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要 旨 

 

【背景と目的】肝細胞癌の治療として肝切除は最も有効な治療の一つである

が、治癒切除が得られたとしてもその再発率は高いことが知られている。肝細

胞癌の予後を向上させるためには、その発癌や癌の進展のメカニズムを解明

し、治療のターゲットとなる分子を同定することが必要である。肝細胞癌にお

いては Wntシグナル伝達経路の異常が発癌に関わるとされている。Wntシグナ

ル伝達経路にはβカテニン依存性経路とβカテニン非依存性経路があり、βカ

テニン依存性経路の異常と発癌の関連については知られているが、Wnt5aが主

なリガンドであるβカテニン非依存性経路と発癌や癌の進展との関連について

は明らかにされていない。本研究では肝細胞癌における Wnt5a と癌の進展のメ

カニズムについて検討した。 

【対象と方法】当科で肝切除を行った 243例を対象に、腫瘍組織標本の Wnt5a

とその受容体である ROR2の免疫染色を行い、それらの発現と臨床病理学的因

子、予後との関連、再発について検討した。また、肝癌細胞株を用いた検討で

は HLE、HLF、HepG2、Huh7における Wnt5a と ROR2の発現をウエスタンブロッ

ト法にて検討した。Wnt5a低発現であった HLFに対して発現ベクターを用いた

Wnt5aの強制発現株を作成し、Wnt5a高発現であった Huh7に対して shRNAを用

いた Wnt5aの発現抑制株を作成した。それらの細胞株を用いて細胞増殖アッセ

イ、細胞浸潤アッセイを行い、それぞれ増殖能、浸潤能の変化を検討した。ま

た、Wnt5aの強制発現株もしくは発現抑制株の Eカドヘリン、ZO-1、Nカドヘ

リン、Vimentinのタンパク発現の変化をウエスタンブロット法にて検討し、上

皮間葉転換(EMT)関連分子の関与について検討した。HLFにおいては mRNAマイ

クロアレイ解析により、EMT関連転写因子やマトリックスメタロプロテアーゼ

(MMP)の変化についても検討した。さらに治療実験としてリコンビナント Wnt5a

タンパク(rWnt5a)添加による肝癌細胞株の増殖能と浸潤能の変化について検討

した。 

【結果】Wnt5aの細胞膜発現に関しては、Wnt5a細胞膜陽性が 180例(74.1%)、

陰性が 63例(25.9%)であった。Wnt5a細胞膜陰性は低分化、脈管侵襲陽性と相

関を認めた。予後について、Wnt5a陰性は陽性と比較して有意に全生存が不良

であったが(P=0,018)、無再発生存については有意差を認めなかった

(P=0.089)。予後因子の検討の結果、単変量解析にて AFP値、PIVKAII 値、腫瘍

個数、腫瘍径、脈管侵襲、肝硬変、Wnt5a 細胞膜陰性が全生存における有意な

因子として挙げられ、多変量解析の結果、Wnt5a細胞膜陰性(HR: 1.895, 95% 

CI: 1.053-3.409, P=0.033)が独立した予後不良因子であった。243例中 171例

に再発を認め、これらの症例に関して Wnt5a の膜発現陽性群、陰性群で比較を
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行った。Wnt5a細胞膜陰性が 133例、陽性が 38例で、再発形式と再発に対する

治療については両群で有意差は認めなかったが、再発後の全生存に関しても

Wnt5a細胞膜陰性群が有意に予後不良であった(P=0.026)。 

Wnt5aの受容体である ROR2の発現は Wnt5a の細胞質発現と相関を認め

(P<0.001)、AFP値(P=0.006)、分化度(P=0.015)と相関があったが、ROR2の発

現により予後に差は認めなかった(P=0.726)。 

細胞株を用いた検討では、ウエスタンブロット法により高分化の細胞株であ

る Huh7で Wnt5aが高発現であり、低分化の細胞株である HLFで Wnt5aが低発

現であった。Huh7 において Wnt5aのノックダウンにより増殖能、浸潤能の増加

が認められ、HLF において Wnt5aの強制発現により浸潤能の低下が認められ

た。EMT関連分子の変化は、Huh7の Wnt5a 発現抑制により Eカドヘリンが低下

した。また、HLF の Wnt5a強制発現により Vimentinが低下した。mRNAマイク

ロアレイ解析により HLFにおいて Wnt5a の強制発現により EMT 関連転写因子で

ある SNAI2、SNAI3 の発現が低下し、MMP2と MMP9の低下が認められた。治療実

験においては rWnt5a タンパク添加により HLFに変化は認められなかったが、

Huh7の増殖能、浸潤能は抑制された。 

【考察】臨床検体の免疫染色において細胞膜の染色性が細胞質よりも予後因子

としてより有意であり、これはβカテニン非依存性経路がより活性化されてい

る状態ではないかと推察された。Wnt5a の受容体である ROR2の発現に関しては

Wnt5aの細胞質発現と相関を認めたものの予後因子としては有意なものではな

く、肝細胞癌においては他の Wntシグナル伝達経路の受容体が関わっている可

能性が考えられた。予後の検討において、全生存では Wnt5a細胞膜陰性が有意

に予後不良であったが、無再発生存では有意差を認めず、この理由を検討する

ために再発について検討を行ったが、再発形式や再発後の治療について両群で

差はなかった。肝細胞癌の再発形式として癌細胞の播種による肝内転移の他、

多中心性再発が多いと報告されているため、初発の癌の悪性度に関わらず再発

の頻度は高いと考えられ、これにより両群の無再発生存の差が打ち消されたの

ではないかと考えた。以上の臨床検体を用いた検討から、Wnt5a が腫瘍抑制因

子である可能性が考えられ、細胞株を用いてその機序について検討を行った。

各細胞株の Wnt5a の発現は高分化の細胞株で高い傾向にあり、これは臨床検体

を用いた検討と一致する結果と考えられた。Wnt5aの強制発現、発現抑制によ

る増殖能、浸潤能の変化は Wnt5aが腫瘍に対して抑制的に作用していることを

示唆する結果であった。また、それに伴った EMT関連分子、EMT 関連転写因

子、MMPの変化は、Wnt5aの悪性度の変化にこれらの機序が関連していること

が示唆された。rWnt5a による治療実験の結果は Huh7に対しては腫瘍を抑制し

たが、HLFにおいては抑制効果を認めず、添加する rWnt5aの濃度等を含めてさ
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らに検討が必要であると考えられた。以上より Wnt5aは EMTの抑制を介して腫

