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研究成果の概要（和文）：肝癌幹細胞の免疫学的解析を行った。 癌幹細胞マーカーである CD133

陽性肝癌細胞は、MMP-2 や ADAM9 の活性が高いために浸潤能や VEGF 産生能が高くかつ NK 活性

に抵抗性であった。また血清 FGF-2 の発現は慢性肝疾患の進展で低下傾向を示し、FGF-2 によ

り肝癌細胞の NK 活性に対する感受性が増大した。さらにα-fetoprotein は樹状細胞の IL-12

産生を制御することで NK 細胞活性化を抑制することを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the immunological property of liver cancer stem cells 
(CSC). CD133+ CSC cells express higher MMP-2 and ADAM9 which resulted in increasing the 
ability of invasion, the production of VEGF and decreasing NK sensitivity of the liver 
CSC. FGF-2 enhances the NK sensitivity of HCC cells and serum FGF-2 levels decrease along 
the progression of chronic liver disease. α-fetoprotein inhibited the production of 
interleukin-12 of dendritic cells which resulted in the inhibition of activation of NK 
cells. 
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１．研究開始当初の背景 

日本における肝癌による死亡は、年間約 3
万 5千人程度であり、日本における肝炎ウイ
ルス感染率の高さから今後さらなる増加が
予想されている。現在まで肝癌に対して手術
療法、放射線療法、ラジオ波治療、化学療法
など様々な治療法が集学的に行われ、その予
後は改善してきている。しかしながら依然再
発症例も多く、既存の治療法が適応外の患者

に対する新たな治療法の開発が必要である。
癌幹細胞は強い自己複製能と癌形成能を有
し、癌組織中数%以下存在し、癌組織を構成
する大部分の細胞は癌幹細胞が生み出した
限定された増殖能力を有する癌前駆細胞と、
分裂能力を失った癌細胞であることが明ら
かとなっている。さらに癌幹細胞は抗癌剤や
放射線療法にも抵抗性を示し、癌再発の原因
細胞であることが報告されている。癌に対す
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る免疫療法の臨床試験は既に数多く報告さ
れているが、その効果は従来の治療法を凌駕
するものはなく、いまだに癌の治療法として
確立した免疫治療は尐ない。この一因として、
癌形成において最も重要な役割を果たす癌
幹細胞の免疫学的特徴は明らかとなってい
ないことが挙げられる。現在まで癌幹細胞を
標的とした癌免疫治療法の確立はいまだな
されていない。 
 
２．研究の目的 

本研究においては、肝癌に対する新たな癌
免疫治療の開発を目的として肝癌幹細胞の
免疫学的特徴を明らかにするとともに、肝癌
幹細胞を標的とした癌免疫治療法の開発を
目的とした。(1)肝癌幹細胞の先天免疫細胞
に対する感受性とその分子機構の解析(2)肝
癌幹細胞のニッチ関連分子による、肝癌幹細
胞の分化機構の解析と、ニッチ関連分子を用
いた肝癌幹細胞を標的とした肝先天免疫治
療法の基礎的検討(3) 肝癌細胞及び肝癌幹
細胞より産生されるα-fetoprotein(AFP)に
よる NK 細胞活性化抑制の分子機構解析。以
上を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 肝癌幹細胞の先天免疫細胞に対する感
受性とその分子機構の解析：CD133 分子は肝
細胞癌(HCC)においても癌幹細胞のマーカー
として同定されている。しかしながら、CD133
陽性 HCC細胞の生物学的特性は不明な点が多
い。本研究ではヒト HCC 細胞における CD133
分子と metalloproteinase の発現の意義を検
討した。PLC/PRF/5 細胞(CD133 強発現細胞)
は、siRNA にて CD133 の発現をノックダウン
（CD133KD）した。Huh7 細胞（CD133 中等度
発現細胞）は、CD133 陽性細胞（CD133(+))
と陰性細胞（CD133(-))をマイクロビーズ法
にて分離した。各 HCC 細胞の各種
metalloproteinase の発現をリアルタイム
PCR 及びウエスタンブロッティングにて検討
した。細胞浸潤能を transwell を用いた
Invasion assay にて、血管新生因子である
VEGF 産生能を ELISA 法にて検討した。また
NK 細胞の細胞傷害活性に対する感受性をク
ロムリリース法にて評価した。 
(2) 慢性肝疾患進展における fibroblast 
growth factor-2(FGF-2)の意義と NK 活性と
の関連：HCCを含めた慢性肝疾患組織の FGF-2
発現を免疫組織化学にて検討した。健常者 24
例、慢性肝炎 80 例、肝硬変 84 例、HCC112 例
の血清サンプルを用いて FGF-2 の測定を
ELISA 法にて測定した。また肝癌細胞株 HepG2
と PLC/PRF/5 に FGF-2 を添加し、MHC class 
I-related chain A（MICA）の発現及び NK 細
胞の細胞傷害性に対する感受性の変化を検
討した。 

