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研究成果の概要（和文）：我々はhigh-throughput sequencing (HTS)の手法を用い、肝細胞癌（HCC)で発現する
バイオマーカーとして有望な7つのcircular RNA (circRNA)を抽出した。これらは非腫瘍部の肝組織と比較して
HCCで発現が低下していた。233例のHCC症例においてPCRを用い、抽出した7つのRNAのうち、5つの発現がHCCで有
意に低下していることを確認し、さらにそのうち3つの発現低下はHCCの予後と有意に関連していることが示され
た。背景の非腫瘍部においては肝炎ウイルスの種類や肝硬変の状況で抽出されたcircRNAの発現に有意差は認め
られなかった。

研究成果の概要（英文）：We found using high-throughput sequencing that seven candidate circular RNAs
 (circRNAs) were downregulated in HCC. The expression of these circRNA were examined by quantitative
 PCR in 233 sets of HCC and matched background normal liver tissues, and correlation between 
candidate circRNA expression and prognosis was evaluated. The results of quantitative PCR showed 
that expression of five circRNAs were significantly lower in HCC than background normal liver 
tissues. Kaplan-Meier analysis revealed that low expression of circRNAs hsa_circ_0001020, 
hsa_circ_0036683, and hsa_circ_0058087 was associated with poor recurrence free survival (RFS) and 
overall survival (OS) in HCC. Additionally, multivariate analysis revealed that low hsa_circ_0036683
 expression was a significant independent prognostic factor for inferior RFS and OS. There was no 
significant association between the expression of these circRNAs and hepatitis B/C status or 
cirrhosis. 

研究分野： 消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Non-coding RNAの一種であるcircular RNA(circRNA)は、micro RNAを抑制的に制御したり、癌の発生に重要な役
割を果たすさまざまな転写因子にも影響したりすることで、癌の発生進展に関わる。また、circRNAは直線状の
long non-coding RNA(lncRNA)と比較して安定した環状構造のため、血液中の癌関連バイオマーカーとしての応
用が期待できる。本研究で抽出されたHCCにおいて有意な低下を示し、予後とも関連することが示されたcircRNA
は根治術後のHCC患者の予後について有望なバイオマーカーとなり得る。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムの約 80%は RNA に転写されるものの、タンパク質に翻訳されるのはわずか 2%でし

かなく、細胞内には翻訳されない RNA(non-coding RNA[ncRNA])が多数存在することがヒトゲノ
ム解析で明らかとなった(1)。なかでも、近年非常に注目されている環状の circular 
RNA(circRNA)は、通常の一本鎖 RNA と比較して安定した構造である。ncRNA のうち、20～25 塩基
程度の micro RNA(miRNA)はその機能や多様な病態への関与が広く研究されている。一般的に、
miRNA は標的となる遺伝子を不安定化させてタンパクの産生を抑制し、様々な遺伝子の転写後調
節に関わる。circRNA はこの miRNA を吸着し(スポンジ効果)、その効果を抑制して遺伝子の転写
後調節に関わると考えられている(2)。また、circRNA は他の ncRNA と同様に、転写因子や転写
後調節因子として各種がんの発生や進展と関与することも報告されている(3)。しかしながら、
HCC 発生における circRNA の機能や臨床的意義について検討した報告は極わずかである。 
われわれは分子生物学的手法を用いた研究により、HCC 腫瘍部および背景肝から予後関連因子

の抽出を行ってきた(4,5)。近年ではタンパク質をコードする遺伝子のみならず、non-coding RNA
の一種である long non-coding RNA (lncRNA)の発現をマイクロアレイによる網羅的手法を用い、
HCC の腫瘍部・非腫瘍部で比較することで、数種の lncRNA についても HCC の臨床病理学的特徴
や、予後と関連していることを明らかとした（6）。 
circRNA はこれまで研究がなされてきた miRNA を抑制的に制御し、さまざまな転写因子にも影

響することが判明しつつあり、近年、非常に注目されている分野である。とはいえ、消化器癌発
症における役割、臨床応用の可能性においては未知の部分が多い。本研究は、その重要性が認識
されはじめた circRNA に着目し、high throughput sequencing による網羅的 circRNA 解析をも
とに、HCC の臨床病理学的特徴に関連し、予後バイオマーカーとして有望な分子を抽出すること
を目的とした。 
 
