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１．要旨

背景： がん幹細胞 (CSC) は、発がん、再発、転移、治療抵抗性に重要な役割を果た

すと考えられている。我々は、化学療法抵抗性と転移能を有するがん幹細胞様スフィ

ア細胞 (CSL C) の誘導に成功した。 CSL C に対する標的治療の開発を可能にするた

め、 CSL Cのこの表現型の原因となる遺伝子を同定した。

方法： ヒト肝がん細胞株SK -HEP-1を用い、独自のスフィア誘導培地を用いて CSL C

を誘導し、 HuH-7細胞を非スフィア形成細胞として同条件で使用した。 RNA シーケ

ンシングを行った後、定量的 RT-PCR とウェスタンブロッティングで検証した。ノ

ックダウン (K D) 実験はCRISPR-Cas9によるゲノム編集により行い、レスキュー実

験は発現プラスミドベクターを用いて行った。細胞の化学療法抵抗性と肝転移は、

M TS アッセイと細胞の重度免疫不全マウスへの脾臓注入後の解析で評価した。培地

中のエクソソームの定量は、 EL ISA 法を用いて行った。

結果： RAB3Bは、RNA シーケンシングにより CSL C と予後不良の肝細胞がん (HCC) 

の両方で発現が増加している遺伝子として同定された。RAB3B-K D細胞は、スフィア

形成、化学療法抵抗性、転移能などのCSL C 表現型の変化を示し、これらはRAB3B

の相補化によって回復された。 CSL Cではエクソソーム分泌の増加が観察されたが、

RAB3B-K D 細胞では観察されなかった。また、 RAB3B の発現は、 ABCG2、 APOE、

LEPR、 LXN、 TSPAN13の発現と相関していた。

結論： RAB3Bのアップレギュレーションは、CSL Cの化学療法抵抗性と転移能に重要

な役割を担っている可能性がある。
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２．背景

肝細胞がんは、世界中で最も多く 発生するがんの一つであり、高い再発率により予

後不良ながんである [1]。肝細胞がんに対する外科的切除、移植、アブレーション治療

などの根治的治療法の多くは進行期には効果が限られ、これらの患者の約70%が5年

以内に転移性再発またはde novoの肝細胞がんの発生を経験する [2–6]。術後再発は、

これらの患者における主要な死亡原因であり  [7, 8]、一般的に切除後 2 年以内に発生

する [9, 10]。治癒的治療後の様 な々種類の術後補助療法の利点は明確には証明されて

いない。

がん幹細胞 (CSC) は、腫瘍の発生、転移、再発、化学療法抵抗性など、腫瘍の悪性

化に潜在的に関与する腫瘍バルク内のがん細胞の小さなサブセットである [11–14]。

これらの細胞は、正常な幹細胞における変異の蓄積を介して産生される。一方、がん

幹細胞から分化したがん細胞は、上皮間葉系転換 (EM T) により幹細胞様の性質を獲

得し、がん幹細胞様細胞 (CSLC) のように振る舞う  [15–18]。がんの可塑性に着目し、

我々 は神経生存因子1 (NSF-1) を添加した独自の培地を用いて、ヒト肝がんおよび膵

がん由来の細胞株から CSLCの誘導に成功した [16, 17]。得られたCSLCスフィアは、

いく つかの抗がん剤に対する抵抗性が増大し  [16]、転移能亢進を示し [18]、EM T関連

遺伝子セットの発現が増加していた [18]。スフェロイドとも呼ばれる球状細胞は、三

次元 (3D) 構造をしているため、従来の二次元 (2D) 培養細胞に比べて、より生体内

の腫瘍状態に近い細胞環境である。我々が作製したCSLCは、典型的な肝がん幹細胞

とは異なり、 CD133-/CD44high/CD24lowの発現を示した [16]。

３．目的

本研究では、上述CSLCの責任遺伝子を明らかにすることで肝がん転移抑制のため

の治療標的を同定することを目的とし、いく つかの細胞株からの派生株とヒト肝細胞

がん (HCC) 切除標本の RNA シーケンシング (RNA-seq) を用いて、 CSLC の表現型
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と肝細胞がんの予後不良の原因遺伝子を探索した。さらに、興味深い遺伝子である

RAB3Bが細胞のスフィア形成、薬剤耐性、転移能に果たす役割を、ノックダウン (K D) 

およびレスキュー実験により検討した。 RAB3B は Rab ファミリーに属する低分子量

GTP 結合タンパク (低分子量G タンパク) の一つであり、小胞輸送の中心的な制御因

子として機能する [19]。がんにおける RAB3B の役割はほとんど不明であるが、前立

腺がん患者の尿中エクソソームには、このタンパクが多量に含まれていたと報告され

ている [20]。エクソソームは、その内容物であるマイクロ RNA やタンパクなどを通

じて、転移を含むがんの悪性化に重要な役割を担う  [21]。本研究では、エクソソーム

がCSLCに及ぼす影響についても検討した。

４．方法

【 細胞株】

ヒト 肝がん由来の SK -HEP-1 細胞株は A merican Type Culture Col lection (A TCC) 

