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研究成果の概要（和文）：HNF4aは、細胞の分化（運命決定）に重要な役割を持つだけでなく、細胞のエネルギー代謝
においても重要な役割を持つ。本研究ではHNF4aのスプライシングバリアントであるHNF4a(P1)の発現が、大腸癌発癌の
初期段階から高頻度かつ特異的に消失することを見出し、HNF4a(P1)の消失が大腸癌発癌に関与する可能性が示唆され
た。また、HNF4a(P1)の発現と細胞増殖マーカであるki-67発現との関連を検討し、大腸癌では、その前癌病変である高
度異型腺腫の時点からHNF4a(P1)発現とki-67発現との関連に異常が生じていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：HNF4a is not only a critical transcription factor imposes endodermal phenotype on 
somatic cells, but it also plays a role as a master regulator of energy metabolism. Through this work, I 
found frequent and specific loss of splicing variant (specific isoform) of HNF4a (P1), especially from 
the very early stage of colorectal cancer, which suggested its involvement in colorectal carcinogenesis. 
Besides, along with ki-67 expression analysis reveals aberrant co-expression or vanishing pattern 
observed as early as a pre-cancerous lesion of high grade adenoma, which suggests breaking down of 
regulatory mechanism balancing HNF4a (P1) expression and cell cycle has some key-role in the development 
of colorectal cancer.

研究分野： 人体病理学
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１．研究開始当初の背景 

 癌細胞（組織）が特異な代謝背景を持つこ

とは、歴史的にもワールブルク効果として知

られており、臨床的には PETなど画像診断モ

ダリティに応用されている。HNF4a は、肝臓

や膵臓、消化管など内胚葉由来臓器の発生や

恒常性維持に不可欠な遺伝子としてだけで

なく、近年では、若年発症糖尿病の原因遺伝

子であることが明らかにされるなど、生体に

おけるエネルギー代謝にも大きな役割を果

たしていることが明らかにされつつある。本

研究は、研究代表者が、大腸癌組織において

HNF4a の splicing variant のうち、P1 プロ

モータにより転写活性化される HNF4a(P1)の

発現が特異的に消失、減弱することを見出し

たことが研究の発端である（図１）。 

（図 1）大腸癌で HNF4a(P1)発現が消失する。 

 本研究は、（図 1）のように大腸癌組織にお

いて HNF4a(P1)の発現が消失する背景を明ら

かにしようとしたもので、研究開始当初には、

ほぼ論文報告がない状況であった。 

 

２．研究の目的 

 臨床現場、言い換えればヒト悪性腫瘍（が

ん）の定義は、病理診断、即ち顕微鏡下に観

察された形態像により、癌とする「異型」を

生じている病変ということができる。しかし、

こうした形態的な悪性像である「異型」は、

悪性腫瘍の一側面を見ているに過ぎず、こう

した形態学的に定義された悪性像の他にも、

悪性腫瘍特有に見られる生物現象は少なく

ない。代表的なものとしては、ワールブルク

効果に代表される、悪性腫瘍特有と考えられ

ている代謝経路であり、診断や治療の標的と

して臨床応用がなされてきた。本研究の目的

は、HNF4a(P1)という、正常組織においては

代謝のマスターレギュレータの一つと考え

られる分子が大腸癌局所で消失することか

ら、この HNF4a(P1)こそが、これまで異型と

して顕微鏡下に観察されてきた「形態的悪性

像」と、「代謝的悪性像」をつなぎうる分子

ではないか、と考え、大腸癌における

HNF4a(P1)消失の分子病理学的背景を探ろう

とするものである。 

 

３．研究の方法 

本研究では、大腸癌における HNF4a(P1)発

現消失の背景と意義を明らかにするため、以

下の３項目からなる研究を計画した。 

（１）大腸癌の adenoma-carcinoma sequence

をモデルとして、大腸癌前駆病変である腺腫

から大腸癌発癌までの過程と、HNF4a(P1)発

現消失との関連を明らかにする。 

（２）大腸癌の培養細胞株を用いて、

HNF4a(P1)が大腸癌の悪性度に関与するメカ

ニズムを明らかにする。 

（３）免疫組織化学的手法などにより、

HNF4a(P1)と“機能的悪性形質”と定義した

腫瘍（癌）特異的代謝系との関連を明らかに

する。 

 



４．研究成果 

 本研究では、まず大腸癌の発生、進展と

HNF4a(P1)発現との関連を検討するべく、高

度異型腺腫、腺腫内癌、進行癌及び大腸癌リ

ンパ節転移巣に対する HNF4a(P1)免疫染色を

行った。その結果、HNF4a(P1)の発現は高度

異型腺腫から腺腫内癌に至る発癌過程で最

も減弱することが明らかになった（p<0.05）。

一方、検討数は少ないものの、腺腫内癌から

進行癌、進行癌における原発巣とリンパ節転

移巣では HNF4a(P1)の消失する割合に有意な

差は認められなかった（図２）。この結果、

HNF4a(P1)の消失は発癌の過程に関与するこ

とが考えられた。 

（図２）大腸癌の発癌過程と HNF4a(P1)発現 

 しかし、（図２）のとおり、腫瘍（腺腫或

いは癌）組織でほぼ完全に HNF4a(P1)発現が

消失するものと、比較的多くの陽性細胞が残

存するものとが存在することも分かった。特

に、前癌病変である高度異型腺腫については

HNF4a(P1)発現の消失する割合に大きな幅が

見られた。これに関連して、消失しないもの

が見られた。この原因について、高度異型腺

腫の免疫染色標本では、HNF4a(P1)発現の消

失した割合の高い、低いに関わらず、殆どの

病変で HNF4a(P1)発現の消失には領域性があ

った。 

 詳細に観察すると、正常（非腫瘍）組織に

おける HNF4a(P1)の発現は、大腸陰窩におけ

る増殖帯である陰窩底部で減弱しており、高

度異型腺腫における HNF4a(P1)発現の領域的

な消失は、腺腫における増殖帯の異常に関連

していることが推測された（図３） 

 

