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研究成果の概要（和文）：がんは多様な性質を持つがん細胞から構成されており、治療への感受性も細胞ごとに
異なる。がんにはがん幹細胞が存在するとされており、そこから実際のがん細胞が生じる。従って、がんの理解
にはがん幹細胞を理解することが不可欠である。
ヒト肝臓がんではEpCAM陽性とCD90陽性の異なるタイプのがん幹細胞が知られており、両タイプの相違は造腫瘍
性や浸潤・転移などの病態に反映される。本研究ではがんの悪性形質を制御する膜型マトリックスメタロプロテ
アーゼ（MT1-MMP）と本分子により駆動される分子経路の要となる分子の発現と機能を二つのタイプのがん幹細
胞で発現していることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Cancer is composed of cancer cells with various properties, and the 
sensitivity to treatment also varies from cell to cell. Cancer stem cells are believed to be 
present, from which actual cancer cells arise. Therefore, understanding cancer stem cells is 
essential to understanding cancer.
    In human liver cancer, different types of cancer stem cells of EpCAM-positive and CD90-positive 
are known, and the difference between both types is reflected in the pathogenesis such as 
tumorigenicity, invasion and metastasis. In this study, we confirmed two types of the cancer stem 
cells express express membrane-type matrix metalloproteinase (MT1-MMP), which controls malignant 
characteristics of cancer, and the key molecules of the molecular pathway driven by this molecule 
are functional in the cells.

研究分野： がんの分子生物学

キーワード： 肝臓がん　がん幹細胞　がんの増殖・浸潤・転移　MT1-MMP　HIF-1　Mint3　EpCAM　CD90
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝臓がん幹細胞としてEpCAM陽性タイプの細胞とCD９０陽性タイプの存在が知られており、これら細胞の特徴は
肝がんの臨床像に反映される。悪性化を促進する膜型プロテアーゼ（MT1-MMP）とそれによって駆動される分子
経路をそれぞれのタイプの幹細胞での発現と働きを明らかにした。その結果、新しい腫瘍マーカーや治療法の開
発につながる知見が得られた。
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１．研究開始当初の背景 
本研究で着目するがん腫は肝がん(HCC)である。肝がんは、世界で約６２万人が罹患し、６０

万人が死亡し、死亡原因の第３位である。ICGC によるによるゲノム解析結果が報告されており
（Shibata & Aburatani, Nature Reviews, 2014）、多様な遺伝子変異の蓄積が観察されるもの
の、強力なドライバー遺伝子の高頻度変異は認められていない。しかし、幾つかの特徴的遺伝子
変異、増幅、エピゲノム修飾が報告されている。臨床では、分子標的薬としてソラフェニブが用
いられるが、治療は困難である。発がんの原因となるのは、HCV, HBV 等のウイルス感染や環
境の変異原などであり、肝炎、肝硬変を伴って発がんに至る。また、脂肪肝、糖尿病、アルコー
ル性肝疾患も発がんを促進する。これらの要因によって炎症が亢進すると、間質の細胞が活性化
され、産生されたコラーゲンの蓄積により、肝組織の線維化が亢進し、肝機能が障害される。同
時に、発がんリスクが上昇する。分担者の金子、山下らは、消化器がんの病態解析を病理組織学
に加えて、ゲノム、トランスクリプトーム、プロテオームレベルで行っている。血中 RNA を用
いた診断薬キットも開発し、臨床試験を行っている。また、臨床材料からマウス PDX に展開す
る系、マウス発がんモデル、各種の HCC 細胞株を持ち、基礎研究と臨床研究を双方向性に展開
できる体制を構築している。これらの実験系を駆使して、HCC がん細胞集団が均一ではなく、 
一定の割合で幹細胞の表面マーカーEpCAM,CD133, CD90, Lgr5, CD44 などを持つがん幹細胞
様の細胞が存在することを明らかにしている。中でも、EpCAM 陽性細胞と CD90 陽性細胞は
お互いに独立して存在しており、HCSC にも不均一性があることを明らかにした(Yamashita, 
et al. Gastroenterology,2009)。これらの細胞は in vitro で sphere 形成能を有しており、免疫
不全マウスに腫瘍を形成できる。腫瘍形成能は EpCAM 細胞に強く、CD90 細胞は弱い。しか
し、CD90 細胞には強い転移形成能が認められる。CD90 細胞は TGF-βの産生をしており、
EpCAM 陽性細胞と共存すると転移能を増強させる。EpCAM 陽性 HCSC を含む細胞を抗が
ん剤によるストレスに暴露すると CD90 陽性細胞へと転換する現象も観察している。 
研究代表者らは膜型マトリックスメタロプロテアーゼ（MT1-MMP）を発見し、同分子がその