瘍の浸潤能を抑制する腫瘍抑制因子であることが示唆された。また、rWnt5aタ

ンパクによるβカテニン非依存性経路への介入が肝細胞癌の治療に有用である

可能性が示唆された。 

【結論】Wnt5a発現は肝細胞癌の独立した予後因子であり、バイオマーカーと

しての有用である可能性が示唆された。Wnt5aは肝細胞癌において EMTの抑制

を介して腫瘍の浸潤能を抑制させる腫瘍抑制因子であることが示唆され、

Wnt5aの腫瘍抑制作用に着目した肝細胞癌治療につながることが期待される。 
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略 語 表 

 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

AFP      α-fetoprotein 

CI       confidence interval 

DMEM     Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

EMT      epithelial-mesenchymal transition, 上皮間葉転換 

Frz      Frizzled family receptors 

GAPDH    glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HBV      hepatitis B virus 

HCV      hepatitis C virus 

HR       hazard ratio 

LRP      low-density lipoprotein receptor-related protein co-receptors 

MMP      matrix metalloproteinase, マトリックスメタロプロテアーゼ 

MTS      3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium 

NC       negative control 

OS       overall survival 

PCP      planar cell polarity, 平面内極性 

PCR      polymerase chain reaction 

PIVKAII  protein induced by vitamin K absence or antagonist-II 

RFS      relapse free survival 

ROR      receptor tyrosine kinase-like orphan receptor family 

rWnt5a   recombinant Wnt5a protein, リコンビナント Wnt5a タンパク 

Ryk      receptor tyrosine kinase 
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【緒言】 

 

肝細胞癌の罹患者数は全世界で全癌種中第 5位である(Galle et al., 

2018)。肝切除は肝細胞癌に対する最も有効な治療法の一つであるが、治癒切

除が得られたとしてもその再発率は高いことが知られている(Kamiyama et 

al., 2009)。肝細胞癌の予後を向上させるためには、その発癌や癌の進展のメ

カニズムを解明し、治療のターゲットとなる分子を同定することが必要であ

る。 

Wntシグナル伝達経路にはβカテニン依存性経路とβカテニン非依存性経路

があり、前者の異常な活性化がβカテニンの異常集積とその核内移行を介して

発癌に関与することが知られている(Nusse and Clevers, 2017)。一方で、β

カテニンが関与しない後者と発癌、癌の進展との関連は明らかにされていな

い。Wntシグナル伝達経路のリガンドは Wntタンパクファミリーであり、哺乳

類において 19種類同定されている(Logan and Nusse, 2004)。Wntタンパクは

細胞外分泌タンパクであり、細胞から分泌された Wntタンパクは自己分泌もし

くは傍分泌の形式でその細胞膜受容体に結合し、Wntシグナル伝達経路が活性

化される(Wend et al., 2013)。βカテニン非依存性経路においては、Wnt5aが

重要なリガンドであると考えられている(Asem et al., 2016)。また、βカテ

ニン非依存性経路は平面内極性（planar cell polarity：PCP）経路と Ca2+経路

図 1 Wntシグナルβカテニン非依存性経路 
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の二つの経路があり、細胞の増殖や分化、遊走、接着、極性を制御していると

考えられている(図 1)(Zhou et al., 2017)。Wntタンパクの受容体としては

Frizzled family receptors(Frz)、receptor tyrosine kinase-like orphan 

receptor family (ROR)、low-density lipoprotein receptor-related 

protein co-receptors (LRP)、receptor tyrosine kinase (Ryk)が知られてお

り、特に Wnt5aに関しては ROR2との特異性が報告されている(Asem et al., 

2016; Geng et al., 2012; Huynh et al., 2019; Wu et al., 2019)。近年、

これらのβカテニン非依存性経路に関わる分子の異常と癌の関連が報告されて

いるが、その作用は癌種により異なっている。すなわち、甲状腺癌や大腸癌、

乳癌に関しては Wnt5a が腫瘍に抑制的に働くが、悪性黒色腫や非小細胞肺癌、

胃癌、前立腺癌では腫瘍に促進的に働くと報告されている(Dejmek et al., 

2005; Jin et al., 2013; Kanzawa et al., 2013; Kremenevskaja et al., 

2005; Prasad et al., 2016; Wang et al., 2017; Weeraratna et al., 

2002)。しかし、肝細胞癌における Wnt5a の作用については知られていない。 

一方で、癌の浸潤や転移の機序として上皮間葉転換(epithelial-

mesenchymal transition, EMT)が知られており、これは上皮細胞がその特徴を

失って、間葉系細胞の特徴を得ることで細胞の遊走が可能となり、浸潤や転移

を来すことである(Lamouille et al., 2014)。腫瘍細胞は様々な因子によって

EMTが生じることが報告されているが、肝細胞癌における Wnt5a と EMTの関連

については知られていない。本研究では肝細胞癌における Wnt5a の発現の意義

および EMTとの関連、さらに Wnt5aに着目した肝細胞癌の治療について検討を

行った。 
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【方法】 

 

患者と組織標本 

 1997年 1月から 2006年 12月までの期間に当教室で肝切除が行われた肝細胞

癌 243例が対象である。患者は術後外来にて 3か月ごとの腫瘍マーカー測定、

腹部 CTもしくは MRIにて経過観察が行われている。肝細胞癌の再発は画像検

査と腫瘍マーカーで診断した。すべての患者の性別、年齢、肝炎ウイルス感

染、腫瘍マーカー(α-fetoprotein (AFP)、protein induced by vitamin K 

absence or antagonist-II (PIVKAII))、術式、病理報告書のデータを診療録

から収集した。病理学的なデータには腫瘍個数、腫瘍径、リンパ節転移、脈管

侵襲、背景肝の所見が含まれている。病理学的ステージ診断は肝癌取り扱い規

約(第 6版)に従って行った(The Liver Cancer Study Group of Japan, 

2015)。本研究はヘルシンキ宣言に則り、北海道大学病院自主臨床研究審査委

員会の承認を得て行われた(017-0237)。 

 

