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研究成果の概要（和文）：肝内胆管癌ではgankyrinの発現増強がみられ、その発現とOct4及びOV6の発現には正の相関
があり、それらの発現が高い症例は外科切除後の予後が不良であった。細胞株では，gankyrinの発現増強による変化は
みられないものの、それをknockdownするとOct4の発現減弱とOV6陽性細胞数の減少がみられ、sphere形成能の減弱もみ
られたことから、肝内胆管癌ではgankyrinが細胞脱分化から誘導された癌源細胞の維持に重要な役割を果たしているこ
とが示唆された。また、microRNA214がgankyrin発現を調節し、それを増強することで細胞分化が誘導されることを肝
細胞癌において見出した。

研究成果の概要（英文）：In intrahepatic cholangiocarcinomas, gankyrin was highly expressed, which 
correlated with Oct4 and OV6 expressions. Patients with ICC expressing high levels of gankyrin, Oct4 or 
OV6 had significantly poor prognosis following surgical resection. Although no marked effects of gankyrin 
overexpression was observed, knockdown of gankyrin was associated with the decreases of Oct-4 expression 
and OV-6 positive cell population in vitro. Furthermore, gankyrin knockdown deteriorated sphere-forming 
ability. These results suggested that Gankyrin might play an important role in the maintenance of cancer 
cells with stem-like features that could act as tumor-initiating cells induced by cell dedifferetriation 
in intrahepatic cholangiocarcinoma. MicroRNA-214 regulated gankyrin expression, and transfection of 
microRNA214 was found to induce cell differentiation in hepatocellular carcinoma cells through 
downregulation of gankyrin expression.

研究分野：医歯薬系　外科系臨床医学・消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
 癌の発生過程を考える上で，癌細胞は正常
細胞が多段階的な分子異常を蓄積すること
により，形態的にはそれにともなって異型度
を増していくことで生じるとされる多段階
発癌機構が一般的な仮説として受け入れら
れている。原発性肝癌である肝細胞癌におい
ても，high grade dysplastic nodule から早
期肝細胞癌，高分化肝細胞癌へと進展し，ま
た，肝内胆管癌においても von Meyenburg 
complex，胆管性線維腺腫，胆管腺腫からの
発癌の報告がある。しかしながら，臨床の場
においては，そのようないわゆる前癌病変を
みることは少なく，多段階発癌機構がはたし
てmajorな発癌プロセスなのかはいまだ明ら
かではないとともに，de novo 癌の存在が示
唆される。 
 de novo 癌としては組織幹細胞の癌化とい
うことが注目される。cancer stem cell 
theory に お け る 癌 源 細 胞 
(tumor-initiating cells)は，既存の組織幹
細胞の遺伝子異常，形質転換によって自己複
製制御機構が破綻することから発生すると
仮説づけられているが，肝臓においても組織
幹細胞の存在は広く認識され，劇症肝炎のよ
うな肝障害時に，特に成熟肝細胞や胆管細胞
の複製が制限された状態で，活性化するとさ
れる。病理学的には ductular reaction と呼
ばれ，細胆管に類似した胆管の増生として認
識されるが，それら胆管上皮様細胞は neural 
cell adhesion molecule (NCAM)，epithelial 
cell adhesion molecule (EpCAM)，oval cell 
marker antibody (OV6)など肝幹細胞あるい
は前駆細胞のマーカーを多く発現しており，
それが肝幹細胞・前駆細胞であることを示唆
している。一方，ductular reaction は肝細
胞癌や肝内胆管癌のリスクファクターであ
るB型/C型肝炎ウイルス感染による慢性肝障
害時や胆汁うっ滞性疾患，あるいは組織虚血
の状態の際にもみられるが，これは組織幹細
胞の活性化というよりもむしろ成熟肝細胞
由来である可能性が指摘されている。
induced pluripotent stem cells (iPS 細胞)
の確立によって示されたように終末分化を
とげた細胞のリプログラミングによって幹
細胞が誘導しうるが，in vivo においても成
熟肝細胞の脱分化から肝細胞・胆管細胞両者
に分化しうる肝前駆細胞が誘導されている
ことが示唆される。事実，Sun らは，gankyrin
が hepatocyte nuclear factor (HNF) 4の分
解を促進することによるrat肝細胞の脱分化
から肝前駆細胞の誘導を報告し，さらに肝細
胞癌細胞の癌源細胞への脱分化を示すとと
もに，gankyrin を down-regulation すること
によって肝細胞癌の癌源細胞数の低下と分
化を報告している。また，Kiesslich らは胆
管細胞癌においてWntシグナルが癌細胞の脱
分化を誘導することを示している。これらの
事実は，原発性肝癌細胞が腫瘍内でダイナミ
ックに分化・脱分化を繰り返し，そのバラン