プロテアーゼ作用による基質タンパク質の機能変換および相互作用分子の機能制御を介してが
ん細胞の増殖と浸潤を強く促進することを明らかにしている。HCC における MT1-MMP の研
究は限られているが、MT1-MMP の発現頻度は３割程度で認められ、その発現と予後とは極め
て強い相関がある(Maatta, M. et al. Clin Can Res, 2000)。また、金子らは、HCC に於いて、
EphA1,EphA2 の mRNA 発現を認めるが、EphA2 タンパクレベルがなんらかの原因で低下し
ていることを見出しており（Iida, H. Gut,2005）、EphA2 が MT1-MMP により切断されている
可能性などが考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、MT1-MMP 依存性の分子経路を、臨床材料の解析で得られたがん細胞の多様性、

可塑性、変幻性の実態に落とし込んで理解することを目指している。MT1-MMP とそれにより
駆動される分子経路に関して、臨床の実態に即した evidence を取得する。このことにより、肝
がんで本分子経路に着目した診断や治療が可能かも検討する。 
 
 
３．研究の方法 
これまで、様々な培養細胞を使って MT1-MMP を起点とする複数の分子経路の解明を行ってき

た。本研究では、肝臓がんの複雑性、変幻性の中で、これらの分子経路が、がん組織で使われて
いる実態に迫る解析を行う。そのために、臨床材料で観察される複雑性や可塑性を反映すること
を確認している肝がん細胞株を用いた研究を開始する。そこで、MT1-MMP が発現する細胞集団を
特定し、さらに MT1-MMP により駆動されるどの分子経路が働いていることを確認する。臨床材
料での評価にはマウス PDX モデルを用いて、細胞株での知見の確認と機能評価を行う。また、
病理組織での評価も行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）肝細胞がんの多様性をがん幹細胞マーカーに着目して検討した。上皮間葉転換の性質を有        
する CD90 陽性細胞では、EpCAM 陽性細胞に比し、MT1-MMP 遺伝子発現、免疫チェックポイン  
ト分子である PD-L1、PD-L2 の遺伝子発現が高い。上皮間葉転換と MT1-MMP の活性化、免疫監  
視機構からのエスケープ現象との関連が示唆された。 

（２）肝がんの腫瘍マーカーとして知られる AFP や PIVKA-II は EpCAM 陽性がん細胞で発現が高   
く、CD90 陽性がん細胞では MT1-MMP の基質であるラミニンγ2 単鎖（Ln-γ2m）の高い発現
が観察され、Ln-γ2m は新たな腫瘍マーカーとなり、AFP や PIVKA-II を補完する可能性が示
された。一方で、上皮間葉転換を制御する TWIST1、SNAI1 の遺伝子発現を抑制したところ、
CD90、PD-L1, PD-L2 の遺伝子発現変化は認められなかった。 

（３）また、PDGF-CTg/TP53-/-マウスから肝がん細胞株を 3 種類作成し、C57/BL6 における生



着能を有する EpCAM 陽性肝がん細胞株、CD90 陽性肝がん細胞株の作成に成功した。これらの
細胞は抗 PD-1 抗体治療に対し抵抗性を示した。 

（４）浸潤能が高い生細胞を分別回収できるアッセイ装置を開発し、MT1-MMP 発現と浸潤の関係   
を調べたところ、正の相関が確認できた。 

（５）MT1-MMP 発現は HIF-1 の活性化を誘導するが、その実行に関わる Mint3 は肝がんを含む  
肝臓組織細胞で広範に発現している。Mint3 発現のノックダウンは肝がん細胞の幹細胞性に
は影響を与えなかったが、肝がん PDX モデルにおける Mint3 ノックダウンは MT1-MMP ノック
ダウンと同様に造腫瘍能を抑制した。また、PDGF-C Tg 肝発がんモデルマウスへのMint3 siRNA 
投与ではコントロールに比べ有意に肝がんの発症が抑制された。しかし、肝がん細胞の幹細胞
特性への影響は見られなかった。 
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