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旨

肝 細 胞 癌 の 分化度は重要な予後園子ときれているが,分化度に関連する分 子の解析は十分で

ない.肝細胞の分化に関与サ る桜内転写因子の Hepatocytenuelearfactor4α(HNF4α)には9

つのアイソフォ-ムが存在 し,Plアイソフォ-ム (以下 Plと略)とP2アイソフォーム (以

下P2と略)に大別 される.本研究ではヒ ト肝細胞癌の組織学的分化度,門脈侵襲,肝内転移,

TNM 分類とHNF4αアイソフォ-ムの発現について検索 し,予後との関係についても検討を行

った.

抗体の評価のためヒト肝細胞癌 (高分化型 1例,申分化型 1例,低分化型 1例)と,2種の肝

細 胞癌由来の細胞株 HepG2,Huh7について 3種の抗体を用いた免疫染色とHNF4α蛋白と

mRNAの発現が合致 し,いずれの方法でもPl,P2を識別できることを確認 した.これらの抗体

を用いて,外科的に切除 されたヒト肝細胞癌 54例 (高分化型 15作り,中分化型 30例,低分化型

9例)について,免疫染色を行った結果,肝細胞癌は全例 Pl陽性であった P2の発現は高分化

型では低 く,分化度が低 くなるにつれ高率になる傾向がみられた (商分化型 27%,中分化型

50%,低分化型 100%).門脈侵襲がみられる症例での P2陽性準 (900/a)は,門脈侵襲のない例

(430/o)に比較 して有意に高かった.またTNM stagem/Ⅳ症例の P2陽性率 (73%)は,
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TNM stBLgeⅠ用 症例の陽性率 (38%)と比較して有意に高かった.この様に肝切除後の重要

な予後因子である脈管授襲およびTNM分類と,P2発現との関連性が認められた.

肝細胞癌症例54例の生存率および無再発生存率については,P2陽性群とP2陰性群の間で有

意差は認められなかった.しかし,切除2年後の無再発生存率はP2陽性群がP2陰性群に比し

有意に低かったことから,P2の発現は術後早期の再発に関連することが示唆された.以上,P2

の肝細胞癌における発現は,組織学的分化度と予後に関連するものと考えられた.

キーワード:Hepatocytemldearfactor4α,肝細胞癌,組織学的分化度,P2プロモ-タ-

緒 言

Hepatocytenuclearfactor4α(HNF4a)は,リ

ガンド不明の桜内受容体で,主に内腔葉組織に発

現 し,脂質や糖などの代謝に関わる遺伝子の転写

を調節する 1)2).HNF4αは肝細胞核にも発現 し,

肝細胞の分化や機能に関与サ る転写活性の制御に

重要な役割を担っている3)隼 HNF4αには9つの

アイソフォ-ムが存在 し5),抗体 K9218はPlプ

ロモ-タ-由来のアイソフォーム (以下Plと略)

杏,抗体 K6939はP2プロモータ-由来のアイソ

フォ-ム (以下 P2と暗)杏,抗体 H1415は両者

を認識する.これら抗体を用いてPlとP2の免疫

組織学的識別が可能である.

HNF4αアイソフォームは肝細胞の分化に関与

することが知られている6).ヒト成人の正常肝細

胞ではPlが発現 し,P2は発現 しないが 6),胎生

期のマウス肝細胞にはP2の発現がみられ,出生

後に消失し,一方 Plは胎生期および出生後も発

現が持続する7).

癌との関連に関しては,大腸癌におけるPlの

発現低下は肝転移の予後国子となること8),肝細

胞癌や腎細胞癌においてHNF4αの発現低下が癌

化に関与する可能性 9)10),p2が肝細胞の癌化に

関与する 1日 などの報告が散見 されるものの,

HNF4αの癌化における役割は明らかではない.

