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{要約〕

SAP-1は細胞質領域に proteintyrosine phosphatase 

(PTP)ドメインを 1つ有し細胞外ドメインに8個のブイ

ブロネクチンタイプ班様構造と多数のN開グリコシレー

ションサイトを有すヒト膜貫通型の PTPであり，イ

ンテグリン媒介シグナリングの負の調節岡子として関

係するO この脱リン酸化酵素はある種の牌癌細胞株や

大腸痛細胞株に高度に発現を認めるが，正常の牌臓，

大腸組織には発現を認めず， こ

は不確かであるD

本研究ではまず，肝細胞発癌における SAP-1の役

割を，外科的切除により得たヒト肝細胞癌組織を用い

てその発現について検討した。免疫組織染色とイムノ

ブロット解析により慢性肝炎組織や肝硬変組織で正常

肝組織とほぼ同等に SAP-1発現が認められた。高分

化肝胞では11171]中 817IJ (72.7%)の肝癌組織におい

て周囲非癌部肝組織に比較し同等ないしやや高度に

SAP“1発現を認めた。一方，中分化肝癌の13例中11例

(84.6%)，さらに低分化肝痛6例中金例においてSAP-1

発現は周囲非癌部肝組織に比較し低発現であった。さ

らに興昧深いことに低分化肝癌組織では 6例中 5例

(83.3%)でSAP-1発現をほぼ認、めなかった。

SAP-1を恒常的に発現するように遺伝子導入された

低分化肝細胞癌細胞株HLF及びHLF細胞において形

態変化や細胞遊走能の明らかな低下長認めた。

以上の結果からSAP-1発現はヒト肝細胞痛の脱分化

過程において発現抑制告受けており，この発現抑制は

肝癌の瀧牒において非常に重要な役割lを担うことが示

唆された。

【緒嘗】

と癌抑制遺伝子の種々の変化がヒ卜におけ

る多段階発痛に寄与することが知られている (l〕O

Bcr-Ablやv-Srcを合め様々な癌遺伝子産物がチロシ

ンキナーゼ (PTK)活性を有し，これら隣素の細胞内

標的蛋白の異常なリン酸化により発癌が促進されてい

ることが報告されている (2. PTKそ脱リン酸化す

るPTPもまた発癌に影響しており， PTPはPTKに

拾抗する活性を示すことが述べられている(…日)。実際，

幾つかの PTPはある種の癌の進展に関与することが

知られている O 例えば，PTPsの発現は多くの肺癌

において抑制され(7) PTP r遺{云子は腎癌や肺癌にお

いてしばしば欠失することが知られている(ふ

ヒト肝細胞癌 (HCC)は Rb，p53， p16，テロメラー

ゼといった種々の遺伝子異常の組合わせの結果進展す

ると考えられている<10-1九的の細胞においても言える

ことだが，肝細胞の発宵・分化においても細胞蛋白の

チロシンリン酸化は不可欠である(問。加えて，マウス

やラットの部分的肝切除後の肝再生過程で幾つかの

PTP発現が元議している報告がある(14へこれらの

ことより生理学的また病理学的条件での肝細胞機能に

おける PTPの重要性が分かる。従って PTPの機能

障害は HCCの進展に寄与すると思われるが， HCC 

の病因となる PTPの研究は多くなしi06. 1わ。

キーワード:肝細胞時，免疫組織染色， Protein tyrosine phosphatase， SAP-1，脱分化，細胞遊走能
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SAP-1は膜貫通型(受容体型)PTPであり，ある

