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研究成果の概要（和文）：　非肝炎ウイルス性背景肝のLINE-1メチル化は、B及びC型肝炎ウイルス染症例の値に
比べて有意に高値であった。F0-3群とF4群の非癌部のLINE-1メチル化との関連を比較したところ両群間に有意差
は認めなかった（p＝0.47）。以上のことから、背景肝のLINE-1メチル化レベルは、その背景疾患によって異な
るが、繊維化の程度に影響を受けないことが示唆された。非癌部のLINE-1のcopy数について評価を行ったとこ
ろ、背景肝のLINE-1のcopy数の検討においては、NBNCが最も低値でHBVが高値を示すことがわかり (p=0.02)、背
景肝の違いによりLINE-1の増幅が異なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　LINE-1 methylation in the nonhepatitis viral background liver was 
significantly higher than that of hepatitis B infection (74.9 ± 2.6) and hepatitis B and C virus 
overlap infection cases (70.7 ± 6.9), suggesting an effect of hepatitis virus infection on DNA 
methylation. Based on the new Inuyama classification, fibrosis was classified as F0 to F4 and 
divided between two groups, F0-3 and F4. A comparison of the association with LINE-1 methylation in 
non-cancerous areas between the two groups showed no significant difference (p = 0.47). These 
results suggest that the level of LINE-1 methylation in the background liver varies according to its
 ethiology, but is not affected by the degree of fibrosis. When we evaluated the number of LINE-1 
copies in noncancerous areas using excisional frozen specimens, we also evaluated the number of 
LINE-1 copies in each background liver and found no statistically significant difference between the
 hepatitis virus and nonhepatitis virus groups (p=0.29).

研究分野： 肝胆膵外科

キーワード： 非肝炎ウイルス性肝細胞癌　肝細胞癌　レトロトランスポゾン　Amplification

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年増加傾向にある非肝炎ウイルスによるHCCの理解のために行った研究である。背景肝の炎症と癌の予後予
測因子であるDNA メチル化のマーカーであるLINE-1のメチル化を評価した。本研究により、LINE-１のメチル化
は肝繊維化によらず、背景疾患（B型肝炎、C型肝炎あるいは非肝炎ウイルス性）により異なることが示唆され
た。背景肝のLINE-1のcopy number数の検討においては、NBNCが最も低値でHBVが高値を示すことがわかり、背景
肝の違いによりLINE-1の増幅が異なることが示唆された。症例を増やして検討することにより、LINE-1の肝炎に
おける重要性を評価しうると考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 肝細胞癌（Hepatocellular carcinoma: HCC）は本邦における肝癌の約 90％以上を占めており、

肝炎ウイルス、アルコール、肥満、糖尿病などによる慢性炎症及び慢性炎症に起因する繊維化

を経て発癌する。現在、革新的な肝炎ウイルス治療薬の開発により、肝炎ウイルスに起因する

HCC の割合は徐々に減ってきている一方で、ライフスタイルの変化に伴い、生活習慣に起因す

る HCCの割合が増している(El-Serag et al. Gastroenterology 2007, Baffy et al. J Hepatol 2012)。

我が国においても同様の傾向があり、アルコール性肝炎や非アルコール性肝炎（NASH）等の

非肝炎ウイルスに起因する HCC への対策が急務である。 

 近年のポストゲノム研究として、DNA 塩基配列の変化を伴わないエピジェネティックな変化

が注目されている。エピジェネティックな研究により、発癌は癌遺伝子及び癌抑制遺伝子の異

常だけでなく、DNA メチル化等のエピジェネティックな異常によっても起こることが明らかに

なってきており、癌の早期発見、治療、予防の標的として注目されてきた。癌において、メチ

ル化の異常には大きく 2 つの概念があり、ひとつはゲノムワイドな低メチル化であり、染色体

の不安定性に関連するとされている。もう一方は、部分的な高メチル化であり、がん抑制遺伝

子プロモーター領域の高メチル化によってその発現が抑制され、癌化に関連するものと考えら

れている（Phillips T. Nature Education 2008）。レトロトランスポゾンは DNA 内を copy and 

paste するように転移する DNA 配列で、中でも 37%と最も多くを占めているのが Long 

interspersed nuclear elements（LINE-1）であるが、LINE-1 の copy 数異常と HCC 進展の関連

性は明らかにされていない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、非肝炎ウイルス性HCCにおけるLINE-1のメチル化およびcopy数の状態、

