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研究成果の概要（和文）：今回，我々はSAGEライブラリーを用いた網羅的遺伝子解析による肝細胞癌治療における新規
分子標的C19ORF10のフルクローニングに成功した．
C19ORF10は分子量17KDaの分泌蛋白でPI3K/AktおよびMAPK/Erk1/2を介する増殖因子であり，抗C19ORF10特異抗体の上清
添加によりその癌細胞増殖は抑制された．この結果を論文化しInternational Journal of Cancerに投稿し，第129巻第
7号1576-85頁に掲載された．
　更に，ELISAプレートを作成し，ヒト肝癌患者血清中のC19ORF10血清濃度測定の臨床応用への検討を行った

研究成果の概要（英文）： This time, we succeeded in the full cloning of new molecular target C19ORF10 acti
vated in hepatocellular carcinoma by the comprehensive gene analysis which used the SAGE library.C19ORF10 
is a growth factor through PI3 K/Akt and MAPK/Erk1/2. Cancer cell growth was suppressed by adding the anti
-C19ORF10 antibody. 
This result was submitted to International Journal of Cancer and published on Int J Cancer. 2011 Oct 1;129
(7):1576-85.
 Furthermore, we created the ELISA plate to C19ORF10 serum-concentration measurement and examine to clinic
al application of C19ORF10. 
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１．研究開始当初の背景 
 原発性肝癌は日本の癌死亡の原因として、
男性 3位女性 5位を占める癌腫で癌治療の中
でも重要な位置を占める。 
 原発性肝癌の 90％を占める肝細胞癌
（Hepatocellular carcinoma:HCC）では AFP・
AFP-L3 分画および PIVKA-II といった血清中
分泌蛋白が現在腫瘍マーカーとして広く使
われており肝癌診療ガイドラインでも肝細
胞癌の診断において2種類以上の腫瘍マーカ
ーを測定することが推奨されている。しかし、
その診断能において、それぞれの特異度は約
95％程であるが、感度は３者を組み合わせて
も約 60%程度に留まり、しかも腫瘍サイズが
小さくなるほど、感度・特異度が低下する傾
向も認められる。 
 これまで、我々の施設では、肝細胞癌にお
いて cDNA micro arrey 法/SAGE 法を用いた網
羅的遺伝子解析を行い、HCC ではさまざまな
遺伝子発現の変化が生じていることを報告
してきた． 
 その中で正常肝・HCV 関連 HCC・背景肝組
織より全体で 45,746 種類 226,267 タグの
SAGE ライブラリーを作成した． 
結果、正常肝に比して HCC で有意（P＜0.01）
に発現が亢進していた遺伝子の内訳は既知
遺伝子が 42％，EST が 10％であった 
(図１）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 今回我々は、肝細胞癌治療における新しい
分子標的を同定することを目的としESTに焦
点を絞り、 HCC で発現亢進していた未知遺伝
子の中から、その一次構造より分泌蛋白と予
想される、新規遺伝子C19ORF10に着目した． 
 SAGE map を用い肝以外での C19ORF10 の
mRNA 発現を検討したところ、他臓器でも
C19ORF10 は広く発現しているものの発現 
量は微量であり他臓器由来癌組織中でもそ
の発現はほぼ同等であったのに対し、肝臓で
は正常肝に比し HCC では 12 倍と高い発現 
を認めた(図２). 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
更に多数例のヒトHCC組織を用いC19ORF10 

発現を RTD-PCR を用い検討した結果、
C19ORF10 は正常肝および背景肝組織と比較
しても有意にHCC組織で発現が亢進しており、
約 65％の HCC 組織で発現亢進を認めた(図
３). 

