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研究成果の概要（和文）：1）非アルコール性脂肪肝炎(NASH)の肝組織では、Nanog は85%、EpCAMは45%に発現を
認めた。2) 肝線維化の軽度群 (20%)と高度群 (80%)の比較では、高度線維化群でEpCAM発現が高度であった。癌
部でのNanog発現増強例はNASH-肝癌(HCC)に有意であり、NASH-HCCでの発癌機構に重要であると考えられた。3）
iTRAQを用いた蛋白の相対定量解析で、現在までに約4000例の蛋白を抽出した。現在、個々の蛋白の相対比較を
行い、有意性の検討を行っている。

研究成果の概要（英文）：1)Nanog was expressed in 85% of liver tissue from patients with nonalcoholic
 steatohepatitis (NASH), and EpCAM was expressed in 45%. 2) A comparison of clinical parameters 
between patients with strongly positive/weakly positive Nanog expression revealed total-bilirubin of
 0.9/0.4 mg/dL, alanine transaminase of 47/22 U/L, prothrombin time (PT) of 84/100%, and fasting 
blood sugar of 104/227 mg/dL with significant differences (p < 0.05). PT% was higher in the weakly 
positive EpCAM group (81/ 98%) than that in the strongly positive EpCAM group. 3) EpCAM expression 
was higher in advanced fibrosis cases. Nanog expression was higher in cases of NASH-hepatocellular 
carcinoma (HCC); therefore, it may be important in the initiation of HCC. 4) The iTRAQ technique, 
which detects protein expression, led to the detection of 4,000 candidate proteins. Each protein was
 evaluated for its role in HCC initiation and progression.

研究分野：肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
わが国の肝細胞癌の基盤肝疾患は、ウイルス
性から非アルコール性脂肪肝炎（NASH）へと
変わりつつある。我々は NASH を基盤とした
肝硬変の肝癌の5年発癌率は11.3%と報告し、
本邦の全国集計では肝癌の 2.0%が NASH から
の発癌と推定されている。20-30 年後には肝
癌の主要な要因である C型肝炎を抜き、肝癌
発生母地として最も高頻度となることが予
測される。肝癌研究はウイルス性を中心に進
められており、NASH 肝癌(NASH-HCC)の発癌機
構を明らかにすることが急務である。
NASH-HCC は、形態学的には HCV 由来の肝癌 
(HCV-HCC)と同様、孤発が多く、肉眼型は索
状、分化度は中分化が多い。しかし、腫瘍マ
ーカーはNASH-HCCではAFPの上昇がHCV-HCC
と比較し低値であり、むしろ PIVKA-II が上
昇するなど癌部での分泌蛋白が異なること
が推定される。また、非硬変肝からの発癌の
報告もあり、背景肝の発癌における役割は両
者で異なることが推定され、基礎肝病変の研
究も肝癌の発癌や増殖機構の理解において
重要であると考える。 
肝発癌においては、多分化能と自己複製能の
両方の性質を併せもつ幹細胞が重要な役割
を担い、これら Cancer stem cell から癌は
発育・進展とする仮説が提唱されている。近
年肝癌において多能性幹細胞の分子マーカ
ー の 1 つ で あ る Nanog 遺 伝 子 が 、
insulin-like growth factor-1 (IGF-1) 受
容体シグナル経路を介した癌幹細胞の自己
再生に関与していると報告され、特にインス
リンシグナルの制御と癌化との関連が示唆
されている。さらに既存の Cancer stem cell 
marker である CD133 陽性細胞群で、Nanog 遺
伝子の demethylation を認めていることや、
同じく多能性幹細胞の分子マーカーの1つで
ある Oct4 遺伝子発現が増強し、肝癌再発に
関わっているとの報告もあるなど、肝癌にお
いても多能性幹細胞の存在が推定されるが、
NASH-HCC における検討は不十分である。 
また、NASH-HCC では、肥満やインスリン抵抗
性により誘導される炎症性サイトカイン、活
性酸素種(ROS:reactive oxygen species）に
よる酸化ストレスが発癌と関係していると
報告されている。Maki らは C型肝炎を基盤と
して発症した肝癌治癒切除標本を用いて、非
癌部の 8-OHdG と脂質過酸化による産生物質
である trans-4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE)
の組織染色のレベルの高いもので肝癌の再
発を認めたと報告しており、肝発癌に寄与す
る可能性が示唆されるが、いずれも NASH-HCC
での役割は明らかではない。 
 