種の騨癌細胞株や大腸癌細胞株に高度に発現を認める

PTPとして同定されたtへこの酔素は受容体型PTP

のクラス 2サブファミリーに分類され，構造的には P

TPβ や DEP-1，DPTPI0Dに類似する o SAP朝日立

P130CasやFAKといった接着班関連基質の脱リン酸

化を媒介して細胞の増殖や拡散そ魚に調節することが

報告されている(幻)0 SAP-1の酵索活性は細胞密度依存

性の成長停止を示す細胞においても増大する (2九さら

に，乳癌細胞において SAP幽1mRNA発現は抗癌剤

への反応により分化過程で増加する (23)。これらの観察

から， SAP-1は癌細胞の分化や成長停止に帰するシグ

ナルを生じることにより臆廟阻止悶子として働くこと

が示唆されるO しかしこの PTPの発癌における具体

的な役割は未知の部分が多い。

SAP-1は正常肝で多く発現しており 08l， HCCへの

移行や進展に関与している可能性が考えられた。この

仮説を究明するため，種々の組織学的分化度の段階に

あるヒ卜 HCCにおける SAP同l発現を検討した。本研

究で SAP-1発現量は HCCの分化度に逆相関すること

を示した。さらに，低分化の HCC細胞株に SAP-1を

強制発現し，細胞避走能の顕著な低下を伴う細胞形態

の変化を認めた。

【方法】

<臨床的背景と肝組織サンプル>

組織学的検討に際して30例の肝癌組織(外科切除肝

癌組織25例と剖検肝癌組織5例)を使用した。臨床的

1 ，こポす。非癌部肝組織の30例中28例に肝

硬変， 2例に慢性肝炎を認めた。癌組織の分化度は

Edmondson & Steiner分類に準拠した上で，高分化
肝痛 CWD-HCC)，中分化肝腐 (MD噂HCC)，低分イヒ

肝癌 (PD-HCC)の3つのカテゴリーに分類し評価し

た(24)口正常肝組織は大腸痛肝転移例の非臆癖部肝組織

より{史用した。

く免疫組織染色>

免疫組織染色には LargeVolume DAKO LSAB 

kitを使用し，既報にある家兎抗ヒト SAP-1ポリクロー

ナル抗体又は，マウス抗ヒト SAP“lモノクロ…ナル

抗体を用いた悦2九 10%緩衝ホルマリン間定パラフィ

ン包埋ブロックから 5um薄切切片を作製し，脱パラ

フィンしエタノール処理後， 3%H202にで内閣性ベ

ルオキシダーゼを不活化し，マイクロウェーブ抗原賦

活処聞を施行し，ブ口ッキング試薬で反応させた。そ

の後一次抗体として PBSにて50倍希釈した家兎抗ヒ

卜SAP-1ポリクローナル抗体又は， 200倍希釈したマ

ウス抗ヒト SAP幽1モノクローナル抗体と 40Cにて一晩

インキュベートし， その後日OmMTris命日C1にて洗浄

後， ビオチン化二次抗体と室温にで 1時間インキュベー

トした。 SAP-1発現強度を光顕lこで検鏡評・価し 4段階

にスコアリンクーした。

<イムノプロッティング>

肝組織または培養細胞サンプルは， 5mM NaF， 1mM 

PMSF， aprotinin (10ugjml)， leupeptin (lugjml)を含

む氷冷した RIPA buffer (20mM Tris明日C1(pH7.4)， 

150mM NaC1， 2mM EDTA， 0.1% SDS， 1% deoxy-

chotate， 1% NP-40)中でホモジナイズした。ホモジ

ネートは 4
0

Cで15分間10000X glこで遠沈し上清を蛍

白定最後， 400ug (肝組織)または， 100ug (培養細胞)

を7.5%SDS-polyacrylamide gelを用い電気泳動した

後J エレクトロブロットした。そのf灸フィルターを10

%ミルクバッファ…中でブロッキングし100倍希釈し

たSAP-1ポリクローナル抗体を含む T-PBS中で4
0

C

(74 ) 

インキュベー卜した。 T-PBSで洗ゅの後1000

倍希釈した horseradish peroxidase conjugated 

goat anti rabbit 19G (Amersham)を含むT-PBS中で

1時間インキュベ…卜した。その後フィルターをT剛PBS

で3凹洗浄し ECLdetection system (Amersham)で

発色させSAP-1のバンドを検出した(お，27)

