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要旨 

 

【背景と目的】 

肝癌は世界の部位別癌死亡の第 4位、日本では第 5位であり、その大半を肝細胞癌

が占めている。切除可能な肝細胞癌は手術により切除することで根治を得られる可能

性が高いと考えられてはいるが、その一方で根治切除後であっても肝内再発や血行性

転移による再発を経験することが少なくはなく、いまだ予後不良の悪性疾患と言える。 

近年、肝癌細胞株 9種類と正常肝細胞株 4種類を用いて蛍光 2次元電気泳動法によ

るプロテオミクス解析で細胞株内のタンパク発現の違いを比較検討した研究で、

Adenomatous polyposis coli（APC）結合蛋白 EB1が肝癌細胞株において有意に高発現

していることが報告された。さらに、臨床検体を用いた同手法でのプロテオミクス解

析で切除した肝細胞癌組織においても非癌部組織と比較して EB1が有意に高発現して

いることが報告された。 

EB1は1995年に癌抑制遺伝子で知られているAPCに結合するタンパクとして初めて

同定され、現在は微小管の主に伸長端に特異的に局在する微小管関連タンパクとして

認識され、様々な微小管関連タンパクと結合して細胞骨格や細胞極性の維持、細胞の

遊走、細胞分裂等の微小管が関与する細胞活動に極めて重要な役割を担っていると言

われている。 

しかし、EB1の癌における機能的役割の報告は少なく、EB1の癌における具体的なメ

カニズムについてはいまだ不明瞭である。特に肝細胞癌における EB1高発現が細胞レ

ベルでどのような機能的役割を果たしているのかは明らかでない。 

以上より、EB1 は肝細胞癌の新たなバイオマーカーとしての可能性を秘めており、

その機能解析を行うことで新たな治療対象となるタンパクの解明や新たな治療戦略の

指標となりうると考えられたため、本研究を行った。 

【対象と方法】 

免疫組織化学染色の対象は 1997 年 1月から 2006 年 12 月までに北海道大学病院消

化器外科 Iにて根治切除を施行した初発肝細胞癌 235例である。抗ヒト EB1ラビット

ポリクローナル抗体（SC-15347）を用いて免疫組織化学染色を行った。腫瘍内に胆管

上皮細胞より強く染まる EB1陽性腫瘍細胞が腫瘍の 30％を占める場合、EB1陽性肝細

胞癌症例と判定した。 

ヒト肝癌細胞株は HLF、HLE、HuH7、HepG2、JHH4、PLC/PRF/5、Li-7、Hep3Bを用い

た。EB1 の発現は siRNA と shRNA を用いてノックダウンし、CRISPR/Cas9 技術を用い

てノックアウトした。タンパクと mRNAの発現量は Western blotとリアルタイム PCR

で測定した。細胞増殖能は MTSアッセイ、細胞遊走能は Boyden chamberアッセイ、細
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胞浸潤能は Matrigel invasion chamberアッセイで評価した。マウス xenograftモデ

ルには生後 4週の雌 BALB/c nu/nu mouseを用いた。同一マウスに左右別々の比較対

象細胞株を皮下注し、4週間後に犠牲死させ、腫瘍重量や腫瘍体積を測定した。 

マイクロアレイ Agilent SurePrint G3 Human GE v3 8x60K Microarray (Design 

ID: 072363)を用いて EB1 と連動して変化した遺伝子を網羅的に解析した。コントロ

ールと比較して 2倍以上に遺伝子発現が変化したものを有意な変動と判断した。 

【結果】 

免疫組織化学染色では、肝細胞癌症例 235例中 EB1陽性症例は 24例、EB1陰性症

例は 211例であった。EB1は AFP値（p=0.0171）、PIVKA-II（p=0.0303）、TNM分類

（p<0.0001）、腫瘍径（p=0.0006）、分化度（p<0.0001）、門脈浸潤の有無

（p<0.0001）、肝内転移の有無（p<0.0001）と有意に相関した。また、EB1陽性症例

の全生存率は陰性症例と比較して有意に悪かった（p<0.0001、EB1陽性症例の平均生

存期間は 3.9年で EB1陰性症例のそれは 16.5年であった）。また、再発率も EB1陽性

症例で有意に高かった（p<0.0001）。 

 HuH7, HLF, HLEの EB1を siRNAでノックダウンすると、増殖能、遊走能、浸潤能

が有意に低下した。HLFを EB1の shRNAでノックダウンしても、同様に増殖能、遊走

能、浸潤能が有意に低下した。HuH7を CRISPR/Cas9技術で EB1をノックアウトした

後に EB1を再発現させると、EB1をノックアウトした EB1-KO HuH7と比べて EB1再発

現後 EB1-KO HuH7の増殖能、遊走能、浸潤能は有意に増加した。また、それらをマウ

スの皮下に注射して腫瘍形成能をみると、EB1再発現後 EB1-KO HuH7の方が EB1-KO 

HuH7より有意に腫瘍形成能が増加した。 

 マイクロアレイ解析では、Dlk1や HAMP、SLCO1B3等の 18遺伝子が 2倍以上有意に

増幅していた。 

【考察】 

 本研究において、EB1が肝細胞癌根治切除後症例の予後予測因子および再発予測因

子として非常に有用であることを検証した。また、肝細胞癌における EB１の発現は

分化度や TNM分類、腫瘍径、門脈浸潤、肝内転移といった臨床病理学的な因子とも強

く相関していることを示した。さらに、細胞実験では EB1の発現がヒト肝細胞癌にお

いて増殖能や遊走能、浸潤能と深くかかわっていることを証明した。そして、

Xenograftモデルではヒト肝癌細胞株における EB1発現が腫瘍形成能を亢進させるこ

とが分かった。最後に、Dlk-1, HAMP, SLCO1B3等の EB1発現と強く関連する遺伝子

候補をマイクロアレイ解析で同定した。以上のことから、EB1は肝細胞癌の増大や浸

潤、転移に強く関わっており、上記遺伝子候補の分子機構を介した癌の進展メカニズ

ムに深く関わっているものと考えられた。 
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【結論】 

本研究は、肝細胞癌における EB1発現が様々な臨床病理学的パラメータと有意に

相関しており、肝細胞癌患者の不良な予後および高い再発率とも強く相関しているこ

とを示した。さらに、Dlk1、HAMP、SLCO1B3等の 18候補遺伝子が、EB1の肝細胞癌進

展メカニズムに関与している可能性を発見した。本知見は、未知の EB1関連伝達経路

が肝細胞癌の新しいバイオマーカーあるいは治療標的となりうる可能性を示唆してい

る。 
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略語表 

 

AFP alpha-fetoprotain 

APC adenomatous polyposis coli 

AU arbitrary units 

CRSPR clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

Cas9 CRISPR-associated proteins 9 

Dlk1 delta-like 1 homolog 

HAMP hepcidin antimicrobial peptide 

HBV hepatitis B virus 

HCV hepatitis C virus 

KO knock out 

PIVKA-II prothrombin induced by vitamin K absence II 

TNM tumor-node-metastasis 

UICC union for international cancer control 

SLCO1B3 solute carrier organic anion transporter family member 1B3 
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緒言 

 

