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研究成果の概要（和文）：JPLTプロトコール治療された約200例の肝芽腫検体と、肝芽腫細胞株を用いた。　
腫瘍および正常ＤＮＡをSNPアレイで検索ところ、1p、1q、2q染色体に欠失と増加が認めた。また、網羅的遺伝子発現
をマイクロアレイにて検索し、ゲノム異常のある部位から予後不良例で有意に発現が変動している遺伝子を12個抽出し
た。これらを蛍光リアルタイムＰＣＲ法で検証したところ、3つ遺伝子で有意差を認め、Wntシグナル、MAPKへの関与と
AFPやムチンなどに関わるパスウェイの活性化が見出された。選別された遺伝子を肝芽腫細胞株に導入したところ２株
で増殖速度が増加し、分子標的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：About 200 Tissue samples of the cases treated by JPLT-2 protocol and several 
hepatoblastoma cell lines were used. SNP array analysis revealed the high frequency of gain and loss at 
chromosomes 1p. 1q and 2q. Whole genome expression analysis using microarray detected 12 significantly 
upregulated genes located the aberrant chromosomes in poor prognostic cases. Among them, fluorescent 
real-time PCR confirmed 3 genes significantly upregulated in these unfavorable cases and these were 
involved in Wnt and MAPK signals and correlated with activation of mucin and AFP production. These genes 
inserted into hepatoblastoma cell lines and 2 of them showed upregulated cell growth, suggesting that 
these genes might be molecular targets of hepatoblastoma.

研究分野：小児外科学、小児腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
小児悪性肝腫瘍の中で80％以上を占める肝
芽腫は，従来，外科的切除が第一で、根治切
除できない症例の予後はきわめて不良であっ
た。肝芽腫は、本邦では1991年から、日本小
児肝癌スタディグループ（JPLT）として、全
国で統一した治療ガイドラインを示し、化学
療法の有効性を明らかしてきたが、また、現
在では肝移植という新たな治療手段が加わり
、肝芽腫の治療戦略は変遷を続けている。一
方、世界に先立って、切除検体を保存し、こ
れらを用いた分子生物学的研究により、肝芽
腫の多くがβカテニンをはじめとするWntシ
グナルの活性化が生じていること（業績１）
、また、細胞の不死化と関連したテロメラー
ゼやTERTの活性化と悪性度が相関しているこ
とが我々の基礎研究から明らかとなり、さら
に最近、TERTがβカテニンに作用してプロモ
ーター領域に結合することが示された。そこ
で、本研究は、肝芽腫の治療戦略を構築する
上で、臨床上、最も問題となる肝内進展と遠
隔転移の両者を規定している遺伝子変化を、
現在我々が有している網羅的遺伝子解析法に
て検索し、広島大学特有のセロミクス（1細胞
プロテオミクス）にてその反応を検討し、さ
らに動物を用いたアニマルテスティングで適
した治療戦略を構築することをめざしている
。広島大学および浜松医科大学では、SNPs ア
レイ、あるいはマイクロアレイによる網羅的
遺伝子変化・発現の継続的研究がなされ、多
くの実績がある(業績3)。また、実際に治療に
当たっている臨床医がこうしたトランスレー
ショナルリサーチをめざして、一体となって
研究し、現場が求める多くの成果が期待でき
る。すなわち、本研究の成果から、悪性度の
低い腫瘍は化学療法を軽減して晩期合併症を
最小限にした治癒を目指す一方、悪性度の高
い肝芽腫を肝内進展しやすい腫瘍と遠隔転移
しやすい腫瘍に判別し、前者は局所のコント
ロールとして肝移植も含めた十分な外科的根
治療法を行うこと、後者は大量化学療法によ
る転移巣の制御が第一とその制御として外科
治療を位置づけることで異なる治療戦略を策
定する。すなわち、本研究は、肝芽腫に対す
る外科的治療も含めた悪性度別のテーラーメ
イド療法をめざしており、さらに局所進展や
転移に直接関与する遺伝子が判明すれば、分
子標的が見出されてくる可能性も高く、世界
的にも重要かつ切望されている研究である。 
 
２．研究の目的 
 小児特有の肝芽腫は、本邦並びに欧米の臨
床試験によって化学療法の有効性が示され、
切除可能な腫瘍は予後良好であるが、一方、
遠隔転移のある腫瘍は未だに予後不良例が
あり、現在、欧米とともにデータベースを構
築してリスク層別化した臨床試験を計画中
であるが、リスクを規定している生物学的因
子が明かでない。そこで、データベースに加
えて JPLT（日本小児肝癌スタディグループ）