免疫組織化学染色 

 組織標本の免疫染色にはホルマリン固定パラフィン包埋された組織標本の 4

μmの薄切標本を用いた。標本はキシレンとエタノールにて脱パラフィンを行

い、抗原の賦活化には target retrieval solution pH 9.0 (415211, Nichirei 

Biosciences inc.)を用いて、95℃、30 分の圧力鍋を用いた熱処理法にて行っ

た。Block Ace (UKB80, KAC Co., Ltd.)を用いて 5分間ブロッキングを行い、

抗 Wnt5a抗体(LS-C47384, LifeSpan BioSciences, Inc.)、抗 ROR2抗体

(PAB3385, abnova)にて 4℃オーバーナイトでインキュベートした。抗 Wnt5a抗

体は 100倍、200 倍、400倍、800倍、1000 倍、2000倍希釈で、抗 ROR2抗体は

50倍、200倍、500 倍、1000倍、2000倍希釈で条件検討を行い濃度を決定し

た。次に標本を Histofine Simple Stain MAX PO (MULTI) (724152, Nichirei 

Biosciences inc.)を用いて室温で 30分インキュベートし、3,3’-ジアミノベ

ンジジンにて発色し、ヘマトキシリン染色にて核染色を行った。 

 臨床検体における免疫染色の判定は、腫瘍組織における陽性細胞の割合が

50%以上で陽性と判定した。陽性細胞の定義は染色強度に関わらず、細胞質の

染色性もしくは細胞膜の染色性で検討を行い決定した。 

 

細胞培養 

 Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank より購入したヒ

ト肝細胞癌株 HLE、HLF、HepG2、Huh7を使用した。10%ウシ胎児血清を添加し

た Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)を用いて 37℃、5%CO2の条件で
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培養を行った。培地交換は 2日毎に行った。 

 

細胞のトランスフェクション 

 Wnt5aのノックダウン株作成を Wnt5a に対する shRNA発現レンチウイルス

TL320572, OriGene)を用いて行った。肝癌細胞株へのトランスフェクションは

Lenti-X HTX packaging system (631251, Takara Bio Inc.)を用いた。Lenti-

X HTX packaging Mixに 1μg/μlのレンチウイルスベクターを混合し、10cm

培養プレートに播種させて 24時間インキュベートした Lenti-X 293T細胞に添

加した。48時間後に上清を回収し、0.45μmフィルターを通して精製し、肝癌

細胞株の培養液中に添加して Wnt5aノックダウン株を作成した。 

 Wnt5aの過剰発現株の作成には Wnt5a をコードする全長の cDNA を Huh7の

cDNAから逆転写 polymerase chain reaction (PCR)にて得た。その際にフォワ

ードプライマーは 5’-CAGTGTGGTGGAATTGCCACCATGAAGAAGTCC-3’を用い、リバ

ースプライマーには 5’-GATATCTGCAGAATTCTACTTGCACACAAACTGG-3’を用いた。

Wnt5aの cDNAを pcDNA3.1 (V79020, Thermo Fisher Scientific)に導入し、

70%コンフルエントとなった肝癌細胞株に Lipofectamine2000 (Invitrogen, 

Life Technologies CO.)を用いてトランスフェクションした。pcDNA3.1には

G418耐性が含まれており、48時間毎に G418が含まれた培地に交換し、細胞株

の安定化をした。 

 

ウエスタンブロット 

 細胞株を 80%コンフルエントまで培養し、lysis bufferにてタンパクの抽出

を行った。それぞれのサンプルをドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミ

ドゲルにて電気泳動を行い、ポリフッ化ビニリデン膜に転写した。3%ウシ血清

アルブミンにてブロッキングの後、表１に示す条件で一次抗体の免疫ブロット

を行った。それらを 5000倍希釈抗ウサギ二次抗体(#7074, Cell Signaling 

Technology, Inc.)で反応させ、SuperSignal West Dura Extended Duration 

Substrate (34076, Thermo Scientific)にて検出を行った。 
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表 1 ウエスタンブロットにおける一次抗体の条件 

一次抗体 製品コード、メーカー 濃度 

Wnt5a ab174963、Abcam 1/500 

GAPDH #3683、Cell Signaling Technology 1/1000 

E-cadherin #3195、Cell Signaling Technology 1/1000 

ZO-1 #8193、Cell Signaling Technology 1/1000 

N-cadherin ab76011、Abcam 1/5000 

Vimentin #5741、Cell Signaling Technology 1/1000 

ROR2 PAB3385、abnova 1/1000 

GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

 

 

細胞増殖アッセイ 

 96ウェルプレートに細胞を 1ウェルあたり 5×103細胞播種した。生細胞の

測定は CellTiter96 (G5430, Promega Corporation)を用いた比色定量を行っ

た。3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS)を 1ウェルあたり 20μl添加し、2時間イ

ンキュベートして Varioskan(Thermo Fisher Scientific)にて測定を行った。

測定は細胞播種時、24時間後、48時間後、72時間後に行った。 

 

細胞浸潤アッセイ 

 細胞浸潤アッセイには Matrigel invasion chamber 24-well 8μm (354480, 

Corning)を用いた。チャンバーを DMEMにて 2時間水和し、それぞれの濃度に

調整した細胞をインサートに入れた。24 時間インキュベートした後、綿棒で非

浸潤細胞とマトリゲルを除去し、ディフ・クイック(16920, シスメックス)に

て標本の固定、染色を行った。顕微鏡下に倍率 10倍でランダムな 5視野の細

胞数を計測し、その平均を浸潤スコアとした。 

 

Wnt5aリコンビナントタンパク(rWnt5a)を用いた治療実験 

 細胞株の培養液中に rWnt5a(ab204627, abcam)を 1.0μg/ml の濃度で添加

し、上記の細胞増殖アッセイ、細胞浸潤アッセイにて対照群との比較を行っ

た。 

 

mRNAマイクロアレイ解析 

 HLFおよび HLF の Wnt5a強制発現株のトータル RNAの精製を RNeasy Mini 
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(Qiagen)を用いて下記の手順で行った。細胞株を 10㎝培養ディッシュに播種