肝癌は世界の部位別癌死亡の第 4位、日本では第 5位であり、その大半を肝細胞癌

が占めている（Bray F et al., 2018）。切除可能な肝細胞癌は手術により切除するこ

とで根治を得られる可能性が高いと考えられてはいるが、その一方で根治切除後であ

っても肝内再発や血行性転移による再発を経験することが少なくはなく、いまだ予後

不良の悪性疾患と言える（Kudo et al., 2016 ; Shimada et al., 2017）。また、現在

のところ術後補助化学療法を含めた術後治療については確立されていない。 

従来、肝細胞癌の腫瘍マーカーとしては alpha-fetoprotain (AFP), AFP-L3, 

prothrombin induced by vitamin K absence II (PIVKA-II)が用いられてきたが、肝

切除後の再発予測因子としては十分ではなく、様々な手法による肝細胞癌のバイオマ

ーカーの探索的な研究がおこなわれてきた。そこで、肝癌細胞株 9種類と正常肝細胞

株 4種類を用いて蛍光 2次元電気泳動法によるプロテオミクス解析で細胞株内のタン

パク発現の違いを比較検討した研究で、Adenomatous polyposis coli（APC）結合蛋白

EB1 が肝癌細胞株において有意に高発現していることが報告された（Fujii et al., 

2005）。さらに、臨床検体を用いた同手法でのプロテオミクス解析で切除した肝細胞癌

組織においても非癌部組織と比較して EB1が有意に高発現していることが報告された

（Orimo et al., 2008）。 

EB1は1995年に癌抑制遺伝子で知られているAPCに結合するタンパクとして初めて

同定され、その後さまざまな種に高度に保存されたタンパクであることがわかり、現

在は微小管の主に伸長端に特異的に局在する微小管関連タンパクとして認識されてい

る（Su et al., 1995 ; Vaughan et al., 2005）。そのため、EB1は様々な微小管関連

タンパクと結合して細胞骨格や細胞極性の維持、細胞の遊走、細胞分裂等の微小管が

関与する細胞活動に極めて重要な役割を担っていると言える（Vaughan et al., 2005 ; 

Morrison et al., 2007 ; Schliwa et al., 2002 ; Tirnauer et al., 2000）。 

しかし、EB1 の癌における機能的役割の報告は少ない。食道癌や大腸癌、乳癌、神

経膠芽腫の細胞株においては EB1の増減が増殖能や遊走能、浸潤能に関与しているこ

とが報告はされている（Wnag et al., 2005 ; Sugihara et al., 2012 ; Dong et al., 

2010 ; Bergers et al., 2014）。そして、肝細胞癌だけでなく、食道癌や胃癌、大腸

癌、乳癌、神経膠芽腫においては癌部組織で EB1が高発現を示し、それぞれの癌種に

おいて予後不良因子としても有用であることも報告されている（Orimo et al., 2008 ; 

Wnag et al., 2005 ; Nishigaki et al., 2005 ; Sugihara et al., 2012 ; Dong et 

al., 2010 ; Bergers et al., 2014）。しかし、EB1の癌における具体的なメカニズム

についてはいまだ不明瞭であり、特に肝細胞癌における EB1高発現は、細胞レベルで
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どのような機能的役割を果たしているのかは明らかでない。 

以上より、EB1 は肝細胞癌の新たなバイオマーカーとしての可能性を秘めており、

その機能解析を行うことで新たな治療対象となるタンパクの解明や新たな治療戦略の

指標となりうると考えられたため、本研究を行った。具体的には、肝細胞癌における

EB1 の発現の有無が当院の臨床検体においても予後および再発予測因子として有用で

あるかどうかを検討した。また、肝癌細胞株において EB1発現の増減が増殖能や遊走

能、浸潤能にどのような影響を与えるのかを検討した。さらに、Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats（CRISPR）/ CRISPR-Associated Proteins 9

（Cas9）技術等を用いて肝癌細胞株の EB1発現を遺伝的に操作し、in vivoにおける

腫瘍形成能の変化を検討した。そして、RNA microarrayを用いて EB1の発現に関与す

る遺伝子を網羅的に解析した。 
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方法 

 

１．免疫組織化学染色 

 本実験は北海道大学病院高度先進医療センター自主臨床研究事務局により承認され

た課題名「新規バイオマーカーAPC 結合蛋白 EB1 の肝細胞癌発癌進展における分子機

構の解明」（臨床研究番号：013-0071）に基づき行われた。 

 対象は 1997年 1月から 2006年 12月までに北海道大学病院消化器外科 Iにて根治

切除を施行した初発肝細胞癌 235例である。腫瘍の病理診断は臨床・病理原発性肝癌

取扱い規約（日本肝癌研究会, 2015）および Union for International Cancer Control

（UICC）の tumor-node-metastasis（TNM）分類（Brierley JD, et al., 2017）に沿

って病理医によって行われた。 

 方法は次の手順で行った。パラフィン包埋切片を4µmに薄切しスライドグラスに固

定した後に、キシレンを用いて脱パラフィンし、抗原賦活化処理を行った。抗原賦活

化処理は PT Link（DAKO, Denmark）に Target Retrieval Solution（Dako, Denmark）

を用いて 97℃で 20分間施行した。次に、0.03％過酸化水素で 5分間内因性ペルオキ

シターゼ活性をブロックした後に、組織切片を 200倍希釈した一次抗体である抗ヒト

EB1ラビットポリクローナル抗体（SC-15347, Santa Cruz Biotechnology, USA）と共

に室温で 30分間インキュベートした。一次抗体希釈液を洗い流し、二次抗体 Envision 

FLEX HRP（DAKO, Denmark）を用いて 4℃で 30分間反応させ、ジアミノベンジジン色

素原を用いて発色させた。最後に、ヘマトキシリン染色で核を染色し、封入した。 

 腫瘍細胞の EB1染色強度は、既存の論文（Orimo et al., 2008）を参考に、胆管上

皮細胞をコントロールとして比較し、それより強く染まっている腫瘍細胞を EB1陽性

腫瘍細胞とした。そして、腫瘍内における EB1陽性腫瘍細胞が腫瘍の 30％を占める場

合、EB1 陽性肝細胞癌症例と判定した。この評価および判定は 2 人の病理医によって

行った。 

 

２．細胞培養 

 本研究の細胞実験にはヒト肝癌細胞株である HLF、HLE、HuH7、HepG2、JHH4、PLC/PRF/5、

Li-7、Hep3Bを用いた。HLF、HLE、HuH7、HepG2、JHH4、PLC/PRF/5は JCRB細胞バンク

より、Li-7は RIKEN BRC CELL BANKより、Hep3Bは ATCCより購入した。いずれの癌細

胞株は 10％非働化ウシ胎児血清を含む Dulbecco’s modified Eagle’s Medium

（Nacalai Tesque, Japan）を用いて、37℃、5％CO2下の条件で培養した。 

 

３．siRNAによる EB1ノックダウン肝癌細胞株の樹立 
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 ヒト肝癌細胞株 HLF と HLE、HuH7 に対して、10nM のコントロール siRNA あるいは

EB1-targeting siRNA（HSS117899 and HSS177032, Invitrogen, USA）をトランスフェ

クション試薬 Lipofectamine 2000（Life Technologies, Japan）とともに用いてトラ

ンスフェクションさせ、48時間後にそのノックダウン効果を確認した。使用した EB1-

targeting siRNA（siEB1-1と siEB1-2）の塩基配列は表１に示す通りである。 

 