ス に よ っ て 悪 性 度 な ど の 臨 床 的
heterogeneity を引き起こしている可能性を
示唆するものと考える。これによれば，臨床
的に肝細胞癌と胆管細胞癌の表現型が混在
する混合型肝癌の存在や，ezrin やサイトケ
ラチン19といった成熟肝細胞にはみられず，
前駆細胞にみられる分子の発現を伴う肝細
胞癌が存在する，あるいは胆管細胞マーカー
に加え肝細胞マーカーも同時に発現してい
る肝内胆管癌が存在する、という事実も説明
可能である。さらに，癌源細胞自体も既存の
組織幹細胞の癌化ではなく，成熟肝細胞ある
いは胆管細胞の脱分化を端緒とする可能性
を示唆するとともに，癌組織では一度分化し
た癌細胞の脱分化から癌源細胞が供給され
ている可能性をも示唆するものである。事実，
肝細胞から肝内胆管癌の発生につき実験的
に示した報告がみられる。一方，原発性肝癌
の癌源細胞を積極的に分化の方向へ導くメ
カニズムの詳細は不明であるが，脱分化シグ
ナルが抑制されて分化する場合と既存の分
化メカニズムを踏襲し分化する場合がある
と考えられる。肝前駆細胞の肝細胞への分化
に Wnt3a が，胆管細胞への分化に Notch が重
要であることが示され，また，spermatogenic 
immunoglobulin superfamily (SgIGSF)も肝
前駆細胞からの胆管分化に重要であること
が示されているが，原発性肝癌の癌源細胞の
分化においても同様のメカニズムが推定さ
れる。我々も肝内胆管癌症例において Notch 
pathway の活性化を明らかにしている。また，
そのような分化過程においては，周辺環境，
niche が重要であるが，マクロファージや筋
線維芽細胞の重要性が示されている。さらに，
近年，post-transcriptional regulators と
してのマイクロ RNA が注目されているが，マ
イクロRNAのなかには細胞の未分化性の維持
に拮抗して分化の方向へコミットメントす
る機能がある分子群があり，Silber らは、マ
イクロ RNA-124 あるいはマイクロ RNA-137 の
過剰発現がマウス神経幹細胞や human 
glioblastoma 源細胞の分化を誘導すること
を示し、正常組織幹細胞と癌源細胞の分化誘
導メカニズムの共通性および、種をこえてマ
イクロRNAが保存されていることを明らかに
している。 
 一方、現在の原発性肝癌に対する治療は外
科切除、化学療法が中心であるが、外科切除
しえても多くの症例で癌再発が起こり、しか
も再発巣では初発巣よりも進行が早く、悪性
度が高くなることがしばしば経験される。こ
れは癌源細胞が残存，あるいは脱分化による
癌源細胞のさらなる供給によると仮説立て
られる。従って、癌源細胞に対して有効な何
らかの治療法が必要となる。癌源細胞を標的
とした治療方法には、癌源細胞自体を排除す
る、癌源細胞の自己複製能を抑制し、造腫瘍
性のない細胞に分化誘導させる、癌源細胞を
癌源細胞として維持させるために必要な
niche を標的とする、という大きく 3種の方
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法が考案されているが，癌源細胞自体を排除
したとしても分化した癌細胞の脱分化によ
り癌源細胞が供給される可能性があり，有効
な治療法になりえない可能性がある。そこで，
癌源細胞の自己複製能を抑制し、分化誘導さ
せるという方法が注目される。分化誘導シグ
ナルや脱分化制御シグナルのノックイン・ノ
ックダウンによって，また，分化・脱分化に
関連するマイクロ RNA によって，さらには
niche として重要なマクロファージや筋線維
芽細胞との共存により癌源細胞を制御でき
る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，肝前駆細胞あるいは原発
性肝癌の分化・脱分化シグナルの発現と原発
性肝癌癌源細胞の表面マーカーの発現につ
き，臨床検体を用いて解析することによって，
その臨床的意義を解明することを目指す。さ
らに，癌細胞に分化誘導シグナルをノックイ
ン，脱分化シグナルをノックダウンすること
による細胞動態の変化を解析することで，細
胞分化・脱分化が癌の発生，進展にどのよう
な関与を示すかを明らかにする。その際のマ
イクロ RNA の関与についても検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）肝内胆管癌における脱分化シグナルと
細胞マーカーの解析 
 肝内胆管癌外科切除材料を用いて，細胞脱
分化に関与しているとされる gankyrin と原
発性肝癌癌源細胞の細胞マーカーである
Oct4，OV6 につき市販の抗体を用いて免疫組
織染色を行い，その発現状況を検討する。そ
して，それらと臨床病理学的因子との関連に
ついて比較検討するとともに，外科切除後の
予後との関連についても検討する。 
 