（図３）正常（左）、高度異型腺腫(中)、大

腸癌(右)における HNF4a(P1)発現。高度異型

腺腫で aberrant な発現消失が拡がり、大腸

癌では発現が消失している。 

HNF4a(P1)消失と増殖帯との関連を検討す

るため ki-67の免疫染色を行ったところ、正

常及び増殖帯に明らかな異常のない良性病

変（ここでは増殖帯を評価しやすい SS-A/P

を提示）では、HNF4a(P1)陽性細胞と Ki-67

陽性細胞とがほぼ相互排他的であることが

分かった(図４)。 

（図４）HNF4a(P1)は Ki-67 と相互排他性を

示す。 

一方、高度異型腺腫においては、HNF4a(P1)

の発現は全般に低下するものの、相互排他性

は高度異型腺腫において既に失われ、一部に

は HNF4a(P1)陽性にも関わらず、Ki-67 陽性

となる細胞も見られた。これらのことから、

HNF4a(P1)の発現が細胞周期、細胞増殖に何

らかの影響を与えていることが推測された。 

以上のことから、HNF4a(P1)発現と細胞増



殖との関連を in vitro に検討するため、既

に HNF4a(P1)が陰性であることを確認した大

腸癌由来培養細胞株である SW480 及び、

HNF4a(P1)が発現していることを確認した同

じ大腸癌由来培養細胞株である Caco2細胞を

用いて、それぞれ、HNF4a(P1)の強制発現系

及び shRNA による発現抑制系構築を考えた。

これらの系については、増殖の評価のみなら

ず、場合によっては xenograftによる造腫瘍

能の評価も必要と考えたため、transient な

遺伝子導入ではなくレンチウイルスベクタ

ーを用いた強制発現、或いはレンチウイルス

と shRNAを用いた発現抑制系試みた。しかし、

この時点で HNF4aの強制発現系及び発現抑制

系を構築することは可能と考えられたもの

の、HNF4aには、HNF4a(P1)として括られる複

数の variants が存在することに加え、この

ほか別プロモータにより発現が誘導される

複数の splicing variantsも存在し（図５）、

これらのうち、特定の splicing variant(s)

の発現を誘導、或いは抑制するメカニズムに

ついては、一般的にも確立していなかったた

め、方法論の段階で研究の進行に支障が生じ

た。 

 

（図５）HNF4aには、HNF4a(P1)に属する 6種

類の splicing variants を含め、9 種類の

splicing variantsが存在する（N. Briancon 

et al., J Biol Chem, 2004を一部改変）。 

更に、研究 1年目途中である 2014年 8月

に研究代表者の異動が決定し、以後、地域機

関病院一施設並みの病理診断業務（4000 件/

年）、及び、結果的に該当年度中、学部教官

中で最も多くの授業、実習を担当したことや

研修医の指導をほぼ 1人で担当していたこと

などもあり、その後の研究継続が困難となっ

た。中途半端な成果に留まったことが大変悔

やまれると同時に、エフォート割合について

は見通しが甘かったと反省せざるを得ない。

しかし、研究機関異動後の第 46 回高松宮妃

癌研究基金国際シンポジウム（パレスホテル

東京(東京)）においても主題となったように、

癌特異的な代謝については未知な部分が多

いと同時に、画期的な診断法開発や治療標的

になりうる可能性が秘められており、更に近

年、発癌や腫瘍の悪性化、薬剤耐性に関連し

て、腫瘍細胞のエネルギー代謝にも密接に関

与するオートファジーが注目され、論文も相

次いで発表されている。特に、オートファジ

ーの“目安”ともいうべき LC3-II 発現につ

いては、APC+/-マウスにおいて、腺腫の段階か

ら発現が亢進し、腫瘍の進展と関連すること

などが報告されており（Levy J et al., Nat 

Cell Biol, 2015）、本研究における HNF4a(P1)

の発現消失とも関連するように見える結果

が報告されている。LC3-IIの発現は免疫染色

においても評価可能であることから、今後、

HNF4a(P1)の発現消失と LC3-IIの発現、ひい

てはオートファジーとの関連について検討

することも必要と考えている。 

 なお、上記研究と直接関連しないものの、

これらの研究を遂行する過程で HNF4a自体の

発現が非腫瘍組織から癌に至るまで、消化管

においてはその上皮細胞に限局して発現し、

かつ良好に保持されていることが分かった。

こうした鋭敏かつ特異的な lineageマーカと

しての HNF4aの特質を利用し、免疫染色によ



って腹水中に出現する胃癌細胞を検出する

ことが可能ではないかと考え良好な結果を

得た（図６）。本検討結果については別途詳

細に検討を行い、現在論文執筆中である。 

 

（図６） HNF4aの免疫染色は、腹水中の胃癌
細胞の検出に有用である。なお、ClassIII、
IVのみならず、ClassI、II細胞についても、
cytopathologist/cytotechnologist による
blind review において胃癌細胞と判定され、
これらが胃癌細胞であった可能性が高いと
考えられた（M. Fujisawa, M. Sugano et al., 
現在論文執筆中）。 
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