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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝癌に関わるゲノム解析から発癌と病態に関わる宿主及びウイルス遺伝
要因を解析した。その結果、HCV排除の有無で遺伝子変異による発癌機序の違いは明らかではなく非ウイルス性
の肝癌と共通する発癌機構の存在が示唆された。一方、HBV持続感染においては核酸アナログ薬内服や血清HBV複
製が抑制された状態ではTERT promoter変異を低下させる可能性が示唆されたが、HBV遺伝子挿入による発癌は抑
止が困難と考えられた。更に本研究では、ヒトiPS細胞における分化誘導法及びウイルス感染系を開発し、遺伝
子改変技術を用いた病態解析モデルを開発する知的・技術的基盤を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, host and viral genetic factors related to hepatocellular 
carcinoma were analyzed. As a result, no difference in cancer gene mutational profile was found 
between presence and absence of HCV infection, suggesting the presence of common oncogenic mechanism
 between them. On the other hand, in the case of HBV persistent infection, TERT promoter mutation, 
but not HBV integration, might be reduced in the condition with HBV suppression by 
nucleoside/nucleotide analogues. Furthermore, culture methods and virus infection systems in human 
iPS cells were developed, and an intellectual and technical basis was obtained to develop a human 
iPS cells-derived analytical model using genetic editing technology.

研究分野：肝臓病学

キーワード： 肝癌　HBV　HCV　ヒトiPS細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではNGS技術を駆使してHCV排除後やHBV持続感染、及び非ウイルス性肝癌に関わる癌ゲノムプロファイル
を明らかとした。また、ヒトiPS細胞培養技術、ウイルス培養系、及び遺伝子改変技術を応用した疾患病態解析
モデルを開発し、より生理的条件に近い状態での発癌・病態形成機構の解明を可能とする知的・技術的基盤を確
立した。本研究の遂行により、未だ根本的治療法の存在しない、ウイルス性・非ウイルス性肝疾患及び肝癌にお
ける、これまでとは視点を異にする新規治療法開発への展開が期待される。更に、これらの研究成果は他分野に
広く応用可能である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) わが国の肝癌患者数は 5万人を超え、年間 3万人以上が死亡しており、肝細胞癌の原因と
なる B型肝炎ウイルス(HBV)や C型肝炎ウイルス(HCV)の持続感染者は約 300万に達し、更に
最近糖尿病などの非ウイルス性の代謝性疾患の患者数が急増している。 
(2)  C型肝炎は画期的新薬により HCV排除がほぼ全例で可能となってきたが、これまで我々
は HCV 排除後の背景肝には依然発癌リスクが存在することと、加齢、肝線維化、肝脂肪化、
及び背景肝による AFP 高産生状態等の宿主要因がリスク因子であることを明らかとしてきた 
(Hepatology 2010, 2013)。しかし、これらの宿主要因が関与する HCV排除後の発癌機序、即
ち HCV 持続感染により蓄積するゲノム変異やエピゲノム修飾が及ぼす肝発癌機構は不明であ
り、その解明と肝発癌を抑制する抗ウイルス療法以外の新規治療法の開発が急務である。また、
B型肝炎では現行の核酸アナログ薬では核内に潜伏する cccDNAの直接排除は起こらず、発癌
抑制効果は限定的であり、HBV起因性肝癌の死亡者数は減少していない。 
(3)  これまで我々は、次世代シークエンサー(NGS)を用いて肝癌に関連する遺伝子変異を網羅
的に解析してきたが(Hepatology 2014, J Gastroenterol 2015)、病態と関連する遺伝子変異や
機序は未だ十分解明されておらず、その解明が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、肝癌に関わるゲノム解析から発癌と病態に関わる宿主及びウイルス遺伝要因を
明らかとし、この情報を基盤として HCV 排除後及び HBV 持続感染及び非ウイルス性肝癌に
起因する発癌機構の知的基盤を形成することを目的とする。更に本研究により明らかとした遺
伝要因について、その分子機構を解明するために、ヒト iPS細胞を用いた病態解析モデルを開
発する知的・技術的基盤の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) HCV排除後あるいはHBV制御下、および非ウイルス性肝癌に関与する遺伝要因プロファ
イルの解明：肝癌の切除検体を用いて、癌部・非癌部及びリンパ球から DNA を抽出し半導体
シークエンサーを用いて、癌関連遺伝子変異を網羅的に解析する。また、肝癌における HBV
遺伝子挿入について HBV ゲノム配列から作成したオリゴキャプリャライブラリとのハイブリ
ダイゼーションによるライブラリ調整を行い Illumina Miseq により塩基配列データを取得し
ヒトと HBVゲノムの junctionを含むデータを抽出し、病態との関連を解析する。 
(2) 異なる分化傾向をもつ肝癌における遺伝要因の解析：一般に肝癌は背景肝から低異型結節
(LGDN)・高度異型結節(HGDN)を経て高分化型肝癌へと脱分化し、多段階発癌を呈する。本
研究では、同一結節内に異なる分化度あるいは異なる分化傾向を呈する腫瘍組織を内包する腫
瘍を対象として、その切除病理標本から Laser capture micro- dissection (LCM)を用いて各組
織を正確に分取し、NGSを用いてゲノム変異を網羅的に解析する。 
(3) ヒト iPS細胞を用いた病態解析モデルの開発：ヒト iPS細胞を用いた病態解析モデルを開
発する知的・技術的基盤の確立を目指し、ヒト iPS細胞から肝細胞系譜細胞、および間葉系細
胞への分化誘導法を開発する。これらヒト iPS細胞から分化誘導した肝臓を構成する細胞にお
いて、ウイルス感染系の構築、遺伝子導入、及び遺伝子改変技術を確立する。より生体に近い
条件下での疾患病態解析モデルの開発を目指し、発癌と病態形成に関わる分子機構を解明する。 
 