（２）肝内胆管癌細胞における gankyrin と
癌源細胞の動態についての解析 
 肝内胆管癌細胞株を用い，gankyrin をノッ
クインあるいはノックアウトさせることで，
幹細胞関連転写因子である Oct4 ，Sox2，Klf4
の発現変化を Western blot 法を用いて解析
するとともにOV6陽性細胞数の変化について
フローサイトメトリーで検討する。さらに
gankyrin をノックアウトした細胞における
スフェア形成能についても検討する。 
 
（３）non-B, non-C 肝細胞癌におけるマイク
ロ RNA(miR)-214 の解析 
 non-B, non-C肝細胞癌外科切除材料を用い
て，real-time RT-PCR 法にて miR-214 の発現
状況を検討する。そして，それらと臨床病理
学的因子，予後との関連について比較検討す
る。さらに，miR-214 の発現と gankyrin 発現
の関係についても検討する。 
 
（４）肝細胞癌細胞における miR-214 の機能
解析 

 肝細胞癌細胞株を用いてmiR-214を強制発
現させ，細胞増殖能，浸潤能，アポトーシス
の変化を解析するとともに，Oct4 の発現変化
を Western blot 法を用いて解析，また CD133
陽性細胞数の変化についてフローサイトメ
トリーで検討する。さらに，gnkyrin 発現の
変化についても検討を加える。 
 
４．研究成果 
（１）肝内胆管癌における脱分化シグナルと
細胞マーカーの解析 
 ４５例の肝内胆管癌外科切除材料におい
て gankyrin の発現を検討したところ、４４
例に発現がみられ，うち，２９例（６５．９％）
は高発現していた。一方，Oct4 は４４例に発
現がみられ，その発現強度は gankyrin 発現
と正の相関がみられた。また，OV6 の発現は
４０例にみられ，その発現強度は gankyrin
発現と正の相関がみられた。臨床病理学的因
子との関連をみると、gankyrin 高発現，
Oct4/OV6 高発現肝内胆管癌症例では血清中
の CA19-9 値が高い症例が多いことが判明し
た。また，gankyrin 高発現，Oct4/OV6 高発
現肝内胆管癌症例は外科切除後の予後が有
意に不良であった。Oct4 や OV6 が癌源細胞あ
るいは肝前駆細胞のマーカーであることを
考慮すると，この結果は肝内胆管癌では種々
の程度に癌源細胞が含まれ、その程度により
癌の生物学的heterogeneityがもたれされて
いることを示唆するものと考えられた。そし
て gankyrin が，大腸癌や肝細胞癌で示唆さ
れているように，癌細胞の脱分化から癌源細
胞の供給に関与している可能性が想定され
た。 
 
