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研究成果の概要：本研究により、肝細胞癌には ABCG2 発現に関して腫瘍細胞のヒエラルキーが

存在し、ABCG2 陽性細胞に癌幹細胞が含まれることが明らかとなった。一方、CD133 は、幹細胞

マーカーであると同時に、胆管や膵管にコンスタントに発現する分子であり、CD133 単独では

癌幹細胞を同定するのが困難であると考えられた。肝細胞癌、胆管癌、膵管癌では、これらの

分子の発現や分布、陽性細胞の生物学的特徴に違いが見られた。 
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１．研究開始当初の背景 

これまで、固形癌は成熟細胞に遺伝子異常
が蓄積することで腫瘍が発生すると考えら
れてきた。肝胆膵領域の癌腫も、肝細胞、胆
管上皮、膵管上皮に遺伝子異常が蓄積し、多
段階発癌を示すと考えられてきた。しかしな
がら、近年の幹細胞研究の急速な発展により、
各臓器に存在する臓器幹細胞が固形癌の腫
瘍発生に関与しているとの説（cancer stem 
cell theory）が提唱されている。この説で
は、臓器幹細胞が自己増殖能を獲得すること
で腫瘍が発生し、自己増殖能を獲得した臓器
幹細胞は癌幹細胞（cancer stem cell）とし

て、腫瘍増殖を担うと考えられている。また、
腫瘍内に存在する数%の癌幹細胞にしか腫瘍
形成能はなく、残りの細胞は腫瘍形成能のな
い分化細胞と考えられている。このような腫
瘍細胞が癌幹細胞を中心とした階層的な細
胞社会を構成しているとの仮説が、多くの腫
瘍で実験的に検証されている。肝細胞癌と膵
癌の培養細胞にも機能的な幹細胞を特徴付
ける"side population" cell (SP cell)が存
在することが確認され、僅か数%の腫瘍細胞
にしか腫瘍形成能がないと報告された。この
ように、固形癌における癌幹細胞の存在を示
唆する報告がなされているが、多くは in 
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vitro の研究であり、in vivo での腫瘍発生
との関連性は明確にされていない。また、こ
れまでの癌幹細胞に関する研究は各臓器に
限られており、横断的な研究は全く行われて
いない。そこで、幹細胞マーカーを用いて、
in vitro と in vivo の研究を比較検討すると
で、肝胆膵領域の腫瘍発生における癌幹細胞
や組織幹細胞の関与がより明らかになると
着想するにいたった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、肝胆膵領域の癌腫を幹細胞マ
ーカーの観点から研究した。予備実験として、
肝細胞癌の組織から RNA を抽出し、幹細胞マ
ー カ ー の 発 現 を 検 討 し た と こ ろ 、
ATP-binding cassette transporter G2 
(ABCG2) 、 muscarinic acetylcholine 
receptor type 3 (M3R)、CD133 の発現が見ら
れたので、これらの分子を中心に解析した。 
 本研究の目的は癌幹細胞と組織幹細胞が
肝胆膵領域の癌腫の発生にどのように関与
しているかを明らかにすることである。特に、
肝細胞癌、胆管癌、膵管癌を横断的に解析す
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 肝細胞癌、胆管癌、膵管癌の組織から、RNA
を抽出し、各種幹細胞マーカーの発現を検討
した。また、病理組織標本を用いて、幹細胞
マーカーの発現を免疫染色で検討した。前癌
病変の組織標本でも同様に検討し、これまで
多段階発癌を示すと考えられていた腫瘍の
発生に幹細胞マーカーがどのように発現し
ているか検討した。さらに、アルブミンやサ
イトケラチン 19（CK19）などの各種分化細胞
マーカーと幹細胞マーカーの発現部位を組
織切片上で比較することで、細胞の分化過程
を評価した。 
 肝細胞癌と胆管癌の培養細胞を用いて、各
種幹細胞マーカーの発現を検討した。培養細
胞から RNA を抽出し、RT-PCR で幹細胞マーカ
ーの発現を検討した。また、免疫染色を行い、
幹細胞マーカーの発現を蛋白レベルでも検
討した。さらに、アルブミンや CK19 など他
のマーカーとの 2重染色を行い、これらの分
子の共発現についても検討した。ABCG2 や
CD133の発現に関して、sortingを行い、ABCG2
陽性細胞と ABCG2 陰性細胞、CD133 陽性細胞
と CD133 陰性細胞に分離した。分離した細胞
群における、幹細胞や成熟細胞マーカーの発
現を検討した。また、4 週間まで分離培養を
つづけ、各種マーカーの発現変化について検
討した。 
 また、機能的な幹細胞マーカーである、
side population (SP)に着目し、SPと non-SP
におけるTGF-betaの発現について検討した。
SP の機能をつかさどるとされる ABCG2 や

