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研究成果の概要（和文）：肝芽腫はDNAメチル化異常が発癌、進展および悪性化における主要な調節機構になっ
ている。これは予後不良なシスプラチン（CDDP）耐性への関与にも想定され、本研究は肝芽腫におけるCDDP耐性
に関与するエピゲノム異常、遺伝子発現異常を解析し、分子マーカーの確立、新たな治療ターゲットを模索する
こととした。メチル化ビーズアレイとマイクロアレイの結果より、CSF3RをCDDP抵抗性に最も関連する遺伝子と
して選定した。術前CDDP感受性患者38例に対して施行したパイロシークエンシングにおけるCSF3Rのメチル化率
と再発率の解析をおこない、高メチル化群は低メチル化群に比較し有意に高い再発率を示した。

研究成果の概要（英文）：Aberrant DNA methylation is a major regulatory mechanism in carcinogenesis, 
progression and malignant transformation of hepatoblastoma. This is also assumed to be involved in 
cisplatin (CDDP) resistance with poor prognosis, and this study analyzed epigenomic aberrations 
involved in CDDP resistance in hepatoblastoma in order to establish molecular markers and new 
therapeutic targets. Based on the results of methylation bead array and microarray analyses, CSF3R 
was selected as one of the key genes associated with CDDP resistance. We analyzed the CSF3R 
methylation rate using bisulfite pyrosequencing in 38 preoperative CDDP-sensitive tumors, and the 
hypermethylation group showed a significantly higher recurrence rate than the low methylation group.

研究分野： 小児外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝芽腫にとって最も重要な抗がん剤であるシスプラチン(CDDP)に対する耐性機序にエピゲノム異常が関わってい
ると想定し、その候補遺伝子の1つとしてCSF3Rを同定した。CSF3Rの高メチル化は肝芽腫の予後と相関し、予後
予測因子として有用である。本研究においてその他の直接的なCDDP耐性に寄与する新たな遺伝子の探索には至ら
なかったが、エピゲノム処理を施した細胞株実験から一部の癌遺伝子の発現変化がみられており、今後肝芽腫に
対してエピゲノム異常を治療ターゲットとする新たな取り組みにつながる可能性が示唆された。

※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 
肝芽腫は小児の代表的な肝悪性腫瘍であり、切除不能進行肝芽腫の 5年生存率は 40%に過ぎな

い予後不良な小児がんである。申請者は DNA メチル化異常が肝芽腫の発生・進展に重要な役割を
担っていると考え、その臨床病理学的因子との関わりについて研究を進めてきた。 
肝芽腫は胎児肝の発生過程におけるエピゲノム異常、特に DNA メチル化異常が発癌、進展およ

び悪性化における主要な調節機構になっている。これは予後不良なシスプラチン(CDDP)耐生へ
の関与にも想定され、本研究は CDDP 耐性に関与する DNA メチル化異常を同定し、発現制御され
た遺伝子の機能解析をすることで、肝芽腫の新たなバイオマーカーの確立や CDDP 耐性の解除、
新規治療のターゲットの模索を行うことを目的としている。まず、肝芽腫の切除検体を用いて、
ビーズアレイによるゲノムワイドなメチル化解析を行う。次に肝芽腫細胞株の HepG2,HuH6 を用
いて CDDP 耐性株を作成し、mRNA を用いた発現アレイを施行する。これらの結果を掛け合わせ、
CDDP 耐性関連のメチル化異常、遺伝子の同定を行う。同定した CDDP 耐性関連遺伝子に関して、
in vitro で遺伝子操作を行い、CDDP 耐性能や各機能評価を行い、新規治療の開発につなげてい
く。 
 
 
２．研究の目的 
肝芽腫は胎児肝の発生過程におけるエピゲノム異常、特に DNA メチル化異常が発癌、進展およ

び悪性化における主要な調節機構になっている。これは予後不良な CDDP 耐性への関与にも想定
され、本研究は肝芽腫における CDDP 耐性に関与するエピゲノム異常、遺伝子発現異常を解析し、
分子マーカーの確立、耐性の解除・新たな治療ターゲットを模索することである。 
 
 
３．研究の方法 
(1)先行研究から CDDP 耐性に関わる遺伝子異常の抽出：網羅的解析データ・既知の報告より 
(2)肝芽腫 CDDP 耐性株を用いた遺伝子異常の抽出：HepG2、HuH6 の耐性株作成 
(3)低メチル化と高発現遺伝子を掛け合わせ、CDDP 耐性遺伝子の同定：統合解析 
(4)パイロシークエンサーによる臨床サンプルを用いた解析 
 
