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研究成果の概要（和文）：肝内転移のために再発頻度の高い肝細胞癌を対象として、肝内転移の抑制を目的とし、転移
性の癌幹細胞に対するマーカーの同定を試みた。我々の開発した特殊培地によるSphere誘導系において、低分化型及び
未分化型肝細胞癌由来のSK-HEP-1及びHLEから、抗癌剤耐性及び肝転移能の亢進したSphere細胞を誘導することに成功
した。また、Sphere細胞における、間葉系マーカーの発現亢進、及び活性酸素除去系の亢進を確認した。さらに、複数
のOmics解析の統合解析によって、新規の癌幹細胞に対するマーカー及び治療標的の候補分子を同定した。

研究成果の概要（英文）：The possible existence of plasticity between cancer stem cells and their more diff
erentiated derivative cancer cells was suggested. We successfully induced cancer stem-like sphere cells fr
om human HCC cell lines with specified medium. Poorly differentiated HCC derived SK-HEP-1 and undifferenti
ated HCC derived HLE cell lines efficiently formed spheres (SK-sphere and HLE-sphere). In the presence of 
several anti-cancer drugs except sorafenib, the cell viability of SK-sphere and HLE-sphere were significan
tly higher than that of parental cells. SK-sphere showed higher HIF1A mRNA expression, more CD44 variant-p
ositive cells, and lower ROS production compared to parental cells. Integrated analysis showed that HIF1A 
and its downstream genes were up-regulated in SK-sphere. Finally, e identified several new marker and ther
apy target candidates (mRNA, microRNA, and protein) to cancer stem cells by integrated omics analysis.
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌は多中心性発癌に加えて、肝内転
移によって再発率の高い予後不良な癌種で
ある。転移・再発の原因として、上皮間葉系
移行 (EMT) や癌幹細胞 (CSCs) が重要と考
えられている。乳癌においては、EMT を起こ
した癌細胞が CSCs 様の表現型を示すことも
報告されており、従来の CSCs を頂点とする
癌細胞の階層性は絶対ではなく、CSCs や分化
した癌細胞からも転移性の CSCs が発生する
可能性がある。また、CSCs は抗癌剤・放射線
治療に対する抵抗性を有しており、癌の根治
のためには CSCs を標的にした治療法が求め
られている。しかしながら、これまでに肝癌
細胞株から分離された CSCs は高分化型由来
であり、高い転移・浸潤能を示す低分化型由
来からは分離されていない。そこで、転移性
の CSCs を得るために、低分化型由来の肝癌
細胞株から CSCs の表現型の一つ細胞浮遊塊 
(Sphere) の誘導培養を試み、これを解析す
ることとした。本研究は、低分化型由来の細
胞株から得られる Cancer stem 様細胞が、転
移・再発および抗癌剤耐性に重要であるとの
仮説の下、新たなマーカーの同定や転移・再
発の抑制方法の開発へと展開していくもの
である。 
 
２．研究の目的 
肝内転移のために再発頻度の高い肝細胞
癌を対象として、肝内転移の抑制を目的とす
る。従来の癌細胞の階層性の頂点に位置する
CSCs ではなく、新たに癌の進展に伴って発生
すると考えられる転移性の CSCs に対するマ
ーカーの同定及びその機能解析を行う。高い
転移・浸潤能を有する低分化型由来の細胞株
から CSCs 表現型である Sphere を独自に誘導
し、これを解析する。 
 
３．研究の方法 
肝細胞癌より樹立されたヒト肝癌細胞株
を当科で開発した培養液を用い培養するこ
とで Sphere 細胞を誘導した。この培養液は
neural survival factor-1 を含むことを特徴
とする (消化器系がん幹細胞を培養するた
めの無血清培地、及びそれを用いた消化器系
がん幹細胞の増殖方法；特願 2012-47433)。
この方法で得られた Sphere 細胞について、
stemness マーカー発現、既知の CSC マーカー
発現、抗癌剤耐性能、マウス腫瘍形成能、細
胞周期を親株と比較した。 
肝転移能は免疫不全マウスへの脾臓注入
による経門脈的肝転移モデルにより評価し
た。抗癌剤感受性は MTS アッセイにより評価
した。mRNA 発現解析には RT real-time PCR
を用い、タンパク発現及び細胞周期解析には
フローサイトメトリーを用いた。また、活性
酸素種生産量を DCFH から DCF への酸化反応
によって測定した。 
新規の CSCマーカー及び CSC治療標的の探
索として、DNA chip 解析 (mRNA, microRNA)、

iTRAQ 標識 2D LC-MS/MS 解析 (protein) を行
い、これらの統合解析によって候補分子を同
定した。また、パスウェイ解析には Ingenuity 
Pathway Analysis ソフトウェアを用いた。 
 