(Rockvi l le, M D, USA ) から、 HuH-7 細胞株は Health Science Research Resources Bank 

(Osaka, Japan) からそれぞれ購入した。細胞は、 10%熱不活性化牛胎児血清 (Thermo 

Fisher Scienti f ic, K anagawa, Japan)、 ペニシリン (100 U/mL )、 スト レプト マイシン

(µg/mL )、重炭酸ナトリウム (1.5 g/L ) を含むダルベッコ改変イーグル培地 (DM EM；

Nissui  Pharmaceutical , Tokyo, Japan) 中で 37 ℃にて 5 % CO2を含む加湿条件で培養し

た。

【 患者】

2002年8月から 2007年11月の間に山口大学大学院医学系研究科消化器・腫瘍外科

学講座で肝細胞がんに対する治癒的肝切除術を受けた患者 14 人から、文書によるイ

ンフォームドコンセントを得て試料を入手した。研究プロトコルは、1975年のヘルシ

ンキ宣言の倫理的ガイドラインに準拠し、山口大学医学部附属病院の Insti tutional  

Review Board for Human Useの事前承認を受けている。 RNA-seq と定量的リアルタイ
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ムポリメラーゼ連鎖反応 (qRT-PCR) にはそれぞれ 10 症例が使用され、 6 症例は両

分析に共通であった。

【 スフィア細胞の誘導】

神経幹細胞用培地 [16] を基にしたスフィ ア誘導培地にてスフィア細胞を誘導し

た。浮遊スフィア細胞の誘導に用いたこの培地は、 DM EM /Nutrient M ixture F-12 Ham 

に 0.6%グルコース、10 mM  HEPES、2 µg/mL ヘパリン、0. 1 mg/mL トランスフェリン、

25 μg/mL インスリン、 60 μM プトレシン、 30 nM 亜セレン酸ナトリウム、 20 nM プロ

ゲステロン、 10 ng/mL ヒト組み換え上皮成長因子 (すべて Sigma-A ldrich Japan, Tokyo, 

Japan)。 10 ng/mL 塩基性線維芽細胞増殖因子 (M erck M i l l ipore, Tokyo, Japan)、 10 ng/mL

白血病阻止因子 (M erck M i l l ipore)、60 µg/mL N-アセチル-L -システイン (Sigma-A ldrich) 

および 1/50量 NSF-1 (Lonza, Tokyo, Japan) を含む。

【 RNA シーケンシング】

miRNeasy M ini  K i t (Qiagen, Tokyo, Japan) を用いてトータルRNA を単離した。TruSeq 

Stranded Total  RNA  with Ribo-Zero Gold LT Sample Prep ki t (I l lumina, Tokyo, Japan) を用

いて、メーカーの説明書に従ってシーケンスライブラリーを調製した。ペアエンド断

片 (75 bp ×2) の配列決定は、 NextSeq 500配列決定プラットフォーム (I l lumina) を用

いて実施した。

品質管理ステップの後、フィルタリングされたショート リードは、 STA R (version 

2.5.1b) [22] を用いて参照ゲノム (hg38) にマッピングされた。各サンプルのフラグメ

ントの鎖別カウントは、RSEM  (version 1.3.3) [23] を用いて求め、TCCパッケージ [25, 

26] を用いて trimmed mean of  M -values法 [24]  で正規化した。 edgeR (version 3.28.1) 

[27, 28] パッケージを使用して、偽発見率 q <0.05 に基づいて、差次的発現遺伝子

(DEGs) を同定した。
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【 定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応 (qRT-PCR) 】

mRNA の発現は、先に述べたように qRT-PCRによって解析した [10]。qRT-PCRは、

L ightCycler 480 System II  (Roche Diagnostics, Tokyo, Japan) に L ightCycler 480 Probe 

M aster (Roche Diagnostics) と  Universal  ProbeL ibrary probes (Roche Diagnostics) または

L ightCycler 480 SY BR Green I M aster (Roche Diagnostics) を用いて実行された。使用し

たプライマーとプローブを補足表 S1 に示す。増幅は2段階の手順で行い、mRNA 量

はΔ／Δ閾値サイクル法を用いて定量的に測定した。グリセルアルデヒド -3-リン酸デ

ヒドロゲナーゼ (GA PDH) およびホスホグリセリン酸キナーゼ 1 (PGK1) をコントロ

ールとして用いた。各アッセイは三重複製にて分析した。

【 ウェスタンブロット分析】

細胞を溶解し、タンパク (10 µg) を 8%ゲル上のSDS-PAGEによって分離し、以前

に記載したようにポリフッ化ビニリデン (PVDF) 膜 (Bio-Rad, Tokyo, Japan) に移し

た [29]。膜を 3%スキムミルクでブロックし、一次抗体、抗RA B3B (ab55655; Abcam, 

Tokyo, Japan) および抗V CP (anti -valosin-containing protein; GTX 113030, GeneTex, A l ton 

Pkwy Irvine, CA , USA ) で処理した。免疫反応性バンドはECL  Pro (PerkinElmer, Waltham, 

M A ) と A mersham Imager (GE Healthcare, Tokyo, Japan) を用いて可視化し、 ImageJソ

フトウェア (National  Insti tutes of  Health, USA ) で定量化した。 V CP は、GAPDH や β-

actin などの他のローディングコントロールと比較してレベルが安定しているため、ロ

ーディングコントロールとして使用した [29]。

【 RAB3Bのゲノム編集】

RAB3Bの配列を標的とするガイド RNA  (gRNA) (5′-GTTTCACCCGCTTCTCGTGA -3′) 
を GeneA rt Precision gRNA  Synthesis K i t (Thermo Fisher Scienti f ic) を用いて in vi tro転写