 表１ EB1-targeting siRNAの塩基配列         

siEB1-1 5′-CCGAAGAAACCUCUCACUUCUAGCA-3′  

siEB1-2 5′-GGAUCAAUGAGUCUCUGCAGUUGAA-3′  

 

４．shRNAによる EB1ノックダウン肝癌細胞株の樹立 

 本実験は北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定に従って行った。ヒト肝癌細

胞株 HLFに対して、Non-targetingあるいは EB1-targeting shRNAベクターを導入し

たレンチウィルス（MISSION TRC-Hs1.0 TRC-0000062138, Sigma-Aldrich, USA）をト

ランスフェクション試薬 FuGENE6（Promega, Germany）とともにトランスフェクショ

ンし、ピューロマイシンでクローンを選択し、そのノックダウン効果を確認し、Non-

targeting shRNA HLFと EB1 shRNA HLFを樹立した。 

 

５．CRISPR/Cas9技術による EB1ノックアウト肝癌細胞株の樹立 

 本実験は北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定に従って行った。また、本実

験に使用したプラスミド pX330（plasmid #42230）は Addgene（USA）より購入した。

ヒト肝癌細胞株 HuH7に対して、EB1を特異的にターゲットとするように設計したプラ

スミド pX330-EB1をトランスフェクション試薬 TransIT-LT1（Mirus, USA）とともに

トランスフェクションし、Surveyor Mutation Detection Kit (IDT-706020, IDT, 

Japan)で EB1の塩基配列の変異を確認した後に、Aria III（BD Biosciences, USA）で

ソーティングし、限界希釈クローニングにて EB1 ノックアウト細胞株を単離し、EB1

の Knock out（KO）を確認し、EB1-KO HuH7 #1細胞株と EB1-KO HuH7 #2細胞株を樹立

した。 

 

 

６．EB1-KO肝癌細胞株から EB1再発現肝癌細胞株の樹立 

本実験は北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定に従って行った。また、本実

験に使用したレンチウィルスベクタープラスミド pLVSIN-IRES-ZsGreen1 Vectorおよ

び Lenti-X 293T Cell lineは TAKARA（Japan）より購入した。EB1-KO HuH7 #1細胞株
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と EB1-KO HuH7 #2細胞株に対して、空のレンチウィルスあるいは EB1の遺伝子配列

を組み込んだレンチウィルスをポリブレン（Nacalai Tesque, Japan）とともにトラン

スフェクションし、AriaIII（BD Biosciences, USA）でソーティングし、EB1の再発

現を確認し、EB1-KO HuH7 #1細胞株と EB1-KO HuH7 #2細胞株の EB1再発現細胞株を

それぞれ樹立した。 

 

７．リアルタイム PCR 

 細胞株から QIAamp RNA Blood Mini Kit（Qiagen, Germany）を用いて total RNAを

抽出し、ReverTra Ace alpha（TOYOBO, Japan）で cDNAを作製した後に、SYBR Fast 

qPCR Mix（TAKARA, Japan）とそれぞれのプライマーを用いて Light Cycler（Roche, 

Switaerland）で増幅し、内在性コントロール遺伝子としてβアクチンを用いて目的遺

伝子の発現量を相対的に定量化した。使用したプライマーの塩基配列は表 2に示す通

りである。 

 

 表 2   それぞれのプライマーの塩基配列         

EB1 forward 5’- CCTGGATCAATGAGTCTCTGC-3'  

 reverse 5’- CACTTTCTTCAAGGCAATGGA-3'  

β-actin forward 5’- CTGTGGCATCCACGAAACTA-3'  

 reverse 5’- GTACTTGCGCTCAGGAGGAG-3'  

Dlk1 forward 5’- AAATGGATTCTGCGAGGATG-3'  

 reverse 5’- CAGGCCCGAACATCTCTATC-3'  

 

８．Western blot 

 細胞のタンパクはプロテアーゼ阻害剤を含んだ NP40 lysis bufferで細胞を溶解し

抽出し、SDS sample bufferで調整し、95℃、5分間加熱処理した。調整したサンプル

は SDS-PAGE によって分離し、ゲルから PVDF 膜に転写した。転写後の PVDF 膜は 3％

BSAでブロッキングした後で、1次抗体希釈液で 90分間室温でインキュベートし、さ

らに HRP標識された 2次抗体（Cell Signaling Technology, USA）希釈液で 60分間

室温でインキュベートし、化学発光器質を添加し、Chem Doc XRS（Bio-Rad, USA）で

検出した。使用した 1次抗体は表 3に示す通りである。 

 

 表 3   使用した 1次抗体         

EB1 rabbit polyclonal SC-15347, Santa Cruz Biotechnology, USA 

β-actin rabbit monoclonal #4970, Cell Signaling Technology, USA 
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Aurora B rabbit polyclonal ab2254, Abcam, UK  

Phos-Aurora B rabbit polyclonal ab115793, Abcam, UK  

Cyclin D1 rabbit monoclonal #2978, Cell Signaling Technology, USA 

Phos-Cyclin D1 rabbit monoclonal #3300, Cell Signaling Technology, USA 

Rb rabbit monoclonal #9313, Cell Signaling Technology, USA 

Phos-Rb rabbit monoclonal #3590, Cell Signaling Technology, USA  

Erk1/2 rabbit monoclonal #4695, Cell Signaling Technology, USA  

Phos-Erk1/2 rabbit monoclonal #4370, Cell Signaling Technology, USA  

JNK rabbit monoclonal #9258, Cell Signaling Technology, USA  

Phos-JNK rabbit monoclonal #4668, Cell Signaling Technology, USA  

Acetyl-αtubulin rabbit monoclonal #5335, Cell Signaling Technology, USA  

α-tubulin rabbit monoclonal #2125, Cell Signaling Technology, USA  

E-cadherin mouse monoclonal ab1416, Abcam, UK  

Dlk1 rabbit polycolonal ab21682, Abcam, UK  

 

９．細胞増殖アッセイ 

 本実験には CellTiter96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assayキット

（G3580, Promega, Germany）を使用し、次の手順で行った。それぞれの細胞株を 96

ウェルのカルチャープレートに 1.0×103個/ウェルの条件で撒き、day 1, 2, 3, 4に

上記キットを使用し、490nmの吸光度を Varioskan Flash（Thermo Fisher Scientific, 

USA）で測定した。 

 

１０．細胞遊走アッセイ 

 本実験には 24 well plateのTranswell Permeable support 8.0µm PET Membrane

（BD Biosciences, USA）を用いた。血清抜きの培養液を入れた上のチャンバーに細胞

を撒き、そのチャンバーを 10％非働化ウシ胎児血清を含んだ培養液が入った下のチャ

ンバーにセットし、22時間培養した後に、上のチャンバー内に残った細胞は綿棒で除

去し、膜を通過しチャンバーの下の面に遊走した細胞を Diff-Quick（Sysmex, Japan）

で染色し、顕微鏡の 200倍率で 5視野をランダムに選別しカウントした。 

 