本研究では外科的に切除されたヒト肝細胞癌に

ついて,HNF4αアイソフォームの発現を免疫組

織学的に検討 し,臨床病理学的因子と比較して興

味ある結果を得たので報告する.
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材料と方法

1.検討対象

新潟大学医歯学総合病院において,2002年から

2009年までに外科的に切除 された原発性肝細胞

癌 54例について免疫組織学的検討を行った.男

性が 43名,女性が 11名で,平均年齢は 66.9歳

(39- 81歳)であった (表 1).HBs鹿 陽性が7

例,HCV抗体陽性が30例,両者が陽性である症

例も1例 みられた.病理学的背景肝は切除標本の

非癌部で評価,分類 した.正常肝は 3例,慢性肝

炎あるいは肝線維症が 19例,肝硬変が32例であ

った.またChild-PughAが49例,Bが5例であ

り,手術時の肝予備能は保たれていた.いずれも

手術時に遠隔転移がなく,ラジオ波焼却療法,ユ

タノ-ル注入療法などの穿刺療法や肝動脈塞栓療

法等の肝細胞癌に対する前治療が行われていな

い,初回手術症例を検討対象とした.

病理組織学的分化度については,原発性肝癌取

り扱い規約第 5版補訂版 (2009年)12)に基づき,

2名の病理医により分課 した.高分化型が 15例,

中分化型が30例,低分化型が9例であった.検体

はホルマリン固定,パラフィン包埋 した後,薄切

してhematoxynneosim染色と免疫染色を行った.

HNF4αの mRNAの発現の検索には,- so℃

に凍結 した原発性肝細胞癌の手術サンプル 3例

(高分化型 1例,車分化型 1例 ,低分化型1例)杏

使用 した.臨床検査成績,予後については診療録

を参照 した.なお,ヒト組織への本研究への使用

については新潟大学倫理委員会の承認を得てい

る.
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表 1 肝細胞癌 54例の臨床病理像

症例数(㌔)

範囲

平均値

男性

女性

39-81

66.9

43(79.6)

ll(20.4)

ウイルス感染 HBsAg陽性 7(12.9)

antトHCV陽性 30(55.6)

両方陽性 1(1.9)

なし 16(29.6)

背景肝 正常肝 3(5.5)

慢性肝炎または肝線維症 19(35.2)

肝硬変 32(59.3)

child｣⊃ugh分類 A 49(90.7)

B 5(9.3)

C 0(0)

組織学的分化度 高分化型 15(27.8)

中分化型 30(55.6)

低分化型 9(16.6)

2.細胞株

肝細胞癌由来の細胞株 Huh7,HepG2は,東衷大

学先端科学技術研究センターから供与を受けた.

培養 には 10%非動化胎仔牛血清 (JRHBioscト

ence,Lenexa,KS,USA),ペニシリン (100U/ml),

ス トレプ トマイシン (100mg/ml)含有 DMEM

(Sigma-Aldrich,Irvine,UK)を使用した.これら

の細胞株におけるHNF4aの発現を免疫染色,ウ

ェスタンブロット,RT-PCRで検討 した.

3.一次抗体

HNF4αのアイソフォ-ムを識別する3種類の

マウス抗ヒ トHNF4αモjタロ-ナル抗体を用い

た.抗体 H9218はPlプロモ-タ-由来のアイソ

フォ-ムα1-6(Pl)を,抗体 K6939はP2プロ

を-タ-のアイソフォ-ムα7,8,9(P2)を,玩

体 H1415はアイソフォームα1,2,4,5,7,8を

認識する (ベルセウスプロテオ ミクス ･束京).

H9218,Hl姐5は 100倍希釈,K6939は 50倍希釈

して使用 した.

4.免疫組織化学

ホルマリン固定,パラフィン包埋 した組織を薄

切 し,オー トタレ-プ処理 (121℃,15分)によ

って抗原を賦活化して免疫染色を行った.上記の

一次抗体に反応 させた後,二次抗体としてヒス ト

ファインシンプルステインMAX-PO (MULTI)

(Nichirei,Tokyo)を使用 して酵素標識ポ リマ一

汰 (間接法)にて染色 し,発色には 3,3'-dia-

minobenzidine(NiehiTei,Tokyo)を剛 1た.