により構築した (補足図S1a)。gRNA及びCas9 mRNA  (GeneArt CRISPR Nuclease mRNA , 

Thermo Fisher Scienti f i c) を、 L ipofectamine M essengerM A X (Thermo Fisher Scienti f ic) を
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用いて細胞にトランスフェクトした。単離したモノクローンのゲノムDNA  (gDNA ) を

サンガーシークエンスに供した (補足図S1b)。 SK-HEP-1由来のRAB3B編集クローン

を RAB3B-KD と命名した。このRAB3B-K D細胞に、 L ipofectamine 3000 (Thermo Fisher 

Scienti f ic) を用いて、完全長のRAB3B cDNA を保持する pcDNA 3.1(-) である pRA B3B

をトランスフェクトし、RAB3BレスキューされたK D/pRAB3B細胞を作製した。コザ

ック、 5′-末端EcoRI、 3′-末端BamHI配列を有する完全長RAB3B cDNA  (NM _002867.3: 

214~873位) はFASM AC (K anagawa, Japan) で合成し、これを pcDNA 3.1(-) のCM V

プロモータ下流の部位に挿入した。

【 細胞生存率アッセイ】

テト ラゾリウム化合物 [3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl )-2-(4-

sul fophenyl)-2H-tetrazol ium, inner sal t; M TS] を含む Cel lTi ter 96 A Queous One Solution 

Cel l  Prol i feration Assay (Promega, Tokyo, Japan) を製造者の説明に従って使用した。培

養液中の細胞を、以下の抗がん剤、 10 mM  5-フルオロウラシル (5-FU, Sigma-A ldrich)、

250 nM ドセタキセル (Sigma-A ldrich)、 2 μM ドキソルビシン (Sigma-A ldrich)、 200 μM

塩酸イリノテカン  (Sigma-A ldrich)、 2.5 μM スベロイルアニリドヒドロキサム酸

(SA HA, Cosmo Bio)、 75 μM ソラフェニブトシレート  (ChemScene, M onmouth Junction, 

NJ)、 25 μM レンバチニブメシレート  (Carbosynth, Berkshi re, UK )、50 μM レゴラフェニ

ブ (ChemScene) 又は 20 μM カボザンチニブ S マレート  (ChemScene) の 1 つを含み

5% CO2、 37 ℃で 24時間実施した。培養液のみでインキュベートした細胞をコントロ

ールとして使用した。 EnV isionプレートリーダー (PerkinElmer) を用いて、 492 nmお

よび 650 nm における培養液の光学密度を測定した。抗がん剤で処理した細胞の生存

率は、抗がん剤非存在下での生存率に対する比率として計算された。各アッセイは三

重複製にて分析した。

【 腫瘍細胞の脾臓注入】
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NOD-Rag1nul l IL 2r nul l 二重変異マウス (NRG マウス) は Jackson Laboratory (Bar 

Harbor, M E, USA ) から購入し、オートクレーブ滅菌したケージ、餌、寝床を用いて

HEPA フィルター環境で維持した。すべての動物実験は、山口大学のInsti tutional  Animal 

Care and Use Committeeに従い、米国国立衛生研究所 (Bethesda, M D, USA ) 発行のGuide 

for the Care, Use of  L aboratory A nimals、およびA RRIV Eガイドラインに準拠して実施

された。

肝臓に腫瘍結節を生成する細胞の能力は、以前に記載したように、8–12週齢のNRG

雌マウスの脾臓に移植した後に調査された [18]。細胞を注入したマウスを 8週間後に

安楽死させて剖検した。

【 エクソソームの定量的解析】

細胞を 24 時間培養した後、疲弊した培養液を新鮮な培養液に交換した。同時に、

M TSアッセイを用いて複製プレートから細胞生存率を測定し、エクソソーム定量の正

規化に使用した。エクソソームの定量には、回収した条件培養液を CD9/CD63 Exosome 

EL ISA  K it, Human (Cosmo Bio) を用いて、製造者の指示に従って分析した。EnV isionプ

レートリーダー (PerkinElmer) を用いてシグナルを検出した。必要に応じて、細胞播

種の翌日にエクソソーム阻害剤として GW4869塩酸塩水和物 (Cayman Chemical , Ann 

A rbor, M I) を添加した。各アッセイは三重複製にて分析した。

【 統計解析】

各実験は少なく とも 3回繰り返した。データは、平均値 ± 標準偏差で表した。有意

差検定は、 R version 3.6.3 ソフトウェア (R プロジェクトウェブサイト , http://www.r-

project.org/) を用いて、Tukey–K ramer多重比較検定、対応のある t検定、またはフィッ

シャーの正確確率検定によって評価した。 P <0.05を統計的に有意とした。

４．結果
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【 CSLC 特異的mRNA 発現のスクリーニング】

