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《研究の概要》 
 

本研究では、肝がんの病理学的多様性とその背景の分子基盤を解明することで、より正

確な診断、悪性度診断を可能とすることを目的に、早期肝細胞がん診断の客観化に向けた

形態学的指標と分子マーカーの開発、小型肝細胞がんにおける悪性度マーカーの検討と診

断への応用、広義の混合型肝がんの病理学的特徴と分子基盤の解明につき研究を行った。

プロテオーム解析を行い、早期肝細胞癌で有意にタリン‐1 の発現が上昇していることを

見出した。タリン‐1 の発現は、肝細胞癌進展に伴い上昇することが示され、予後予測に

も有用である可能性が示唆された。Biliary / stem cell marker 陽性の肝細胞癌、p53 陽性

の肝細胞癌では、有意に悪性度が高く、線維性間質を有することが示された。またβ

-catenin 陽性の肝細胞癌は悪性度や線維性間質との関連が明らかでなく、AFP 値、PIVKA

値との相関のみが見られた。これらの特徴を組み合わせることで、免疫組織学的なサブク

ラス分類の可能性が示唆された。CYFRA 値は、肝癌症例で、慢性肝障害症例に比して有

意に高値であったが、腫瘍の結節数、サイズ、組織分化度、肝内転移や門脈侵襲の有無と

の相関はみられなかった。混合型肝癌を対象に、WHO2010 の分類による臨床病理学的解

析を行った。Cholangiolocellular type が最も予後良好であり、unclassified type が最も

予後不良であり、classical type と intermediate cell type は、前二者の中間で、ほぼ同等

の悪性度と考えられた。非肝細胞癌領域の形態像は５型に亜分類でき、cholangiolocellular 

type では血管浸潤や肝内転移の頻度が他のグループよりも低く、充実・腺管状増殖を示す

solid-tubular type または紡錘形細胞を伴う spindle type では浸潤・転移能が高く、術後

生 存 率 が 極 め て 低 い こ と が わ か っ た 。 ま た cholangiolocellular →  tubular → 

solid/solid-tubular/spindle type という順に、肝細胞癌成分が高分化→中分化→低分化と

段階的に移行していく可能性が示唆された。さらに、肝細胞系、胆管系、ステム細胞系各

マーカーの陽性率を検索するとともに、細胆管細胞癌の腺管サイズの検討を行い、診断的

意義を検討した。これらの検討を元に、WHO2010 分類と、現行の日本肝癌取り扱い規約

の混合型肝癌の分類が異なる事に関して議論を行い、より実用的で、臨床的にも意義のあ

る細分類の方向性につき検討を行った。この検討結果は、取り扱い規約の改定に今後反映

していくことを予定している。
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研究報告 

 

Ⅰ 研究目的 

肝細胞がんの多くは肝炎ウイルスの持続感染による慢性障害肝を背景に生じるが、HCV

からの発がんのリスクは肝硬変では年５～８％程度と極めて高い。このようなハイリスク

グループの詳細な解析から、肝細胞がんの多くが、前がん病変の異型結節ないし血管新生

を伴わない早期肝細胞がん、その脱分化過程に相当する結節内結節型の肝細胞がん、そし

て転移能を有する進行肝細胞がんへと多段階的に発生・進展することを、本申請の研究代

表者ならびに共同研究者を中心とした多くの研究により示してきた。そして、わが国が中

心となり、2009 年の Hepatology 誌に「Pathologic diagnosis of early hepatocellular 

carcinoma: a report of the international consensus group for hepatocellular neoplasia.」

として早期肝細胞がんの定義が国際的なコンセンサスとして出版（代表研究者の坂元、共

同研究者の近藤が参加）され、2010 年出版の WHO 分類第 4 版（坂元並びに共同研究者

の中沼、中島が執筆者として参加）でも、このコンセンサスに基づく分類が採用された。

このような成果は、画像診断や各種治療法の進歩とあいまって、より早期でのがんの診断

と適切な治療法の選択に貢献してきている。しかし、実際の現場においては、特に形態学

的な変化の少ない早期がんの正確な診断は困難なことが多く、より客観的な診断を可能と

する形態的な指標や分子マーカーの確立が望まれている。さらには、小型のがんでありな

がら、悪性度の高いがんも少なからず経験され、そのようながんでは幹細胞マーカーが発

現するものや肝内胆管がんとの境界的な性格を有する症例（広義の混合型肝がん）もある

ことが明らかになりつつある。本研究では、そのような肝がんの病理学的多様性とその背

景の分子基盤を解明することで、より正確な診断、悪性度診断を可能とすることを目的と

する。 

 