 
 
また肝癌細胞株である HuH7 や HepG2 等で

も発現亢進を認めた．また腫瘍サイズ別に見
て も 、 他 の 既 知 腫 瘍 マ ー カ ー
(AFP/AFP-L3/PIVKA-Ⅱ)が陰性である 2cm 以
下のHCCでも75％の症例で発現が亢進してい
た．以上より今回同定した C19ORF10 は他臓
器に比較してHCC特異的に発現が亢進してい
る分子であると考えられる．また、その一次
構造より分泌蛋白をコードしていると予想
され、HCC の新規腫瘍マーカーとしての可能
性が大いに期待される．そこで今回、応募者
は HCC 特異的な C19ORF10 が、肝癌診療にお
ける新規バイオマーカーおよび分子標的治
療の対象となる可能性を検討する計画であ
る． 
 
２．研究の目的 
肝細胞癌では現在 AFP や PIVKA-II といっ

た血清中分泌蛋白が腫瘍マーカーとして広
く使われているが，小肝細胞癌における感度
と特異度は十分なものではない．初回診断時
に切除不可能な症例も少なくない．また最も
治療効果の高い肝切除症例でも1.3.5年再発
率は 26～31％，50～63％，64～72％と高率で、
最終的には脈管侵襲を伴う進行肝癌となる
ことが多い． 
 HCC は他の癌腫と異なり肝硬変や慢性肝炎



といった慢性肝疾患を背景として発生する
がその経過で様々な遺伝子変化が生じるこ
とは多くの報告がなされている．今回我々は
ヒト肝細胞癌組織を用いた網羅的遺伝子解
析による肝細胞癌治療における新規腫瘍マ
ーカーを同定することを目的とした 
３．研究の方法 
平成 23 年度 
(1) C19ORF10 のフルクローニングおよび発
現ウイルスベクターの作成 
 C19ORF10 クローニング 

肝癌細胞株を用い、 RTD-PCR に て
C19ORF10 発現を確認し、発現を認める肝
癌細胞株 cDNA から SMART RACE 法（SMART 
RACE cDNA Amplification kit ; 
Clontech）を用い、C19ORF10 の完全長ク
ローニングを行う． 

 発現ウイルスベクターの作成 
クローニング後、FLAG 融合 C19ORF10 発
現ベクター組み換え型ウイルスベクタ
ーを作製． 
使用するウイルスとしてはアデノウイ
ル ス ベ ク タ ー AxCAp53 の cDNA を
C19ORF10-FLAG cDNA に置き換えたもの
を一過性発現に用いる． 
 
常発現系として当科で以前より用いて
いるHIV-1を鋳型としたレンチウイルス
ベクター作成系に C19ORF10-FLAG cDNA
を用い、組み換えレンチウイルスベクタ
ーを作製する． 

(2) C19ORF10 の in vitro 実験 
 上記ウイルスベクターを培養細胞系に

導入してその発現について in vitro で
検討する． 
発現の確認には mRNA level で RTD-PCR、
蛋白 level で抗 FLAG 抗体を用いた培養
上清・細胞溶解液のウエスタンブロット
にて確認する． 

 遺伝子導入に伴う変化に関しては
MTT/soft agar/invasion assay 等にて検
討し、その結果表現型 に変化が見られ
た場合には、FACS analysis による DNA 
content の評価やウエスタンブロットに
て細胞内シグナルの変化を検討する． 

 C19ORF10 特異的 ShRNA を作製し、高発現
が確認されている肝癌細胞株に導入．そ
の結果表現型 に変化が見られた場合に
は、上記と同様に FACS analysis による
DNA content の評価やウエスタンブロッ
トにて細胞内シグナルの変化を検討す
る． 