定量的RNA -seq解析を用いて、スフィア化SK-HEP-1細胞と非スフィア化HuH-7細

胞における網羅的mRNA 量を比較した (補足図S3左)。さらに、ヒト HCC とその周

辺肝組織標本における mRNA レベルも比較した。スフィア誘導条件下のSK -HEP-1細

胞と対照条件下の細胞との間でカウントに有意差がある遺伝子は 1,471 個であった

(変化倍率 >2.0; q <0.05; 図1a のマゼンタと緑の点)。スフィア形成能を持たないHuH-

7細胞 [16] のmRNA レベルを考慮すると、755遺伝子がスフィア形成SK -HEP-1細胞

における特異的DEG として同定された (図1aの緑色の点)。

臨床的に重要な遺伝子に焦点を当てるため、DEGはさらに手術後の再発に関してス

クリーニングされた (補足図S3右)。一つは術後2年以内に再発した原発性肝細胞が

んと 4年以上無再発肝細胞がんとの発現差、もう一つは肝細胞がんと対応する隣接肝

組織との発現差という二つのスクリーニング基準を適用した。その結果、HCC標本に

おける再発に関する DEG として 435遺伝子が同定された (図1bの緑色の点)。

上記のDEGのうち、 7つの遺伝子 (ATP6V0D2, C5orf30, LOC344887, PBLD, RAB3B, 

STRIP2, TKFC) は、細胞株と HCC 標本のスクリーニングの両方で共通していた (図

1a, bのオレンジ色の菱形)。さらにRAB3Bに注目したのは、そのmRNA レベルがスフ

ィア形成で上昇し、細胞株と臨床サンプルの両方で豊富に見られたからである (補足

図S4)。これらの条件下でのRAB3B mRNA の発現は、qRT-PCRを用いて確認した (図

1c, d)。

【 CSLC特異的RAB3Bのノックダウン】

SK-HEP-1細胞から CRISPR/Cas9 システムを用いて、 RAB3B-K D クローンを作製し

た。この変異はモノアレリックであったが、切断型 RA B3B を発現するクローンを得

た (補足図S1, S2)。RAB3B-KD細胞は、スフィア誘導培地においても RAB3B mRNA の

発現が減少していた (0.3倍, P <0.01, 図2a)。さらに、RAB3B-K D細胞における RAB3B

発現の低下は、 pRA B3B のトランスフェクションにより回復した。同様に、スフィア
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誘導培地における RA B3B の誘導は、 RAB3B-K D 細胞で減少し、プラスミドベクター

はその発現をレスキューした (図2b)。用いた抗RA B3B抗体は、ゲノム編集によって

切断された領域を認識するため、ウェスタンブロット解析で検出された RA B3B は非

変異型アレルから発現したRA B3B である。

RAB3Bの発現低下に加えて、RAB3B-KD細胞はスフィア形成が不十分であり、これ

は外来性RAB3Bを発現する RAB3B-KD細胞で補強された (図2c–e)。以前の研究 [16] 

における我々 の観察と同様に、スフィア誘導条件下における SK -HEP-1細胞は、G0/G1

停止を示した (補足図S5bの82.2% ± 0.4%)。スフィア誘導条件下では、 RAB3B-KD細

胞はG0/G1期67.3% ± 0.5%、 S期3.6% ± 0.1%、 G2/M 期29.1% ± 0.3%として細胞周期

分布が見られた (補足図S5d)。このことから、スフィア誘導条件下のSK -HEP-1細胞

と比較して、同スフィア誘導条件下のRAB3B-KD細胞はG2/M 期にある割合が増加し

ていることが示された。また、スフィア誘導条件下における K D/pRAB3B 細胞の細胞

周期分布は、同スフィア誘導条件下における SK -HEP-1 細胞と同様であった (補足図

S5f)。対照培養条件下では、RAB3B-KD細胞は、SK -HEP-1細胞と比較して S期集団の

増加を示した (補足図S5a, c)。

【 RA B3B発現の抗がん剤感受性への影響】

スフィア誘導条件下において、SK -HEP-1細胞は、対照条件下と比較して、試験した

抗がん剤存在下での生存率が増加した (図 3)。 RAB3B-KD 細胞は、スフィア誘導条件

下において、いずれの薬剤の存在下でも、 SK-HEP-1 細胞および RAB3B レスキュー

K D/pRAB3B 細胞と比較して生存率が減少した。対照条件下では、 5-FU、ドキソルビ

シン、イリノテカン存在下で、 RAB3B 編集細胞の生存率の低下と RAB3B レスキュー

細胞での回復が観察された。

【 RAB3B-KD細胞の肝臓への転移能】

RAB3B-KD細胞の肝臓への転移能を解析した (表1、補足図S6)。我々の以前の研究
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では、 NRG マウスの脾臓に 1×103個のスフィア細胞を注入すると、同数のSK -HEP-1

