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研究成果の概要（和文）：HCC細胞株に対し山中4因子を導入したところ、約2週間後にiPS細胞様のコロニーが形成され
た。形成されたコロニーを顕微鏡下で取得し、独立に培養し形態観察、遺伝子発現解析、免疫不全マウスへの移植を行
った。未分化マーカーおよび肝細胞マーカーの発現はHCC細胞株に較べ、肝細胞マーカーであるHNF4の発現低下と未分
化マーカーであるSox2の発現上昇が見られた。しかしながら、未分化マーカーの発現はiPS細胞と較べ低かった。免疫
不全マウス(NOD/scid)の精巣へ移植しテラトーマ形成の有無を検証した。すると樹立したクローンからテラトーマの形
成は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：As a result of introduction of the 4 factors to the HCC cell lines, colonies of iP
S cell-like is formed after about 2 weeks. The established clones were investigated by morphological obser
vation, gene expression analysis and the transplantation into immunodeficient mice. Expression of hepatocy
te marker HNF4 in comparison with HCC cell lines were decreased. And increased expression of Sox2, undiffe
rentiated marker, was observed. However, the expression of undifferentiated markers were lower compared wi
th iPS cells. To verify the presence or absence of teratoma formation capability, clones were transplanted
 into the testes of immunodeficient mice (NOD / scid). However no teratoma formation was observed from clo
nes that were established in this study.
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１．研究開始当初の背景 
iPS 細胞作成のリプログラミング技術によっ
て、分化した機能細胞から多能性幹細胞の状
態にエピジェネティック修飾をリセットす
ることが可能となった。本研究ではリプログ
ラミング技術を再生医学研究ではなく癌研
究に応用するという新しい着想に基づくも
のである。 
 肝癌の大部分は肝炎ウイルスの感染によ
り引き起こされるウイルス性肝炎に起因す
ることが明らかとなっている。しかし、肝炎
ウイルスという共通項以外、肝癌に見られる
遺伝子変異は多様であり、ある責任遺伝子は
わずか数%の患者での共通性しか見られない
場合が多い。近年、がんにおけるエピジェネ
ティック修飾が注目されているが、上記のこ
とから申請者は肝癌発生･転移･再発の体系
的に理解する上で、肝癌におけるエピジェネ
ティック修飾を理解することが必須である
と考えている。 
 
２．研究の目的 
近年、がんにおけるエピジェネティック修飾
の重要性が注目されている。肝細胞癌(HCC)
は原因遺伝子が多様であり、HCC を体系的に
理解し治療へとつなげるためにはエピジェ
ネティック修飾異常に基づく発癌の理解が
重要である。 本研究では、HCC 臨床検体を
用いて HCCを iPS 細胞化することによりエピ
ジェネティック修飾をリセットするという
革新的手法に基づき、リセットした HCC から
分化誘導した肝臓系列細胞(iHCC)において
腫瘍形成能が失われるか検討する。エピジェ
ネティック修飾のリセットにより腫瘍形成
能が失われる iHCC と元の HCC の間でのエピ
ジェネティック修飾状態を網羅的に解析す
ることで、エピジェネティクスリセットによ
る革新的肝発癌メカニズム解析をおこなう
ものである。 
 
 
３．研究の方法 
本研究ではエピジェネティクスリセットに
よる革新的肝発癌メカニズム解析を行う。 
まず、臨床検体から得られた HCC を iPS 細胞
化によりエピジェネティック修飾をリセッ
トし、iPS 細胞から独自プロトコールにより
肝細胞(iHCC)へ分化誘導する。このとき、エ
ピジェネティック修飾変異により腫瘍形成
能を獲得したHCCではエピジェネティック修
飾リセット後の iHCC は腫瘍形成能を失って
いると想定される。腫瘍形成能を失った iHCC

を同定し、元の HCC と iHCC のエピジェネテ
ィック修飾状態を独自の微量サンプルから
のエピジェネティック修飾を解析する。 
 
４．研究成果 
日本における最新のがん統計によると、がん
罹患者は３５年前の４倍になっており、その
中で肝臓がんは 2012 年のがんによる死亡者
数が多い部位の第５位となっている。 
肝細胞癌（HCC）は原因遺伝子が多様であり、
HCC を体系的に理解し治療へ結びつけるため
には、エピジェネティック修飾に基づく発癌
の理解が重要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上図に概要を示した。HCC 細胞株に対し山中
4 因子を導入したところ、約 2 週間後に iPS
細胞様のコロニーが形成された。形成された
コロニーを顕微鏡下で取得し、独立に培養し
形態観察、遺伝子発現解析、免疫不全マウス
への移植を行った。 
形成されたコロニーは下記図に示すような、
iPS 細胞様の形態を維持していた。一方、こ
こには示さないが、継代を経ると iPS 細胞様
の形態を維持できないクローンも見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に得られた複数のクローンよりRNAを抽出
し、qPCR により未分化マーカーおよび肝細胞
マーカーの発現を iPS細胞および HCC細胞株
と比較した。すると、HCC 細胞株に較べ、肝
細胞マーカーである HNF4 の発現低下と未分



化マーカーである Sox2 の発現上昇が見られ
た。しかしながら、未分化マーカーの発現は
iPS 細胞と較べ低かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に得られたクローンを免疫不全マウス
(NOD/scid)の精巣へ移植しテラトーマ形成
の有無を検証した。すると下図に示すように
未分化iPS細胞からはテラトーマが形成され
たものの、樹立したクローンからテラトーマ
の形成は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらのことから、完全な未分化状態へのリ
プログラミングが行われなかったと考えら
れる。これは既存のヒト肝癌細胞株には数多
くの染色体異常が報告されており、リプログ
ラミング因子を導入後のリプログラミング
に必要な因子を欠損しているか、未分化状態
を維持する遺伝子が欠損している可能性が
考えられた。そこで、さらにヒト肝癌細胞と
共に正常細胞としてヒト線維芽細胞を用い
て iPS 細胞の作製を平行して実施した。肝癌
細胞株を用いて、リプログラミング因子を導
入すると HNF4 の発現低下や未分化マーカー
の発現上昇が観察された。しかし、線維芽細
胞を用いて作製したiPS細胞と較べると未分
化マーカーの発現が低く、完全なリプログラ
ミングは観察されなかった。一方、線維芽細
胞より樹立したiPS細胞については肝臓系列

細胞へと分化誘導すると、肝分化マーカー遺
伝子の発現およびアルブミン分泌をタンパ
ク質レベルで検出したため、実験系に問題な
いことが確認された。以上の事から、今後更
に多くの幹細胞癌を対象とし特に臨床検体
など長期的な培養により染色体の欠損など
の異常が蓄積していない細胞を対象とした
解析が必要であると考えられる。また、肝癌
だけでなく、遺伝子異常が明らかとなってい
る膵癌や肺癌を対象とすることで、癌化に関
わるエピジェネティック修飾を明らかにす
ることが可能となると考えられる。 
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