Ⅱ 研究計画および材料と方法 

１. 早期肝細胞がん診断の客観化に向けた形態学的指標と分子マーカーの開発 

1）形態学的指標による早期診断                                

① 真の浸潤と偽浸潤における肝細胞ならびに周囲間質の詳細な解析 

② 細胞運動性・浸潤の指標となる機能的マーカー分子（CAP2 等）の発現と形態像と
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の比較検討 

③ 細胞密度、細胞異型、構造異型の画像定量解析と診断への応用 

2）分子マーカーによる早期診断 

① 既に報告されている複数の分子マーカーの多施設共同での検討による有用性の詳細

な評価 

② 手術標本、生検標本における各マーカーの陽性率の検討に基づく、特異性の高いカッ

トオフ値の検討 

③ 感度・特異度を高めるマーカーの組み合わせの検討 

④ 既に保有するマイクロアレイデータならびに新規の解析データに基づく、新規マー

カーの更なる探索とその有用性の評価 

２. 小型肝細胞がんにおける悪性度マーカーの検討と診断への応用 

1）がん遺伝子・がん抑制遺伝子異常と悪性度 

① 遺伝子変異の免疫組織学的評価による臨床病理学的検討 

2）シグナル伝達異常と悪性度 

① 細胞株を用いたシグナル伝達ネットワークの異常の解析 

② ①にて同定された分子の臨床検体での評価 

③ 分子標的薬剤の反応性とシグナル伝達異常との関連性の検討 

3）幹細胞マーカー発現と悪性度 

① 幹細胞マーカーの発現と臨床病理学的意義の検討 

② 各種幹細胞マーカーの発現パターンの解析と上記遺伝子変異・シグナル伝達異常と

の関連性の検討 

３.  広義の混合型肝がんの病理学的特徴と分子基盤の解明 

1）中間型細胞・細胆管細胞・幹細胞成分の病理学的解析 

① 超微形態像、細胞学的特徴、間質所見等から見た幹細胞様の特徴の解析 

② 各種幹細胞マーカーの発現と上記形態所見との相関解析 

③ 幹細胞様成分の割合と分布に基づく詳細な解析と臨床病理学的特性の比較に基づく、

亜分類の意義の検討 

2）肝がん細胞株を用いた分化の多様性、いわゆる幹細胞集団の解析とその分子基盤 

① ヒト肝がん由来の肝がん細胞株のパネルを用いた、各種分化マーカー、幹細胞マー

カーの発現解析 

② 上記マーカーによる分類と生物学的幹細胞性獲得の有無の解析 

③ 各種幹細胞様細胞サブグループ間における特徴的な分子発現の解析、相互の移行の

有無の解析と移行を制御するシグナル系の解析 

④ ③で得られた成果の臨床検体での評価 

 

Ⅲ 研究成果・考察 

1．早期肝細胞癌マーカーの分子病理学的検討 

肝細胞癌に対する生体肝移植手術 2 症例の摘出全肝から得られた 4 つの早期肝細胞癌結

節および 4 つの非癌部肝組織片を使用した。各検体のトリプシンによる加水分解処理後の

ペプチド混合物に対して、二次元液体クロマトグラフィー（2DLC）‐タンデム質量分析
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（MS/MS）の手法を用いたプロテオーム解析を行い、取得した 2DLC - MS/MS データを