２．研究の目的 
胚性幹細胞の特徴である多分化能と自己複
製能の維持に関与する stemness 遺伝子であ
る Nanog や EpCAM が肝線維化の程度や肝発癌
と相関するか、肝発癌・進展における誘導因
子は何かを検討するために、研究を行った。 

３．研究の方法 
当院で NASH 患者 620 例以上を加療し、44 例
に肝癌を認めた。そのうち肝切除を施行した
症例を対象として、年齢、性別、血液検査成
績、肝癌の個数、腫瘍径、分化度など臨床病
理学的に患者背景を検討した。また、コント
ロールとしてはC型肝炎を基盤に肝癌を発症
し、同様に肝切除を施行した症例を用いた。
肝癌の癌部・非癌部において Oct4・Nanog な
どの stemness marker の局在を免疫染色にて
病理組織学的に検討した。また、ストレスマ
ーカーとして 8-OHdG、細胞障害性脂質過酸化
の指標である 4-HNE、サイトカインや増殖因
子により発現が誘導されるシクロオキシゲ
ナーゼの１つである COX2、 スーパーオキシ
ドの消去に働く Mn-SOD、フリーラジカルの一
種である NOの誘導合成酵素である iNOS の発
現を免疫組織学的に検討した。 
1)HCV-HCCとNASH-HCCの外科的切除標本を用
い、癌部・非癌部における発現遺伝子の相違
を免疫組織染色を用いて検討し、肝発癌・進
展における誘導因子を同定する。2) stemness
遺伝子-インスリンシグナル-酸化ストレス
による発癌仮説を証明する。3)これら遺伝子
のコードする蛋白発現を検討するために、肝
切除時に摘出した肝癌の癌部・非癌部の凍結
標本の一部をホモジナイズし、iTRAQ® を用
いた相対定量で解析する。iTRAQ®とは、2004
年に AppliedBiosystems の Philip L. Ross
らが発表したもので、複数のサンプル間でタ
ンパク質の存在量を網羅的に比較すること
ができる。これらの手法を用いて研究を行っ
た。 
 
４．研究成果 
1）NASH 肝組織では、Nanog は 85%、EpCAM は
45%に発現を認めた。Oct3/4 はほとんど発現
せず、SOX9 は 90%以上に発現していた。 
2) Nanog 発現が強陽性群（80%）とその他群
（20%）の臨床検査値の比較では、T-BIL (0.9/ 
0.4 mg/dL)、ALT (47/22 U/L)、PT% (84/ 100%)、
FBS (104/ 227 mg/dL) に有意差を認めた (p
＜0.05)。EpCAM 発現が強陽性群 (40%) とそ
の他群（60 %）の比較では、PT% （81/ 98%） 
に有意差を認めた (p＜0.01)。3) 線維化の
軽度群 (20%)と高度群 (80%)の比較では、高
度線維化群で EpCAM 発現が高度であった。活
動性の軽度群 (40%)と中-高度群 (50%)の比
較では、幹細胞マーカーの染色性に有意差は
認めなかった。癌部での Nanog 発現増強例は
NASH-HCC に有意であり、NASH-HCC での発癌
機構に重要である可能性が高いと考えられ
た。4）iTRAQ® を用いた蛋白の相対定量解析
で、現在までに約4000例の蛋白を抽出した。
現在、個々のたんぱくの相対比較を行い、有
意性の検討を行っている。 
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