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研究成果の概要（和文）：本研究は、予後不良な肝細胞癌を対象として癌幹細胞 (CSC) を解析することで、肝内転移
による再発の抑制に結びつける。本研究では、高い転移・浸潤能を有する低分化型肝細胞癌由来の細胞株から独自に誘
導したCSC表現型を示す浮遊細胞塊 (Sphere) を解析した。低分化型肝細胞癌由来細胞株からSphere細胞を誘導し、こ
れらがCSCの特徴であるstemnessマーカー発現の亢進、抗癌剤耐性能の亢進を示し、さらに肝転移能亢進も示すことを
明らかとした。また、mRNAおよびタンパクの網羅的発現解析を上述のSphere細胞及び臨床サンプルにて実施し、肝細胞
癌の転移生再発と関連する4つの遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Cancer stem cells (CSCs) are thought to play important roles in 
therapy-resistance. In this study, we induced cancer stem-like cells from hepatocellular carcinoma (HCC) 
cell lines using a unique medium, and examined their potential for resistance to anti-cancer drugs. 
Poorly differentiated HCC derived cell lines efficiently formed spheres of cells, but well-differentiated 
HCC-derived cells did not. Sphere cells showed increased stemness marker levels. We observed more CD44 
variant-positive cells in Sphere cells than in parental cells. The cell viability of Sphere cells was 
significantly higher than that of parental cells in the presence of several anti-cancer drugs. Sphere 
cells showed higher ABCG2 and HIF1A mRNA expression and lower ROS production compared to parental cells. 
Our novel method successfully induced cancer stem-like cells, which possessed chemoresistance that was 
related to the cell cycle, drug efflux, and ROS.

研究分野：腫瘍学

キーワード： 癌
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１．研究開始当初の背景 
 肝細胞癌 (HCC) 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。癌転移は古典的モデルに加えて 
(Liotta LA et al., Lab. Invest., 1983)、転移
形成を担う細胞が早い段階に独立して存在
すると提唱されている (Gray JW, Cancer 
Cell, 2003)。近年、上皮間葉系移行 (EMT) や
癌幹細胞 (CSC) が転移・再発に重要と考え
られている (Yang J et al., Cell, 2004, Li F 
et al., Cancer Res., 2007)。また、CSC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 CSC を標的にした
治療法が求められており、CSCマーカーの探
索や機能解析が盛んに行われている。HCC
においても、細胞株から CSC の性質の一つ
である色素排出能の高い side-population 
(SP) 画分や、CD133 等を CSC マーカーと
して分離が行われている (Chiba T et al., 
Hepatol., 2006)。近年、乳癌においては、EMT
を起こした癌細胞が CSC 様の表現型を示す
ことも報告されており (Mani SA et al., Cell, 
2008)、従来の CSCを頂点とする癌細胞の階
層性は絶対ではなく、 CSCs 自身の
heterogeneity や分化した癌細胞から CSCs
への plasticityが認識され始めている。 
本研究代表者は、HCC の転移・再発に関
して研究を進めてきた中で、HCC 術後早期
再発と CSC の抗癌剤耐性機構とも関連する
ABC トランスポーター発現とが関連するこ
と を 見 出 し  ( 特 願 2010-079801, 
PCT/JP2011/001905)、進展 (脱分化) した
HCCの中に転移・再発に重要な CSCが存在
すると考えるに至った。これまでの HCC か
らの CSC の分離は、高分化型由来細胞株 
(HuH-7 等) では成されてきたが、高い転
移・浸潤能を示す低分化型由来細胞株には
CSC はほとんど含まれないとされてきた 
(Chen X et al., J Hepatol., 2011)。これは、
発癌してすぐは CSC が比較的残存している
が、癌の進展に伴って CSC は癌細胞へ分化
してしまうとの考えに基づいている。本研究
代表者らは、しかしながら、前述の plasticity
に基づき低分化型 HCC 由来細胞株 
(SK-HEP-1) から CSC 表現型の一つである
浮遊細胞塊 (Sphere) 形成能を有する CSC
様細胞の独自誘導に成功した  (特願
2012-47433)。この誘導 CSC様 sphere細胞
は、従来の癌細胞の階層性の頂点に位置する
癌の発生に重要な CSC とは別に、新たに癌
の進展に伴って発生する転移・再発に寄与す
る CSCと考え、研究を推進している。 
 
