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研究成果の概要（和文）：  肝細胞がん（肝がん）に対する新たな標的治療の開発をめざして、炎症性発がんモデルの
１１９個の発がん候補遺伝子について発現変化に影響するゲノム・エピゲノムの変異・修飾を包括的に検出した。がん
組織において、１％以上の頻度でアミノ酸配列の非同義変異が特異的に認められる遺伝子２４個、コード領域周辺にあ
るCpGアイランドにメチル化の亢進を認めた遺伝子７個が同定された。これらは、遺伝子オントロジー（GO）解析にお
いて、酸化還元 / ミトコンドリア / 酸化還元酵素活性に関連が深く、がん標的分子となる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）： The current study was designed to identify novel mutations of 119 candidate 
driver genes in an animal model of immune pathogenesis of hepatocellular carcinoma (HCC). In the tumor 
tissues, non-synonymous mutations (> 1 %) were detected in the 24 genes and hyper-methylation of CpG 
islands were observed around the coding region of 7 genes. Gene ontology analysis reveals that these gene 
changes may be enriched in functions involved in oxidation reduction / mitochondrion / oxidoreductase 
activity, suggesting the plausible molecular targets for HCC.

研究分野： 医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
 
ウイルス肝炎に対して相次いで抗ウイル

ス薬が開発されているにもかかわらず、未だ
我が国には慢性肝炎患者（Ｂ型、Ｃ型）が 200
万人以上存在している。そして、慢性の炎症
反応が発がんポテンシャルを亢進すること
となり（炎症性発がん）、依然として年間３
万５千人以上が肝細胞がん（肝がん）によっ
て死亡しており悪性新生物の第３位を占め
ている。これに対して、近年新たな分子標的
キナーゼ阻害薬ソラフェニブが使用される
ようになって３ヵ月間の延命効果が報告さ
れた（N. Engl. J. Med. 359:378,2008）。しか
し多数例に用いられるようになって、明確な
腫瘍の消失・縮小作用が認められず治療効果
が限定的であることが分かってきた。その原
因として、肝がんに特有の責任遺伝子や細胞
内分子機構が明らかとなっておらず、理論的
根拠の確立された薬剤開発がなされて来な
かったことが考えられる。 

 
【発がんの責任候補遺伝子】肝発がん過程

での責任遺伝子（群）を検討する目的で、応
募者は平成 22～24 年度の基盤研究（Ｂ）（課
題番号：22390149）において、慢性肝炎→前
がん状態→肝がんと炎症性発がんのプロセ
スを誘導するモデル系（Nakamoto et al.: J. 
Exp. Med. 188:341,1998）を用いて網羅的発
現解析を行った。その結果、単なる炎症反応
や細胞増殖とは関連せずに、がん化過程の進
展とともに発現レベルの変化する１１９個
の責任候補遺伝子、８個のマイクロＲＮＡを
選択した（米国肝臓病学会 AASLD2012、口
演）。しかし、これらの発現変化の原因とな
る遺伝子の変異に関する情報は明らかとな
っていない。 

 
【遺伝子のドライバー変異】染色体ＤＮＡ

にみられる遺伝子変異の中で、生殖の過程で
親から引き継がれる germline変異に対して、
出生後に成長の段階において遺伝子に蓄積
される somatic 変異は、正常細胞ががん細胞
に分化する過程においても高度に集積され
てくる。これまで、がん組織での染色体ＤＮ
Ａの somatic変異に関して多くの検討がなさ
れ、大部分はパッセンジャー（乗客；非責任）
変異であることが明らかとなった。そして、
膨大な遺伝子変異の中からがん化の直接的
な引き金となるドライバー（運転手；責任）
変異を識別し選択することは容易ではない
と さ れ てき た （ Science 318:1108,2007; 
Nature 458:719,2009）。 

 
そこで、肝臓の炎症性発がん過程を病態生

理学的に再現したＢ型慢性肝炎（発がん）マ
ウスモデル（Nakamoto et al.: J. Exp. Med. 
196:1105,2002; J. Immunol. 183:3053,2009; 
Cancer Res. 70:6556,2010 他）において、が
ん化の進展に伴い発現変化を示す１１９遺

伝子について高速核酸解析技術を用いたド
ライバー変異の探索を行う本研究の着想に
至った。 
 
 
２． 研究の目的 
 
Ｂ型慢性肝炎モデルを用いてがん化のド

ライバー変異を同定するために、がん組織の
染色体ＤＮＡについて１１９遺伝子に絞っ
た核酸変異の抽出を行い、その変異が慢性肝
炎の経過において出現する時期を検討する。
一連の過程において特に早期に出現した変
異をドライバー候補として機能解析を行っ
た。 
 
