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研究成果の概要（和文）：本研究はC型肝炎が治癒してもなお発生する肝癌に着目して、その発癌機序を解明す
ることを目的とした。肝癌臨床検体の全ゲノムメチル化シークエンスによりSVR肝癌症例の全ゲノムのメチル化
変化を網羅的に解析し、C型肝炎罹患によって起こった肝のメチル化異常は抗ウイルス治療によって臨床的にC型
肝炎が治癒した後も保持され正常化していないという重要な知見を得た。さらに、SVR患者のエピゲノム変化に
よって起こる遺伝子発現異常、特に転写因子によって制御される遺伝子発現変動を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the carcinogenic mechanism of 
hepatocellular carcinoma (HCC) that still occur even after hepatitis C was cured. Comprehensive 
analysis of whole genome methylation status was performed using whole genome methylation sequence in
 HCC clinical samples. We obtained important finding that altered methylation status caused by 
hepatitis C infection retained and did not normalize even after HCV was cured by antiviral 
treatment. Furthermore, we were able to clarify gene expression alterations regulated by epigenome 
changes, especially gene expression changes controlled by transcription factors, in SVR patients.

研究分野：消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、C型肝炎が治癒した後もHCVによって引き起こされたメチル化異常が宿主によって保持されている
という重要な知見を得ることができた。この結果はSVR肝発癌の分子機序の解明に寄与すると考えられる。本研
究が臨床病理学的あるいは生物学的なSVR肝癌発生のリスク分類を構築することに発展すれば、肝癌の早期発見
早期治療や新規分子標的治療の開発による臨床的な肝癌患者の予後改善に寄与することはもちろん、無駄な治療
費を減ずる点で医療経済医療行政への貢献も期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景  

 肝癌（肝細胞癌,hepatocellular carcinoma(HCC)）は本邦の悪性新生物の死亡者数第 5位で

あり年間 3万人以上が亡くなっており疾病対策の上で重要な疾患である。肝癌に対する肝切除

手術をはじめとした集学的な治療によっても全症例の 5 年生存率は約 30%である。この現況よ

り肝癌の治療成績の向上のためにはその発癌機序を解明し特異性の高い新規バイオマーカーを

探求し新規分子標的治療を開発することが求められている。C型肝炎ウイルス(HCV)感染による

慢性肝炎・肝硬変は本邦の肝癌の成因の 60%以上を占めるため C 型肝炎治療は肝癌予防策とし

て極めて重要である。2009 年にはインターフェロン(IFN)治療によって約 70%の患者で体内から

HCV が消失する（ウイルス学的著効:sustained viral response(SVR)）ようになり、2011 年以

降には直接作動性抗ウイルス薬(direct-acting antiviral agent(DAA))により約 95%以上の患

者で SVR が得られるようになった。抗 HCV 治療の飛躍的な発展により HCV 感染者の全例でウイ

ルス排除を達成することも夢ではなくなっている。抗 HCV 療法で SVR を達成すれば結果として

肝発癌が抑えられる。我々は肝癌切除後に SVR を得られれば肝癌再発率が下がり予後が良いが、

一方でウイルス消失後も一定数の発癌（再発）が起こりうる事を報告した(Anticancer Res 2015)。

抗 HCV 治療により SVR を達成した患者に発生する肝癌、いわゆる「SVR 肝癌」は臨床的に重要

な課題であるが、さらには新規抗 HCV 治療によって別の新たな問題も出てきた。2016 年に少数

例の検討で「DAA の免疫抑制効果」により DAA 治療後に肝癌の再発率が高いことが報告され、

IFN は抗ウイルス効果とともに免疫増強による発癌抑制効果があるため治療法による発癌抑制

率が異なる可能性が示唆されている。このように SVR 肝癌は臨床的に重要な課題であるが、「な

ぜ SVR 後に肝癌が発生するのか？SVR 後に肝癌が発生する症例と発生しない症例は何が違うの

か？」ということは未だに全く明らかになっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、(1)肝癌の癌部・非癌部のエピゲノム・トランスクリプトームの統合解析によ

り SVR 肝癌発生の機序を明らかにすること、(2)血液中の遺伝子解析により SVR 肝癌発生を予測

発見する新規バイオマーカーを同定することである。 

 