２．研究の目的 
本研究は、予後不良な肝細胞癌を対象とし
て、癌幹細胞 (CSC) を解析することで、肝
内転移による再発の抑制に結びつける。本研

究では、高い転移・浸潤能を有する低分化型
由来の細胞株から独自に誘導した CSC 表現
型を示す浮遊細胞塊 (Sphere) を解析する。
従来の癌細胞の階層性の頂点に位置する
CSC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 CSC に対するマ
ーカーやその性質を明らかとし、特に、CSC
特異的バイオマーカー  (表面抗原、分泌
microRNA等)から、癌免疫療法や抗体・核酸
医薬の候補分子を同定する。 
本研究は、低分化型由来の細胞株から得ら
れる CSC様細胞 (SK-sphere) が、転移・再
発および抗癌剤耐性を亢進しているとのこ
れまでの実験結果の下、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。これまで CSC 様細胞は
細胞集団から数%しか分離できなかったが、
我々は CSC 様細胞を高効率に誘導できるこ
とから、CSCに対する様々な機能解析や抗癌
剤スクリーニングを行うことが出来る。本課
題によって、転移性の CSC に効果的な抗癌
剤や核酸医薬、免疫療法等による肝細胞癌予
後の改善が期待される。また、転移性 CSC
マーカーは再発リスクの予測を可能とし、患
者の層別化によって新規治療の開発だけで
なく医療経済的な面でも期待が持たれる。 

図 1. 本研究標的となる転移性 CSC. 
 
３．研究の方法 
転移性の CSC を解析するに当たって、従
来の SP 画分や CD133 等をマーカーとして
も低分化型由来のHCC細胞株からはCSC様
細胞が得られていないことから、従来のマー
カーを用いての分離・精製は行えない。そこ
で、CSC表現型の一つである Sphere形成に
着目し、低分化型由来の HCC 細胞株から
CSC様細胞として Sphereを誘導培養し、こ
れを解析することとした。これまでに独自の
特殊培養によって、低分化型由来 HCC 細胞
株  (SK-HEP-1) か ら の CSC 様 細 胞 
(SK-sphere) の誘導を達成している (図 2)。
この誘導法において、最も重要な因子の一つ
は神経生存因子 ; NSF-1 (neural survival 
factor-1) であった。 
 



図 2. 独自誘導 Sphere cells. 
左, SK-HEP-1より誘導. 右, HLEより誘導. 
 
得られた SK-sphereは、高い sphere形成
能だけでなく、抗癌剤抵抗性や重度複合免疫
不全マウスにおける高い肝転移能を示した。
SK-sphereは癌細胞からCSCへの plasticity
を示すものであり、転移・再発の原因となる
CSC であるとの仮説に基づき、解析を行う。
これによって、肝細胞癌 (HCC) の転移・再
発に関与する癌幹細胞 (CSC) に対する新規
マーカーの獲得、CSCに対する治療戦略の開
発を進める。 
神経生存因子を含むことを特徴とする培
地を用いることでヒト HCC 細胞株より癌幹
細胞様 Sphere 細胞の誘導を行った。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。発
現解析には RT real-time PCR及びフローサ
イトメトリーを用いた。網羅的発現解析には
RNA-seq、DNAチップ及び iTRAQ-coupled 
2D-LC-MS/MSを用いた。臨床サンプルとし
て、術後 1年以内再発症例及び術後 2年以上
無再発症例からの凍結摘出標本を用いた。 
 
４．研究成果 
 低分化型及び未分化型肝細胞癌由来の
SK-HEP-1 及び HLE からは Sphere 細胞 
(SK-sphere及びHLE-sphere) の誘導が観察
された。一方、高分化型肝細胞癌由来の
HuH-7及びHep 3Bからは Sphere細胞は誘
導されなかった。肝転移モデルにおいて、
1x103 cellsではSK-sphereは 2/5で肝転移が
観察されたのに対して、SK-HEP-1 では 0/4
であった。さらに、SK-sphereでの Vimentin
発現亢進が確認された。SK-sphereは親株と
比較して Cisplatin や 5-FU 等に対して耐性
を示し (P＜0.05) (図 3)、Sphere細胞におけ
る CD44 variant (図 4)、HIF1A発現亢進、
及び細胞内 ROS レベルの低下が観察された 
(図 5)。 
 
 
 

 

図 3. SK-sphereにおける抗癌剤耐性. 

 
図 4. Sphere細胞における CD44v陽性細胞
の増加. 

 
図 5. SK-sphereにおけるROS産生低下 (左)
及びHIF1A発現亢進 (右). 
 
網羅的発現解析の結果、SK-sphereは親株
と比較して、有意な細胞浸潤における活性化
及び EMT 関連遺伝子、HIF1-alpha 下流遺
伝子の発現亢進が見られた (図 6)。 
ま た 、 HILPDA (Hypoxia-inducible 

protein 2; HIG-2) の mRNA level は、
SK-sphereでの発現亢進に加えて、臨床サン
プルにおいても無再発群と比較して再発群
において発現亢進が確認された。上記、HIG-2
含めて 4 つの遺伝子について、HCC の再発
予測マーカーおよび転移抑制の治療標的と
して特許出願を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

図 6. SK-sphereにおける Enrichment gene 
expression. 
上段, RNA-seq解析から得られた発現情報を
GSEAした結果. 下段, 同じく IPAによって
解析した結果. 
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