（２）肝内胆管癌細胞における gankyrin と
癌源細胞の動態についての解析 
 肝内胆管癌細胞株ではすでに gankyrin の
発現がみられているが，それを siRNA により
ノックダウンすると，Oct4，，Sox2，Klf4 の
有意な発現低下がみられ，OV6 陽性細胞数の
減少も認められた。また，それらにはスフェ
ア形成能の減弱も伴っていた。一方，
gankyrin の発現がすでにみられている肝内
胆管細胞株に，さらに gankyrin を強制発現
させたが，Oct4，，Sox2，Klf4，c-Myc の発現
には変化がみられず，OV6 陽性細胞数につい
ても変化がみられなかった。この結果は肝内
胆管癌における gankyrin の役割は癌現細胞
の誘導というよりはむしろ，癌源細胞の維持
に重要な役割を果たしているものと考えら
れる。肝細胞癌では gankyrin は癌細胞の脱
分化を誘導し，癌源細胞の供給に重要な役割
を果たしているとされるが，脱分化のメカニ
ズムには細胞特異性があり，肝内胆管癌では，
gankyrin-independent なメカニズムが存在
しているのかもしれない。 
 
（３）non-B, non-C 肝細胞癌におけるマイク
ロ RNA(miR)-214 の解析 
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 ４０例の non-B, non-C 肝細胞癌外科切除
材料においてmiR-214の発現を検討したとこ
ろ、非癌部に比し有意に癌部での発現低下が
認められた。なかでも miR-214 の発現が低い
症例は外科切除後の無再発生存率が低いこ
とが判明したが，一般的に用いられる臨床病
理学的因子との関係は認められなかった。一
方，miR-214 の低発現は，血管浸潤とともに
独立した外科切除後再発危険因子であった。
この結果から，miR214 の発現は外科切除後の
再発を予測するバイオマーカーとなりうる
可能性を示唆するものである。 
 
（４）肝細胞癌細胞におけるマイクロ
RNA(miR)-214 の機能解析 
 肝細胞癌細胞株においてmiR-214を強制発
現させると，癌細胞の増殖能、浸潤能が損な
われ，アポトーシスを起こす細胞数の増加が
認められた。また，Oct4 の有意な発現低下と
CD133 陽性細胞数の減少がみられた。
gankyrin の発現との関係をみると，miR-214
と gankyrin の発現には逆相関がみられ，
miR-214 の発現を増強させることによって，
gankyrin タンパクの発現が低下することが
明らかになった。 
 これらの結果から，miR-214 は gankyrin の
発現を調節し，肝細胞癌，特に non-B, non-C
肝細胞癌において，より悪性度の高い性質獲
得に関与しているものと考えられる。したが
って，miR-214 を強制的に発現させることは，
肝細胞癌に対する新たな治療法となり得る
可能性を有しているものと考えられる。 
 
 以上のことから，原発性肝癌においては癌
源細胞の動態がその性質，多様性に深く関与
しているものと考えられ，そこには
gannkyrin が大きな役割を果たし，癌源細胞
の維持，特に肝細胞癌では誘導にも関与して
いることが明らかになった。gankyrin を調節
する分子としては miR-214 があり，それを調
節することで、癌の性質変化を誘導できるこ
とがわかり，新たな治療法開発の基盤となり
うるものと考えられる。 
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