１１．細胞浸潤アッセイ 

 本実験には 24 well plateの Matrigel invasion chamber（Corning, USA）を用い

た。血清抜きの培養液を入れた上のチャンバーに細胞を撒き、そのチャンバーを 10％

非働化ウシ胎児血清を含んだ培養液が入った下のチャンバーにセットし、22時間培養
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した後に、上のチャンバー内に残った細胞は綿棒で除去し、膜およびマトリゲルを通

過しチャンバーの下の面に浸潤した細胞を Diff-Quick（Sysmex, Japan）で染色し、

顕微鏡の 200倍率で 5視野をランダムに選別しカウントした。 

 

１２．マウス xenograft model（n=5） 

 本実験は国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定に従って実施した。また、

本実験に使用した生後 4週の雌 BALB/c nu/nu mouseは CLEA Japan（Japan）から購入

した。50µl の PBSと50µlのマトリゲル基底膜マトリックスグロースファクターリデ

ュースト（#356230, BD Sciences, USA）の混合液に 1.0 × 107個の EB1-KO HuH7細

胞株を混ぜ合わせ、マウスの側腹部に皮下注した。マウスの右側に EB1-KO後にレンチ

ウィルスで EB1を再発現させた HuH7細胞株を、左側に EB1-KO後に空のレンチウィル

スを感染させたコントロール HuH7 細胞株を皮下注した。形成された皮下腫瘍は毎週

大きさを測定し、皮下注後 4週目にマウスを犠牲死（全身麻酔＋頸椎脱臼）され、皮

下腫瘍を摘出し、大きさと重量を測定した。腫瘍体積（mm3）は（短径 mm）２ × (長径

mm) × 0.5という近似式を用いて算出した。 

 

１３．マイクロアレイ解析 

 EB1-KO後にレンチウィルスでEB1を再発現させたHuH7細胞株とEB1-KO後に空のレ

ンチウィルスを感染させたコントロール HuH7細胞株から QIAamp RNA Blood Mini Kit

（Qiagen, Germany）を用いて抽出した total RNAを、Low Input Quick Amp Labeling 

Kit, one-color (Agilent Technologies, USA)を用いて Cy3で標識した cRNAに変換

し、マイクロアレイ Agilent SurePrint G3 Human GE v3 8x60K Microarray (Design 

ID: 072363)のプローベにハイブリダイゼーションさせ、Agilent feature extraction 

software version 11.5.1.1 で数値化し、Agilent GeneSpring software version 

13.1.1で解析した（正規化条件：per chip normalization to 75 percentile shift）。

本実験では２倍以上の発現差がある遺伝子を有意に発現差が認められた遺伝子と判定

した。 

 

１４．統計解析 

 本実験には JMP Pro 14（SAS Institute, USA）を使用し解析した。２群間の比較に

は、データのカテゴリーによって Student t検定や Fisher検定、Mann-Whitney U検

定を使用した。ただし、生命曲線は Kaplan-Meier法を用い、群間比較をログランク検

定で行った。有意差がある場合、p<0.05を図中で＊として表記した。 
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結果 

 

１．EB1陽性肝細胞癌症例は予後不良で再発率が高かった 

 EB1の免疫組織化学染色では正常肝細胞は染まらなかったが、肝細胞癌の腫瘍細胞

の一部、胆管上皮細胞、リンパ球が強く染色された（図 1）。胆管上皮細胞より強く

染まる腫瘍細胞を EB1陽性腫瘍細胞とし、さらにその EB1陽性腫瘍細胞が腫瘍全体の

30％以上を占める場合に EB1陽性肝細胞癌症例と定義したところ、肝細胞癌症例 235

例中 EB1陽性症例は 24例、EB1陰性症例は 211例であった。 

 

胆管上皮細胞 

腫瘍 

EB1 HE 

200 µm 200 µm 

a 

200 µm 200 µm 
非癌部 

b 

c d 

腫瘍 

非癌部 

非癌部 非癌部 

腫瘍 腫瘍 

e 
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図１ 肝細胞癌組織検体における EB1免疫組織化学染色 

肝細胞癌組織検体を EB1抗体で免疫組織化学染色し、胆管上皮細胞より強

く染まっている腫瘍細胞を EB1陽性細胞とし、腫瘍内における EB1陽性腫

瘍細胞が 30%を占める肝細胞癌症例を EB1陽性症例とした。その EB1陽性

症例と EB1陰性症例の代表例を示す。 

aと b: 腫瘍細胞全体が EB1に強く染まっている EB1陽性肝細胞癌症例 

（aが HE染色、bが EB1免疫組織化学染色） 

cと d: 腫瘍細胞全体が EB1に染まっていない EB1陰性肝細胞癌症例 

（cが HE染色、dが EB1免疫組織化学染色） 

e: EB1に弱く染まっているコントロールの胆管上皮細胞 

 

2群間における臨床病理学的因子の関連性を検討したところ、EB1陽性症例は AFP

値（p=0.0171）、PIVKA-II（p=0.0303）、TNM分類（p<0.0001）、腫瘍径（p=0.0006）、

分化度（p<0.0001）、門脈浸潤の有無（p<0.0001）、肝内転移の有無（p<0.0001）にお

いて有意に悪性度が高かった（表 1）。 

 

表 1 肝細胞癌症例における EB1と臨床病理学的因子との関連性 

 

n 

EB1 

p値 陰性 

(%) 

陽性 

(%) 

症例数 235 211  24   

性別 

男性 

女性 

 

195 

40 

 

172 

39 

 

(81.5) 

(18.5) 

 

23 

1 

 

(95.8) 

(4.2) 

 

0.0891 

年齢 (歳)  61.7 ± 9.0 56.3 ± 7.6 0.0054 

肝炎ウィルス感染 

HBV 

HCV 

両方 

なし 

 

89 

86 

6 

54 

 

77 

78 

5 

51 

 

(36.5) 

(37.0) 

(2.4) 

(24.1) 

 

12 

8 

1 

3 

 

(50.0) 

(33.3) 

(4.2) 

(12.5) 

 

0.3461 

Child–Pugh分類       
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 2群間における予後および再発率について検討したところ、EB1陽性症例の全生存

率は陰性症例と比較して有意に悪かった（p<0.0001、EB1陽性症例の平均生存期間は

A 

B 

228 

7 

207 

4 

(98.1) 

(1.9) 

21 

3 

(87.5) 

(12.5) 

0.0251 

肝硬変 

あり 

なし 

 

80 

155 

 

70 

141 

 

(33.1) 

(66.9) 

 

10 

14 

 

(41.6) 

(58.4) 

 

0.4957 

AFP (ng/ml) 

≥20 

<20 

 

119 

116 

 

101 

110 

 

(47.8) 

(52.2) 

 

18 

6 

 

(75.0) 

(25.0) 

 

0.0171 

PIVKA-II (AU/ml) 

≥40 

<40 

 

137 

98 

 

118 

93 

 

(55.9) 

(44.1) 

 

19 

5 

 

(79.1) 

(20.9) 

 

0.0303 

TNM 分類 

I or II 

III or IV 

 

198 

37 

 

188 

23 

 

(89.1) 

(10.9) 

 

10 

14 

 

(41.6) 

(58.4) 

 

<0.0001 

腫瘍個数 

単発 

多発 

 

172 

63 

 

160 

51 

 

(75.8) 

(24.1) 

 