基にデータベース検索によるペプチドの同定および肝細胞癌・非癌部間の差異の統計学的

解析を行った。その結果、肝細胞癌で発現が上昇している 61 種の蛋白質が同定され、そ

の 61 種の中に細胞骨格蛋白質であるタリン‐1（talin-1）が含まれていた。肝細胞癌にお

けるタリン‐1 発現上昇というプロテオーム解析の結果を検証するために、106 個の肝細

胞癌結節検体の抗タリン‐1 抗体による免疫組織化学的検索を行った。非癌部の肝細胞と

比較し早期肝細胞癌で有意にタリン‐1 の発現が上昇していたこと（p=0.003）のみならず、

タリン‐1 の発現が肝細胞癌の脱分化に伴い漸増していたこと（p=0.001）が判明した。低

分化型肝細胞癌に関しては、タリン‐1 発現上昇を伴う癌細胞の結節内に占める割合が高

いだけではなく、抗タリン‐1 抗体による細胞質の染まりが非常に強いことが多いのが特

徴的であった。タリン‐1 発現上昇を伴う癌細胞数の割合が結節内全癌細胞数の 50%以上

の群と 50%未満の群とに分け、臨床病理学的因子とタリン‐1 発現の関係について検討し

たところ、肝細胞癌の脱分化度は両群間で有意な差があった（p=0.004）。またタリン‐1

低発現群に比べ、高発現群において門脈浸潤を伴っている率が有意に高いことが判明した

（p=0.029）。追跡が可能であった 72 人の肝細胞癌患者の無病生存期間について分析した

ところ、高発現群では有意に無病生存期間が短かったことが判明した（p=0.039）。本研究

により、肝細胞癌進展に伴いタリン‐1 の発現が上昇することが明らかにされ、予後予測

にも有用である可能性が示唆された。 

２．肝細胞癌における biliary / stem cell marker の発現 

1）  biliary / stem cell marker である CK19、EpCAM、CD133、癌抑制遺伝子である

p53、癌遺伝子であるβ-catenin の肝細胞癌における発現および臨床病理学的な特徴に関

する検討を行った。結果は CK19 陽性例が 12／211 例(5.6％)、EpCAM 陽性例は 25／211

例(11.8％)、p53 陽性例は 20／211 例(10.4%)、β-catenin 陽性例は 18／211(8.5%)であっ

た。臨床病理学的因子について検討したところ、CK19 陽性例では CK19 陰性例と比較し

て有意に、分化度が低く、門脈浸潤例が多く、線維性間質を有する症例が多かった。EpCAM

陽性例は EpCAM 陰性例に比べて有意に、分化度が低く、線維性間質を有する症例が多かっ

た。p53 陽性例は p53 陰性例に比べ、分化度が低く、門脈浸潤が多く、線維性間質を有す

る症例が多かった。β-catenin 陽性例は AFP、PIVKA 値が高いものが多かった。マーカー

同士の関連に関しては、CK19 陽性例と EpCAM 陽性例、EpCAM 陽性例と p53 陽性例で

有意な関連が見られた。予後に関しては、CK19 陽性例は CK19 陰性例と比べて、有意に

再発率が高かったが（p<0.05)、生存率に関しては有意な差は見られなかった(p=0.185)。

EpCAM 陽性例、p53 陽性例およびβ-catenin 陽性例では陰性例と比べて、再発および生

存率に関する有意な差は得られなかった。p53 陽性例に関しては再発例も多く見られたが、

今回の検討では p53 陰性例に比べ、再発が有意に多いという結果は得られなかった。また

ウイルス学的背景因子との関連に関しては、CK19 陽性例および p53 陽性例では陰性例に

比べて、HBs 抗原陽性のものが有意に多かった(p＜0.05)。いずれも HCV 抗体陽性率に関

する相関は見られなかった。EpCAM 陽性例およびβ-catenin 陽性例では、HBs 抗原陽性

率、HCV 抗体陽性率との相関はいずれも認めなかった。以上の検討から、Biliary / stem cell 

marker 陽性の肝細胞癌、p53 陽性の肝細胞癌では、有意に悪性度が高く、線維性間質を

有することが示された。またβ-catenin 陽性の肝細胞癌は悪性度や線維性間質との関連が
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明らかでなく、AFP 値、PIVKA 値との相関のみが見られた。各 marker 間での関連は認