細胞を注入した場合と比較して、肝腫瘍の発生頻度が増加した (50% vs. 14%, P <0.05)。

逆に、スフィア誘導を行ったRAB3B-KD細胞は、通常培養した細胞と比較して肝転移

能の増加は認められなかった (17% vs. 19%)。

【 培地中に放出されたエクソソームの定量と CSLCへの影響】

特定のRabファミリーが小胞のエキソサイトーシスを制御することから [30]、培地

中のエクソソーム量を解析した。 SK -HEP-1 細胞では、スフィア誘導培地において、

対照培地と比較してエクソソーム量が有意に増加した (2.6倍, P <0.01) (図4)。RAB3B-

K D細胞では、スフィア誘導培地におけるエクソソーム放出の増加は見られなかった。

また、K D/pRAB3B細胞では、対照培地で放出されたエクソソーム量はSK -HEP-1細胞

の場合と同様であったが、スフィア誘導培地におけるエクソソーム放出の増加が認め

られた (4.2倍, P <0.01)。エクソソーム阻害剤である GW4869 (最終濃度5 µM ) の添加

により、試験したすべての条件においてエクソソーム放出が抑制された (図 4)。 SK -

HEP-1細胞および K D/pRAB3B 細胞のスフィアサイズは、 GW4869非存在下に比べ、

GW4869存在下で有意に小さかった (各0.6倍, P <0.05) (図5)。

【 RAB3Bの発現により影響を受ける遺伝子の発現プロファイル】

CSLC表現型に対する RAB3B発現の影響を網羅的に調べるため、親細胞である SK -

HEP-1に加え、RAB3B-KD細胞およびK D/pRAB3B細胞を用いて RNA-seq解析を行っ

た (補足図 S7)。スクリーニングは、 1. スフィア誘導条件下での発現が対照条件下と

比較して変化、 2. RAB3Bを構成的に過剰発現している細胞での発現がSK -HEP-1細胞

と比較して変化、 3. RAB3B-KD条件下ではスフィア誘導下、対照条件下ともに発現が

変化を基準としてスクリーニングを行った。スクリーニングの結果、スフィア誘導条

件下で特異的な発現を示し、その発現がRAB3Bの発現と関連する 13遺伝子が得られ

た。この 13 遺伝子のうち、 qRT-PCR による検証を通過したのは 5 遺伝子 (ABCG2, 
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APOE, LEPR, LXN, TSPAN13) であった (図6)。ABCG2はこの5遺伝子のうちの一つで

あった。スフィア誘導条件下のSK -HEP-1細胞では、対照条件下と比べて ABCG2発現

が増加した (qRT-PCR; 2.3倍, P <0.05, RNA -seq; 2.9倍, q <0.01)。一方、 RAB3B-KD細

胞では、スフィア誘導条件下、対照条件下ともに、ABCG2の発現はSK-HEP-1細胞の

それよりも低かった (qRT-PCR; <0.4 倍, P <0.05, RNA -seq; <0.1 倍, q <0.01)。

K D/pRAB3B 細胞では、その発現減少は回復した。 LXN と TSPAN13 の発現傾向は、

ABCG2の発現傾向と同様であった。APOE, LEPR, RAB3Bの発現は、スフィア誘導条件

下で有意な差を示したが、対照条件下では有意差を示さなかった。

５．考察

再発を伴う HCC検体とスフィア形成細胞株を用いて包括的なRNA発現プロファイ

リングを行ったところ、CSLCにおいて 7つの有意な DEGが検出された (図1)。これ

ら 7 つの遺伝子のうち、スフィア細胞と無再発期間の短い HCC の両方で発現が上昇

し、比較的発現が豊富であった RAB3Bに注目した (補足図S4)。 RAB3B-KD とその構

成的レスキュー細胞を作製し、RAB3BがCSLC表現型に及ぼす影響を検討するために

使用した。興味深いことに、 RAB3B-KD 細胞は親細胞と比較して、スフィアサイズが

小さく 、抗がん剤に対する感受性が高まっていた。これらの効果は、 RAB3B-KD 細胞

で RAB3B を外因性に発現させると回復した (図2, 3, 5)。 RAB3Bの誘導機構について

は、前立腺ではアンドロゲン受容体シグナルを介して RAB3Bがアップレギュレートさ

れることが知られているが [31]、我々のスフィア誘導培地にはアンドロゲンは補充さ

れていなかった。また、スフィア誘導培地中のアンドロゲン以外のいく つかのホルモ

ンは、スフィア形成に有意な影響を与えなかった (data not shown)。本研究では、RAB3B-

K D 細胞は、残存する野生型アレルの存在にもかかわらず、スフィア誘導条件下で

RAB3Bの誘導を示さなかった (図2)。上記のアンドロゲン受容体シグナルによる制御

は、 NKX 3-1とのフィードフォワード制御ループに従う  [32]。したがって、 RAB3Bも

ループ制御に関与し、モノアレルからの発現はRAB3B誘導に不十分である可能性があ
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る。興味深いことに、RAB3B-KD細胞では、ゲノム編集されたRAB3Bを持つリードの