３．研究の方法 

1) 対象症例 

九州がんセンターで肝癌に対して肝切除を行った症例を対象とした。当研究施設の研究倫理審

査委員会にて承認を得て研究を開始した。研究参加について文書による研究協力の同意を得た

患者について研究を行った。2018 年 5 月から 2020 年 2 月までに手術を行った 40症例より、肝

癌組織、非癌部肝組織を採取し DNA/RNA を抽出した。また術前および術後 7日目に末梢血をサ

ンプリングした。さらに術後 3ヶ月毎に前向きに末梢血より血漿をサンプリングしている。 

2) post-bisulfate adaptor-tagging(PBAT)法を用いた網羅的 DNA メチル化シークエンシング 

SVR 肝癌 6症例と対照群として HCV 肝癌 8症例の腫瘍部および非腫瘍部、さらに正常肝コント

ロールとして大腸癌肝転移の非癌部の10症例よりゲノムDNAを抽出し全ゲノムのメチル化異常

を解析した。バイサルファイトで DNA に処理を施したゲノム DNA 全体を次世代シークエンサー

を用いて配列決定し元々の配列と比較することにより、個々のシトシンについてそのメチル化

状態を検出した。Methylation score をマッピングし、さらに depth や染色体毎のメチル化レ

ベルなどの基本統計量を組み込み、最終的にブラウザ表示をして可視化した。 

3) mRNA シークエンシング(RNAseq)を用いた網羅的遺伝子発現・転写産物解析 



SVR 肝癌 7症例と対照群として HCV 肝癌 9症例の腫瘍部および非腫瘍部より RNA を抽出した。

逆転写した cDNA のアダプター付きライブラリ作製し、次世代シークエンサーでシークエンスし

た配列をリファレンスゲノムにアライメントし、トランスクリプト毎の発現解析を行った。正

常肝細胞のトランスクリプトームデータは過去の報告を参照した(引用文献 1)。 

4) 肝癌培養細胞におけるメチル化により発現制御される遺伝子の網羅的解析 

2 種類の肝癌培養細胞(HuH7, PLC/PRF/5)をメチル化酵素阻害剤 5-aza-2'-deoxycytidine 

(5-aza)処理の前後で抽出し RNA を精製した。cDNA ライブラリーをシークエンシングし、5-aza

処理（脱メチル化）により発現が変化する遺伝子を解析した。 

5) SVR 肝癌のメチル化と遺伝子発現データの統合解析 

PBAT のデータより C型肝炎治癒 SVR 肝癌、HCV 陽性肝癌、正常肝細胞の群間においてメチル化

が有意に変動しているゲノム部位＝differentially methylated region(DMR)を同定した。同群

間比較で RNAseq のデータより発現に変化が見られる遺伝子=differentially expressed 

gene(DEG)を同定した。遺伝子のメチル化と発現の相関解析においては、DMR から 5kb 以内にあ

る遺伝子群をメチル化によって制御される遺伝子として紐付けした。また SVR 肝癌の発癌に関

わるエピゲノム変化を同定するために特にエピゲノムによって制御される転写因子に着目して

解析を行った。public database より 1639 個の転写因子とそれぞれの転写因子のよって制御さ

れる標的遺伝子を抽出した(引用文献 2,3)。以上の手順で in vivo の臨床検体より同定した発

現変動遺伝子のうち、in vitro の肝癌細胞株においても同様にメチル化と関連して発現が変化

する物を抽出し、SVR 肝癌に特異的な遺伝子を同定した。 

 

４．研究成果 

1) SVR と C型肝炎に特徴的な異常メチル化の同定 

SVR肝癌およびHCV肝癌症例の非癌部肝に

おける全ゲノムメチル化を非肝炎正常肝

組織のメチル化と比較した(図 1)。SVR 患

者の肝組織において254カ所の低メチル化

領域、664 カ所の高メチル化領域がそれぞ

れ DMR として同定された。SVR 患者で見ら

れた DMR のうち 154/254 カ所(61%)の低メ

チル化領域、525/664 カ所(79%)の高メチ

ル化領域は慢性C型肝炎陽性患者にも共通

して見られた。すなわち、抗ウイルス治療

によって臨床的に C型肝炎が治癒した状態(SVR)でも肝の異常メチル化は正常化していないと

いう極めて重要な知見が得られ、肝発癌につながっている可能性が考えられた。 

2) SVR 肝癌に関わるメチル化に制御される遺伝子の同定 

SVR肝癌とHCV陽性肝癌患者に共通して見られる異常メチル化領域が発癌に重要であると考え

られ解析を進めた。それらの異常メチル化領域によって制御される遺伝子の発現変化を RNAseq

によって同定し、メチル化変化(DMR)と遺伝子発現変化(DEG)が共通して異常が起こっている遺

伝子を 45個同定した。ウイルス肝炎によるエピゲノム変化によって発癌が起こるためには転写

因子のメチル化変化が重要であるという仮説に基づき転写因子に着目したところ、45遺伝子の

中より 5個の転写因子を同定した。 

3) SVR 肝発癌に関わる転写因子標的遺伝子の肝癌細胞での発現変動 



SVR 肝癌患者の臨床検体より同定した 5 個の転写因子が制御する遺伝子群より、肝癌培養細胞

のメチル化変化によって発現変動が見られる遺伝子を同定した(unpublish data のため非提示)。

これらの遺伝子はメチル化の異常によって制御され肝発癌に関わっている可能性が高いと考え

られた。 
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