し、80%コンフルエントの状態でトリプシン処理後に遠心しペレットを回収し

た。Buffer RLTを 600μl添加して混和し、QIAshredderで 2分間遠心してホ

モジナイズした。70%エタノールを添加し、RNeasyスピンカラムにアプライ

し、10000rpmで 15 秒間遠心した。Buffer RW1を 700μl添加し 15秒間遠心し

た後、Buffer RPE を 500μl添加して 15 秒間遠心した。さらに Buffer RPEを

500μl添加して 2 分間遠心した。RNase フリー水 50μlをスピンカラムメンブ

レンに添加し、10000rpmで 1分間遠心し、RNAを抽出した。SurePrint G3 

Human 8×60K ver.3.0 (Agilent)を用いて HLFおよび HLFの Wnt5a 強制発現株

の mRNAの発現を網羅的に比較を行った。発現量はノーマライズ後のシグナル

値の HLFに対する HLFの Wnt5a強制発現株の比で比較を行った。 

 

統計解析 

 統計解析には EZR version 1.35を用いた。臨床病理学的因子と Wnt5aもし

くは ROR2の発現の相関はフィッシャーの正確検定にて解析した。全生存と無

再発生存曲線はカプランマイヤー法にてプロットし、2群の比較にはログラン

ク検定を用いた。多変量解析は Cox比例ハザード分析を用いた。細胞実験にお

いては 2群の比較はスチューデントの t 検定を用いた。P値が 0.05以下を統計

学的有意差ありとした。 
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【結果】 

 

Ⅰ. 肝細胞癌における Wnt5aの細胞質発現 

 

 はじめに、免疫染色の条件検討を行った。正常肝組織は Wnt5a が陰性であ

り、慢性肝炎の肝組織は Wnt5a陽性となることが報告されており、これらをコ

ントロールとして検討した。腫瘍組織 3 例、正常の肝組織 1例、B型肝炎ウイ

ルスによる慢性肝炎を有する肝組織 1例に対して抗 Wnt5a抗体を 100倍希釈で

免疫染色を行ったところ、図 1に示すように腫瘍組織、背景肝臓ともに染色さ

れ判定は不可能であった。そこでさらに一次抗体を 200倍、400 倍、800倍、

1000倍、2000倍希釈で免疫染色を行った(図 2)。一次抗体のネガティブコント

ロールはすべて陰性であることを確認し、2000倍希釈にて正常肝で陰性、慢性

図 2 免疫染色の条件検討を腫瘍組織 3 例、正常肝 1例、慢性肝炎 1例を用い

て行った(×10)。NCは一次抗体の negative control、HBV+は B型肝炎を有す

る慢性肝炎の肝組織である。 

ｃ 
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肝炎で陽性を示し、また腫瘍組織においても陰性腫瘍(図 1 #146)と陽性腫瘍

(図 1 #220)が認められ、これが最適な条件と考えられた。2000 倍希釈での強

拡大像(×40)を図 3に示す。この条件で 243例に対して Wnt5a の免疫染色を行

った。 

免疫染色の判定は既報に従って、表 2 に示すように細胞質への染色性で評価

を行った。それぞれの判定の代表的な顕微鏡像(×40)を図 4に示す。判定の結

果は表 2の通りであり、臨床病理学的因子に関する解析の際にはスコア 0およ

び 1を Wnt5a細胞質陰性(n=79)、スコア 2および 3を Wnt5a細胞質陽性

(n=164)として解析を行った。 

 

図 3 抗 Wnt5a 抗体 2000倍希釈による免疫染色(×40)。正常肝で陰性、慢性

肝炎で陽性を示し、腫瘍組織においても様々な染色度合いを示した。 

 

 

表 2 細胞質の染色性による免疫染色の判定と結果 

染色スコア  n (%) 

0 染色されない  38 (15.6) 

1 0と 2 の中間 41 (16.9) 

2 薄く全体的にまたは濃く部分的に陽性 74 (30.5) 

3 濃く全体的に陽性 90 (37.0) 
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図 4 細胞質への染色性による免疫染

色の判定。 

A: Score 0, B: Score 1, C: Score 2, 

D: Score 3 

表 3 243例の患者背景 

 

Characteristics 患者数 (%) 

Sex 

     Male 

     Female 

 

200 (82.3) 

43 (17.7) 

Age median (range) 63 (35-82) 

Viral infection 

     HBV 

     HCV 

     HBV+HCV 

     NBNC 

 

90 (37.0) 

92 (37.9) 

8 (3.3) 

53 (21.8) 

Child-Pugh class 

     A 

     B  

 

237 (97.5) 

6 (2.5) 

AFP (ng/mL) 

     ≤ 10 

     > 10 

 

127 (52.3) 

114 (46.9) 

PIVKAII 

     ≤ 40 

     > 40 

 

101 (43.2) 

136 (56.0) 

Differentiation 

     Well 

     Moderate 

     Poor 

 

40 (16.5) 

156 (64.2) 

47 (19.3) 

Tumor number 

     Solitary 

     Multiple 

 

187 (77.0) 

56 (23.0) 

Tumor size (cm) 

     ≤ 2 

     2-5 

     5-10 

     > 10 

 

36 (14.8) 

137 (56.4) 

51 (21.0) 

19 (7.8) 

Vascular invasion 

     positive 

     negative 

 

39 (16.1) 

204 (83.9) 

Lymph node metastasis 

     positive 

     negative 

 

0 (0.0) 

243 (100.0) 

pStage 

     I 

     II 

     III 

     IVA 

     IVB 

 

24 (9.9) 

136 (56.0) 

83 (34.2) 

0 (0.0) 

0 (0.0) 

Non-cancerous liver 

     Non-cirrhosis 

     Cirrhosis 

 

157 (64.6) 

86 (35.4) 
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 243例の患者背景を表 3に示す。まず Wnt5aの細胞質発現と臨床病理学的因

子の相関について検討を行った(表 4)。Wnt5a細胞質陰性は AFP 高値

(P=0.009)、低分化(P<0.001)、多発腫瘍(P=0.023)、脈管侵襲陽性(P=0.025)と

有意に相関が認められた。次に Wnt5aの発現と予後の関連について検討を行っ

た(図 5)。全生存に関しては Wnt5a細胞質陰性は Wnt5a陽性と比較して有意に

予後不良であった(P=0.018)。無再発生存に関しては両群で有意差は認めなか

表 4 Wnt5aの細胞質発現と臨床病理学的因子の相関 

 



 

16 

 