MDR-1 の発現を病理組織標本の免疫染色で検
討することで、in vitro の結果とin vivo と
の関連性を検討した。 
 
４．研究成果 
 非腫瘍性の肝組織、肝細胞癌とその前癌病
変である dysplastic nodule における ABCG2
の発現を検討したところ、非腫瘍性肝組織で
は、ABCG2 は細胆管やへリング管など、肝幹
細胞と考えられている細胞に発現が見られ
た。また、dysplastic nodule では、結節内
部に entrap された門脈域の周囲に陽性細胞
が認められた。さらに、肝細胞癌でも全例で
ABCG2 の発現が見られ、陽性細胞は散在性に
確認できた。これらの結果から、ABCG2 は肝
幹細胞のマーカーの1つとなると考えられた。
この幹細胞マーカーは肝細胞癌の発癌プロ
セスである、肝硬変、dysplastic nodule、
肝細胞癌のすべての過程で発現しており、特
に門脈域周囲に位置していることが明らか
となった。M3R も同様に非腫瘍性肝組織の幹
細胞に発現が見られ、dysplastic nodule や
肝細胞癌でも発現が見られた。ABCG2 と M3R
の 2重染色を行ったところ、興味深いことに
これら2つの分子は共発現している傾向が高
かった。特に dysplastic nodule では、門脈
域周囲に2重陽性細胞が集簇して認められた。
肝細胞癌の培養細胞株での ABCG2 と M3R の発
現を検討すると、HepG2、PLC5、HuH7 でこれ
らの分子の発現が見られた。免疫染色を行う
と、興味深いことにこれらの分子を発現する
細胞は優位に高い核分裂率を呈していた。
ABCG2 の発現に着目して、ABCG2 陽性細胞と
陰性細胞にソーティングしたところ、M3R な
どの他の幹細胞マーカーは陽性細胞群で強
く発現していた。ABCG2 陽性細胞を 4 週間培
養すると、陽性細胞の比率が経時的に低下し、
4 週間後にはソーティング前の陽性細胞率に
戻った。一方、ABCG2 陰性細胞からは 4 週間
の培養期間中に陽性細胞は産生されなかっ
た。未熟な肝細胞マーカーであるAFPはABCG2
陽性細胞で強く発現し、分化肝細胞のマーカ
ーである、アルブミンは ABCG2 陰性細胞で強
発現していた。転写因子に関しても、肝発生
の早期で発現する GATA6 は ABCG2 陽性細胞で、
肝発生の後期に発現するC/EBP-betaはABCG2
陰性細胞で発現が強かった。これらの結果か
ら、ABCG2 発現に関して、肝細胞癌の培養細
胞にはヒエラルキーが存在し、ABCG2 陽性細
胞はその高位に位置していると考えられた。
他の肝細胞マーカーや幹細胞マーカー、転写
因子の発現は、そのヒエラルキーの階層によ
って異なることが明らかとなった。癌幹細胞
はヒエラルキーの高位に存在し、ABCG2 陽性
細胞群に含まれていると考えられた。 
一方、胆管癌や膵管癌では ABCG2 はびまん

