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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌の発生・進展に関連する遺伝子を同定することを目的とし、171例の癌部・非癌部
を用いて定量的PCR解析を行い、レチノイン酸応答性遺伝子の発現解析を行った。統計学的解析の結果、OTUD7B遺伝子
の癌部における発現が患者の生存期間に影響を与え、その発現低下は予後不良と有意に相関していた。肝癌細胞株を用
いたin vitroでの機能解析により、OTUD7BはNF-kBシグナルの抑制制御に働いていることが示され肝癌細胞の生存に影
響を与えた。これらの結果はOTUD7Bがレチノイン酸の抗腫瘍効果の実行因子のひとつであり、肝細胞癌の治療標的分子
としての応用の可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We performed a gene screening based on in silico analysis of retinoic acid respons
e elements (RAREs) to identify the genes facilitating the antitumor  activity of retinoic acid (RA) and in
vestigated their clinical significance in hepatocellular carcinoma (HCC). We identified 201 candidate gene
s with promoter regions containing consensus RARE and finally selected 26 RAresponsive genes. Of these, do
wnregulation of OTU domain-containing 7B (OTUD7B) gene, which was upregulated by ATRA, in tumor tissue was
 associated with a low cancer-specific survival of HCC patients. Functional analyses revealed that OTUD7B 
negatively regulates nuclear factor jB (NF-jB) signaling and decreases the survival of HCC cells. We ident
ified RA-responsive genes which are regulated by retinoid signal and found that low-OTUD7B mRNA expression
 is associated with a poor prognosis for HCC patients. OTUD7B-mediated inhibition of NF-jB signaling may b
e an effective target for antitumor therapy for HCC.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）ビタミン A（レチノール）やカロチノ
イドの血中濃度と癌罹患率との間には負の
相関が認められ、体内ビタミン A の欠乏は発
癌と密接に関連することが疫学的に示唆さ
れてきた。肝臓は体内の 80％～90％に相当
するビタミン A を貯蔵し、それらはレチノイ
ドと総称され肝星細胞の脂肪滴に蓄えられ
ている。肝炎や肝硬変などの慢性肝疾患の病
態においては、肝星細胞は筋線維芽細胞様に
形質転換しレチノイドを含む脂肪滴が消失
するため、肝臓内の貯蔵ビタミン A の減少が
起こる。従って抗腫瘍効果をもつレチノイド
の減少が、慢性肝疾患の進展や肝細胞癌の発
生、進展を促進する一要因であると推測され
る。 
 
（２）ビタミン A の代謝によって生じるレチ
ノイン酸（RA）は、核内において RA シグナ
ルと呼ばれる転写調節機構を活性化し、多く
の遺伝子群の発現を調節し抗腫瘍効果を発
揮すると考えられている。従って RA 応答性
遺伝子の同定と機能解析は、癌の予防や治療
に役立つ標的分子の発見につながると期待
される。我々はこれまでに in silico 解析によ
る RA 応答配列のゲノムワイドスクリーニン
グ、ChIP 解析、および定量的 PCR 法により
26 個の RA 応答性遺伝子を同定した（図１）
（特願 2010-093226）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 

RA 応答性遺伝子の肝細胞癌における遺伝
子発現解析、および機能解析は肝細胞癌の発
生や進展に関わるメカニズムの解明につな
がると考えられる。そこで本研究では、我々
が選び出した 26 種類の RA 応答性遺伝子に
ついて、ヒト肝臓臨床検体における発現解析
を行い、肝細胞癌病態との関連や臨床病理学
的意義を調べることで、肝細胞癌の発生・進
展に関連する遺伝子を同定する。 

 
３．研究の方法 
（１）肝細胞癌検体の収集 
生存予後などの臨床病理学的データがはっ
きりとそろったヒト肝臓臨床検体（癌部およ
び非癌部）を鳥取大学医学部、京都大学医学

部より組織またはRNAの状態で提供を受ける。
例数は１００例以上を収集し、cDNA を作成す
る。 
 
（２）遺伝子発現解析 
RA 応答性遺伝子の遺伝子発現を定量的リア
ルタイム PCR 法により解析し、癌部および非
癌部における発現量を比較する。また遺伝子
解析データと臨床病理学的データをあわせ
たデータベースを作成し、統計学的解析を行
うことで生存期間、肝機能、腫瘍マーカー、
転移能といった臨床病理学的因子と関連す
る遺伝子発現パターンをみつける。 
 
（３）RA 応答性遺伝子の機能解析 
生存期間などの臨床病理学的因子と有意な
関連が認められた遺伝子については、肝癌細
胞株における強制発現、ノックダウンを行い、
in vitro実験系での機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）計 171 例の肝細胞癌切除例の癌部、非
癌部を用いて遺伝子発現解析を行った。癌部
で発現上昇する遺伝子として OTUD7B, OSR1, 
KIF21B の３遺伝子、癌部で発現減少する遺伝
子として CSF3R,TXNIP, CYP26A1, OLFML1 の
４遺伝子を見出した。生存期間との関連を調
べるため、Cox 比例ハザードモデル単変量解
析および多変量解析を行ったところ、これら
の遺伝子の中で OTUD7B の癌部における遺伝
子発現が患者の Cancer-specific survival 
と有意に関連していた。OTUD7B の発現の高い
群では低い群に比べ予後が良好であり、また
癌の進行度が進むにつれてこの遺伝子の発
現は低下傾向を示すことが明らかとなった
（図２）。従ってこの遺伝子の発現は肝細胞
癌の発生や進展と関わりがあるものと考え
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）OTUD7B は脱ユビキチン化酵素をコード
し、NF-κBシグナルの抑制制御因子であるこ
とが知られている。OTUD7B はレチノイン酸シ
グナルによって発現誘導される遺伝子であ
り、レチノイン酸の抗腫瘍効果に関わってい

図2. 肝細胞癌におけるOTUD7B遺伝子発現の臨床的意義
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図1. レチノイン酸応答性遺伝子のスクリーニング概略

EST clustersのゲノムマッピング

Target RNA of Retinoic Acid 
(TRRA)

1次スクリーニング
（in-silico 解析）

Searching RARE (DR5) 
(RGKTCANNNNNRGKTCA)

上流5kb配列

EST cluster

TRRAs positive for 
RAR binding

RARE

RAR抗体

RA-responsive TRRAs

ATRA

2次スクリーニング
（ChIP-qPCR）

3次スクリーニング
（定量的PCR ）

EST cluster

 



る可能性が考えられた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肝癌細胞株において siRNA による OTUD7B ノ
ックダウンを行ったところ、NF-κBシグナル
レポーター活性が上昇し、WST アッセイでは
cell viabilityの増加が認められた。従って、
肝細胞癌において OTUD7B の発現低下は NF-
κB シグナルの活性化を惹起し、腫瘍細胞の
生存能を高めていると考えられる。一方、ア
デノウイルスによる OTUD7B 強制発現によっ
ては NF-κB シグナルレポーター活性が抑制
され、WST アッセイでは cell viability の減
少が認められた（図４）。またこの時 caspase 
3/7 活性の増加が認められたことから、
OTUD7B 強制発現により細胞死誘導を介した
抗腫瘍効果が発揮されることが分かった。こ
れらの結果から、レチノイン酸の抗腫瘍効果
には OTUD7B 発現誘導による NF-κBシグナル
の抑制が関わっていると考えられた。 
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図３．レチノイン酸によるOTUD7B発現誘導
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図４．肝細胞癌におけるOTUD7Bの機能解析  
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