5.ウェスタンブロット法

培養細胞 に 1%TritonX,150mMNaCl,50mM

Tl･is-HClPHS.0.5IllMEDTA,1011g/mlApI･Otinin,

10ug/mlleupeptin,1mMPMSFの混合液 を加 え,

氷上に30分間静置後に1女000rpmで 15分間遠心

して蛋白を抽出 した.蛋白は8%SDS-PAGEで

分離 し,PVDFメンブレン (Ashem an,Aylesbury,

UK)に転写 した,メンブレンは5%スキム ミル

クで一晩ブロッキングした後に一次抗体 を 1時

間,二次抗体 として anも卜miceIg-horseradish
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A HNF40の免岐染色

HepG2.Huh7ともにPl,lり似仲であった

巨 重 き 至 巨岩 曇;-
Pl1- ---■･ P2- ニ

B HNFLILlの試rl発別 (ウエスタンプロノり

TFN(tmllSfeeuonの峨)は.それぞれPl.Jy2をrBl制発Diさ

せたCOS-1紺地株,Cl10細胞株から抽出したiHELlのことで.

ri弘性対 l!(I.として班mした

HepG2.Huh7ともにPl.P2張FIの発現をigめる Plは

HepG2>Huh7,P2はTIuh7>HepC2であった

= 3.

p1- - -537bp

p2 -5J5bp

GAPDI1 -114bp

C HNF̀1I,のmRNA発現 (RT-PCR)

HepG2.Huh7とも(こPl.IでmRNAの発現をDgめる

発81感度に差があり,PlはHepG2>Huh7であり.HZはHuh7>HepC2であった

図 l 肝細胞榔細胞株にLiJけるTTNMLlの発現

rx:roxldasc-linkedド(ab)2fmgmenl(Ashcrmall)

を 30/分間IL*応 させ,ECLdetectlonsystem

(Ashermall)で可視化 した 陽性対照!としてそれ

ぞれ Pl.P2を強制発Blさせた COS-1細胞株.

CHO細胞株からNl,V.した蛋EJを使用 した.

6,RyAの抽出と RT-PCR法

柄賓州胞および手術サンプルからacldguani-

dlllit‖1い PhenOl-chlorororlll法 を川いてtoLal

RNAを袖山 した 1FLgのtoLLLIRNAをfn'Buuer

(lnvitrogen).001MのdllhiolhreitoHTnvltrOgen),

20Uの RNaselnhibitor(Promega,Southampton,

UK),500,'LMの dcoxynucleotidetnphosphates

(dNTPsIPharmaCla.Uppsala.Sweden),1.ugの

rand.1111Pnmer(Promega),100Uの reversetr+an-

scrlptaSe(lnvltrOgen)と混和 し,HtL餌水で総 汀t

20,ulとした 反応娘を 42℃で 60分間インキュ

ペ- ト軌 95℃.3//川日興 して cL)NAを作成 した

今lnl川いたプライマーは.Pl:(orward.5㌧

CTCGACATGGACATGGCCCACTACAGTG-3,

P2:rorlVard,5--CCCCATGGTCACCGTGA

ACCCGCCCCTCGGl3,Pl,P2-reverse,5-

GCCC(jA〟rCTCGCCGTTGATCCCGCACACG3,

glycer(lldehyde-3-phosphatedehydrogenase

(CAPDII).forward,5-ccACA1℃GCTCAGA-

CACCAT-3.reverse,5'一ccCAACAATATC-
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表 2 臨床病理学的各因子 と P2発現 との関連

p2陽性 (症例数) p2陰性 (症例数) pvalue

年齢※

性別 女

男

ウイルス感染 HBV

HCV

HBV+HCV

なし

Child-PLJgh分類 A

B

C

背景肝 肝硬変

肝線維症もしく

は慢性肝炎

正常肝

A戸P(ng/ml)冗

TNMstage IorⅢ

Ⅲ o｢Ⅳ

腰痛数 単発

多発

腫癌径 (mm)冗

組織学的分化度 高分化

中分化

低分化

門脈浸潤 あり

なし

肝内転移 あり

なし

※ 平均値 (範囲) を示 した n

67.2(39181) 66.5(55-80) 0.351

8

20

5

16

0

7

25

3

0

16

11

1

2189(4-49335)

12

16

15

13

42(6-160)

4

15

9

9

19

8

20

*(<0,05) **(<0.01)

CACm ACCAGAGT-3'である.Pl,P2のPCR

は94℃ 5分,(94℃ 1分,60℃ 1分,72℃ 1分)

30サイクル,GAPDHは (94℃ 1分,60℃ 1分,

72oC1分)30サイクルの条件で行った.サーマ

ルサイクラ-は PC-816(ASTEC,福岡,河本)

を使用 した.陰性コン トロ-ルはtemplateDNA

の代わりに滅菌蒸留水を加えたものを使用 した.