った(P=0.061)。全生存についての予後因子の検討では、単変量解析にて AFP

高値(P=0.018)、PIVKAII 高値(P=0.049)、多発腫瘍(P=0.013)、腫瘍径 5cm以上

(P=0.001)、脈管侵襲陽性(P<0.001)、肝硬変(P=0.012)、Wnt5a 細胞質陰性

(P=0.019)が有意な予後不良因子として挙げられた。これらの因子の多変量解

析の結果、多発腫瘍(Hazard ratio (HR): 2.133, 95% Confidence interval 

(CI): 1.289-3.532, P=0.003)、腫瘍径 5㎝以上(HR: 1.818, 95% CI: 1.115-

2.965, P=0.017)、脈管侵襲陽性(HR: 2.501, 95% CI: 1.478-4.232, 

P=0.001)、肝硬変(HR: 1.655, 95% CI: 1.062-2.579, P=0.026)が独立した予

後不良因子であった。Wnt5a細胞質陰性は HR: 1.506, 95％ CI: 0.944-2.385, 

P=0.086であり、多変量解析では有意な因子とはならなかった(表 5)。 

図 5 Wnt5a細胞質発現による予後の比較 

A: 全生存(OS)、B: 無再発生存(RFS) 
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表 5 全生存についての予後因子の検討 
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Ⅱ. 肝細胞癌における Wnt5aの細胞膜発現 

 

 既報では Wnt5a の免疫染色の判定は細胞質の染色性で行われており、上記の

検討でも Wnt5aの細胞質への発現で検討を行ったが、実際の免疫染色の組織像

では細胞膜に染色されているものも含まれていた。そこで、細胞膜への発現に

着目して検討を行った。図 6に示すように、細胞質への染色性に関わらず、細

胞膜に染色されるものを Wnt5a細胞膜陽性と判定した。表 6に免疫染色の判定

とその内訳を示す。Wnt5aの膜発現と臨床病理学的因子との相関を検討したと

ころ、Wnt5a細胞膜陰性は HCV陽性(P=0.011)、低分化(P=0.001)、脈管侵襲陽

性(P=0.046)と有意に相関を認めた(表 7)。次に Wnt5aの膜発現と予後との関連

を検討した(図 7)。全生存に関しては Wnt5a 細胞膜陰性は膜陽性と比較して優

位に予後不良であった(P=0.018)。無再発生存に関しては Wnt5a 細胞膜陰性が

膜陽性と比較して不良である傾向にあったが、統計学的有意差は認めなかった

(P=0.089)。次に予後因子の検討を行った(表 8)。単変量解析の結果前述の AFP

高値(P=0.018)、PIVKAII 高値(P=0.049)、多発腫瘍(P=0.013)、腫瘍径 5cm以上

(P=0.001)、脈管侵襲陽性(P<0.001)、肝硬変(P=0.012)に加え、Wnt5a細胞膜発

現陰性(P=0.020)が有意な予後不良因子として挙げられた。多変量解析の結

果、多発腫瘍(HR: 2.043, 95% CI: 1.238-3.373, P=0.005)、腫瘍径 5㎝以上

(HR: 1.999, 95% CI: 1.214-3.291, P=0.007)、脈管侵襲陽性(HR: 2.367, 95% 

図 6 免疫染色により Wnt5aの細胞膜への発現を認めた症例の組織像(×40)。 

 

表 6 細胞膜の染色性による免疫染色の判定と結果 

判定  n (%) 

陰性 細胞膜が染色されない  180 (74.1) 

陽性 細胞膜が染色される 63 (25.9) 
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CI: 1.390-4.029, P=0.002)、肝硬変(HR: 1.745, 95% CI: 1.118-2.722, 

P=0.014)、Wnt5a 細胞膜陰性(HR: 1.895, 95% CI: 1.053-3.409, P=0.033)が独

立した予後不良因子であった。以上の検討より、Wnt5aの細胞質への発現より

も細胞膜への発現が予後に対してより有意な因子であると考えられた。 

表 7 Wnt5a の細胞膜への発現と臨床病理学的因子の相関 
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図 7 Wnt5a細胞膜発現による予後の比較 

A: 全生存(OS)、B: 無再発生存(RFS) 

表 8 全生存についての予後因子の検討 
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再発についての検討 

  

 243例中 171例に再発を認め、これらの症例に関して検討を行った。前項の

検討で、Wnt5aの細胞膜への発現がより有意な因子となったので、再発につい

て Wnt5a細胞膜発現との関連を検討した。171例中 Wnt5a細胞膜陰性は 133

例、陽性は 38例であった。それぞれの群の再発形式と再発に対する治療につ

いては両群で有意差はなかった(表 9)。再発後の予後に関しては、再発から

再々発までの期間に有意差を認めないにも関わらず(P=0.576)、再発後の全生

存は Wnt5a細胞膜陰性が有意に予後不良であった(P=0.026)(図 8)。 

 

 

 

表 9 再発についての検討 

 



 

22 

 

Ⅲ. 肝細胞癌における ROR2の発現 

 

 Wnt5aは細胞外分泌タンパクであり、細胞膜に発現するレセプターに結合し

て、βカテニン非依存性経路を活性化させる。上記の Wnt5aの免疫染色の検討

にて Wnt5aの発現は細胞質よりも細胞膜の発現でより有意であることがわか

り、これは細胞膜のレセプターに結合した Wnt5aが染色されているのではない

かと考えた。そこで、Wnt5aのレセプターに着目して検討を行った。そこで

Wnt5aのレセプターである ROR2の発現について検討を行った。はじめに、ROR2

の免疫染色の条件検討を行った。条件検討に用いたサンプルは Wnt5aの染色ス

コアが 0、2、3であった 3症例と膜発現陽性の 1症例で、一次抗体を 50倍、

200倍、500倍、1000 倍、2000倍希釈の条件で検討を行った(図 9)。500倍希

釈で Wnt5aの免染スコア 0の腫瘍の染色が陰性となり、その他の腫瘍は薄く陽

性となったので、この条件を用いることとした。Wnt5a細胞膜陽性の症例にお

いては、明確な膜陽性像は得られなかった(図 10)。免疫染色の判定は Wnt5aの

判定と同様の基準で行った(表 10)。ROR2 の免疫染色においては明確な膜陽性

像は得られなかったため、細胞質の染色性のみで評価を行った。 

ROR2の発現と Wnt5a の細胞質発現の相関を検討したところ、両者の相関が認

められた(図 11)。染色スコア 0および 1 を ROR2陰性、2および 3を ROR2陽性

と定義して、ROR2 の発現と臨床病理学的因子との相関を検討した結果、AFP値

(P=0.006)と分化度(P=0.015)に相関があることが分かった(表 11)。ROR2の発

図 8 Wnt5a細胞膜発現による再発後の予後の比較 

A: 全生存(OS)、B: 無再発生存(RFS) 
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現と予後の検討では、全生存(P=0.726)、無再発生存(P=0.878)に有意差は認め