12 

12 

 

(50.0) 

(50.0) 

 

0.0130 

腫瘍径 (cm)  4.7 ± 3.4 7.4 ± 4.8 0.0006 

分化度 

高 or 中分化度 

低分化度 

 

188 

47 

 

178 

33 

 

(84.3) 

(15.7) 

 

10 

14 

 

(41.6) 

(58.4) 

 

<0.0001 

門脈浸潤 

あり 

なし 

 

43 

192 

 

29 

182 

 

(13.7) 

(86.3) 

 

14 

10 

 

(58.4) 

(41.6) 

 

<0.0001 

肝内転移 

あり 

なし 

 

57 

178 

 

46 

165 

 

(21.8) 

(78.2) 

 

11 

13 

 

(45.8) 

(54.2) 

 

0.0207 
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3.9年で EB1陰性症例のそれは 16.5年であった）。また、再発率も EB1陽性症例で有

意に高かった（p<0.0001）（図２）。 

 
図 2 肝細胞癌症例の全生存率と再発率 

EB1免疫組織化学染色によって肝細胞癌症例を EB1陽性症例と EB1陰性症

例に群分けし、全生存率と再発率を Kaplan-Meier法を用いてグラフ化し、

ログランク検定でそれぞれを比較検討した。 

a: EB1陽性症例は EB1陰性症例と比較して有意に予後が悪い。 

b: EB1陽性症例は EB1陰性症例と比較して有意に再発率が高い。 

 

２．ヒト肝癌細胞株における EB1の発現 

 ヒト肝癌細胞株 HLF, HLE, PLC/PRF/5, HepG2, Li-7, HuH7, JHH4, Hep3Bにおける

EB1の発現の有無をタンパクおよび mRNAレベルで確認したところ、すべてのヒト肝

癌細胞株において EB1の発現が認められた（図 3）。 

全生存率 

P < 0.0001 P < 0.0001 

EB1陽性: n=24 

EB1陽性: n=24 

EB1陰性: n=211 

EB1陰性: n=211 

術後経過年数 

a b 

術後経過年数 

再発率 
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図 3 ヒト肝癌細胞株における EB1のタンパクと mRNAの発現 

ヒト肝癌細胞株 HLF、HLE、PLC/PRF/5、HepG2、Li-7、HuH7、JHH4、Hep3B

からタンパクと mRNAを抽出し、Western blotとリアルタイム PCRを用い

て各細胞株における EB1タンパクと mRNAの発現を検討した。 

全てのヒト肝癌細胞株において EB1タンパクと mRNA発現が確認された。 

 

３．HuH7, HLF, HLEにおいて EB1特異的 siRNAによる EB1のノックダウンは増殖

能、遊走能、浸潤能を低下させた 

 2種類の EB1特異的 siRNAは HuH7, HLF, HLEにおいてそれぞれ EB1の発現を抑制

していることをタンパクおよび mRNAレベルで確認した（図 4a）。 

 HuH7, HLF, HLEの増殖能は siRNAによる EB1のノックダウン効果によってそれぞ

れ有意に低下した（図 4b）。同様に、遊走能も浸潤能も低下した（図 4cと 4d）。 

EB1 

mRNA 
0.0

1.0

2.0

Β-actin 

EB1 

HLE PLC/PRF/5 HLF HepG2 Li-7 HuH7 JHH4 Hep3B 
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図 4 EB1特異的 siRNAによる HuH7, HLF, HLEの増殖能、遊走能、浸潤能
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HuH7, HLF, HLEに対して 2種類の EB1特異的 siRNAを用いて EB1を一過性

にノックダウンし、各細胞株の増殖能、遊走能、浸潤能がどのように変化

するかを比較検討した。EB1タンパクと mRNAの発現は Western blotとリ

アルタイム PCRを用いて評価した。増殖能は MTS assayを用いて評価し

た。遊走能は Transwell chamberを用いて評価した。浸潤能は Matrigel 

invasion chamberを用いて評価した。 

a: HuH7、HLF、HLEのいずれにおいても 2種類の EB1特異的 siRNAによっ

て EB1がノックダウンされた。 

b: HuH7、HLF、HLEのいずれにおいても EB1特異的 siRNAによって増殖能

が有意に低下した。 

c: HuH7、HLF、HLEのいずれにおいても EB1特異的 siRNAによって遊走能

が有意に低下した。 

d: HuH7、HLF、HLEのいずれにおいても EB1特異的 siRNAによって浸潤能

が有意に低下した。 

 

４．HLFにおいて EB1特異的 shRNAによる EB1ノックダウンは増殖能、遊走能、浸潤

能を低下させた 

EB1特異的 shRNAは HLFにおいて EB1の発現を抑制していることをタンパクおよび

mRNAレベルで確認した（図 5a）。 

 HLFの増殖能は shRNAによる EB1のノックダウン効果によって有意に低下した（図

5b）。同様に、遊走能も浸潤能も低下した（図 5cと 5d）。 
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図 5 EB1特異的 shRNAによる HLFの増殖能、遊走能、浸潤能の低下 

HLFに対して EB1特異的 shRNAを用いて EB1を定常的にノックダウンし、

HLFの増殖能、遊走能、浸潤能がどのように変化するかを比較検討した。

EB1タンパクと mRNAの発現は Western blotとリアルタイム PCRを用いて

評価した。増殖能は MTS assayを用いて評価した。遊走能は Transwell 

chamberを用いて評価した。浸潤能は Matrigel invasion chamberを用い

て評価した。 

a: EB1特異的 shRNAによって EB1がノックダウンされた。 

b: EB1特異的 shRNAによって HLFの増殖能が有意に低下した。 

c: EB1特異的 shRNAによって HLFの遊走能が有意に低下した。 

d: EB1特異的 shRNAによって HLFの浸潤能が有意に低下した。 
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５．EB1-KO HuH7に EB1を再発現させると増殖能、遊走能、浸潤能が増加した 

 EB1を KOした EB1-KO HuH7 #1と#2に EB1を再発現させたことをタンパクおよび

mRNAレベルで確認した（図 6a）。 

 EB1-KO HuH7 #1と#2に EB1を再発現させると、それぞれ増殖能が増加した（図

6b）。同様に、遊走能も浸潤能もそれぞれで増加した（図 6cと 6d）。 
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図 6 EB1再発現後 EB1-KO HuH7における増殖能、遊走能、浸潤能の増加 

CRISPR/Cas9技術を用いて EB1をノックアウト(KO)した EB1-KO HuH7に対

して、EB1遺伝子配列を組み込んだレンチウィルスで EB1を再発現させる

ことで、EB1-KO HuH7の増殖能、遊走能、浸潤能がどのように変化するか

を比較検討した。EB1タンパクの発現は Western blotを用いて評価した。

増殖能は MTS assayを用いて評価した。遊走能は Transwell chamberを用

いて評価した。浸潤能は Matrigel invasion chamberを用いて評価した。 

a: EB1再発現後 EB1-KO HuH7で EB1の再発現を確認した。 

b: EB1の再発現によって EB1-KO HuH7の増殖能が有意に増加した。 

c: EB1の再発現によって EB1-KO HuH7の遊走能が有意に増加した。 

d: EB1の再発現によって EB1-KO HuH7の浸潤能が有意に増加した。 

 