<肝痛細胞株と SAP-1遺伝子導入>

2種の低分化肝癌細胞株HLF，HLEは10%FBS添

加 DMEMIこで培養した。 SAP側l全長 cDNAを含む

pSRα プラスミドベクター 1ug又は 1ugのベクタ

(即のみを EffecteneTransfection Kit (QIAGEN) 

を用いトランスフェクションを行った。 Kitのプロト

コールに従いトランスフェクション後48時間は上述

のメディウムで培整し， その後 G418(600ugjml) 

(GIBCO)添加し培養を継続， 3澗間後に SAP-1恒常

発現クローンを得た。 SAP-1恒常発現クローンは前述

に使用したポリクローナル SAP閉1抗体を用い発現を

確認した。各々の細胞形態は位相差顕微鏡を用い観築

した。

<遊走能アッセイ>

QCM-Collagen 1 Quantitative Cell Migration 

Assay Kit (Chemicon)を用いプロトコ…ルに従い遊

走能につきアッセイした。 24時間血清飢餓状態にし

た2.5X 105 jmlの細胞を， Collagen 1にでコートさ

れ， 8um孔を有す Boydenchamber上閣にで 48時

間培養の後，孔を通り抜け道走した細胞を染色し抽出



バッファーにで処理の後 570nmにおける吸光度そ測

定し評価した。

<統計>

統計学的解析はMann制Whiteney U testとKruskal-

Wallis testを用い検定し，

ありとし

【結果】

<ヒト肝細胞癌組織における SAP-1発現>

免疫組織染色にて30例の肝癌サンプルにつきSAP崎

1発現を解析した。 30例の臨床学的背景を表1に，免

疫組織染色の代表例を図 1に示す。正常肝組織の肝細
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表2:痛組織，非癌部肝組織での免疫組織染色による

SAP-1発現強度

SAP-1発現レベル

1+ 2+ 3+ 4+ 

(日CC)

高分化肝癌(WD抗CC) 。2 6 3 
中分化肝痛(MD叩HCC) 8 3 

低分化肝癌(PD-HCC) 5 。。
非癌部肝組織(non-HCC)

慢性肝炎 。。2 。
肝硬変 。2 18 8 
SAP-1発現強度は 1(微弱)， 2 (弱)， 3 (中等度)， 
4 (強度)の4段階に分類し評価した。

胞において， SAP-1は細胞膜に優位に発現在認め A

細胞質lこも微かな発現後みた(図 1A&日)。類洞内皮細

胞での発現は明臓ではなかった。阻管細胞において中

等度の発現をみた。門脈の内皮細胞では弱く発現を認

めたが，間質の細胞では認めなかった。

1 :対象30例の臨床的背景

肝癌組織分化度高分化肝癌中分化肝癌低分化肝癌

間リ(男性・女性)

平均年齢(歳)

HBsAg/HCVAb/7 )レコ-)~

1幅制時臓(背開干)

t劃生肝炎

ll=l1 ll==13 ll=6 

11/0 11/2 4/2 

58.2(52削67) 56.1(34附 72) 65.0(63四66)

2/9/0 
4-303 

2 

9 

6/7/0 0/5/1 
21-19840 5117-313930 

0 

13 

0 

6 

高分化肝癌では 11例中8例 (72.7%)の肝癌組織に

おいて周囲非癌部肝組織に比較し問等ないし

(図 1B&F，表2)

中分化肝臓の 13例中 11Oll (84.6%)では肝蹄組織

において周閉非癌部肝組織に比較し SAP-1発現は減

少しており(図 lC&G，表 2)，さらに低分化肝癌6例

中全てにおいて肝癌組織では周閉非癌部肝組織に比較

し明らかな低発現であり(図 lC&G)， 6例中 5例

(83.3%)では SAP-1発現をほとんど認めなかった

(表2)。このように SAP-1発現レベルはヒト肝癌組織

において癌部組織の分化の状態に密に関連があるよう

に思われた。

イムノプロット解析から，非痛部においては，

肝炎，肝硬変組織における SAP-1発現震は組織的に

正常な肝組織における SAP働l発現と同等のレベルを

示した(図2A)。肝癌組織においては，免疫組織染色

結果と同じく中分化肝癌，低分化肝癌に比しi自分化肝

癌ではより高度に SAP“l発現が確認された(図2B)。

( 75 ) 