なかった(図 12)。 

  

図 9 ROR2の免疫染色の条件検討(×10) 

図 10 一次抗体 500 倍希釈による ROR2 の免疫染色像(×40)。細胞膜への明

確な染色は認められなかった。 
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表 10 ROR2 の免疫染色の判定と結果 

染色スコア  n (%) 

0 染色されない  29 (11.9) 

1 0と 2 の中間 67 (27.6) 

2 薄く全体的にまたは濃く部分的に陽性 105 (43.2) 

3 濃く全体的に陽性 42 (17.3) 

図 11 ROR2と Wnt5aの細胞質発現の相関 
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表 11 ROR2の発現と臨床病理学的因子との相関 

図 12 ROR2の発現と予後 
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Ⅳ. 肝癌細胞株を用いた検討 

 

肝癌細胞株における Wnt5aおよび ROR2の発現 

 

 以上の臨床検体を用いた検討により、Wnt5aの細胞膜への発現が予後因子と

して有意であり、Wnt5a陰性が低分化と脈管侵襲に関連していることがわかっ

た。また、その細胞膜受容体である ROR2 は予後との関連はなかったが、Wnt5a

の細胞質発現と相関があり、分化度とも相関があることがわかった。このこと

から、Wnt5aは肝細胞癌の腫瘍抑制因子である可能性が考えられ、その機序に

ついてさらに検討を行うため細胞株を用いて検討を行った。 

 Wnt5aの発現が分化度に関連することから、低分化の肝細胞株として HLE、

HLFを、高分化の肝細胞株として HepG2、Huh7を選択し、ウエスタンブロット

にてこれらの細胞株の Wnt5aタンパクおよび ROR2タンパクの発現を検討した

(図 13)。Wnt5aの発現は高分化の細胞株である Huh7で高く、ROR2 も高分化の

細胞株である HepG2、Huh7で高かった。 

 

Wnt5aノックダウンおよび過剰発現による悪性度の変化 

 

 肝細胞癌における Wnt5aの機能を明らかにするために、Wnt5a 高発現である

Huh7の Wnt5aノックダウンと Wnt5a低発現である HLFの Wnt5a 強制発現による 

図 13 肝癌細胞株における Wnt5aおよび ROR2のタンパク発現 
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増殖能と浸潤能の変化を検討した。Huh7 の Wnt5aノックダウンにより、増殖能

と浸潤能の増加が認められた(図 14)。また、HLFの Wnt5a強制発現により、増

殖能の変化は認めなかったが、浸潤能の低下が認められた(図 15)。 

 

Wnt5aノックダウンおよび過剰発現による EMT関連分子の変化 

 

 Wnt5aによる増殖能、浸潤能の変化に関わる分子的な機序を明らかにするた

め、EMTに着目しその関連分子の変化を検討した。Huh7においては Wnt5aノッ

クダウンにより上皮系マーカーである E-cadherinが低下した。間葉系マーカ

ーである N-cadherin、Vimentinは変化がなかった(図 16A)。HLF においては

Wnt5a過剰発現により、上皮系マーカーの変化は認められなかったが、

Vimentinの低下が認められた(図 16B)。 

図 14 Huh7における Wnt5aノックダウンによる増殖能、浸潤能の変化。 

A:shRNAにより、Wnt5aタンパク発現は低下した。B:細胞増殖アッセイにて増

殖能の増加が認められた。C:細胞浸潤アッセイにて浸潤能の増加が認められ

た。 



 

28 

 

  

図 15 HLFにおける Wnt5a強制発現による増殖能、浸潤能の変化。 

A:発現ベクターの導入により、Wnt5aタンパク発現は増加した。B:細胞増殖ア

ッセイにて増殖能の変化は認められなかった。C:細胞浸潤アッセイにて浸潤

能の低下が認められた。 

図 16 Wnt5a による EMT 関連分子の変化。A：Huh7 における Wnt5a ノックダ

ウンにより、E-cadherinの低下が認められた。B：HLFにおける Wnt5a強制発

現により Vimentin の低下が認められた。 
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RNAマイクロアレイ解析による EMT関連遺伝子の変化 

 

 さらに EMTの制御に関わる転写因子や癌細胞の浸潤に関わるマトリックスメ

タロプロテアーゼ(MMP)の変化を RNAマイクロアレイ解析を用いて検討した。

EMT関連転写因子については、HLFにおいて Wnt5a強制発現により SNAI2、

SNAI3の低下が認められた(図 17)。MMP については MMP2、MMP7、MMP9、

MMP10、MMP23Bの発現低下が認められた(図 18)。 

 

rWnt5aタンパクを用いた肝癌細胞株に対する治療実験 

 

 以上の検討から Wnt5aは肝細胞癌の腫瘍抑制因子である可能性が考えられ

た。Wnt5aタンパクは細胞外分泌タンパクであり、自己分泌もしくは傍分泌の

形式で細胞膜受容体に結合し、βカテニン非依存性経路を活性化させる。これ

らのことから、外因性の Wnt5aタンパクによりβカテニン非依存性経路を活性

化させ、腫瘍の進展を抑制できるのではないかと考えた。腫瘍の増殖能につい

ては、rWnt5aタンパクの添加により Huh7 において有意に増殖能が低下し、HLF

においても低下傾向にあったが、有意差は認めなかった(図 19)。また、浸潤能

については、rWnt5a タンパクの添加により Huh7において有意に浸潤能が低下

し、HLFにおいては変化を認めなかった(図 20)。 

  

図 17 RNA マイクロアレイによる HLF における Wnt5a 強制発現による EMT 関

連転写因子の変化。Wnt5aの強制発現により SNAI2、SNAI3の発現が低下した。 
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図 18 RNA マイクロアレイによる HLF における Wnt5a 強制発現による MMP フ

ァミリー遺伝子の変化。腫瘍細胞の浸潤に関わるとされている MMP2、MMP9の

発現低下が認められた。 
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図 20 rWnt5a タンパクを用いた治療実験における肝癌細胞株の浸潤能の変