 
３． 研究の方法 
 
 Ｂ型慢性肝炎（発がん）モデル（Nakamoto 
et al.: J. Exp. Med. 1998; Cancer Res. 
2004）における網羅的発現解析（ＤＮＡチッ
プ；Agilent 社）で、これまでに炎症性発が
んに特有の遺伝子群／細胞内シグナル径路
（Cluster 2：１１９個の遺伝子）が得られて
いる。これに対して、Cluster 5（274 個）の
遺伝子は急性期の炎症反応によっても発現
が変動している。 
 
（１）発現遺伝子プロファイル解析 
 モデル系において、経時的に得られた肝・
腫瘍組織よりＲＮＡを抽出して、定量的に発
現遺伝子を解析した。 
 
（２）宿主ゲノム塩基配列解析（プロモータ
領域を含むリシーケンシング） 
 （１）においてがん化過程での発現低下が
検証された遺伝子について、次世代シーケン
サー（MiSeq；Illumina 社）を含むハイスル
ープット核酸解析技術を用いて、発現変化の
原因となるゲノム変異を探索した。 
 
（３）宿主エピゲノム解析 
 遺伝子の発現低下の機序として、塩基配列
の変化に加えて、エピゲノム（メチル化）に
よる修飾が加わっている可能性があった。そ
こで、（２）の塩基配列解析と同様に、メチ
ル化された DNA を濃縮して（EpiXploreTM 
Methylated DNA Enrichment Kit ；
TAKARA 社）、メチル化の程度が変化したゲ
ノム領域（DMRs：Differentially Methylated 
Regions）を検出した。 
 
（４）変異ゲノムの機能的解析 
 遺伝子の機能や細胞内局在に関するアノ
テーションを遺伝子オントロジー（GO）解
析を施行した。 
 
 
４． 研究成果 



 
（１）発現遺伝子プロファイル解析 
 経時的な発現解析において、Cluster 2 の発
現レベルが炎症反応には依存せず、前がん状
態（＞１５ヵ月目）やがん組織において顕著
に低下することが分かった。これより、
Cluster 2 は肝組織のがん化にともなって特
異的に発現低下を示す遺伝子群であること
が明らかになった。また Cluster 2 以外にも
８つのクラスターが存在することが示され
た（下図：Cluster 1-9 ; K-means Cluster 
Analysis ; ANOVA）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）宿主ゲノム塩基配列解析（プロモータ
領域を含むリシーケンシング） 
 （１）においてがん化過程で発現低下が検
証された遺伝子について、次世代シーケンサ
ーを用いたハイスループット核酸解析技術
によりゲノム変異を探索した。a.ゲノム DNA
抽出→b.ターゲット領域濃縮→c.高速シーケ
ンス、の手順で進行しており、現在のところ
各肝組織（前がん５個、がん５個、対照５個）
から約 26,000,000～64,000,000 リードのデ
ータが得られている。リードデータのトリミ
ングについては、50 塩基以下のリードやあい
まいな塩基の除去、品質スコアによる選別を
行った。Cluster 2 遺伝子のプロモータ領域
内での変異（rSNP：regulatory SNP）やコ
ード領域エキソン内での変異（cSNP：coding 
SNP）に関して経時的な比較を行った。がん
組織において、１％以上の頻度でアミノ酸配
列の非同義変異が特異的に認められる遺伝
子が２４個認められた。この中で、複数のが
ん組織にわたって変異がみられる遺伝子は
９個であり、同一組織内で複数の変異が集積
する遺伝子は５個であった。 
 
（３）宿主エピゲノム解析 
 遺伝子の発現低下の機序として、メチル化
の程度が変化したゲノム領域（DMRs）を検
出した。発症前の肝組織のデータを対照とし
て、経時的組織における変化をゲノムマップ
上に配列すると、メチル化の亢進した領域が
Cluster 2 のうち７遺伝子周辺の CpG アイラ
ンドに認められることが分かった。（下図：
chromosome 8 にみられる DMRs） 
 
 
 

 

 
（４）変異ゲノムの機能解析 
（２）（３）で認められたゲノム・エピゲ

ノム変化について遺伝子オントロジー（GO）
に つ い て 検 討 し た と こ ろ 、 oxidation 
reduction / mitochondrion / oxidoreductase 
activity に関連が深く、がん標的分子となる
可能性が示された。 
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