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研究成果の概要（和文）：申請者らは、長鎖シークエンスデータの解析を目的として、全ゲノムシークエンスの
解析手法（CAMPHORソフトウエア）、トランスクリプトームの解析手法（SPLICEソフトウエア）を開発した。ま
た、この方法を用いて肝癌11ペア（癌部と非癌部肝臓 計22サンプル）の全ゲノムシークエンス、42ペア（癌部
と非癌部肝臓 計84サンプル　HBV陽性は16ペア 32サンプル）のトランスクリプトームシークエンスを行った(1,
2)。これらの研究により、肝癌の複雑な構造異常、B型肝炎ウイルス（HBV）のゲノムへの組み込み箇所、肝癌で
発現変化した転写産物や融合遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed an analysis pipeline named SPLICE and analyzed 
cDNA sequences from 42 pairs of hepatocellular carcinoma (HCC) and matched non-cancerous liver with 
Oxford Nanopore sequencer. Our analysis detected 46,663 transcripts from the protein-coding genes in
 the HCCs and the matched non-cancerous livers, of which 5,366 (11.5 %) were novel. Comparison of 
expression levels identified 9,933 differentially expressed transcripts (DETs) in 4,744 genes. 
Interestingly, 746 genes with DETs, including LINE1-MET transcript, were not found by the gene-level
 analysis. We also found that fusion transcripts of transposable elements and hepatitis B virus 
(HBV) were overexpressed in HCCs. In vitro experiments on DETs showed that LINE1-MET and HBV-human 
transposable elements promoted cell growth. Furthermore, fusion gene detection showed novel 
recurrent fusion events, which have not been detected short-reads. 

研究分野： 人類遺伝学

キーワード： 長鎖シークエンサー　肝癌　転写産物の全長　HBV

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌は、世界の癌死の第３位に挙げられる予後不良の癌であり、有効な治療法の確立が急務である。これらの疾
患の発症機序解明や治療ターゲットの発見のために、多くのゲノム、転写産物の研究が行われてきた。しかし、
それらの先行研究は、短鎖（リード長が短い）の次世代シークエンサー（NGS）を用いて行われており、リピー
トを介した構造異常の検出や、転写産物の全長の解析が不可能であった。本研究は、長鎖シークエンサーを用い
た初の肝癌のトランスクリプトーム研究であり、発癌に寄与する遺伝子候補が多数同定された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
B 型肝炎は、B型肝炎ウイルス（HBV）の感染によって生じ、持続することにより慢性肝炎から肝
硬変、肝癌へ進行しうる重篤な疾患である。肝癌は、世界の癌死の第３位に挙げられる予後不良
の癌であり、有効な治療法の確立が急務である。これらの疾患の発症機序解明や治療ターゲット
の発見のために、多くのゲノム、転写産物の研究が行われてきた。申請者らも、国際がんゲノム
コンソーシアムの研究に参加し、肝癌の全ゲノムシークエンスを行ってきた(1,2,3,4)。これら
の研究により、肝癌の変異や転写産物が包括的に明らかとなり、肝癌のドライバー遺伝子、HBV
ゲノムのヒトゲノムへの挿入、HBV とヒトの融合遺伝子などが発見されてきた。しかし、それら
の先行研究は、短鎖（リード長が短い）の次世代シークエンサー（NGS）を用いて行われており、
リピートを介した構造異常の検出や、転写産物の全長の解析が不可能であった。 
 
 
２．研究の目的 
長鎖シークエンサーは NGS と比べ、長い塩基配列の決定が可能（10kbp 以上）であるが、エラー
率が高い（10%程度）欠点がある。この研究は、長鎖シークエンサーのデータを解析し、転写産
物全長を明らかにするためのソフトウエアを開発し、肝癌の転写産物を解析することで肝発癌
の原因遺伝子を同定することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
申請者らは、長鎖シークエンスデータの解析を目的として、全ゲノムシークエンスの解析手法
（CAMPHOR ソフトウエア）、トランスクリプトームの解析手法（SPLICEソフトウエア）を開発し
た。また、この方法を用いて肝癌 11ペア（癌部と非癌部肝臓 計 22 サンプル）の全ゲノムシー
クエンス、42ペア（癌部と非癌部肝臓 計 84 サンプル HBV陽性は 16 ペア 32 サンプル）のト
ランスクリプトームシークエンスを行った。 
 
 
４．研究成果 

申請者らは、すでに長鎖シークエンスを用いたトランスクリプトームの解析手法（SPLICE ソ

フトウエア）を開発し、肝癌および非癌部肝臓 42ペア（そのうち HBV陽性 16 ペア）の転写産

物の解析を終了している。 

（１） 推定された発現量は、NGS による発現解析の結果と高い相関を示した。また、予測さ

れた新規転写産物や融合遺伝子はRT-PCR法により増幅可能であった。このことから、

我々の手法は精度が高いと考えた。 

（２） 肝癌において融合遺伝子が 146 個検出された。また、NGS による RNAseqの結果と比較

したところ、共通して検出された融合遺伝子は 10%程度であり、長鎖シークエンス法

により新たな融合遺伝子が多数検出されると考えられた。 

（３） 肝癌組織から 60,011種類、非癌部肝臓から 51,506 種類の転写産物を同定した。それ

らのうち約 7%はデータベースに記載がない新規転写産物であった。 

（４） HBV由来の転写産物を同定した。癌部と非癌部肝臓で HBV の転写開始点の違いが観測

された。 

（５） B 型肝炎ウイルスとヒトの融合転写産物を同定した。非癌部肝臓より、HBV-FN1 遺伝

子の融合遺伝子が高い頻度で同定された。また、癌部では、ヒトのトランスポゾン（TE; 

transposable element）と HBx（HBV の遺伝子であり、発癌に関与するとされる）の融

合遺伝子が検出された。 

（６） 細胞株を用いて過剰発現およびノックダウン実験を行った結果、HBV-ヒト TE、癌遺伝

子 MET-ヒト TE、がん抑制遺伝子 HRH1-ヒト TEなどの融合転写産物は、細胞増殖活性

に影響することが明らかになった。 



 

 

 

論文は投稿中（Kiyose et al. (査読中)）である。また、この方法で開発した手法を用いてさら

に多くの肝癌サンプルや他のがんの研究を行なっている。 
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