６．EB1-KO HuH7に EB1を再発現させるとマウスにおける腫瘍形成が促進された 

 同一マウス（n=5）の左側に EB1を KOした EB1-KO HuH7を、右側に EB1再発現した

EB1再発現後 EB1-KO HuH7を皮下注し、1週間毎に腫瘍の短径と長径を測定し、4週

間後に腫瘍を摘出し重量を比較したところ、EB1-KO HuH7に EB1を再発現させること

で肉眼的にも明らかに腫瘍形成が促進され（図 7aと 7b）、腫瘍重量も腫瘍体積も有

意に増加した（図 7cと 7d）。摘出した腫瘍を EB1抗体で免疫組織化学染色したとこ

ろ、EB1-KO HuH7では EB1の発現が認められず、EB1再発現後 EB1-KO HuH7では EB1

の再発現が維持されていることが確認できた（図 7e-7h）。 



 

24 

 

 

図 7 EB1再発現後 EB1-KO HuH7における腫瘍形成能の増加 

マウスの右側に EB1-KO後にレンチウィルスで EB1を再発現させた EB1再発

現後 EB1-KO HuH7を、マウスの左側に EB1-KO後に空のレンチウィルスを感

染させた EB1-KO HuH7を皮下注し、1週間毎にそれぞれの皮下腫瘍径を測

定し、4週間後に全ての皮下腫瘍を摘出し、腫瘍重量と腫瘍体積を測定し
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比較検討した。腫瘍体積（mm3）は（短径 mm）２ × (長径 mm) × 0.5とい

う近似式を用いて算出した。それぞれの皮下腫瘍内の EB1発現は EB1抗体

を用いた免疫組織化学染色で評価した。 

aと b: 右の EB1再発現後 EB1-KO HuH7により形成された腫瘍は EB1-KO 

HuH7の腫瘍より肉眼的に明らかに増大した。 

c: EB1再発現後 EB1-KO HuH7の腫瘍重量は EB1-KO HuH7の腫瘍より有意に

増加した。 

d: EB1再発現後 EB1-KO HuH7の腫瘍体積は EB1-KO HuH7の腫瘍より有意に

増大した。 

eと g: EB1-KO HuH7の腫瘍では EB1のノックアウトが維持されていた。 

（eが HE染色、gが EB1免疫組織化学染色） 

fと h: EB1再発現後 EB1-KO HuH7の腫瘍では EB1の再発現が維持されてい

た。（fが HE染色、hが EB1免疫組織化学染色） 

 

７．EB1-KO HuH7では EB1再発現前後で Aurora Bのリン酸化は変化しなかった 

 EB1-KO HuH7において、EB1を再発現させても Aurora Bのリン酸化促進は認められ

なかった (図 8)。 

  

図 8 EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7における Aurora Bのリン

酸化状態 

同条件で通常培養した EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7からタン

パクを抽出し、Western blotを用いて Aurora Bのリン酸化状態を比較検

討した。 

AuroraBのリン酸化状態は EB1-KO HuH7において EB1発現の有無に関わっ

ていなかった。 
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８．EB1-KO HuH7では EB1再発現前後で Rbと Cyclin D1のリン酸化は変化しなかっ

た 

 EB1-KO HuH7において、EB1を再発現させても癌抑制遺伝子 Rbのリン酸化の促進は

認められなかった。また、Cyclin D1のリン酸化も促進されなかった(図 9)。 

 

図 9 EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7における Rbと Cyclin D1

のリン酸化状態 

同条件で通常培養した EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7からタン

パクを抽出し、Western blotを用いて Rbと Cyclin D1のリン酸化状態を

比較検討した。 

左: Rbのリン酸化状態は EB1-KO HuH7において EB1の発現の有無に関わっ

ていなかった。 

右: Cyclin D1のリン酸化状態も EB1-KO HuH7において EB1の発現の有無

に関わっていなかった。 

 

９．EB1-KO HuH7では EB1再発現前後で Erkと JNKのリン酸化は変化しなかった 

 EB1-KO HuH7において、EB1を再発現させても癌抑制遺伝子 Erkのリン酸化の促進

は認められなかった。また、JNKのリン酸化も促進されなかった(図 10)。 
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図 10 EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7における Erkと JNKのリン

酸化状態 

同条件で通常培養した EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7からタン

パクを抽出し、Western blotを用いて Erkと JNKのリン酸化状態を比較検

討した。 

左: Erkのリン酸化状態は EB1-KO HuH7において EB1の発現の有無に関わ

っていなかった。 

右: JNKのリン酸化状態も EB1-KO HuH7において EB1の発現の有無に関わ

っていなかった。 

 

１０．EB1-KO HuH7では EB1再発現前後でα-tubulinのアセチル化は変化しなかった 

 EB1-KO HuH7において、EB1を再発現させても細胞内全体のα-tubulinのアセチル

化促進は認められなかった（図 11）。 
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図 11 EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7におけるα-tubulinのア

セチル化状態 

同条件で通常培養した EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7からタン

パクを抽出し、Western blotを用いてのα-tubulinのアセチル化状態を比

較検討した。 

α-tubulinのアセチル化状態は EB1-KO HuH7において EB1発現の有無に関

わっていなかった。 

 

１１．EB1-KO HuH7では EB1再発現前後で E-cadherinの発現量に変化はなかった 

 EB1-KO HuH7において、EB1を再発現させても E-cadherinの発現量の変化は認めら

れなかった（図 12）。 

 

図 12 EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7における E-cadherinの発

現量変化 

同条件で通常培養した EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7からタン

パクを抽出し、Western blotを用いての E-cadherinの発現量を比較検討

した。 

E-cadherinの発現量は EB1-KO HuH7において EB1発現の有無に関わってい

なかった。 

 

１２．マイクロアレイ解析による EB1発現に関連する遺伝子の同定 

 EB1を KOした EB1-KO HuHと EB1を再発現させた EB1再発現後 EB1-KO HuH7の細胞

内で 2倍以上発現が変動した遺伝子を同定するためにマイクロアレイ解析を行ったと

ころ、Delta-like 1 homolog（Dlk1）, Hepcidin antimicrobial peptide（HAMP）, 

Solute carrier organic anion transporter family member 1B3（SLCO1B3）などの

18遺伝子候補が同定された（図 13）。 
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図 13 マイクロアレイ解析で同定された EB1発現によって変動した遺伝子 

EB1-KO後にレンチウィルスで EB1を再発現させた EB1再発現後 EB1-KO 

HuH7と EB1-KO後に空のレンチウィルスを感染させた EB1-KO HuH7から抽

出した total RNAを Cy3で標識した cRNAに変換し、マイクロアレイ

Agilent SurePrint G3 Human GE v3 8x60K Microarray (Design ID: 

072363)のプローベにハイブリダイゼーションさせ解析し、EB1の発現の有

無によって変動した遺伝子を比較検討した。本実験では２倍以上の発現差

がある遺伝子を有意な発現差が認められた遺伝子と判定した。 

EB1が発現していない EB1-KO HuH7に EB1を再発現させることで、DLK1、

HAMP、SLCO1B3、NPTX2、HMSD、A1BG、GUCY1A3、ID4、CLLORF40、THBS4、

ZNF385C、BEX1、INSIG1、GCNT1、COMP、FAM19A4、HPR、HPの 18遺伝子に 2

倍以上の変動がみられた。 

 