LINE-1の挿入箇所と発癌の関連について明らかにし、 予後改善のための革新的な治療ター ゲ

ットやバイオマーカーとして確立させ、増加傾向にある非肝炎ウイルス性HCCの予後改善に貢

献することである。 

 
３．研究の方法 
 HCC に対して切除を施行した臨床サンプルを用いて、LINE-1 のメチル化および copy 数の評

価、LINE-1 の挿入箇所の検討を行う。また、NASH 肝の凍結標本から抽出した DNA を、LINE-1

の構成部位である 5UTR、ORF1、ORF2 のプライマーを用いて real-time PCR を行うことによ

り、copy 数の変化を算出し、LINE-1 メチル化レベルとの関連について解析を行う。 
 
 
４．研究成果 

 2001年1月から2016年2月の間に熊本大学消化器外科において、HCCに対し肝切除を施行した

231例を対象に、癌部、非癌部のLINE-1のメチル化を測定し、臨床病理学的所見及び予後との相

関を評価した。計112例のHCCの癌部、非癌部ペアのLINE-1メチル化を測定したところ、癌部で

は非癌部に比べ有意にLINE-1のメチル化レベルが低値であった（癌部：64.1±1.4、非癌部：

77.4±1.3、P<0.0001）。また、C型肝炎ウイルス感染症例（63.7±1.7 vs. 67.5±1.7）、

DCP≥40mAU/mL症例（64.4±1.1 vs. 68.7±1.7）ではLINE-1メチル化レベルは有意に低値であっ

た。さらに、LINE-1の低メチル化症例では無再発生存期間において有意に予後不良であったが



（HR: 1.73, Log-rank p=0.008）、全生存期間においては明らかな統計学的有意差（HR: 1.38, 

Log-rank p=0.246）は認めず、LINE-1の低メチル化はHCCにおける無再発生存期間における独

立予後不良因子（HR:1.62. 95%CI: 1.06-2.58, p=0.025）であった。興味深いことに、非肝炎ウ

イルス性背景肝（78.5±2.5）における非癌部のLINE-1メチル化は、B型肝炎感染（74.9±2.6）及

びB及びC型肝炎ウイルス重複感染症例（70.7±6.9）の値に比べて有意に高値であることから、

肝炎ウイルス感染によるDNAメチル化への影響が示唆された。   

 NBNC-HCCのLINE-1のメチル化レベルについては、癌部 (ANOVA, p=0.38) および非癌部 

(ANOVA, p=0.73)ともにアルコール性、非アルコール性およびその他による肝炎間で統計学的有

意差は認めなかった。新犬山分類により肝繊維化を評価し（F0-F4）、F0-3群とF4群の２群に分

けて非癌部のLINE-1メチル化との関連を比較したところ、全症例（n=112）（p＝0.74）および

NBNC-HCC（n=28）に限って検討しても両群間に統計学的有意差は認めなかった（p＝0.47）。

一方、癌部において同様の検討を行ったところ、全症例（n=224）においてF4群で有意にLINE-1

メチル化レベルは低値であった（p＝0.03）。NBNC-HCC（n=57）においては両群間に有意差は

認めなかった（p＝0.10）。 

 次に、凍結標本を用いたサンプルを用いて検討することとした。非肝炎症例は少なく、切除サ

ンプルに肝炎ウイルスを背景肝とした症例も含め検討することとした。症例数は11例で、男性8

例 (72.3%)、B型肝炎3例（27.3%）C型肝炎6例（54.5%）、非肝炎性2例（18.2%）、肝硬変F4が

2例(18.2%)であった。まず凍結切除標本の癌部、非癌部のLINE-1の増幅を検討した結果、癌部

は58% [IQR:47-75]、非癌部は76%[IQR:75-78]と癌部において有意にLINE-1のメチル化が低値で

あった（p=0.0009）。参考までに、癌部のLINE-1メ

チル化を同じ症例におけるホルマリン固定サンプ

ルと凍結切除標本で比べたところ、保存の違いによ

るLINE-1メチル化の差は認めなかった（p=0.32）。

次に、LINE-1の増幅についてORF2をプライマーと

して、HERVHをinternal controlとして用い、癌部と

非癌部のLINE-1のcopy数について評価を行ったと

ころ、両群間で有意差を認めなかった（p=0.70）。

癌部、非癌部のLINE-1メチル化とCopy数の関連につ

いては正の相関関係を認めた（癌部、r2=0.418, p=0.044）（非癌部、r2=0.406, p=0.048）。背景肝

毎 (HCV, HBV, NBNC)のLINE-1のcopy数についても評価したところ、NBNCが最も低値でHBV

が高値を示すことがわかり、背景間の違いによりLINE-1の増幅が異なることが示唆された

（p=0.02）（図１）。本研究では動物実験モデルによる評価およびcopy数の増加と発癌遺伝子の

関連に関する評価が行えておらず、今後の研究課題と考えている。 
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