頻度が37%であった (補足図S2)。一方、RNA-seqでは、それらの頻度は対照条件下お

よびスフィア誘導条件下の両方で RAB3B-KD 細胞ではわずか 2%だった (data not 

shown)。もう一つの可能性は、切断されたRA B3Bが野生型RA B3Bの機能を阻害して

いる可能性である。しかしながら、 RAB3Bの誘導機構は依然として不明である。

興味深いことに、 RA B3B 量はエクソソーム放出量と相関があることが確認された

(図4)。さらに、エクソソーム放出の抑制が細胞のスフィア形成能に及ぼす影響も観察

された。エクソソーム放出に関与する Rabファミリーとしては、RA B27がよく 知られ

ている [30]。エクソソームはその膜インテグリンや内容物を通じて臓器への転移に重

要な役割を果たす [33, 34]。実際、対照条件下で調製したRAB3B-KD細胞とスフィア

誘導条件下で調製したRAB3B-KD細胞の肝転移能に差は認められなかった (表1)。こ

れらのことから、RA B3Bは転移の際の腫瘍微小環境の調節に関与している可能性が示

唆された。本研究で用いたエクソソーム阻害剤 GW4869 は、M V E の内向き出芽を阻

害することにより、多胞性エンドソーム (M V E) から放出される成熟エクソソームを

抑制する [35]。RA B27は、エクソソーム分泌のためにM V Eが細胞膜にドッキングす

る役割を担っている [30]。エクソソーム分泌における RA B27の役割と同様に、RA B3

はシナプス小胞のエクソサイトーシスに関与している [36]。細胞間情報伝達のための

シグナルを含むエクソソームが RA B3B によって腫瘍微小環境中に放出され、それが

CSLC 表現型の獲得に必要である可能性が示唆される。しかし、本研究では、そのシ

グナルを詳細に解明するまでには至っていない。本研究の限界は、RAB3B の誘導機構

に加え、RA B3B を介した CSLC 表現型の獲得に関与する詳細な機構が明らかにされ

ていないことである。

化学療法抵抗性のメカニズムの一つとして、抗がん剤の排出を仲介する A BC トラ

ンスポーターのアップレギュレーションがよく 知られている [37]。我々は以前、A BC

トランスポーターである ABCG2 が、スフィア誘導条件下で発現上昇することを報告

した [16]。ここで、 ABCG2 もスフィア形成と RAB3B発現に関連する特異的な遺伝子
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の一つとして同定された (図 6)。これまでの研究結果と同様に、スフィア誘導条件下

では、 G0/G1 期にある SK -HEP-1 細胞の割合が対照条件下と比較して増加した (補足

図S5)。 G0/G1期で増加したRAB3Bレスキュー細胞の割合はSK -HEP-1細胞と同じで

あったが、 RAB3B-KD細胞はスフィア誘導条件下でG2/M 期集団が増加した。

さらに、スフィア形成条件下と RAB3B発現の両方と正の相関を示す5つの遺伝子を

見出した (図 6)。 ABCG2 に加え、 APOE と LFER もがん幹細胞に関与していること

が報告されている [38, 39]。また、 TSPAN13の発現は、甲状腺乳頭がん、膵がん、肺

腺がん、膀胱がんの予後不良と関連することが報告されている [40]。LXNの過剰発現

がSK -HEP-1細胞のG0/G1期での細胞周期停止を促進するという我々の結果と一致す

る一方、同じ研究ではLXNの過剰発現が細胞生存率、コロニー形成、腫瘍形成を抑制

することが報告されている [41]。 これらの先行研究は、細胞外小胞生産における

RAB3B の機能による CSLC 特性の獲得機構を支持するものである。

HCC のスフィア誘導と予後不良の両方に関連した 7 つの遺伝子のうち、 PBLD, 

STRIP2, LOC344887の発現も HCC、肺腺がん、非小細胞肺がんの予後不良と相関して

いる [42, 43]。さらに、これらの遺伝子は細胞の EM T および浸潤能に関連している

[42, 44, 45]。我々の研究で最も高い M 値を示したプロトントランスポーターである

ATP6V0D2 (図1) は、移動、浸潤、EM T などの発がん機能に関与していることが最近、

報告された [46]。したがって、RAB3Bに加え、これらの遺伝子も CSLC表現型の獲得

に寄与している可能性がある。

６．結語

結論として、RAB3BはCSLC特性を獲得するために必要である可能性がある。RAB3B

はエクソソームなどの細胞外小胞の分泌に重要であり、関連遺伝子の発現を制御して

いる可能性がある。今後、細胞間コミュニケーションについて詳細に解析することで、

肝がん治療の標的となり得る重要な遺伝子が明らかになると考えられる。
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９．図表

図1. RAB3B mRNA レベル

(aおよびb) RNA 配列解析から作成したM -A プロット 。各遺伝子について、 2つのサ

ンプルにおける平均発現量の log2値 (A , x軸) と 2つのサンプル間の倍率変化の log2 

log2値 (M , y軸) をプロットした。 (a) マゼンタの点はSK -HEP-1細胞における有意な

発現変動遺伝子 (DEG) を示す。緑色の点は、スフィアを形成しないHuH-7細胞を用

いた解析では有意に変化しないスフィア特異的DEGを示す。 (b) マゼンタ色の点は、

再発の有無にかかわらず、原発性HCCにおける有意な DEGを示す。また、緑のドッ

トは、隣接非がん肝組織標本と比較してHCCで有意な DEGを表す。オレンジの菱形

はaと bで重複する DEGを示す。細胞株 (c) および臨床検体 (d) のRAB3B mRNA レ

ベルを qRT-PCRで測定し、SK-HEP-1細胞または非がん肝組織での発現に対する比率

で表した。 HCC と隣接する非がん肝組織標本のペアからなる無再発例 (n = 5) および

再発例 (n = 5) を使用した。 * P <0.05 (Tukey–Kramer多重比較検定)。 * * P <0.05 (対応の

ある t検定)。
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図2. SK-HEP-1派生細胞株のRAB3B発現とスフィア形成能