お

議分総貯蓄襲 .p分11:肝審議 憶分詑草子議

哨暢SAP-1

N T N T N T 

図2. ヒト肝癌の組織学的分化度の各ステージと

非癌部肝組織におけるSAP“1発現のイムノプロッ

ト分析:A:正常肝組織と慢性肝炎，肝硬変肝組織

における SAP-l発現。 B:肝痛の組織学的分化度

の各ステージと非癌部肝硬変組織における

SAP-1発現。 (N:非癌部， T:癌部)

各肝癒組織の周閲非癌部肝硬変組織において

は隣接癌組織の分化度に関わりなく SAP-1 は

変化なく同等に認められた(図2B)。

SAP-1発現レベルと HCCの組織分化度の関係に

ついてスコアリング結果を統計学的に解析した O

HCCの3段階の分化度において， SAP-1発現量は高

分化肝癌>中分化肝癌>低分化肝癌の順で減少した

VS. 中分化肝癌で Pく0.01，中分化目干;諮

問. {.成分化肝縮で Pく0.01(図 3))。さらに，中分化肝

低分化肝概の癌部では各々相応する周閥非癌部肝

組織に比べSAP-1発現震は減少しており，この変化は

低分化肝癌でより顕著に認められた(図的。肝癌組織

の周囲非癌部肝組織における SAP-1発現量は隣接癌

組織の分化度には関係なし有意差を認めなかった。

脱分化の過程を経てヒ卜肝癌が進展していくことと
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図1. 1.ヒト肝癌の組織学的分化度の各ステージにおける SAP-1発現の免疫組織染色:正常肝 (A&E)，高分化肝

(日&F)，中分化肝時 (C&G)，低分化肝癌 (D&H)における SAP-1発現をポす。 A-DtこSAP-1ポリクロー

ナル抗体を， E 

は周囲非癌部に比し低発現，低分化肝癌ではわずかな発現を見るのみであるの&Hの右半部分)0(N:非癌部，

T:路部，倍率x100) 
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のみを導入された細胞はやや長く伸びた，紡錘形の，

各細胞が緩く結び、ついた形状を示した(図 5)。

SAP“1高発現クローンのF“SAP-C(図5A)と任SAP-

δ(岡5B)は互いにより強く結び、ついてコンパク卜

にコロニ…形成する，平たい形状を示した。このよう

に SAP-l強制発現により肝癌細胞に形態変化を認め

た。既報でもCHO細胞にSAPωlの過剰発現により同

様な変化を認めている (22)。さらに確立したSAP-l高発

現クローンで， Collagen 1をコー卜した膜を用いた

Boyden chamber assayにより遊走能を検討したo

HLF細胞とベクターのみ導入HLF細胞と 2種の SA

P-l導入HLFクローン奇用い， SAP-l導入HLFクロ

ンで、ある F-SAP-AとF-SAP-Cで非導入細胞に比較

し優位差をもって遊走能が抑制されることが示された

(図6)。
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低分化肝癌中分化肝癌高分化肝癌

r一一，*r一一一--，*「一-'N.S.

T 

図3. ヒト肝痛30{~Ijの，分化度による SAP-l発現強

度のスコアリング:非癌部(N)と癌部(T)でのSAP剛

1発現強度を 4段階にスコアリングし各分化度別

に統計処理。データは平均土標準偏差を示す。

(N.S:有意差なし， *:Pく0.01)

N T N Y N 

「一一IN.S.

