細胞のオートファジ
ー亢進は、GDF15の発現を増加させ、肝癌細胞の増殖を促進させたGDF15分泌促進を介した肝星細胞と肝がん細胞
の細胞間相互作用による肝癌進展機序を明らかにした。

肝癌細胞では、STAT3の活性化によりCTGFが発現増強し分泌が亢進した。CTGFは肝星細胞、マクロファージ、類
洞内皮細胞、T細胞の各種IL-6ファミリー分子の分泌を亢進させた。IL-6ファミリー分子は肝癌細胞のSTAT3を発
現亢進させ、細胞増殖を亢進させた。CTGF-IL-6ファミリー分子を介した肝癌微小環境による肝癌進展機序の存
在を解明した。

研究成果の概要（英文）：Hepatoma cells enhanced autophagy of hepatocytes stellate cells (HSCs). The 
enhanced autophagy of HSCs increased the expression of GDF15, which promoted the proliferation of 
hepatoma cells, indicating a mechanism of hepatocarcinoma progression through cell-cell interaction 
between hepatoma cells and HSCs via enhanced GDF15 secretion.

In hepatoma cells, STAT3 activation enhanced CTGF expression and secretion, and CTGF enhanced 
secretion of various IL-6 family molecules in HSCs, macrophages, sinusoidal endothelial cells, and T
 cells; IL-6 family molecules upregulated STAT3 expression and cell proliferation in hepatoma cells.
 We elucidated the existence of a mechanism of HCC progression by the microenvironment mediated by 
CTGF-IL-6 family molecules.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 肝癌　肝癌微小環境　細胞間相互作用

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌微小環境による肝癌進展機序が明らかとなった。肝癌細胞だけでなく、間質細胞も肝癌の増殖に大きな影響
を与えており、本研究課題の遂行で明らかとなった分子機序を治療標的とすることで、新たな肝癌治療の開発も
期待される。本研究成果の社会的な意義は大きいと考える。

※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 

 

癌細胞は周辺の間質細胞に影響し、自身の増殖に有利な微小環境を形成する。申請者は、肝

星細胞を肝癌細胞と共培養すると、肝星細胞のオートファジーは亢進し、肝癌細胞の増殖が

促進することを見出した。また、この肝星細胞のオートファジーを抑制すると、肝癌細胞の

増殖促進効果は共培養実験でも共接種によるゼノグラフト実験でも減弱した。このことか

ら、肝癌細胞と肝星細胞の間には、肝星細胞のオートファジー機構を介した相互作用機序が

存在することが示唆される。 

一方、肝癌の間質細胞としては、肝星細胞だけでなく、マクロファージや血管内皮細胞など

様々な細胞が存在する。これらの細胞も肝星細胞と同様に肝癌微小環境の中では肝癌細胞

に影響する可能性がある。 

そこで申請者は、肝癌細胞が周辺細胞を介して、肝癌の微小環境を整えていると考え、本申

請課題を立案した。 

 

２．研究の目的 

 

本研究課題は、肝癌細胞による肝星細胞・マクロファージのオートファジー変化を介した微

小環境制御機構を明らかにすることを目的とする。本研究課題の遂行により、肝癌の癌細胞

と間質細胞の相互作用およびその腫瘍進展における意義が明らかとなる。本研究課題では、

肝星細胞特異的なオートファジー抑制/促進マウスに発癌させて解析を行うことで、肝星細

胞のオートファジーを介した多細胞間コミュニケーションが腫瘍進展に与える影響も検討

する。また、星細胞以外の肝癌に存在する様々な間質細胞にも着目し、微小環境内の複雑な

相互作用を紐解くことを目指す。 

 

３．研究の方法 

 

＜１． 培養細胞を用いた検討＞ 

肝癌細胞→肝星細胞などの間質細胞 

非接触培養や肝癌細胞を培養したコンディションメディウム（CM）を用いた培養実験、Trans 

well を用いた共培養や直接共培養による実験により、肝癌細胞が間質細胞に与える影響を

検討する。 

肝星細胞などの間質細胞→肝癌細胞 

単独培養した肝星細胞、肝癌細胞と共培養した肝星細胞、肝星細胞と肝癌細胞と共培養した

Atg7 KD 肝星細胞を RNA-Seq にて網羅的な発現比較を行い、肝星細胞オートファジー依存的

な腫瘍増殖促進因子の候補を明らかにする。得られた因子をそれぞれ KD/ノックアウト（KO）

し、肝癌細胞との共培養および共接種によるゼノグラフト腫瘍で腫瘍増殖が抑制されるか

検証し、星細胞による癌細胞増殖促進作用機序を同定する。また、この機序に星細胞の活性

化が関与しているかどうかを検討する。 

＜２．マウスモデルを用いた検討＞ 



肝星細胞特異的にオートファジーが抑制される肝星細胞特異的に Atg7 欠損マウス（GFAP-

Cre Atg7 fl/fl、Lrat-Cre Atg7 fl/fl）マウスを用いて、ストレプゾトシン接種後高脂肪

食負荷による NASH 発癌もしくはジエチルニトロサミン投与による化学発癌を誘導する。 

上記検討による候補因子を肝星細胞特異的に欠損させたマウスを作製し、NASH 発癌や化学

発癌刺激を行う。形成された腫瘍径や腫瘍内遺伝子発現を比較検討し、生体における腫瘍抑

制効果を明らかにする。 

＜３．臨床検体を用いた検討＞ 

ヒト肝切除検体を用いて、非腫瘍部および腫瘍部に存在する肝星細胞などを二重蛍光免染

によって比較検討する。また、十症例程度の検体では、切除時にシングルセルに分離しシン

グルセル RNA-seq を行うことで、肝癌細胞、星細胞、マクロファージなど構成細胞ごとの遺

伝子発現を定量的に比較検討する。 

 