１３．EB1-KO HuH7では EB1再発現前後で Dlk1の mRNAとタンパクの発現に変化がみ

られた 

CV 

Up regulated gene 
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 マイクロアレイ解析にて最も発現変動が大きかった Dlk1に着目して、EB1-KO HuH7

における実際の mRNAおよびタンパク発現の変化を確認した。EB1-KO HuH7におい

て、EB1を再発現させると Dlk1の発現量が mRNAレベルでもタンパクレベルでも増加

していることがリアルタイム PCRと Western blotで認められた（図 14）。 

 

図 14 EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7における Dlk1の発現量変

化 

同条件で通常培養した EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7からタン

パクと mRNAを抽出し、Western blotとリアルタイム PCRを用いての Dlk1

の発現量を比較検討した。 

EB1-KO HuH7において EB1が再発現することで、 

上: Dlk1の mRNA発現量が増加した。 

下: Dlk1のタンパク発現量も増加した。 
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考察 

 

 本研究において、EB1が肝細胞癌根治切除後症例の予後予測因子および再発予測因

子として非常に有用であることを当院の肝細胞癌根治切除症例において検証した。さ

らに、肝細胞癌における EB１の発現は分化度や TNM分類、腫瘍径、門脈浸潤、肝内

転移といった臨床病理学的な因子とも強く相関していることを示した。また、細胞実

験では EB1の発現がヒト肝細胞癌において増殖能や遊走能、浸潤能と深くかかわって

いることを証明した。そして、Xenograftモデルではヒト肝癌細胞株における EB1発

現が腫瘍形成能を亢進させることが分かった。しかし、EB1関連の分子機構の解明に

は難渋し、EB1発現変動による増殖能の変化は Rbや Cyclin D1、Erk、JNKのリン酸

化に関連する細胞増殖促進経路の関与ではなかった。また、EB1発現変動における遊

走能や浸潤能の変化は上皮間葉転換に関与する E-cadherinの発現変化や細胞の遊走

に関わるα-tubulinのアセチル化によるものではなかった。従って、EB1発現と強く

関連する遺伝子候補を検索するためにマイクロアレイ解析を行い、癌の増殖や転移に

深く関与されていることが示唆されている Dlk-1, HAMP, SLCO1B3等の 18の遺伝子候

補を同定した。以上のことから、EB1は肝細胞癌の増大や浸潤、転移に深く関与し、

上記遺伝子候補の分子機構を介した新たな癌の進展メカニズムが示唆された。 

 これまでに EB1は肝細胞癌（Orimo et al, 2008）以外にも食道癌、神経膠芽腫、

大腸癌、胃癌、乳癌（Wang et al., 2005 ; Sugihara et al., 2012 ; Dong et al., 

2010 ; Bergers et al., 2014）などの他の悪性腫瘍において発現が亢進しているこ

とが報告されている。特に乳癌においては、EB1発現が乳癌の組織学的グレード、病

理学的 TNM分類およびリンパ節転移（Dong et al., 2010）と強く関連していた。ま

た、本研究では EB1が染色される腫瘍組織における平均的な染色率が 30%前後であっ

たため、Orimoらの先行研究（Orimo et al, 2008）における EB1陽性肝細胞癌の基

準である 50%以上の染色率ではなく 30％を陽性判定に採用したが、EB1発現と腫瘍径

や門脈浸潤等といった臨床病理学的因子との関連性は一致していることから、肝細胞

癌では EB1発現が腫瘍の増大や浸潤、転移といった癌の進展メカニズムに深く関与し

ていることが裏付けられた。さらに、EB1は神経膠芽腫や大腸癌、肝細胞癌（

Sugihara et al., 2012; Gerges et al., 2014; Orimo et al., 2008）患者において

独立した予後予測因子であったと報告されており、本研究でも EB1が肝細胞癌症例の

予後および再発予測因子として非常に有用であったことから、EB1は肝細胞癌の進行

にも強く関与しているものと考えられた。 

EB1は、もともと 1995年に Suらによって酵母ツーハイブリッド法を用いて癌抑制

遺伝子として有名な APCに結合するタンパク質として同定された（Su et al., 
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1995）。そして、肝細胞癌においてβカテニンの変異は発癌のメカニズムとして良く

知られている（Huang et al., 1999; Legoix et al., 1999; Zucmann-Rossi et al., 

2007)。そのため、我々は EB1が APCによって調整される古典的 Wntシグナル伝達経

路（Rubinfeld et al., 1993; Su et al., 1993）を介して癌の進展に関わっている

ものと推測した。しかし、北海道大学大学院生化学分野の築山忠維先生の協力のもと

、βカテニン/Tcfルシフェラーゼレポーターシステム（Tukiyama et al., 2007）を

用いて、EB1の存在が Wnt3a刺激によって活性化される Wnt/βカテニンシグナルを

さらに活性化させるかどうかを検証したが、その確証は得られなかった。これは食道

癌の報告とは対照的な結果であった（Wang et al., 2005）が、少なくとも肝細胞癌

では EB1は古典的 Wntシグナル伝達経路とは違うメカニズムで癌の進展に関わってい

るものと考えられた。 

最近の研究では、EB1が protein phosphatase 2Aと結合することでそのリン酸化

作用を阻害し、protein phosphatase 2Aによって不活性化されるはずの Aurora-B 

kinaseが活性化するというメカニズムが報告されている。しかし、本研究で樹立し

た EB1-KO HuH7と EB1再発現後 EB1-KO HuH7の Western blot分析では、EB1の再発

現による Aurora-B kinaseの活性化亢進は認められなかったため、肝細胞癌において

は Aurora-B関連とは違う分子機構による制御が働いているものと考えられた。 

また、癌抑制遺伝子である Rb（Burkhart et al., 2008）や癌の増殖に関わる MAP 

kinase（Dhillon et al., 2007）も肝細胞癌の進展に関与していると報告されている

（Hui et al., 1999; Ito et al., 1998; Schmitz et al., 2008; Nakanishi et 

al., 2005）が、本研究では HuH7において EB1の発現変動は Rbや Cyclin D1、Erk、

JNKのリン酸化状態を変化させることはなかったため、EB1が関わる癌進展メカニズ

ムはいままで報告されていない新しい経路が関わっている可能性が示唆された。 

他方で、EB1は癌細胞の増殖だけでなく、遊走や浸潤にも関わっていることが本研

究でも明らかとなった。細胞の遊走や浸潤は、特定の生理学的かつ病理学的条件下で

のアクチンおよび微小管細胞骨格の協調的な細胞再構築を必要とする複雑なプロセス

である（Small et al., 2002; Schoumacher et al., 2010; Rodriguez et 

al., 2003; Small et al., 2003; Akhmanova et al., 2008）。Filopodiaや

Lamellipodia、Invadopodiaは、細胞の移動（Small et al., 2002）や侵入

（Schoumacher et al., 2010）の間に細胞前面に出現する細胞の突出構造物であるが

、微小管はこの Invadopodiaを伸縮し細胞を移動させている間に、細胞骨格と協調し

て細胞の偏極を維持する役割を担っている（Rodriguez et al., 2003; Small 

et al., 2003; Akhmanova et al., 2008）。そして、これらの微小管機能は、

EB1を含む微小管伸長端結合タンパクによって制御または媒介されていると考えらて
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いる（Akhmanova et al., 2008）。実際に、EB1の過剰発現またはノックダウンに