 
４．研究成果 
(1)CDDP 耐性に関わる遺伝子異常の抽出 
日本小児肝がんスタディーグループ（JPLT）および神奈川県立こども医療センターより供与さ

れた肝芽腫の切除検体に当院での切除症例を加えた検体を対象とし、11 症例の Infinium 
Humanmethylation450 BeadsChip を用いた網羅的メチル化解析を施行した。この 11 症例は CDDP
耐性症例 5 例、感受性症例 6 例を含み、この結果、耐性群で有意に高メチル化を認めたのは
2509probes（1179genes）であり、部位別では TSS200-1500：333genes、1stExon：167genes、body：
716genes、3’UTR：86genes、5’UTR：191genes（それぞれ重複あり）であった。また、耐性群
で有意に低メチル化を認めたのは 1467probes（709genes）であり、部位別では TSS200-150：
105genes、1stExon：67genes、body：527genes、3’UTR：49genes、5’UTR：77genes（それぞれ
重複あり）であった。 
 
(2)肝芽腫 CDDP 耐性株を用いた遺伝子異常の抽出 
申請者らが作成した CDDP 耐性 HepG2,HuH6 で、非耐性に比し有意に低発現していた遺伝子は

それぞれ 1272genes、104genes であり、有意に高発現し
ていたものは 1571genes、138genes であった(Agilent 
Human gene expression microarray 8×60K,4×44K)。 
 

(3)低メチル化と高発現遺伝子を掛け合わせ、CDDP 耐性
遺伝子の同定 
TSS 周囲の高メチル化と低発現、また低メチル化と高

発現遺伝子を掛け合わせ、16の CDDP 耐性抑制遺伝子、
12 の耐性遺伝子の候補を抽出した。 
 
 

(4)パイロシークエンサーによる臨床サンプルを用いた解析 
肝芽腫腫瘍検体 43 例を対象とし、バイサルファイトパイロシークエンシング法により CSF3R

のメチル化率を測定した。術前 CDDP 感受性患者 38例の検査結果より、高メチル化群と低メチル
化群に群別化し、再発曲線を比較した。教師なし階層的クラスター解析および PCA では、そのメ



チル化傾向により、患者群を Group1 と Group2 に群別化した(図 1)。CDDP 感受性患者のメチル
化傾向は類似していたが、そこから逸脱するに従い CDDP 抵抗性を獲得し、悪性度が上昇する傾
向がみられた。また、Group1 は Group2 に比較し、全生存率と無再発生存率はともに有意に悪か
った。(図 2) 
 

図 1. マイクロアレイデータによる網羅的 DNA メチル化解析 
 

 
 
 
 

 
 

 
図 2. Group1 と Group2 における OS、FFS の比較 
 
メチル化ビーズアレイとマイクロアレイの結果より、CSF3R を CDDP 抵抗性に最も関連する遺

伝子として選定した。術前 CDDP 感受性患者 38 例に対して施行したパイロシークエンシングに
おける CSF3R のメチル化率と再発率の解析を行った。ROC 解析で算出された高メチルまたは低メ
チル化の threshold は 56.47%であった。また各メチル化率と再発率の関連の分布より、メチル
化率 54%以上で高い再発率を認めた。故に、高メチル化、低メチル化のカットオフ値を 54%に設
定し、38 例を群別化した。高メチル化群は 4症例、低メチル化群は 34症例であった。高メチル
化群では有意に女性患者が多く、低メチル化群では PRETEXT 分類で高ステージ患者が多い傾向
であった。パイロシークエンシングのデータを用いて、CSF3R 高メチル化群(4 例)、低メチル化
群(34 例)、CDDP 抵抗性群(5 例)に群別化し再発曲線を比較した(図 3)。1年後の再発率は、高メ
チル化群、低メチル化群、CDDP 抵抗性群でそれぞれ 75%、20%および 80%であった。高メチル化
群は低メチル化群に比較し有意に高い再発率を示した。また高メチル化群と CDDP 抵抗性群は類
似した再発曲線を呈した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 各群における再発曲線 



CDDP 抵抗性肝芽腫において CSF3R は CDDP 環境下で発現上昇するか動的な変化を調べるため、
CDDP 環境下に置く前後で各細胞株より RNA とタンパクを抽出し、qPCR とウェスタンブロッティ
ング法により CSF3R の発現を評価した(図 4)。mRNA レベルでは、CDDP 処理した HuH6 抵抗性株
(HuH6CR/CDDP)は有意に発現上昇し、タンパクレベルでも上昇する傾向であった。一方、CDDP 処
理したのちの HuH6WT(HuH6WT/CDDP)では、CSF3R の発現が有意に減少し、タンパクレベルでも同
様の傾向であった。結果として、CDDP 処理した後は、HuH6WT に比較し HuH6CR の CSF3R 発現が有
意に上昇した。 
 

 

 
 

 
図 4. CDDP 暴露前後での HuH6WT と HuH6CR の CSF3R 発現変動 
 
更には、エピゲノム調節薬(BRD4 阻害剤(JQ1))による細胞株への作用を解析することで本研究

で目的としている肝芽腫に対する新たな治療ターゲットの模索に繋がると考え、並行しておこ
なった。直接的な CDDP 耐性に寄与する新たな遺伝子の探索には至らなかったが、JQ1 処理によ
り細胞株の表現型が変化し、一部の癌遺伝子の発現変化がみられており、エピゲノム異常を治療
ターゲットとする新たな取り組みにつながる可能性が示唆された。 
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