PCR産物 10/11を 150/oポ リアクリルア ミドゲル

で 100V,50分泳動後に紫外線 イル ミネ一夕-で

検出した.

3 0,179

23

2 0.898

14

1

9

24 0.996

2

0

16 0.954

8

5

2

4-4

20

6

20

6

8

=1

-5

0

1

25

2

2

5

+

2

87

0

,
0

0

0

7.免疫染色における評価と統計粥析

HNF4αの免疫染色における評価は,陽性細胞

が全体の 00/Oを-,10%未満を±,10%以 たこ

500/o未満 を 1+,500/o以 仁100未満 を 2+,

100%を3+と分類し,1+以上を陽性とした事

クロス表の統計比較には, x2test,Fisher's

exacttestおよびMann-Wh itneyUtestを行った.

生存曲線については Kaplan-Meierme血odを用

い,群閤比較に関してはlog-ranktestを行った.

P<0.05を有意差ありとした.
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｡ニ = 二:;∴ 分化型(62㌫ 0,0 岬 漂 r''jih:･･i去,(':'遜
A HNF4̀,のITIRNA発現 (Trr･PCR) B HNF4Uの免疫淡色

ヒト肝細胞轍鮒縦 (rxJ2Bの免接染色と 1エム分化土捌ト細胞瑞とrい//1化WH細胞瑞はPl糊付 P2陰作であっ

同一?.L=例)の RTIPCRでは,PlはFdT分化 たが,帆分化型肝細胞蹄では1'1 円 とも(:隅Mであった

札 rFl//1化型,低分化型のいずれにも発

現し.P2はI',.rI//1化qJ,lIr'/)化刊での発現

はわずかであったが,低分化JE里では倣い

党FRを.iEめた

図2 ヒト肝削胞砥;組毒削二おけるtlNFLl〝の才色Bl

結 果

L.肝細胞癌細胞株 における免疫染色 と蛋白お

よび nlRNAの発現

免授染色では.Hcl)G2,Huh7ともに.Pl.P2

がFij性であった (図 lA) ウエスタンプロ ソトで

は.HepG2,Huh7ともに PlのT,想 される分 (-1ii

の 52kDaにバ ンドが横山 された.細胞株によって

蛋白の先鋭の厳度 に弟 があ り,Plは HepC2>

Huh7であった HepG2,日ul17ともに P2の (,恕

される/)17iTiの 48kT)aにバ ン トが横山 された.細

胞株によって'itf白の発別の感度に井があり,P2

は Huh7>HepC2であった (図 111) 1汀 -PCR

では,HcpG2,Huh7ともに P】お よび P2の

mRNAの発現が見られた (図 1C)mRNAの発現

の胤 生は,Plについては HepG2>Huh7であり,

P2は Huh7>HepG2で,これは蛋口の発別倣度

と同様の績嫌であった.

2.肝細胞癌の免疫染色と nlRNAの発現

師発作肝糾胞煤の 1く'r㌧PCRでは,PlはTF:I-JjJI化

qJ,申/JI化411.低分化型のい ずれにも発現が見ら

れた 発J)之敏也は.中JJi化JtlJ>-I.15/Jl化稚L>肱分化

型であった 75/Jl化型,rrl分化J世ではわずかに P2

のバ ン ドが[-LJc).[漉 されるのみであったが.紘/JI化型

では儀い発現を認めた (図 2A) この結架は同

!.-t例の免疫染色によるfEi自発税 (図 2R)と合致

した

3.肝細胞癌の随床病理学的因子 とr'2の発現

二種の抗体を川いた免授染色の対米,fF蒋肝細

胞は Pl似作で,P2陰件であった 同様に.全て
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図 2 ヒ ト 肝 細 胞 癌 組織におけるHNF 4 αの発 現

図3 臨床病理学的国子とP2陽性率

A :P2陽性率は商分化 型よりも中分化 ･低分化になるにつれ有意に高くなった 橘 分化型27%, 申分

化型50%,低分化型100%)(㍗-0.009),

B :門脈侵襲のある群 (9/lo榊 :90%)は,ない群 (19/舶例 :43%)と比較 してP2陽性準が有意に

['.I:;カ､つた H'-0.01二が.