４．研究成果 
研究開始時の独自仮説に基づき、幹細胞用
の培地を基にした特殊培地を用いることで
Sphere 形成の誘導を試み、CSCs はほとんど
含まれていないとされる低分化型由来肝細
胞癌細胞株  (SK-HEP-1) から高効率に
Sphere を誘導できることを確認した。また、
未分化型肝細胞癌由来細胞株 (HLE) からも
Sphere 細胞の形成が確認されたが、高分化型
肝細胞癌由来細胞株 (HuH-7, Hep 3B) から
は、Sphere 細胞の形成は観察されなかった。 
誘導された Sphere 細胞 (SK-sphere) は、
元の SK-HEP-1 株と比較して、幹細胞マーカ
ー (NANOG and LIN28A) の mRNA 発現が亢進
し、ALDH1 の mRNA 発現及び活性の亢進が観察
された。既知の肝細胞癌 CSC マーカーについ
ては、これまでの高分化型肝細胞癌から単離
された CSCs とは、異なるプロファイルを示
した。具体的には、CD44 variant の発現は
Sphere 細胞において亢進したが、CD24 の発
現は低下した。また、CD133 については、親
株でも Sphere でも発現がほとんど見られな
かった。 
SK-sphere は、免疫不全マウスへの脾臓注
入実験 (経門脈的肝転移モデル) から、肝転
移能の亢進を示した。 SK-sphere 及び
HLE-sphere は、それぞれの親株と比較して、
5-FU、シスプラチンを含む種々の抗癌剤に対
して有意に耐性を示した。しかしながら、ソ
ラフェニブに対する耐性には有意な差は見
られなかった。 
抗癌剤耐性機構として、薬剤排出に関わる
ABC トランスポーターの一つ、ABCG2 の発現
を解析したところ、親株と比較して
SK-sphere での発現亢進が確認された。細胞
周期において、SK-sphere は親株と比べて
G0/G1期の割合の増加と P21 mRNA 発現の増加
を示した。また、活性酸素除去系の亢進とし
て HIF1aplpha や CD44variant の発現亢進、
これに伴う細胞内活性酸素生産の低下を確
認した。さらに、SK-sphere の EpCAM の減少
と Vimentin の増加がタンパクレベルで確認
され、上皮間葉系移行の亢進が示唆された。 
続いて、CSC の網羅的遺伝子解析および蛋
白解析を行った。複数の網羅的解析の統合解
析によって、術後肝内再発に対する治療標的
もしくは予後マーカーの候補分子を同定す
ることが出来た。まず、親株と比較して
Sphere 細胞で発現が亢進し、術後無再発症例
と比較して術後再発症例において発現が高
く、さらに非癌部と比較しても発現が高い、
1 つの Hypoxia と関連する遺伝子を候補分子
として得た。また、親株と比較して Sphere
細胞で発現が低下する microRNA を 1 つ同定
した (DNA chip 解析、qPCR 解析)。さらに、



この microRNA の制御下にあると考えられる
11 の遺伝子を同定した。これら 11 の内、
microRNAによる制御機構として3遺伝子はタ
ンパクレベルでの発現変動に比べて mRNA レ
ベルでの発現変動が小さく翻訳レベルでの
制御にあると示唆され、4 遺伝子はタンパク
レベルだけでなく mRNA レベルでも発現変動
が見られ mRNA の安定性における制御と示唆
された。残りの 4つはタンパクレベルでの発
現変動を確認できていない。 
上述の通り、有望な候補分子を複数得るこ
とが出来、特に、統合解析から Hypoxia に関
する遺伝子群の重要性が示唆された。また、
高い転移・浸潤能を有する低分化型由来の細
胞株からの CSCs 表現型を有する Sphere 誘導
について、論文を国際専門誌に投稿中である。 
今後、本研究によって得られた CSC マーカ
ー及び CSC 治療標的分子について、
validation 実験を進める。具体的には、それ
ぞれの候補分子の臨床サンプルにおける発
現レベルの解析、細胞株を用いての
gain-of-function, loss-of-functionによる
機能解析を行う。これらの結果から候補分子
がCSCに対するマーカーまたは治療標的とし
て有用かどうか検討し、治療標的として有望
な分子について、免疫療法 (及びそのバイオ
マーカー) への応用可能性を検討する。 
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