２．研究の目的 
circRNA は癌の発生に重要な役割を果たすさまざまな転写因子にも影響することが知られ、直

線状の long non-coding RNA(lncRNA)と比較して安定した環状構造のため、血液中の癌関連バイ
オマーカーとしての応用も期待できる。また、HCC の特徴として、腫瘍そのものだけでなく発生
母地の遺伝子異常の理解も重要であるため、本研究では HCC とその背景肝（非腫瘍部）における
circRNA の発現、HCC の発症や進展との関連、予後への影響を検討し、バイオマーカーとして有
望な circRNA を抽出することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1） HCC に対する手術治療を受けた 233 例の腫瘍部、非腫瘍部の新鮮凍結組織片を用いた。 
（2） High throughput sequencing を行うため、4例の HCC 腫瘍部および非腫瘍部の 8サンプ

ルから total RNA を抽出した。サンプルのライブラリー調整を行った後、Illumina Hiseq 
X ten による網羅的 non-cording RNA 解析を行った。 

（3） CIRI を用い、circRNA の配列同定を行い、reference gene には hg38 を用いた。circBase
に登録された配列に内包されるものは対応する circRNA ID を付与した。 

（4） HCC 腫瘍部・非腫瘍部における circRNA リード数を limma package（3.38.3）を用いて
発現差異解析を行った。 

（5） high throughput sequencing の結果から得られた候補となる circRNA について、定量
PCR の手法を用いた検証を行った。 

（6） 臨床病理学的因子・予後と当該 circRNA の発現に関する解析を行った。 
（7） 統計学的解析には R version 3.5.3（http//www.r-project.org/）を用い、P<0.05（両

側検定）を統計学的有意差の基準とした。 
 
４．研究成果 
（1） HTS の結果から 15 の circRNA が HCC の腫瘍

部と非腫瘍部で異なる発現を示していた
（Figure 1）。15 の circRNA のうち、8 
circRNA が has_circ_ID をもち、さらに
CircPrimer software を用いた定量 PCR 用
のプライマー設計が可能であったものは以
下 の 7 つ の  circRNA で あ っ た ：
hsa_circ_0041150 、 hsa_circ_0025624 、
hsa_circ_0001020 、 hsa_circ_0028129 、
hsa_circ_0008558 、 hsa_circ_0036683 、
hsa_circ_0058087。これらの発現は全て腫
瘍部で非腫瘍部と比較して有意に低い発現
量 を 示 し て い た (absolute log2 fold 
change > 2.0, P < 0.05, Student t-test)。 

Figure 1. 網羅的 circRNA 発現解析 

 



（2） 233 例の腫瘍部・非腫
瘍部について定量PCR
を用いた検証を行っ
た（Figure 2）。7つの
circRNA の う ち 、
hsa_circ_0041150 、
hsa_circ_0025624 、
hsa_circ_0001020 、
hsa_circ_0008558 お
よ び 、
hsa_circ_0036683 は
HTSの結果同様 HCC腫
瘍部で非腫瘍部と比
較して有意に低い発
現量を示した（それぞ
れ 順 に p<0.001, 
p=0.002, p<0.001, 
p<0.001, p=0.011）。 

（3） 背景肝のウイルスお
よび肝硬変有無によ
って該当 circRNA の
発現を比較したとこ
ろ、hsa_circ_0025624 は HCV 肝炎で HBV 肝炎よりも低値を示した(p=0.047)。また、 
hsa_circ_0008558 発現は HCV 肝炎で HBV あるいは HBV/HCV 非感染と比較して有意に低
かった (p=0.012、p<0.001)。hsa_circ_0036683 は HCV 肝炎でウイルス非感染と比較し
て有意に低値を示した (p=0.042)。HCC 腫瘍部の発現に関して hsa_circ_0041150 は
HBV/HCV 非感染で HCV 肝炎より有意に低く(p=0.020)、hsa_circ_0058087 は HBV/HCV 非
感染で HBV/HCV 肝炎より有意に高かった (p=0.032 、 0.017) 。 HBV 肝炎では 
hsa_circ_0041150, hsa_circ_0001020 および、hsa_circ_0008558 は腫瘍部で非腫瘍部
に対して有意に低い発現だった(全て p<0.001)。一方、HCV 肝炎では hsa_circ_0041150, 
hsa_circ_0001020 および、hsa_circ_0008558 は腫瘍部で非腫瘍部よりも有意に低い発
現を示した(全て p<0.001)。HBV/HCV 非感染では hsa_circ_0041150、hsa_circ_0001020、
hsa_circ_0008558 および、hsa_circ_0036683 が腫瘍部で非腫瘍部に比べて有意に低い
発現を示した(p<0.001, p<0.001, p<0.001, p=0.010)。 