４．研究成果 
(1) HCV陽性肝癌では、TERT promoter 83%、CTNNB1 32%、TP53 25%と TP53 変異は少
ないが(p = 0.002)、TERT promoter変異が多く(p = 0.003)、AXIN1や RB1などのWNTシグ
ナル経路の遺伝子変異や、ARID1A、ARID2などのクロマチン修飾に関わる遺伝子変異を認め
た。これらの肝癌遺伝子プロファイルは抗ウイルス療法による HCV 排除の有無により差は認
めず、非ウイルス性肝癌と同様のプロファイリングであった。 
一方、HBV持続感染肝癌では TP53 60%、TERT promoter 29%、CTNNB1 18%で遺伝子変
異を認め、ヒトゲノムへのHBV遺伝子挿入は HBs抗原陽性の 93% 78か所で検出され、ヒト
側では TERT領域が最も多く、次いでMLL4、MYO7Aであった。核酸アナログ薬内服の有無
で TERT領域も含め HBV 遺伝子挿入の頻度に差はなかったが、TERT promoter変異は核酸
アナログ薬内服群で内服していない群と比較して低頻度で(19.0% versus 42.1%, p = 0.11)、血
清 HBV DNAが検感度未満の症例で有意に少なかった(0% versus 40%, p = 0.02)。 
非ウイルス性肝癌では TERT promoter 65%、CTNNB1 33%、TP53 41%、AXIN1 5%で遺
伝子変異を認めた。そのうち HBV既往感染の遺伝子変異は TERT promoter 71%, CTNNB1 
38%, TP53 71%, AXIN1 10%で認めた。ヒトゲノムへの HBV遺伝子挿入は 12% 16か所検出
され、HCV 抗体陰性、若年で発症し 67%は正常肝からの発癌であった。なお、ヒトゲノムへ
の AAV 遺伝子挿入は検出されなかった。 
これらの結果から、HCV 排除の有無で遺伝子変異による発癌機序の違いは明らかではなく
非ウイルス性の肝癌と共通する発癌機構の存在が示唆された。一方、HBV 持続感染において
は核酸アナログ薬内服や血清 HBV複製が抑制された状態では TERT promoter変異を低下さ
せる可能性が示唆されたが、HBV遺伝子挿入による発癌は抑止が困難と考えられた。またHBV
既往感染の一部の症例では、ヒトゲノムへの HBV 遺伝子挿入など HBV 持続感染と同様の発



癌機序が考えられ、若年で正常肝からの発癌に関連すると考えられた。 
(2) 同一結節内に異なる分化段階を有する肝癌切除 FFPE検体において、LCMを用いて各組
織を正確に分取し、NGSを用いてゲノム変異を網羅的に解析した。6患者検体 14癌関連遺伝
子 29 か所に変異を認め、LGDN では 6 遺伝子(NOTCH1、TP53、STK11、KMT2C、RET、
CCNE1)、早期肝癌では 11 遺伝子(NOTCH1、TP53、KMT2C、PIK3CA、SMO、FGFR3、
TSC1、ARID2、AXIN1、TSC2、KEAP1 )に変異が検出された。なお、TERT promoter領域
の 2つの hotspot変異は得なかった。今回の検討で LGDN, 早期肝癌に検出された癌関連遺伝
子中には TP53、ARID1、AXIN1、 PIK3CA、KEAP1等が含まれおり、多段階発癌の初期段
階において肝細胞癌のドライバー遺伝子変異が関与する可能性が示された。 
(3) ヒト iPS細胞から分化誘導した肝幹・前駆細胞において CD13/CD133により純化を繰り
返すことで、より均一化した肝細胞系譜細胞の効率的分化誘導・培養法を確立した。また、ヒ
ト iPS細胞における遺伝子導入技術を確立し、NTCPを発現するヒト iPS細胞を作製、これよ
り分化誘導した肝細胞系譜細胞における、HBV、HCV感染培養系を開発した。これらヒト iPS
細胞由来肝幹･前駆細胞を用いた新規のウイルス感染培養系では、従来の肝癌細胞株と異なり自
然免疫応答が保持されていることから、より生体に近い機能解析が可能となった。また、単一
遺伝子疾患である先天性肝線維症をモデルとして、責任遺伝子である PKHD1欠損ヒト iPS細
胞を樹立し、ヒト iPS細胞由来細胞における病態解析モデルの開発を行った。本モデルにおい
てその形質を解析したところ、臨床的にみられる ductal plate malformationを模倣している
ことが明らかとなり、IL8 などの治療標的を同定し得た。更に、生体における発生過程を模倣
することで、ヒト iPS細胞から肝間葉系細胞への分化誘導法を開発し、肝星細胞としての形質
を有することを確認した。これらを基盤として、更にヒト iPS細胞における発癌・病態に関連
する遺伝子に改変を加えることで、より生体に近い条件下での発癌・病態形成機構の解明、及
び細胞連関解析に着手した。 
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