(a) SK -HEP-1 派生細胞株における RAB3B mRNA のレベル。 RAB3B mRNA レベルは

qRT-PCR を用いて定量し、参照細胞 (対照培地で培養した SK -HEP-1 細胞) からの値

の平均比として値を正規化した。 * P <0.05 (Tukey–K ramer 多重比較検定)。 (b) 上下の

イムノブロットは同じゲルから作成し、ブロットを表示サイズ付近で分離した後、そ

れぞれ各抗体と反応させた。 SK -HEP-1 細胞 (c)、ゲノム編集した RAB3B を保有する

SK-HEP-1派生細胞 (d)、RAB3B発現ベクターである pRA B3B を保有する RAB3B編集

SK-HEP-1派生細胞 (e) からのスフィア細胞。
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図3. SK-HEP-1派生細胞株の抗がん剤に対する感受性

抗がん剤 (5-フルオロウラシル、ドセタキセル、ドキソルビシン、イリノテカン、SA HA、

ソラフェニブ、レンバチニブ、レゴラフェニブ、カボザンチニブ) 存在下の SK -HEP-

1 (白カラム)、RAB3B-K D (青カラム)、K D/pRA B3B (サーモン色カラム) の生存率を M TS

アッセイにて評価した。各抗がん剤について、左右3列ずつ対照条件下とスフィア誘

導条件下の細胞についてのデータを表している。 * P <0.05 (Tukey–Kramer 多重比較検

定)。
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図4. SK-HEP-1派生細胞株からのエクソソーム放出量

白色および灰色のカラムは、それぞれ対照培地およびスフィア誘導培地からのエクソ

ソーム定量値を示す。必要に応じて、エクソソーム阻害剤である GW4869塩酸塩水和

物 (最終濃度5 μM ) を添加した。 * P <0.05 (Tukey–K ramer多重比較検定)。
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図5. SK-HEP-1誘導体細胞のスフィア形成に対するエクソソーム阻害剤の効果

(a) スフィア細胞の大きさ。白色および灰色のカラムは、エクソソーム阻害剤である

GW4869塩酸塩水和物 (最終濃度5 μM ) 非存在下および存在下のスフィア細胞の大き

さを示す。 * P <0.05 (Tukey–K ramer多重比較検定)。 (b–d) 5 µM  GW4869非存在下（ 上

段パネル） と存在下（ 下段パネル） におけるスフィア細胞の代表像。
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図6. RAB3B影響CSLC特異的遺伝子発現

(a) RAB3B影響下CSLC特異的遺伝子として 5つの遺伝子 (ABCG2, APOE, LEPR, LXN, 

TSPAN13) が確認された。 SK -HEP-1 細胞 (白カラム)、 RAB3B-K D 細胞 (青カラム)、

K D/pRAB3B細胞 (サーモン色カラム) からの各遺伝子のmRNA発現を qRT-PCRで評

価した。 * P <0.05 (Tukey–Kramer多重比較検定)。 (b) RNA -seqでカウントしたmRNA

発現量。 * q <0.05。
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表1. RAB3B-KD細胞の肝転移能

103 cel ls inoculation 104 cel ls inoculation 
yes no (% of yes) P* yes no (% of yes) P*

SK -H EP-1†

Control 3 19 (14%) 0.018 7 3 (70%) 0.216
Sphere 9 9 (50%) 8 0 (100%)

RAB3B-K D 
Control  1 5 (17%) 1.000 6 3 (67%) 1.000 
Sphere 4 20 (17%) 5 2 (71%) 

* P値 (Fisher’ s正確確立検定)。

†SK-HEP-1のデータは我々 の既報データ  [18]。
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補足図S1. RAB3Bのゲノム編集

各パネルにおける上段と下段はサンガーシーケンシングデータと対応する翻訳アミノ

酸配列を示す (a) 野生型 RA B3B の配列におけるプロト スペーサー隣接モチーフ

(PA M ) とガイド RNA の配列を示す。(b) ヘテロ変異を伴う RA B3B配列と、その結果

生じる切断アミノ酸配列を示す。
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補足図S2. 編集されたRA B3Bのゲノム表示

SK-HEP-1 (上図) およびその派生株である RAB3B-KD 細胞 (下図) のゲノム DNA を

TruSeq Rapid Exome L ibrary Prep K itおよびNextSeq 500 (I l lumina) を用いて全エクソン

配列解析した。フィルタリングしたショートリードはBWA  (version 0.7.12) で参照ゲ

ノム (hg19) にマッピングされた。画像は IGV  (version 2.9.4) を用いて作成した。

RAB3B-KD細胞では、 1番染色体： 52,442,589に 37% (11/30個) の頻度で"T "が挿入さ

れたリードが検出された。 Strelka (version 0.4.10.2) を用いた変異解析の結果、ゲノム

編集のオフターゲット効果による挿入・ 欠失の変異は認められなかった。
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補足図S3. がん幹細胞や予後不良肝細胞がんに特異的な遺伝子の同定の模式図