めるものの、予後、ウイルス学的背景因子などに差異も認められることから、今後さらに

悪性度に係わるマーカーに関して検討し、サブクラス分類との関連を検討する。 

2） 腫瘍マーカーとしての CYFRA（CK19）の有用性を検討した。107 例の切除肝癌（男

81、女 26）、年齢；50 歳〜97 歳（平均：70.9±8.3 歳）、肝炎ウイルス；HCV 関連：62、

HBV 関連：16、NonBNonC:24、HBVHCV 関連：4 で検討した。腫瘍径は 7.8mm〜132mm

（平均：27.3±20.5mm）である。腫瘍マーカー；AFP：0.96-415132ng/ml（平均 4730± 

40465）、PIVKA-II：5-75000AU/ml（平均 2902.8±9771.3）、CEA：1.2-46ng/ml（平均

3.7±4.8）、CA19-9：1-125.7U/ml（平均 30.3±26.3）、CYF:2.6-26.7ng/mL（平均 7.06±

4.12）であった。CYF 値と臨床背景の関では、性別とは関連ないが年齢が高くなるにした

がい CYF 値は上昇した（p=0.014）。肝炎ウイルスとの関連性はないが NonBNonC と比べ

て HBV では有意に低値であった（P=0.04）。腫瘍の結節数、サイズ、組織分化度、肝内転

移や門脈侵襲の有無、背景肝組織状態（慢性肝炎 or 肝硬変）等との相関はみられなかった。

CYF 値と各種腫瘍マーカーとの相関では、CYF 値と AFP、PIVKA-II、CEA、CA19-9 と

の間にはいずれも相関がみられなかった。約 30 名の担癌状態にない慢性肝障害（慢性肝

炎〜肝硬変）患者やコントロール患者について CYF 値を見た結果、肝癌患者と比較して

有意差を持って低値であった。その推移をみた結果、ほとんどの症例が有意な上昇は示し

ておらず、引き続き経過を見る必要がある。これらの症例中には明らかな発癌症例は現時

点では認めていない。AFP や PIVKA-II の動向と比較しながら CYF の動きを引き続き観

察する予定である。 

３．混合型肝癌の形態診断と分子診断の確立 

1） 肝切除 3200 例(1986 年～2011 年に外科切除)より抽出した混合型肝癌 100 症例を対

象として、①WHO2010 の分類、②非肝細胞癌領域の形態像による分類による臨床病理学

的因子の比較を行った。①WHO2010 分類では Classical type 69 例、Cholangiolocellular 

type 8 例、Intermediate cell type 17 例、Unclassified type 6 例で、Ttypical subtype に

該当する症例はなかった。Cholangiolocellular type が最も予後良好であり、Unclassified 

type が 最 も 予 後 不 良 で あ り 、 Classical type と Intermediate cell type は

cholangiolocellular type と unclassified type の間でほぼ同等の悪性度と考えられた。②

非肝細胞癌領域の形態像は 5 型に亜分類でき、Cholangiolocellular type(n=25)、tubular 

type(n=14)、solid type(n=18)、solid-tubular type(n=33)、spindle type(n=10）であった。

Cholangiolocellular type では血管浸潤や肝内転移の頻度が他のグループよりも低く、充

実・腺管状増殖を示す solid-tubular type、または紡錘形細胞を伴う spindle type では浸

潤・転移能が高く、術後生存率が極めて低いことがわかった。また cholangiolocellular → 

tubular → solid/solid-tubular/spindle type という順に、肝細胞癌成分が高分化→中分化

→低分化と段階的に移行していく可能性が示唆された。二つの分類法において、WHO2010

による Cholangiolocellular type 8 例はすべて②の分類の Cholangiolocellular type であり、

WHO2010 で分類できなかった Unclassified type 6 例も②の分類の Spindle cell type で

あった。また Typical subtype 該当症例はなかったものの、約 1/4 の症例では腫瘍内に部

分的に観察された。 

2） 混合型肝癌における３つの SC 亜型の発生頻度とその意義について臨床病理学的検討
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を行った。対象は混合型肝癌 62 症例の外科切除材料。SC 亜型（TS, INT, CLC）、肝細胞