性に発現していた。非腫瘍性の膵管や胆管に



 

 

も ABCG2 の発現が見られることを考えると、
胆管癌や膵管癌における ABCG2 発現は、幹細
胞マーカーといよりも、胆管上皮や膵管上皮
のマーカーとして発現している可能性が示
唆された。 
 CD133 の発現に関しては、非腫瘍性肝組織
では、肝幹細胞と胆管上皮に発現が見られた。
それらの細胞は CD133+/CK19+/Heppar1-の形
質を有していた。肝細胞癌では CD133 陽性細
胞は少数しか認められなかった。それらの細
胞は CD133+/CK19-/Heppar1+の形質を有して
いた。胆管癌では癌細胞にびまん性にCD133
の発現が見られた。また、混合型肝癌では 2
種類の陽性細胞が見られ、CD133+/CK19+/ 
Heppar1-と CD133+/CK19-/Heppar1+であった。
CD133 陽性細胞の特徴を検討するため、肝細
胞癌と胆管癌の培養細胞からCD133陽性細胞
と陰性細胞にソーティングを行った。4週間
の分離培養を行ったところ、CD133 陽性細胞
からは陽性細胞と陰性細胞が産生された。ま
た、CD133 陰性細胞からも陽性細胞と陰性細
胞が同様に産生され、ABCG2 で確認されたよ
うな、腫瘍細胞のヒエラルキーは確認できな
かった。細胞形質マーカーの発現に関しては、
ソーティング直後は他の幹細胞マーカーの
発現強度に違いが見られたが、4週間の分離
培養後には、同様の形質となった。さらに、
CD133陽性細胞とSPとの関連性を検討したと
ころ、SPと non-SP の CD133 陽性細胞比に違
いは見られなかった。さらに、SP/CD133+、
SP/CD133-、non-SP/CD133+、non-SP/CD133-
の 4群に分けて分離培養しても、4週後には
同じ細胞集団へと戻った。これらの結果から、
CD133 は in vivo では幹細胞のマーカーであ
ると同時に、胆管系などの分化細胞のマーカ
ーでもあることが明らかとなった。また、培
養細胞から、CD133 の発現のみに着目して癌
幹細胞を抽出することは困難であると考え
られた。 
 SP と non-SP におけるサイトカインの発現
の違いを検討したところ、TGF-beta の発現に
違いが見られた。SPの方が、TGF-beta の発
現が強くみられた。これは RNA レベルでも、
タンパクレベルでも同様の結果であり、培養
上清中の濃度も SPの方が高く、分泌されて
いることが示された。そこで、幹細胞マーカ
ーとTGF-beteaの発現を硬化型肝細胞癌の病
理組織標本を用いて検討したところ、ABCG2
や MDR1 など SPの形質をつかさどると考えら
れる分子の発現は TGF-betaの発現細胞とよ
く一致していた。つまり、硬化型肝細胞癌の
中に存在する幹細胞マーカー陽性細胞から
産生される TGF-betaが硬化型肝細胞癌の線
維化誘導因子になっていると考えられた。 
 これらの幹細胞マーカーに着目した研究
により、ABCG2 のように単独分子で、癌細胞
のヒエラルキーを確認でき、癌幹細胞を含む

細胞集団を抽出できる分子もあるが、CD133
のように、単独では癌幹細胞を同定するのが
困難な分子も存在することが明らかとなっ
た。また、肝細胞癌、胆管癌、膵管癌では、
これらの分子の発現や、陽性細胞の特徴に違
いが見られた。特に、胆管癌や膵管癌では、
CD133 は幹細胞マーカーとしてではなく、分
化マーカーにも発現があるので、癌幹細胞を
同定することは困難であると考えられた。今
後は、さらに多種類の幹細胞マーカーを用い
て、同様に in vitro と in vivo のデータを
比較する研究を行っていく予定である。特に
複数のマーカーを用いることで、より少ない
細胞集団として癌幹細胞を抽出する方法を
明らかにしたい。 
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