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研究成果の概要（和文）：以前にAdenomatous polyposis coli結合蛋白EB1(以下EB1)が肝細胞癌で高発現していること
を報告した。今回の研究で、①初発肝細胞癌根治切除症例においてEB1の発現は分化度、AFP、門脈浸潤と有意な相関関
係を示し、EB1高発現群では全生存率が有意に不良であり、再発率も有意に高かった(各P<0.0001)。②肝癌細胞株にお
いてEB1の発現を変動させると、細胞の増殖能・遊走能・浸潤能・腫瘍増殖能がパラレルに変動した。③マイクロアレ
イ解析においてEB1はDlk-1の発現を制御している可能性が示唆された。以上より、EB1は新規バイオマーカーとして有
用であると考える。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that adenomatous polyposis coli-binding protein EB1 (EB1) 
is overexpressed in HCC tissues by proteomics. In present study, ①EB1 expression significantly 
correlated with the degree of histological differentiation, AFP, vascular invasion status in HCC 
patients. Moreover, overall survival and recurrence rate was significantly poor in EB1-high expressed HCC 
patients. ②EB1 promoted cell proliferation, migration, invasion, tumor growth in HCC cell lines. 
③Microarray analysis revealed that EB1 might regulate the expression level of Dlk-1. As a conclusion, 
EB1 may become a new biomarker of HCC and a potential molecular target of HCC therapy.

研究分野： 肝癌
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１．研究開始当初の背景 
我々は Proteomics 解析にて正常肝細胞株

と比較して肝細胞癌株で APC binding 
protein EB1(以下 EB1)が高発現しているこ
とを明らかにした。EB1 は乳癌や胃癌、大腸
癌、食道癌でも高発現していることが報告さ
れている。 

EB1 は腫瘍制御タンパクとして有名な
APC と結合するタンパクとして 1995 年に発
見され、その後微小管の伸長端に特異的に局
在し微小管の動的不安定性を制御するのに
重要なタンパクであることが知られている。
その機能は生物種を超えて高く保存されて
いることも分かっている。 
しかし、肝細胞癌におけるその役割は十分

に明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
肝細胞癌における EB1 の発現の意義およ

びその役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
 (1)1997年から2006年までに当院で行った
235 例の初発肝細胞癌根治切除症例を対象に
免疫組織化学染色を行い、臨床病理学的因子
とEB1の発現との相関関係を検討した。また、
予後・再発における EB1 の発現の意義につい
ても検討した。 
 (2)当科で保有している肝癌細胞株を用い
て EB1 の発現を Western blot にて解析し、
その中でEB1が比較的高発現している肝癌細
胞株 HLF、HLE、HuH7 を用いて下記のアッセ
イを行った。①HLF、HLE、HuH7 に対し EB1 特
異的 siRNA を用いて EB1の発現を一時的に抑
制することで、増殖能(MTS アッセイ)、遊走
能（Transwell アッセイ）、浸潤能（Matrigel 
invasion アッセイ）がどのように変化するか
を検討した。②HLF に対し EB1 特異的 shRNA
をレンチウィルスを用いて導入しEB1の発現
を恒常的に抑制することで、増殖能、遊走能、
浸潤能がどうように変化するのかを検討し
た。③HuH7 に対し CRISPR/Cas9 技術を用いて
EB1 の発現を一度ノックアウト(KO)し、その
EB1-KO HuH7 細胞株に対し EB1 の発現を戻し
てあげると、増殖能、遊走能、浸潤能がどの
ように変化するかを検討した。また、各細胞
株をマウスに皮下注し、生体内での腫瘍増殖
能の変化を検討した。 
 (3)EB1-KO HuH7 細胞株と EB1-KO 後 EB1 再
発現 HuH7 細胞株から抽出した Total RNA を
用いて Microarray 解析を施行し、EB1-KO 細
胞株に EB1 を再発現させると、どのような遺
伝子が変動するのかを検討した。また、抽出
された変動遺伝子でもっとも変動の激しか
った遺伝子を Real time PCR および Western 
blot にて変動を検証した。 
 