左側はSK -HEP-1細胞のスフィア誘導条件下と対照条件下での比較。右側はHCC検体

の術後再発の有無での比較。スクリーニング開始遺伝子の数は、全サンプルのフラグ

メント数の合計がサンプル数の半分以上であった遺伝子の数である。 DEGは、 2倍以

上の発現変化と q <0.05を示し、高発現群の平均フラグメント数が50以上である発現

変動遺伝子を意味する。
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補足図S4. RNA -seq解析を用いて決定した同定遺伝子のmRNA レベル

SK-HEP-1細胞 (a) および臨床検体 (b) において同定された 5つのがん幹細胞特異的

発現上昇遺伝子のmRNA レベルを TPM  (Transcripts per mi l l ion) として表した。
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補足図S5. 細胞周期解析

SK-HEP-1 (aおよびb)、RA B3B-K D (cおよびd)、K D/pRAB3B (eおよび f) 細胞をそれ

ぞれの対照条件下 (a, c, e) とスフィア誘導条件下 (b, d, f) での細胞周期分布を測定し

た。培養後、 A ccumax (Innovative Cel l  Technologies, San Diego, CA , USA) を用いて細胞

を解離させ、ヨウ化プロピジウム (PI) 染色後に細胞周期の分布をフローサイトメト

リーで解析した。細胞は 70%エタノールで固定し、 PI/RNase Staining Buf fer (BD 

Biosciences, Frankl in L akes, NJ) に再懸濁した。細胞のDNA 含量は、M A CSQuantアナ

ライザー (M i l tenyi  Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) を用いて分析した。各パネル

は、代表的なヒストグラムを示す。
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補足図S6. RAB3B-KD 細胞の肝転移能

細胞の転移能は、 NOD-Rag1nul l IL2rgnul l 二重変異体マウスへの脾臓注入により評価し

た。表1と対応する、マウスに 1×104個の細胞を移入した際の代表画像。RAB3B-KDは

SK-HEP-1細胞株由来のRAB3B編集クローンである。黄色の矢印は形成された腫瘍を

示す。
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補足図S7. RAB3B影響下のがん幹細胞様細胞 (CSLC) 特異的遺伝子同定の模式図

SK-HEP-1細胞株、SK -HEP-1派生細胞株である RAB3B-KDおよびK D/pRAB3B を用い

て、RNA -seq解析により RAB3B影響下のCSLC特異的発現変動遺伝子 (DEG) を同定

した。左側はスフィア誘導条件下における DEGを、補足図S3記載と同じ基準で同定

した。右側は対照条件下における RA B3B 影響遺伝子を、 1.7 倍以上の発現変化と q

<0.05 を示し、高発現群の平均フラグメント数が 30以上のDEG とした。丸囲み数字

は本文に示したスクリーニング基準である。スクリーニング開始遺伝子数の表示は、

全サンプルのフラグメント数の合計がサンプル数の半分以上である遺伝子数を示して

いる。
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補足表S1. 本研究で使用したプライマーと加水分解プローブ

Gene Sequence 
RAB3B
  5'-primer 5'-GGTTGTTCCCA CTGAGA A GG-3' 
  3'-primer 5'-TTGCA CTGGCTTCA AA GA A A -3' 
  Hydrolysis probe UPL  Probe #17*  
ABCG2 

5'-primer 5'-TTCCA CGA TA TGGATTTA CGG-3'
  3'-primer 5'-GTTTCCTGTTGCA TTGA GTCC-3' 
  Hydrolysis probe UPL  Probe #29*  
APOE 
  5'-primer 5'-GGTCGCTTTTGGGATTA CCT-3' 

3'-primer 5'-CA TGGTCTCGTCCA TCA GC-3'
  Hydrolysis probe UPL  Probe #17*  
LEPR 
  5'-primer 5'-CA TCA GTGACA TGTGGTCCTCT-3' 
  3'-primer 5'-ACCCTCA GCCTCA GAGAA GTT-3' 

Hydrolysis probe none* *
LNX
  5'-primer 5'-ACTGTCA A GCA A GTGCA A A GA A-3' 
  3'-primer 5'-CTTCCTTTGGCA GA CGGCTA -3' 
  Hydrolysis probe none* *  
TSPAN13
  5'-primer 5'-GCCA TGTGCTCCA A TCA TA G-3' 
  3'-primer 5'-GCCA A A CA CCCA GGA TCTC-3' 
  Hydrolysis probe UPL  Probe #67*  

GAPDH
  5'-primer 5'-AGCCACA TCGCTCAGACAC-3' 
  3'-primer 5'-GCCCA A TACGA CCAA A TCC-3' 
  Hydrolysis probe UPL  Probe #60*  
PGK1 

5'-primer 5'-CTGTGGCTTCTGGCA TA CCT-3'
3'-primer 5'-CGAGTGACA GCCTCA GCA TA -3'

  Hydrolysis probe UPL  Probe #42*  

* Universal  ProbeL ibrary probes (Roche Diagnostics, Tokyo, Japan) の番号。

* *加水分解プローブの代わりにSYBR Green I を使用。