化。A:Huh7 において rWnt5a添加により有意に浸潤能の低下を認めた。B:HLF

では増殖能に変化を認めなかった。 

 

図 19 rWnt5a タンパクを用いた治療実験における肝癌細胞株の増殖能の変

化。A:Huh7において rWnt5a添加により有意に増殖能の低下を認めた。B:HLF

では増殖能は低下傾向であったが、有意差は認めなかった。 
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【考察】 

 

 本研究では肝細胞癌において Wnt5a細胞膜陰性が低分化、脈管侵襲と相関が

あり、独立した予後不良因子であった。また、免疫染色において Wnt5aの発現

は細胞質よりも細胞膜への発現がより予後に対して有意な因子であった。ま

た、再発症例において Wnt5a細胞膜陰性群と陽性群は再発形式や再発後の治療

に差がないにもかかわらず、再発後の全生存は Wnt5a陰性で優位に予後不良で

あった。Wnt5aの受容体である ROR2の発現と Wnt5aの細胞質発現に相関を認

め、ROR2の発現と AFP値、分化度に相関を認めたが、予後については関連が認

められなかった。さらに細胞株を用いた検討では、高分化の細胞株である Huh7

において Wnt5aが高発現で、Wnt5aのノックダウンにより増殖能、浸潤能の増

加が認められ、E カドヘリンが低下した。また、低分化の細胞株である HLFに

おいて Wnt5aが低発現で、Wnt5aの強制発現により浸潤能の低下が認められ、

Vimentinが低下した。HLFにおいては Wnt5a の強制発現により EMT関連転写因

子である SNAI2、SNAI3の発現が低下し、MMP2と MMP9の低下が認められ、これ

らの機序により浸潤能が抑制されると考えられた。以上より肝細胞癌において

Wnt5aは EMTの抑制を介した腫瘍抑制因子であると考えられた。さらに、

rWnt5a投与により腫瘍の浸潤能は抑制され、肝細胞癌の治療として有用である

可能性が示唆された。 

 臨床検体の免疫染色の評価の方法として、これまでの報告では肝細胞癌以外

の腫瘍における検討において、細胞質の染色性で評価が行われていた(Kim et 

al., 2015; Prgomet et al., 2017; Zhong et al., 2016)。本研究では免疫染

色を行った過程で、細胞膜に特に強く染色される症例が存在し、これに着目し

て検討を行ったところ、細胞質よりも細胞膜への発現の方がより有意な因子で

ある結果であった。そしてこれが意味することは Wntシグナル伝達経路の機序

から考えて、細胞膜の受容体に結合した Wnt5aをみている、すなわちβカテニ

ン非依存性経路がより活性化されている状態なのではないかと推測した。そこ

で、Wnt5aの受容体に着目して、そのひとつである ROR2も同様に免疫染色で検

討を行ったところ、ROR2と Wnt5aの細胞質発現の相関を認めたものの、ROR2

自体は予後因子としては有意なものではなかった。これまでの報告では、

Wnt5aの受容体として ROR2が最も関連が強いとされているが(Asem et al., 

2016)(Yu et al., 2016)(Dai et al., 2017)、背景で述べたように Wnt5aの受

容体は他にも Frz、LRP、Rykがあり(Asem et al., 2016)、肝細胞癌において

は ROR2以外の受容体がβカテニン非依存性経路に強く関わっている可能性が

考えられた。 
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 Wnt5aの細胞膜発現と予後の検討において、全生存では Wnt5a 細胞膜陰性が

有意に予後不良であったが、無再発生存については両群に有意差を認めなかっ

た。全生存と無再発生存がこのようなパターンをとることは稀であると思われ

る。この理由について明らかにするために、再発形式や再発後の治療について

検討を行ったが、これらについて両群で差は認めなかった。肝細胞癌の再発形

式として癌細胞の播種による肝内転移の他、多中心性再発、すなわち慢性肝炎

や肝硬変など肝細胞癌の発生素因を有する残肝からの再発の頻度が高いと考え

られており(Feo and Pascale, 2015; Tsuji et al., 2013; Yang et al., 

2017)、初発の肝細胞癌の悪性度に関わらず、再発の頻度は高いと考えられ

る。これにより、両群の無再発生存の差は打ち消されたのではないかと考えら

れた。一方で、再発後の全生存に関しても、再発後の治療に両群で差がないに

も関わらず、Wnt5a 細胞膜陰性が陽性よりも予後不良であり、Wnt5aの悪性度

がより低いため、治療に対しての反応が良好であったことが示唆された。 

 以上のことから Wnt5aの細胞膜発現と肝細胞癌の悪性度に関連があると考え

られ、その機序を解明するために細胞株を用いた検討を行った。はじめに肝癌

細胞株毎の Wnt5a タンパクの発現をウエスタンブロットにて検討し、低分化の

細胞株で発現が低く、高分化の細胞株で発現が高いことが分かった。この結果

は、臨床検体を用いた検討において Wnt5a の細胞膜発現と高分化に相関があっ

たという結果と合致していると考えられる。次に Wnt5aによる細胞の悪性度の

変化を検討するため、Wnt5aが高発現である Huh7と低発現である HLFにそれぞ

れ Wnt5aのノックダウンと強制発現を行い、それぞれの増殖能と浸潤能の変化

を検討した。この結果、Huh7では増殖能と浸潤能が増加し、HLF では浸潤能が

低下し、Wnt5aが肝細胞癌株においては抑制的に作用することが示唆された。

これまでの報告では Huh7における Wnt5a の強制発現により、増殖能が抑制さ

れたという研究があり(Bi et al., 2014)、本研究の結果も Wnt5a が腫瘍に対

して抑制的に作用するという点において同様の結果であると考えられる。 

本研究における臨床検体を用いた検討では Wnt5aの細胞膜発現と脈管侵襲に

相関があり、細胞株を用いた検討においても Wnt5aが肝癌細胞株の浸潤能を低

下させた。Wnt5a は Wntシグナル伝達経路において、βカテニン非依存性経路

を介して細胞骨格や細胞運動に関わるとされている(Asem et al., 2016)。以

上のことから Wnt5a が腫瘍を抑制する機序としてはβカテニン非依存性経路を

活性化することで、細胞骨格や細胞運動が変化し、特に細胞の浸潤能を低下さ

せているのではないかと考えた。癌細胞の浸潤の機序の一つとして EMTが報告

されており(Jolly and Celià-Terrassa, 2019; Lamouille et al., 2014; 