 

４．研究成果 

 

１）肝星細胞のオートファジーを介した肝癌促進機構の解明 

肝星細胞と肝癌細胞を共培養すると肝星細胞のオートファジーは促進し、肝癌細胞の増殖

が促進した。この肝星細胞による肝癌細胞増殖促進効果は、肝星細胞の Atg7 を欠損させて

オートファジーを抑制すると、減弱した。肝癌細胞と肝星細胞を免疫不全マウスに共接種し

て作製したゼノグラフト腫瘍は、肝癌細胞だけを接種して作製したゼノグラフト腫瘍より

増大速度は速く、接種する肝星細胞の Atg7 を欠損すると腫瘍増大速度は低下した。肝星細

胞特異的 Atg7 欠損マウスを作製して NASH 発癌を誘導したところ、コントロールマウスに

比して腫瘍個数や最大腫瘍径は有意に小さく、腫瘍部の Ki67 陽性癌細胞数も減少した。培

養細胞を用いた網羅的な遺伝子発現解析の結果、肝癌細胞との共培養によって肝星細胞か

ら GDF15 が発現増大し、肝星細胞の Atg7 を欠損させると GDF15 増大が減弱することを見出

した。そこで、肝星細胞の GDF15 を欠損させて肝癌細胞と共培養すると、肝星細胞との共培

養による肝癌増殖促進効果は抑制された。ゼノグラフト腫瘍でも接種する肝星細胞の

GDF157 を欠損すると腫瘍増大速度は低下した。肝星細胞特異的 GDF15 欠損マウスを作製し

て NASH 発癌を誘導したところ、コントロールマウスに比して最大腫瘍径は有意に小さく、

腫瘍部の Ki67 陽性癌細胞数も減少した。 

ヒト臨床サンプルでは、非腫瘍部に比して腫瘍部で GDF15 の発現は有意に上昇していた。免

疫染色にて間質細胞が GDF15 陽性となる症例は、非癌部では約 2割であったが癌部では約 5

割と高く、GDF15 陽性の間質細胞数も癌部で有意に多かった。 

以上より、肝星細胞のオートファジー亢進を介した GDF15 の発現増加は肝癌の発育進展に

寄与することを明らかにした。 

 

２）肝癌間質細胞を介した肝癌発育進展機構の解明 

肝癌で活性化が認められる STAT3 は in vitro において肝癌細胞の増殖を促進することが知

られているが、in vivo における役割は明らかでない。そこで、肝癌における STAT3 活性化

の機序および STAT3 が肝発癌・増大進展に及ぼす影響について肝癌微小環境に着目して検

討した。 

肝発癌モデルとして肝細胞特異的 Kras 変異マウスである KrasG12D マウスを用いた。同モ



デルの肝細胞において、STAT3 および connective tissue growth factor (CTGF) を欠損さ

せた。KrasG12D マウスでは組織学的に肝細胞癌に類似した肝癌が形成され、癌部では p-STAT

とその標的遺伝子、IL-6 ファミリー分子(IL-6, IL-11, LIF, OSM, CLCF1)の発現上昇を認

めた。また癌部では CTGF が高発現しており、各種 IL-6 ファミリー分子、STAT3 標的遺伝子

の発現と正の相関を示した。癌組織のシングルセル RNA シークエンスにおいて、IL-6 ファ

ミリー分子は主に肝星細胞、マクロファージ、類洞内皮細胞、T細胞などの間質細胞が発現

していた。STAT3 を肝細胞特異的に欠損した KrasG12D マウスでは癌部において p-STAT およ

び CTGF の発現が低下し、腫瘍の増大進展が抑制された。 

IL-6 ファミリー分子の刺激により肝癌細胞の p-STAT、CTGF の発現が上昇し、細胞増殖が亢

進した。また CTGF の刺激により各種間質細胞において IL-6 ファミリー分子の発現が上昇

した。KrasG12D マウスにおいて CTGF を肝細胞特異的に欠損させると、癌部において IL-6

ファミリー分子、p-STAT3 の発現が低下し、腫瘍の増大進展が抑制された。 

ヒト肝細胞癌の scRNA-seq においても IL-6 ファミリー分子は間質細胞を中心に発現してい

た。The Cancer Genome Atlas (TCGA)のデータベースを用いた解析において、CTGF の発現

は各種 IL-6 ファミリー分子および STAT3 標的遺伝子の発現と正の相関を示した。 

以上より肝癌において STAT3 は CTGF と IL-6 ファミリー分子を介した腫瘍間質反応により

活性化し、肝癌の増大進展を促進する可能性が示唆された。 
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