1* N.s.r一一ii一一一i*0.30 
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併せて， J::.記の結果から， SAP-l発現量は腫療の悪

性庶と活相関することを示している。

。
F-Parent F・Cont 下SAP.AF-SAP-C 

図6. SAP-l強制発現による肝痛細胞株の遊走能に

対する効果:非トランスフぶクション HLF親株

(F-Parent)，ベクターのみ導入日LF株(F-Cont)，

SAP-l阻常発現 HLF株 (F-SAP-A， F-SAP-C) 

を用いた。 SAP剛l恒常発現 HLF株において有

な遊走能低下を認める o (N.S.有意差なし，
*:P<O.Ol vs.control) 

<肝癌細胞の形態と瑳走能における SAP-l発現効

> 
SAP-l発現低下が転移能や没潤能といった進行肝癌

の形質に関係するかもしれないが，このことは肝痛の

進行した結果かもしれないため，この可能性を検証す

るため， ヒト低分化肝癌細胞株の HLF，HLE'こSAP-

l発現ベクター奇遇松子導入した。両細胞株で内因性

の SAP-l発現をほぼ認めず(図 4)，同細胞株から確立

された SAP-l発現クローンのうち，より高発現を有

すF-SAP-Cと日-SAP-δ(図 4)が他の同様な

有するクローンのうちから以後の検討に用いられた。

通常の培養条件下で， HLF， HLEの親細胞とベクタ

1 

A 

ヒト肝癌の組織学的分化度が SAP-l発現レベル減

少に伴っていることを示した。高分化肝痛は一般に成

長速度が緩徐で転移が殆ど認められない特徴を有す

が(29)，SAP-lは高分化肝癌において最も豊富に発現

する O さらに，低分化肝腐細胞に SAP-lを恒常発現

させることにより明らかな遊進能の低下を伴う細胞形

態の変化をみたことと，既報にもある， SAP-lが細

胞増殖を負に調節する (22)という事実と併せてこの

PTPがヒ卜肝癌の進展に抑制的に作用することが示

唆される。

大半の低分化肝癌において SAP-l発現が認められ

ないことから，この掻白がヒト肝痛の早期の段階では

{考察〕

8 

1 

図4.低分化肝癌細胞株へのトランスフェクションに

よる SAP-l↑亙常発現細胞株の樹立:A，Bに非トラ

ンスフェクション HLF親株 (F-Parent)，HLE親

株 (E-Parent)，ベクターのみ導入HLF株 (F-Co

nt)， HLE株 (E-Cont)，SAP-l恒常発現 HLF

株(F-SAP四A， F-SAP-C)， HLE株(E-SAP-α ，E-S 

AP-s. E-SAP-r .日-SAP-δ)をそれぞれ示す。
イムノブロッティングにより SAP側l発現を確認。

(77 ) 
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図5.SAP-lの強制発現による肝痛細胞株の形態変化:HLF刷来株(A)，HL日由来株価)について示す。非トラ
ンスフ£クション HLF親株(F蜘Parent)，HLE親株(日削Parent)，ベクターのみ導入 HLF株(F-Cont)，HLE 
株(E-Cont)，SAP-l恒常発現 HLF株(F-SAP-C)，HLE株(E-SAP-δ)を位相差顕微鏡を用いて観察(倍率×
100)0 SAP-l非導入細胞は紡錘形の，各細胞が緩く結びついた形状をポし， SAP-l高発現クロ…ンは互いに
より強く結びついてコンパクトにコロニー形成する形状を示し

なし比較的後期の段階で発現抑制を受けていること

られた。このことは， SAP剛l

織には農寓で，癌周聞の非痛部大腸組織には発現が認

められないとする以前の報告(ωとは矛盾するように思

われたが， SAP-l発現最は大腸癌の進展につれて減
少する (25)ことが分かつており，今回の肝癌の場合と同

様であった。さらに，数例ではあるが，高分化肝儲例

で SAP曲1発現レベルが肝癌組織において周囲非癌部

肝組織より増加していた。過去に日RKや c-MYCが

低分化肝癌で発現冗進するとの報告例があるが(川ヘ

(78 ) 