よって、神経膠芽腫細胞株（Berges et al., 2014）や大腸癌細胞株（Sugihara et 

al., 2012）、悪性黒色腫細胞株（Schober et al., 2009）、本研究で使用した肝癌

細胞株でも、細胞遊走能や浸潤能が増減したことから、癌細胞の遊走や浸潤にも EB1

は深く関与しており、さらにその発現量が癌細胞の活動性を反映している可能性が示

唆された。 

ヒストン脱アセチル化酵素のひとつである HDAC6は主に微小管の構成要素である

αtubulinを脱アセチル化することが知られており（Seidel et al., 2015; Szyk et 

al., 2014）、その阻害剤は癌の治療薬としても注目され、EB1との関連も近年報告さ

れている（Zilberman et al., 2009; Falkenberg et al., 2014）。しかし、本研究で

は HuH7において EB1発現の変化に伴うαtubulinのアセチル化の変動は認められな

かったため、肝細胞癌の浸潤あるいは転移メカニズムにおいては HDAC6関与していな

いと考えられた。また、上皮間葉転換は癌の浸潤や転移メカニズムとして近年注目さ

れ（Gurzu et al., 2016; Pastushenko et al., 2018）、肝細胞癌においても報告が

みられる（Simona et al., 2019; Nitta et al., 2008; Giannelli G., 2016）が、

本研究では HuH7における EB1発現の増加によって E-cadherinの喪失は認められなか

ったため、EB1関連の転移形式には上皮間葉転換は関与していないと考えられた。 

これまでの研究では、EB1がどのような分子機構を介して肝細胞癌の増殖、浸潤、

転移に関与しているかは不明瞭であり、いままでの報告を頼りに EB1の分子機構を探

索するのには限界があると考えられた。しかし、本研究のマイクロアレイ解析で、

EB1の発現によって Dlk1、HAMP、SLCO1B3等の 18候補の遺伝子発現が増幅されてい

ることが明らかとなった。特に、Dlk1は、父性発現遺伝子からのみ転写されるイン

プリンティング遺伝子であり（Schmidt et al., 2000; Floridon et al., 2000）、

興味深いことに肝臓の発達と肝細胞癌の腫瘍形成において重要な役割を果たしている

と報告されている（Schmidt et al., 2000; Floridon et al., 2000; Tanaka et 

al., 2009; Yanai et al., 2010; Tanimizu et al., 2003; Huang et al., 2007; Yu 

et al., 2010）。さらに、Dlk1陽性肝細胞癌は Dlk1陰性肝細胞癌より強い増殖能と

腫瘍形成能を示すとも報告されている（Xu et al., 2012）。また、HAMP遺伝子は、

主に肝臓で産生され重要な鉄調節ホルモンであるヘプシジンをコードする遺伝子であ

る（Ganz et al., 2003）。非小細胞肺癌や乳癌、膵癌患者において血清ヘプシジン

値は、健常者と比較して有意に高いと報告されている（Chen et al., 2014; 

Ciniselli et al., 2015; Toshiyama et al., 2018）。特に、非小細胞肺癌または膵

癌患者ではヘプシジンの発現亢進が転移や TNM分類と相関し、予後不良であったとさ

れている（Chen et al., 2014; Toshiyama et al., 2018）。それから、SLCO1B3を
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コードする遺伝子は、有機アニオン輸送ポリペプチド(OATP)をコードする SLCO遺伝

子スーパーファミリーの一つである。OATP1B1および OATP1B3欠乏症は、共役ビリル

ビンが肝臓に再取り込みされることを阻害されるため Rotor症候群を引き起こすこと

が知られている（Van de Steeg et al., 2012）。しかし、高レベルの OATP1B3転写物

は大腸癌および前立腺癌と強く関連しており、OATP1B3がそれらの癌に対してバイオ

マーカーとして有望であるという報告がある（Morio et al., 2018; Alsinnawi et 

al., 2019）。以上より、本研究のマイクロアレイ解析結果で得られた上位 3遺伝子

Dlk1、HAMP、SLCO1B3遺伝子ではすでに癌との関連が報告されている。従って、本研

究のマイクロアレイ解析結果は Dlk1、HAMP、SLCO1B3等の 18候補遺伝子が EB1と連

動して癌の増殖、浸潤、転移を亢進させている可能性を示すものであると考える。 

本研究は、肝細胞癌における EB1発現が様々な臨床病理学的パラメータと有意に

相関しており、肝細胞癌患者の不良な予後および高い再発率とも強く相関しているこ

とを示した。さらに、EB1発現はヒト肝癌細胞株の増殖、遊走、浸潤に深くかかわっ

ており、その EB1関連肝細胞癌進展メカニズムには Dlk1、HAMP、SLCO1B3等の 18の

候補遺伝子が関与している可能性を発見した。本知見は、未知の EB1関連伝達経路が

肝細胞癌の新しいバイオマーカーあるいは治療戦略の指標となりうる可能性を示唆し

ている。 
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結論 

 

①本研究から得られた新知見 

 ・EB1は肝細胞癌の分化度、TNM分類、腫瘍径、門脈浸潤の有無、肝内転移の有無

と相関していた 

 ・EB1は肝細胞癌根治切除症例において予後および再発予測因子として有用であっ

た 

 ・ヒト肝癌細胞株において、EB1発現の増減は増殖能、遊走能、浸潤能の増減に強

く関与した 

 ・ヒト肝癌細胞株において、EB1発現によって腫瘍形成能が増加した 

 ・ヒト肝癌細胞株において、EB1発現は Aurora B, Rb, Cyclin D1, Erk, JNKのリ

ン酸化状態、α-tubulinのアセチル化状態、E-cadherinの喪失には影響を与え

ない 

 ・ヒト肝癌細胞株において、EB1の発現は Dlk1や HAMP、SLCO1B3等の 18候補遺伝

子の増幅に関与する可能性が示唆された 

 

②新知見の意義 

 本知見は、Dlk1や HAMP、SLCO1B3等の 18候補遺伝子が関与する分子機構が未知

の EB1関連伝達経路に関与している可能性が示唆され、それらの解明は肝細胞癌の

新しいバイオマーカーや治療薬の開発につながると考えられる。 

 

③本研究の課題と今後の展開 

 本研究では、臨床検体における EB1の染色率の違いから Orimoらの EB1陽性肝細

胞癌基準と異なる判定基準を採用した。これは、患者背景の違いによる影響もある

と思われるが、免疫組織化学染色の染色条件や評価基準の違いによる影響もかなり

あると考える。従って、免疫組織化学染色の精度と再現性を向上させるためには、

さらなる検討が必要である。 

本研究で明らかとなった Dlk1や HAMP、SLCO1B3等の 18の候補遺伝子は EB1によ

ってどのように制御されているのかは解明されていない。また、逆にこれらの候補

遺伝子を変動させることで EB1の発現がどのように変動するかも分かっていない。

今後も CRISPR/Cas9技術等の遺伝子技術を駆使して、さらなる分子機能の解明が必

要である。 
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