(3)α-fetoprotein(AFP)による NK 細胞活性
化抑制の分子機構解析：NK 細胞を健康成人末
梢血単核球より単離し、AFP 蛋白の存在下で
培養後、その細胞傷害活性をクロムリリース
法にて検討した。次に樹状細胞(DC)を健康成
人の末梢血単核球より誘導し、AFP 蛋白の存
在下で NK 細胞と共培養させた後、NK 細胞の
細胞傷害活性をクロムリリース法にて検討
した。また AFP 添加による DC 機能の変化を
評価した。さらに肝細胞癌症例 59 例の末梢
血単核球から NK 細胞を単離し、細胞表面活
性化分子である NKG2D の発現を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 肝癌幹細胞の先天免疫細胞に対する感
受 性 と そ の 分 子 機 構 の 解 析 ：
CD133KD-PLC/PRF/5 細 胞 で は 、 各 種
metalloproteinase のうち MMP-2 と ADAM9 の
発現が control-PLC/PRF/5 細胞に比し有意に
低下していた。MMP-2 関連の細胞浸潤能及び
VEGF産生能はCD133KD-PLC/PRF/5細胞では有
意に低下していた。(下図) 

 

また ADAM9 関連の膜結合型 MICA の発現は、
CD133KD-PLC/PRF/5 細 胞 の 方 が
control-PLC/PRF/5 細胞に比して強くかつ NK
細胞に対する感受性も高かった。Huh7 細胞に
おいても CD133(-)Huh7 細胞の MMP-2 および
ADAM9 の発現は、CD133(+)Huh7 細胞に比して
有意に低かった。 CD133(-)Huh7 細胞は
CD133(+)Huh7 細胞に比して細胞浸潤能及び
VEGF 産生能が低く(下図)、 

 



 

 

さらに CD133(-)Huh7 細胞の方が膜結合型
MICA の発現が強くかつ NK 細胞に対する感受
性も高く、PLC/PRF/5 細胞の結果と同様であ
った。CD133 陽性 HCC 細胞は MMP-2 及び ADAM9
活性が高く、結果的に HCC の腫瘍形成に有利
な特性を有していた。以上よりCD133陽性HCC
細胞は metalloproteinase の制御により悪性
の形質を示すことが明らかとなった。 
(2)慢性肝疾患進展における fibroblast 
growth factor-2(FGF-2)の意義と NK 活性と
の関連：免疫組織化学の結果、FGF-2 の発現
は正常肝組織では認めなったが、慢性肝炎で
は肝細胞が強く染色され、肝硬変、HCC と病
態が進展するにつれて FGF-2 の発現は低下し
た。 

 

血清 FGF-2 濃度は慢性肝炎群が健常者群・肝
硬変群・HCC 群のいずれに対しても有意に高
かったが、肝硬変・HCC と病態の進展に伴い
FGF-2 濃度の低下を認めた(上図)。FGF-2 添
加後の HepG2 及び PLC/PRF/5 細胞上の MICA
の発現はいずれも増加した。またいずれの肝
癌細胞においても FGF-2 の添加により NK 細
胞の細胞傷害活性が亢進した。HCC 発癌前後
の血清 FGF-2 濃度は有意に発癌後低下してい
た。肝硬変患者 84 例を FGF-2 濃度高値群（＞
1.8pg/ml、40 例）と低値群（≦1.8pg/ml、44
例）に分けると、FGF-2 低値群では高値群に
比して HCC 発癌率が有意に高かった。FGF-2
は MICA の発現を誘導することで、肝癌細胞
の NK 細胞に対する感受性が高めた。また慢
性肝疾患における FGF-2の低下が肝発癌リス
クを上昇させることが明らかとなった。 
(3) α-fetoprotein(AFP)による NK細胞活性
化抑制の分子機構解析：AFP 蛋白存在下で NK
細胞を培養しても、NK 細胞の細胞傷害活性に
変化を認めなかった。AFP 蛋白存在下で DC と
NK 細胞を共培養した場合、NK 細胞の細胞傷
害活性は、control 群に比べて AFP 群で明ら
かな減弱が認められた。Transwell-membrane
を用いた検討でも、AFP 群で細胞傷害活性の
低下が認められたことから、DC より分泌され
る液性因子が重要であることが明らかとな
った。ELISA 法を用いて DC のサイトカイン産
生能を検討すると、IL-12 産生は AFP 群にて

control 群に比して有意な低下を認めた。AFP
添加 DC に IL-12 を加えて NK 細胞と共培養す
ると、control 群と同等まで NK 細胞の細胞傷
害活性は回復した。肝細胞癌症例 59 例を AFP
高値群(AFP≧100ng/ml)と AFP 低値(AFP＜
100ng/ml)に分けて NK細胞の NKG2D の発現を
比較すると、AFP 高値群では AFP 低値群に比
して NKG2D の発現が有意に低下していた(下
図)。 

 
AFP 蛋白は DC を介した NK 細胞の活性化を抑
制し、その主な原因として DC からの IL-12
産生を抑制する事が示唆された。また臨床症
例の検討から、長期に AFP 蛋白に曝露される
と、NK 細胞活性を低下させる可能性が考えら
れた。以上の結果より AFP 産生は腫瘍免疫回
避機構である可能性が示唆された。 
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