Markopoulos et al., 2019)、Wnt5aが EMT の抑制を介して肝癌細胞株の浸潤能

を抑制しているのではないかと考え、EMT 関連分子の変化を検討した。Wnt5と
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EMTの関連についての報告は、他の癌腫の細胞株において報告があるが(Qin et 

al., 2015; Xue et al., 2019)、肝細胞癌については報告がない。大腸癌細胞

株における検討では、Wnt5aの過剰発現にて Eカドヘリンの発現が増加し、ビ

メンチンの発現が低下した。さらに、EMT を促進する転写因子である ZEB1、

TWISTの発現が低下したという報告がある(Cheng et al., 2014)。ウエスタン

ブロットによる本研究では HLFにおいては Wnt5aの強制発現で Eカドヘリンの

発現の上昇は認めなかったものの、ビメンチンの発現は低下した。さらに、

Huh7においては Wnt5aのノックダウンで間葉系マーカーの変化は認めなかった

ものの、Eカドヘリンの発現が低下した。また、mRNAマイクロアレイ解析によ

る EMT関連転写因子については HLFの Wnt5a強制発現において SNAI2、SNAI3

の発現が低下した。これらの EMT関連因子、転写因子の発現の変化は肝細胞癌

において Wnt5aが EMTの抑制を介して細胞の浸潤能を抑制していると考えられ

た。EMT以外の細胞浸潤に関わる機序の一つとして、MMPが細胞外器質の分解

を促進し、細胞の浸潤を促進することが報告されており、特に MMP2や MMP9が

細胞浸潤に関与するとされている(Egeblad and Werb, 2002)。今回の検討にお

いても MMP2や MMP9 を含めた MMPの発現低下が認められ、Wnt5a による浸潤能

の変化に EMTの他に MMPも関与している可能性が示唆された。 

前述の通り、Wnt5a は細胞外分泌タンパクであり、細胞から分泌された

Wnt5aは自己分泌もしくは傍分泌の形式で細胞膜の受容体に結合し、βカテニ

ン非依存性経路を活性化させる(Asem et al., 2016)。以上の検討から、Wnt5a

が腫瘍抑制因子であると考えられ、外因性の Wnt5aタンパクにより、腫瘍の抑

制が可能ではないかと考え、rWnt5aタンパクによる治療実験を行った。この結

果、Huh7においては腫瘍の増殖能および浸潤能の低下が認められた。この結果

は rWnt5aタンパクが肝細胞癌の治療に有用である可能性を示唆するものであ

ると考えられる。しかし、HLFの Wnt5a 強制発現株では浸潤能に変化を認めた

にも関わらず、治療実験では変化がなく、これに関しては添加した rWnt5aタ

ンパクの濃度が関与している可能性がある。これまで肝細胞癌以外の癌腫の細

胞株において rWnt5a タンパク添加による変化が報告されており、いずれの報

告においても 0.4μg/ml以上で細胞機能の変化が認められている(Dejmek et 

al., 2005; Prasad et al., 2016; Qin et al., 2015)。これに従い、本研究

では rWnt5aタンパクの濃度を 1.0μg/ml として実験を行ったが、これが HLF

にとっては適切な濃度ではなかった可能性があり、さらに検討をする必要があ

ると考えられる。 

本研究における問題点は、Wnt5aの受容体について十分に検討できていない

点である。細胞株における ROR2の発現も臨床検体を用いた検討と同様の傾向

であり、低分化の細胞株で発現がなく、高分化で発現が認められた。このこと
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から ROR2の発現がない HLFでは Wnt5aの強制発現により、細胞機能に変化を

認めない可能性が予想されたが、実際には細胞の浸潤能が変化し、EMT関連分

子や MMPの変化を認めた。この結果は Wnt5a による細胞の浸潤能の制御には、

ROR2以外の受容体がより強く関与している可能性があることを示唆している。

今回の検討では ROR2 以外の受容体について検討は行っておらず、今後の検討

課題であると考えられる。さらに、JNK や ROCK、Calmodulinなどのβカテニン

非依存性経路に関わる分子の変化は検討しておらず、Wnt5aがどのようなシグ

ナル伝達で EMTや MMPの変化を生じさせるのかについては明らかにはされてお

らず、これに関しても今後の検討課題である。また、rWnt5aタンパクによる治

療実験については現段階ではその効果は限定的であり、前述の通り濃度を含め

てさらに検討が必要であることに加え、臨床への応用のためには in vivoでの

検討が必要であると考えられる。 

本研究では肝細胞癌において Wnt5a陰性が低分化、脈管侵襲と相関があり、

独立した予後不良因子であることがわかり、Wnt5aの発現が予後についてのバ

イオマーカーとなる可能性が示唆された。また、Wnt5aが EMT や MMPの変化を

介して細胞の浸潤能を抑制する腫瘍抑制因子であり、βカテニン非依存性経路

への介入が肝細胞癌治療の治療に有用である可能性が示唆された。 
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【結論】 

 

・肝細胞癌において Wnt5a陰性が低分化、脈管侵襲と相関があり、独立した予

後不良因子であった。 

 

・免疫染色において Wnt5aの発現は細胞質よりも細胞膜への発現がより予後に

対して有意な因子であった。 

 

・高分化の細胞株である Huh7において Wnt5aが高発現で、Wnt5a のノックダウ

ンにより増殖能、浸潤能の増加が認められ、Eカドヘリンが低下した。 

 

・低分化の細胞株である HLFにおいて Wnt5a が低発現で、Wnt5a の強制発現に

より浸潤能の低下が認められ、Vimentin が低下した。 

 

・HLFにおいては Wnt5aの強制発現により EMT関連転写因子である SNAI2、

SNAI3の発現が低下し、MMP2と MMP9の低下が認められた。 

 

・Huh7において rWnt5aタンパクの添加により細胞の増殖能、浸潤能が低下し

た。 

 

以上の知見により Wnt5a は肝細胞癌において EMTの抑制を介した腫瘍抑制因

子であると考えられ、バイオマーカーとしての意義があり、Wnt5a の腫瘍抑制

作用に着目した肝細胞癌治療につながることが期待される。 
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