C:肝内転移のある群 (8/lo削 :80%)徳,ない群 (20/舶例 こ45%)と比較してP2陽性率が高い傾

向にあったが有意差はなかった (P=-0.078)

D :TNMstageⅢ/Ⅳ症例 拍6/22:730/a)は,TNMstageI/Ⅱ症例 (12/32:38%)と比較 してP2
陽性率は有意に高かった (p-0.023).

の非癌部の肝細胞はPl陽性で,P2は陰性であっ

た.肝細胞癌 54例 において Plは全例 に陽性

(loo‰)で,背景の非癌部と比べ,癌部で染色強

度が増強 している症例 と低下 している症例があ

り,その染色態度は様々であった.P2は 28例が

陽性 (52%)であった (衰 2).

組織学的分化度とP2陽性率を比較すると,高

分化型は 4/15例 (27%),中分化型は 15/30例

(500/a),砥分化型は9/9例 (100%)であり,分

化度が下がるにつれ P2陽性率が有意に増加 した

(p-0.009I.図:iA).

臨床病理学的各因子とP2陽性率との関連につ

いて検討 した (羨望).門脈榎準とP2陽性率につ

いては,門脈後撃を有する群 9/lo榊 (90%)は

有さない群 19/44例 (43%)と比 し,有意に高か

った (p-0.012;図3B).肝内転移とP2陽性率

については,肝内転移を有する群 8/lo柳 (80%)

は,有 さない群 20/44(45%)と比 し,高い傾向

に あ る ものの有意 差 は認 め なか った (p-

0.078;図 3C上 TNM 分類 か ら検 討 す ると,

TNMstageⅢ/Ⅳ症例の P2陽性率 旦6/22(73%)

は,TNMstageI/Ⅲ症例の P2陽性率 12/32

(38% ) と比 較 して有 意 に高 か った (p-
0.023;図 3Ⅰ虹

血清 AFP値との比較では,P2陽性群のAFP値

(平均値 2120.45mg/m吊 は,P2陰性群 (平均値

59.ling/m王)に比 し,有意に高かった (p -

0.007:表2上

4.肝細胞癌54例の予後とP2陽性率

原発性肝細胞癌5射列について経過追跡を行い,

P2陽性群 28例,陰性群 26例の 2群について生
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存曲線および無再発生存曲線を作成 し,比較検討

を行ったところ,生存率に関して有意差は認めな

かった (p-0.224;図 4A上 無再発生存率にお

いても有意差は認めなかった 津 - 0.100;図

4B).しかし術後 2年における無再発生存率はP2

陽性群はP2陰性群に比べ有意に低かった (p-
0.036;図 4C),

考 察

本邦における肝細胞癌による死亡者数は年間約

34,000人余りに及んでおり,悪性新生物のなかで男

性は3位,女性は4位を占めている13).肝細胞癌の

多くはB型慢性肝炎およびC型慢性肝炎,肝硬変

を背景として発症し,前癌病変から高分化型肝細胞

癌を経て,古典的肝細胞癌へ進行していくと考えら

れている14)15).腫癌分化度は病理組織学的に重要

な予後因子の一つであり16),分化度に関連する細

胞分子レベルの解析は発癌過程や予防を考える上

でもきわめて重要であると思われる.

一方 HNF4αは棟内受容体の一つで,肝細胞の

分化や癌化に関与していることが示唆 されてい

る6)17).しかしHNF如 アイソフォ-ムのヒト肝細

胞癌における発現を検討した報告は少ない.本研究

ではHNF4αのアイソフォームを識別する抗体を

用いて,免疫染色とウェスタンブロットによる蛋白

発現が相関すること,及びmRNAの発現と蛋白発

現が合致することを細胞株とヒト肝細胞癌新鮮材

料を用いて検証した上で,54例のヒト肝細胞癌に

おけるHNF4αの発現を免疫組織学的に検討した.