癌（HCC）、胆管癌のそれぞれの成分の発生頻度を、粘液染色と免疫染色（CK7、CK19、

EMA、EpCAM、NCAM、AFP、Hep Par 1）の所見を参考に病理組織学的に評価した。

混合型肝癌では全例で、様々な割合、組み合わせで SC 亜型成分を認めた。それぞれの亜

型の頻度は、TS：10(16.1%)、INT：52 (83.9%)；CLC：44 (71%)であった。TS 成分の割

合は炎症の程度と逆相関した(p<0.01)。INT 成分の割合は併存する HCC の異型度、腫瘍

径と相関した(p<0.01)。一方、CLC 成分の割合は併存する HCC の異型度、腫瘍径と逆相

関した (p<0.01)。CLC 成分の割合は、線維化の程度、炎症細胞浸潤の程度と相関した

(p<0.01)。混合型肝癌の SC 亜型は、併存 HCC の異型度、腫瘍径、線維化、炎症細胞浸潤

とそれぞれ異なる相関を示し、異なる臨床病理学的意義を持つ事が示唆された。 

3） 肝切除 3200 例（1986 年～2011 年）より抽出し、生命予後解析可能な混合型肝癌 90

症例を対象として、肝臓の Stem cell marker に関連のある分子「SALL4、OV6、EpCAM、

NCAM、Oct3/4、Nanog」、肝細胞分化に関連する因子「AFP、Glypican3」を選び、免疫

染色を施行した後、特に SALL4 発現に注目し、臨床病理学的因子・予後との関連を評価

し た 。 各 マ ー カ ー の 陽 性 率 は 高 い も の か ら 順 に 「 OV6(60%) 、 Glypican3(53%) 、

EpCAM(40%)、NCAM(32%)、SALL4(31%)、AFP(20%)、Oct3/4(1%)、Nanog(0%)」であ

り、各種マーカーの発現は予後や WHO 分類亜分類とは相関しなかった。SALL4 陽性群は

HBsAg 陽性、血清 AFP 上昇と相関を認め、EpCAM、AFP、GPC3 発現と正の相関がみ

られた。SALL4 発現は胆管癌成分や分化不明瞭成分よりも HCC 成分に高く発現していた。

他の原発性肝癌での SALL4 陽性率は肝芽腫＞HCC＞混合型肝癌＞肝内胆管癌であった。

これまで HCC において「HBx protein で EpCAM が活性化」「HCC で SALL4 陽性群は

HBV 多く、EpCAM 陽性 cancer stem cell では SALL4 も活性化」との報告があり、SALL4

活性化には HBV が関与している可能性が示唆される。また SALL4 は AFP、GPC3 と正

の相関があり、陽性率は「肝芽腫＞HCC＞混合型＞ICC」であることから肝細胞分化との

関連が示唆される。HCC では SALL4 発現が予後因子との報告あるが、混合型肝癌では有

意差がなく、混合型は悪性度のより高い胆管癌成分が関与し予後不良であるためかも知れ

ない。ただし SALL4 は単独では予後因子となりえなかったが、今後治療標的の選択肢と

なる可能性が示唆された。 

4） 肝細胞癌切除例の各腫瘍径群『Ⅰ： -2.0cm(n=29) / Ⅱ：2.1-5.0cm(n=54) / Ⅲ： 

5.1cm-8.0cm(n=12) 』における肝細胞マーカーの発現頻度は、AFP：0% / 12.9% / 15.4%； 

Hep Par 1 全例陽性。胆管細胞マーカーは「CK7：79.3% / 75.9% / 83.8%；CK19：13.8% 

/ 20.4% / 41.7%；MUC1：6.9% / 12.9% / 50%；EMA 腺腔膜側：10.3% / 40.7% / 58.3%； 

EMA 細胞質：6.7% / 16.7% / 33.3%；CEA 腺腔膜側：3.4% / 16.7% / 66.7%；CEA 細胞質：

0% / 12.9% / 50%に陽性」。肝幹細胞／前駆細胞マーカーは「c-Kit 全例陰性、CD56：3.4% 

/ 7.4% / 33.3%に陽性」であった。各分化度『高(n=16)、中(n=75)、低(n=4) 』におけるそ

れぞれの発現頻度は、「AFP：0% / 10.7% / 25%；Hep Par 1 全例陽性。CK7：87.5% / 80% 

/ 25%；CK19：18.8% / 20% / 50%；MUC1：0% / 16% / 75%；EMA 腺腔膜側：0% / 40% 

/ 50%；EMA 細胞質：0% / 17.3% / 50%；CEA 腺腔膜側：0% / 22.7% / 25%；CEA 細胞質：

0% / 17.3% / 0%；c-Kit 全例陰性。CD56：6.2% / 9.3% / 50%に陽性」であった。肝細胞癌

において胆管細胞マーカー、肝幹／前駆細胞マーカーの発現を認めた。これらのマーカー
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の発現頻度がⅠ群よりⅡ、Ⅲ群で、高分化より中、低分化で高くなる傾向を示したことよ

り、腫瘍の増大と脱分化に伴う形質転換の可能性が示唆された。 

5） 細胆管細胞癌の病理学的解析から発生母地の検討を行った。細胆管細胞癌の外径の

平均値は 31.8μm で細胆管の平均値 13.8μm よりはるかに大きく、小・小葉間胆管の平

均値 26.5μm と大・小葉間胆管の平均値 65.0μm の間の値であった。また、細胆管細胞

癌の内径の平均値は 9.3μm で、細胆管の平均値 1.1μm よりはるかに大きく、小・小葉

間胆管の平均値 3.6μm と大・小葉間胆管の平均値 24.7μm の間の値であった。細胆管細

胞癌は、肝細胞マーカーHep Par1、AFP は陰性、かつ胆管細胞マーカーCK7、CK19 に高

率陽性であり、胆管細胞の形質を有していた。MUC1 は低率だが陽性腺管があった。幹細

胞／前駆細胞マーカーc-Kit陽性は 1.9%であり、細胆管 47％よりはるかに低い値であった。

EMA の細胞膜陽性所見は 94.6％であり、細胆管 100％と近い値であったが、小･小葉間胆

管の 93.2％の方により近い値であった。以上より、細胆管細胞癌の発生母地として、細胆

管だけでなく小葉間胆管の可能性を追求する必要がある。 
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