 表現型変化の原因・結果、細胞内シグナ
ル変化を網羅的に解析する目的でマイ
クロアレイ法を用いた遺伝子（パスウェ
イ）解析を行う 

(3) C19ORF10 の in vitro で FLAG fusion 蛋
白精製 
 C19ORF10-FLAG アデノウイルスベクター

を HEK293 細胞の培養細胞系に導入、48
～72 時間後の培養上清・細胞溶解液を回
収し、FLAG アフィニティーゲルカラムを
用いて精製． 

 精製蛋白は濃度測定行い、クマジー染色
および抗 FLAG 抗体を用いたウエスタン
ブロットにて目的蛋白であることを確
認する． 

平成 24 年度以降 
(1) FLAG fusion 蛋 白 精 製 を 用 い た 抗
C19ORF10 抗体およびハイブリドーマ樹立 
 精製蛋白を免疫用抗原とし、Balb/c マウ

ス等に免疫を行った後、血清を採取しア
フィニティー精製を行う． 

 ハイブリドーマの樹立としてPEG1500を
用いたPEG法によりマウスミエローマ細
胞 P3U1 と細胞融合を行い。脾臓、およ
びリンパ節よりリンパ球を採取。 
24well のプレートにて選択クローンを
培養し、限界希釈法によりクローニング
を行う。 

(2)抗 C19ORF10抗体を用いたELISA系の確立
および肝癌患者血清中の C19ORF10 濃度の測
定 
 上記にて作製したモノクローナル抗体

を用いた ELISA プレートを作製し、同意
の得られた肝癌患者ならびに健常人血
清中の C19ORF10 濃度を測定し、新規腫
瘍マーカーとしての可能性を検討する 

(3) C19ORF10 の in vivo 実験 
 HuH7 細胞肝移植ヌードマウスモデルを

用い、C19ORF10 特異 ShRNA および抗
C19ORF10 抗体を投与し抗腫瘍効果につ
いて検討する． 

 in vitro の系と同様に FACS analysis
による DNA content の評価やウエスタン
ブロットにて細胞内シグナルの変化、な
らびに表現型変化の原因・結果、細胞内
シグナル変化を網羅的に解析する目的
でマイクロアレイ法を用いた遺伝子（パ
スウェイ）解析を行い、生体内での
C19ORF10 分子の機能を解析検討する． 

 ShRNA および抗 C19ORF10 抗体濃度およ
び投与法（皮下・経静脈・肝腫瘍直接投
与）を変更し、これらの組み合わせにつ
いて検討する． 
治療後の組織についても病理学的検討
を行う． 
また治療開始後の肝障害の有無につい
てもマウスの経時的採血にて検討する． 
 

４．研究成果 
今回，我々はSAGEライブラリーを用いた網羅



的遺伝子解析による肝細胞癌治療における新
規分子標的を同定した．SAGE法により発現遺
伝子を定量的に同定し肝細胞癌では正常肝と
比較し12倍もの発現亢進している未知遺伝子
C19ORF10のフルクローニングに成功した． 
C19ORF10は分子量17KDaの分泌蛋白をコード
しておりC19ORF10の強制発現では肝癌細胞株
の増殖能亢進を，C19ORF10遺伝子Knock down
では著明な細胞増殖抑制を認めた．
C19ORF10FLAG fusion蛋白の上清添加により
用量依存性に癌細胞増殖は亢進し，抗
C19ORF10特異抗体の上清添加によりその癌細
胞増殖は抑制された．C19ORF10による細胞増
殖の機序はPI3K/AktおよびMAPK/Erk1/2を介
した細胞周期をG1期からS期へ移行させるこ
とをWestern Blotで確認した．この結果を論
文化しInternational Journal of Cancerに投
稿し，第129巻第7号1576-85頁に掲載された． 
 更に，ヒト肝癌患者血清においてC19ORF10
の新規腫瘍マーカーならびに分子標的治療タ
ーゲットの可能性を探究する目的でC19ORF10
精製蛋白を免疫用抗原とし家兎への免疫を行
い，血清を採取しFLAGアフィニティークロマ
トグラフィーにてポリクローナル抗体生成を
行い，ELISAプレートを作成し，ヒト肝癌患者
血清中のC19ORF10血清濃度測定の臨床応用へ
の検討を行った 
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