PTP ヒト肝癌の組織さ詳的分化度との相関観点

から報告した例はなし、。今回の結果からSAP-lはヒト

肝癌の早期の段階で誘導され，発癌の後期の段階で抑

制を受ける PTPであると考えられた。構造的にSAP駒

11こ類似する受容体型PTPであるPTPα の発現パター

ンはヒト乳痛の進展過程で， SAP-lがヒト肝癌で示

すパターンと同様である。

SAP-lの強制発現が2種の低分化度の肝臓細胞株の

遊走能の低下を来たすだけでなく形態の変化を来たす

ことは， このPTPが肝細胞の運動性を負lこ る



ことを示唆している。もし今回報じた SAP-1の発現

抑制が単に HCCの進展の結果としてもたらされた

ものであるならば， SAP-1蛋白の強制発現はこれら

の細胞においてその性質に本質的な効果をもたらし得

ないと考えられる。 SAP聞1の発現量が HCC進展の

後期段階で減少することと併せてこれらの結果は，少

なくとも部分的には SAP-1発現抑制が，進行肝癌の

転移や浸潤といった能力を強調するであろうという概

念を支持するものになる。

SAP-1がHCC細胞の遊走において阻止的に働くメ

カニズムに関しては， この PTPが，細胞の遊走にお

いて重要な役割を担う P130CasやFAK(33，ωの脱リン

酸化を触媒作用することでインテグリン媒介シグナリ

ングを負に調節することが報告されている(初。また，

これらの蛋白の発現増強やチロシンリン酸化の増強が

HCC細胞を含む種々の癌細胞の遊走や浸潤活性を高

めることも知られている (35ヘよってこれら接着班関

連蛋白の SAP-1による脱リン酸化は HCC細胞の遊走

阻止につながるように思われた。

最後に，今回， SAP-1発現レベルはヒト肝癌の組織

学的分化度に密接に関連することを示した。さらに S

AP-1の強制発現により HCC細胞の形態に変化をも

たらすのみならずその遊走能を劇的に減少させた。よっ

て， SAP-1がこの致死的な病気の進展に主要な役割を

担っていることが示唆された。
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ABSTRACT 

SAP-l (stomach cancerωassociated protein tyrosine phosphatase-1) is a transmembrane輸type

protein tyrosine phosphatase that has been proposed to negatively regulate cell growth as a 

regulator of integrin-mediated signaling. This phosphatase is abundant in a subset of 

pancreatic and colorectal cancers，a1though the physiological significance of this observation is 

unclear. To examine a potential role of SAP-l in hepatocarcino genesis， we have here 

investigated the protein levels of this enzyme by examining its expression in surgically 

excised human hepatocellular、carcinoma(HCC) specimens. Both immunohistochemical and 

immunoblot analyses revealed that normal liver tissue， as well as tissue affected by chronic 

hepatitis or cirrhosis， contained a similar substantial amount of SAP-1. The expression level 

of SAP-1 in 8 of 11 (72.7%) well鍋differentiatedHCCs was similar to or higher than that 

o bserved in the surrounding non伽canceroustissue. In contrast， the abundance of SAP-l in 11 

of 13 (84.6%) moderately differentiated HCCs and in all poorly differentiated HCCs was 

greatly reduced compared with that in the surrounding non-cancerous tissue. Indeed， SAP-l 

was almost undetectable in five of six (83.3%) poorly differentiated HCCs. Furthermore， the 

ectopic overexpression of recombinant SAP-l in two poorly differentiated human HCC cell 

lines resulted in a morphological change with a marked reduction in migratory activity. In 

concIusion， these results indicate that SAP-l expression is down蜘regulated during the 

dedifferentiation of human HCC， and that this dowrトregulationmay play a causal role in 

human HCC progression. 

(82 ) 