４．研究成果 
 (1)免疫組織化学的検討では、まず胆管上
皮細胞を Internal positive control として

腫瘍細胞のEB1染色度がその胆管上皮より強
いものを陽性、それ以下のものを陰性と評価
し、その後にその腫瘍細胞が腫瘍全体の 30%
以上を占める場合をEB1発現陽性症例と診断
した。上記診断基準を用いると、EB1 陽性症
例は 235 例中 24 例、陰性症例は 211 例であ
った。臨床病理学的因子との検討(Pearson の
χ2 検定あるいは Student t 検定)では、EB1
陽性群と AFP、PIVKA-II、分化度、腫瘍径、
門脈浸潤、肝内転移との強い相関が得られた
(いずれも P<0.05)。また、予後・再発の検討
(Kaplan-Meier 法および Log rank 検定)では、
EB1 陽性群は有意に予後が不良であり
(P<0.0001)、再発率も有意に上昇していた
(P<0.0001)。以上のことから、肝細胞癌にお
いてEB1の発現は癌の増殖や浸潤との強い相
関関係があると考えられた。また、EB1 の発
現は肝細胞癌の予後・再発予測因子として有
用であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)①肝癌細胞株 HLF、HLE、HuH7 に対し 2

種類の EB1 特異的 siRNA と control siRNA を
用いて増殖能・遊走能・浸潤能アッセイを行
ったところ、いずれの細胞株においても EB1
を一過性に抑制すると細胞の増殖能・遊走
能・浸潤能が有意に低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2)②肝癌細胞株 HLF に対し EB1 特異的
shRNA と control 用に Non-target shRNA をレ
ンチウィルスを用いて導入し、増殖能・遊走
能・浸潤能アッセイを行ったところ、EB1 を
恒常的に抑制しても細胞の増殖能・遊走能・
浸潤能が有意に低下した。 
 
 
 
 
 
 (2)③肝癌細胞株 HuH7 に対し CRISPR/Cas9
技術を用いて一度 EB1 の発現を KO した細胞
株を 2種類(EB1-KO HuH7 #1 と EB-KO HuH7 #6)
作製した後に、EB1 の塩基配列をあらかじめ
導入したEB1再発現用レンチウィルスまたは
何の配列も導入していないコントロール用
レンチウィルスをそれぞれの EB1-KO HuH7 細
胞株に導入し、増殖能・遊走能・浸潤能アッ
セイを行ったところ、EB1 の発現を戻すこと
によって細胞の増殖能・遊走能・浸潤能が有
意に上昇した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、週齢 5週目の雌のヌードマウスに上記
EB1-KO HuH7 #1 細胞株と EB1-KO 後再発現 
HuH7 #1 細胞株を皮下注し、生体内での腫瘍
増殖能を検討したところ、EB1 の発現を戻す
ことで生体内での腫瘍増殖能が有意に上昇
した。 
 
 
 
 

 
 
 以上のことから、EB1 の発現は肝癌細胞株
の増殖能・遊走能・浸潤に深く関わっている
ものと考えられた。また、生体内における腫
瘍増殖にも強く関与しているものと考えら
れた。 
(3)上記 EB1-KO HuH7 #1 細胞株と EB1-KO 後
再発現 HuH7 #1 細胞株の Total RNA を RNA 抽
出キットを用いて抽出し、その RNA を
Microarry 測定用の変換キットを用いてラベ
ル化 cRNA に変換し、Agilent SurePrint G3 
Human GE v3 8x60K Microarray(Design ID: 
072363)を用いてMicroarray解析を行ったと
ころ、2 倍以上有意に上昇していた変動遺伝

子が 18 個、2倍以上有意に減少していた変動
遺伝子が 51 個抽出された。その中で最も発
現が亢進していた遺伝子は Delta like-1(以
下 Dlk-1)であった。 
 Dlk-1 の mRNA の発現を Real time PCR で、
タンパクの発現を Western blot で確認した
ところ、いずれにおいても発現の亢進がみら
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Dlk-1 の発現は肝細胞癌の増殖に深く関与
していると報告されていることから、EB1 の
発現亢進により癌の増殖が亢進する一因と
してDlk-1の発現亢進が関与している可能性
が今回の研究で示唆された。 
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