検討の結果,Plは54例全例に発現していた.背

景の非癌部と比べ,癌部で染色強度が増強している

症例と低下している症例があり,その染色態度は

様々であった.OshimaらはPl,円 の両者を発現す

る大腸癌に比べ,Plの発現が低下した大腸癌は肝

転移が多いことを報告した8).またマウスを用いた

実燐で,肝細胞癌が進行するにつれHNF4α1(Pl

アイソフォームの 1つ)の発現が低下し,これを再

び強制発現させることで癌の進行を抑制すること

ができることが報告されている10).このようにPl

の発現が悪性度と関連する可能性が示唆されるが,
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図4 肝細胞癌 54例の生存率および無再発生存率

A:生存率に有意差はなかった (p-0,224).

B :50ケ月までの無再発生存率においても

有意差を認めなかった (p-0.100).

C:術後 2年までの無再発生存率は,P2陽性

群は P2陰性群 に比べ有意に低 かった

(p-0.036).

本研究では肝細胞癌の分化度とPl発現との関連は

認めなかった.

- -一方,肝細胞癌の検討ではⅠ聖は分化度が下がる

につれて,有意に免疫染色の陽性率が増加した.ヒ
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ト肝細胞癌のサンプルを用いた Rr-PCRでは,低

分化型肝細胞癌は高 ･中分化型肝細胞癌に比 して

P2が強 く発現することが mRNAレベルでも確認で

きた,P2は成人の正常肝細胞では発現 しておらず,

胎生期には発現する 7).肝細胞癌ではPlか らP2

ヘアイソフォ-ムが転換する 11)とされているが,

本研究においても分化度の低下がより幼若な肝細

胞への形質転換を惹起 し,それに伴ってアイソフォ

ームの変化をきたした可能性が示唆 された.

肝細胞癌細胞株の検討では,HepG2,Huh7の両

者が P2を発現することが蛋白および mRNAレベ

ルで確認 された.肝細胞癌の多くは血管に富んだ腫

癌であり,肝内での Epidemalgro油 factor(EGF)

および Vascularepidlelialgro雨hfactor(VEGF)の

過剰発現により肝細胞癌への bTanSfoma鎧onが生 じ

ることが示唆 されている 18日9) -藩 で P2は EGF

受容体の発現を促進するとの章鋸1才11) もあり,この

ような機序を介して P2が肝細胞癌 の進展に関与す

る可能性が推 察された

次に肝細 胞 癌 の 臨 床 病理学的因 子とP2陽性率に

ついて 検 討 を 行 っ た そ の結乳 門脈侵襲のある群

で は な い 群 と 比 べ て , 有 意に P2陽性 率 が高 く,

T N M stage 描 /IV症 例 は TN M s塵 eI/Ⅲ症例 と比べ

て有意に P2陽 性 率 が高かった.TNM 分類,門脈侵

襲の有無は肝切除後の主要な予後因子 とされてい

る20).p2の発現は魔境の進行度および術後の肝内

再発に関わるものと考えられた.

肝細胞癌のfk.存率および無啓発生存率について

陀 陽性群と陰性群 とで比較検討を行ったが,有意

差はみられなかった.肝細胞癌切除後の再発は,一日=-

般的には切除後 1年で約 25%,2年で約 500/0,5年

で 65- 80%と 紬 22)切除後 2年 までに比較的多

く,4年以降はほぼ一定になる傾向にある.術後早

期の再発と4年以降の再発では再発形式が異なる

と考えられており,術後 2年未満の早期再発因子と

して は 非 系 統 的 切 除 ,病 理 学 的 脈 管 授 襲 ,

AF円2ng/ml以 摘 ミあげられているが 23),それ以降

の啓発は肝炎の活動性など背景肝に応 じた多中心

性発癌によるものが多いと考えられている24).塞

研究でも,術後 2年での無再発生存率は 陀 陽性群

で 34%,P2陰性群で 52%と有意差を認めたのに対

し,術後 4年では 陀 陽性群,陰性群 ともに20%で

あり,有意差はなかった,このことからⅠ聖の発現

は,門脈授肇に伴った術後早期の肝内再発を予測す

る有用な国子になりうると思われた.今後 Ⅰ聖の発

現 と肝細胞の癌化,および そ の 進展機序における

P2の役割について解明が 必 要 で あ る.

結 論

原発性肝細胞癌において,組織学的分化度の低

下に伴って P2の発現が上昇することが示 された.

また P2の発現が門脈授襲や TNM 分類にも関係

し,術後早期の再発を推測する有用な指標 となり

うることが示唆 された.
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