（4） 肝硬変症例では非腫瘍部における hsa_circ_0001020、hsa_circ_0008558 および、
hsa_circ_0036683 の発現が非肝硬変症例と比較して有意に低くなっていた(p=0.010, 
p<0.001, p=0.002)。一方、HCC 腫瘍部における発現は肝硬変の有無と関連はなかった。
肝硬変症例で hsa_circ_0041150, hsa_circ_0025624, hsa_circ_0001020 および、
hsa_circ_0008558 は全て腫瘍部で非腫瘍部より有意に発現が低く(全て p<0.001)、 非
肝 硬 変 症 例 で は hsa_circ_0041150, hsa_circ_0025624, hsa_circ_0001020, 
hsa_circ_0008558 および、hsa_circ_0036683 は腫瘍部で非腫瘍部と比較して有意に低
い発現を示した(p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.001, p=0.005)。 

（5） 無再発生存 (RFS)および、全生存(OS)に関する予後解析で、hsa_circ_0001020, 
hsa_circ_0036683 および、hsa_circ_0058087 の腫瘍部における低発現群の RFS は有意
に不良だった (Figure 3; median survival time [MST] 22 vs. 40 months, p=0.008; 
MST 14 vs. 34, p<0.001; MST 12 vs. 32, p=0.006)。さらに、hsa_circ_0001020, 
hsa_circ_0036683 および、hsa_circ_0058087 の腫瘍部における低発現群は有意に不良
な OS を示した(Figure 3; MST 67 vs. 116; p=0.018, MST 33 vs. 92; p=0.006, MST 
55 vs. 94; p=0.040)。circRNA の発現で臨床病理学的因子を解析したところ、
hsa_circ_0001020 は血清 alpha fetoprotein (AFP)値 (p=0.003)、hsa_circ_0036683 
(p=0.006)と hsa_circ_0001020 は腫瘍径(p=0.004)、hsa_circ_0001020 は門脈/静脈浸潤 
(p=0.008)、そして、hsa_circ_0001020 は病理学的ステージと有意に関連していること
が示された (p=0.010)。 

（6） 単変量による RFS の予後解析では、血清 albumin (<3.5 g/dl)、ICG-R15 値（≥15%)、肝
障害度(B)、多発腫瘍 (multiple)、腫瘍径 (≥3.6 cm)、漿膜浸潤 (positive)、門脈/静
脈浸潤 (positive)、病理学的ステージ(≥III)、hsa_circ_0001020 発現 (low)、
hsa_circ_0036683 発現 (low)および、hsa_circ_0058087 発現(low)が不良な RFS の有意
な予後因子であった。 多変量解析では多発腫瘍、腫瘍径(≥3.6cm)、漿膜浸潤(positive)、
門脈/静脈浸潤(positive)、病理学的ステージ(≥III)および、hsa_circ_0036683 発現
(low)が独立した有意な RFS 予後因子として抽出された。 

（7） OS に関する多変量解析で、血清 albumin(<3.5 g/dl)、ICG-R15(≥15%)、AFP(≥20 ng/dl)、
肝障害度(B)、多発腫瘍(multiple)、腫瘍径(≥3.6cm)、腫瘍分化度(poor)、増殖様式
(infiltrative)、腫瘍内隔壁形成(negative)、漿膜浸潤(positive)、門脈/静脈浸潤

Figure 2. circRNA 発現解析（定量 PCR 法） 

 



(positive)、病理学的切除断端(positive)、病理学的ステージ(≥III)、hsa_circ_0001020
発現(low)、hsa_circ_0036683 発現(low)および、hsa_circ_0058087 発現(low)は全て有
意な予後因子であった。多変量解析では腫瘍径(≥3.6cm)、漿膜浸潤(positive)、
hsa_circ_0036683 発現(low)が独立した有意な予後因子として抽出された。 
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Figure 3. circRNA 発現に関する HCC 予後解析 
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