及び国外の検体を用いて、網羅的遺伝子解析、
テロメラーゼ及び Wnt シグナルの検討から、
リスク層別化因子を検索し、予後良好例の中
で化学療法が不要な低リスク群を層別する
因子と局所進展し切除困難な中間リスク群、
さらに遠隔転移例のような高リスク群では、
これらの腫瘍進展あるいは転移能を規定す
る分子標的を見出し、これらを盛り込んだ新
たな臨床試験を構築するために基礎データ
の収集を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
JPLT-2 及び当科で、全国統一の治療プロト
コール(JPLT-1 及び-2)で治療され、予後が
判明し、さらに腫瘍が保存されている約 200
例の腫瘍や核酸をと、肝芽腫細胞株として
HepG2 と JPLT で樹立した JPHB-1,2,3 を用い
る。 
1） 網羅的遺伝子変化の検索： 肝芽腫腫瘍
DNA を Gene Chip システムによるマイク
リアレイを用いて、全染色体上にある約
100 万個の SNPs のシグナルを検出する。
同一患者の正常組織から得た DNA を対象
とし、腫瘍の全ゲノムでの増幅、欠失、
ヘテロ接合性の消失について検討した。 
2） 網羅的遺伝子発現の検索：網羅的遺伝子
発現を既存全ゲノム型のアレイにて検索
し、ゲノム異常のある部位や、予後不良
例（肝内再発例、遠隔転移例）で有意に
発現が変動している遺伝子の抽出を試み
た。抽出された遺伝子は、既存の蛍光リ
アルタイム PCR 法で検証する 
3） Wnt シグナル異常、テロメラーゼとネ
ットワーク解析： β―カテニン異常、
予後と関連するテロメラーゼ活性や
TERT (telomerase reverse 
transcriptase)の発現、さらにこの両
者と結合するBRG1の発現レベルを検討
し、これらが制御する遺伝子群を 1)、
2)のデータをもとに解析ソフト（IPA: 
Ingenuity Pathways Analysis など）を
用いて解析した。 
4） 次世代シークエンス解析：1)、2)で高
頻度に認められた異常や遺伝子発現の
差のある領域にライブラリーを作成し、
メチル化も踏めて、現有の次世代シー
クエンサーにて変異や欠失、メチル化
を解析した。さらに、miRNA 発現も解析
を試みた。 
5） 臨床病理分類、リスク分類との関連： 病
理分類と上記の１－４の結果を比較し、
標準、中間、高リスクと判定された各症
例の臨床経過と、遺伝子変化、遺伝子発
現から、層別化する因子を明らかにする。 
6） セルテスティング：選別された分子標
的に対し、その siRNA を肝芽腫細胞株
（HepG2、並びに JHB1, 2, 3）に導入し、
その効果を判定した。また、パスウェ
イから阻害剤候補を検討した。 
 



４．研究成果 
肝芽腫症例の腫瘍および正常組織由来
の DNA を対象に、マイクロアレイを用いて、
全染色体上にある約100万個のSNPsのシグ
ナルを検出したところ、1p, 1q, 2q, 4, 6, 
11, 13, 17, 19 番染色体に欠失あるいは増
加が認められた （図１）。 

図１：肝芽腫の 1-12 番染色体の SNP コピー
数の増減 
 
インフォームドコンセントを得て採取さ
れている両親の DNA があり、腫瘍の欠失部
位が染色体の 1，2に認められた 13 組につ
いても検討した。SNP アレイにて検索した
遺伝子異常の部位から高頻度に欠失あるい
は二本が同一親由来のホモとなっている領
域は一番染色体長腕の約 200MB 領域と二番
染色体の長腕の約 520MB 領域が同定できた
（図２）。この部位での両親の SNP 検索を行
うと、母方由来の SNP が多く認められ、有
意に父方由来の欠失であった。そこでこの
部位にて、インプリンティング遺伝子候補
の探索をおこなったところ、それぞれの領
域に 4，7遺伝子が見出された。 
また、腫瘍由来の RNA を用いて、遺伝
子発現を全ゲノム型の遺伝子発現解析アレ
イにて検索し、ゲノム異常のある部位や、
予後不良例（肝内再発例、遠隔転移例）で
有意に発現が変動している遺伝子を 12 個
抽出した。これらを、既存の蛍光リアルタ
イム PCR 法で検証し、3 つ遺伝子で有意差
を認めた。 

図２：肝芽腫及び高リスク群の一番染色体

長椀の共通した変異部位 
 
さらに、β―カテニン異常およびテロメ
ラーゼ高活性やＴＥＲＴ高発現腫瘍でのパ
スウェイ検討から、Wnt シグナルのみなら
ず、MAPK の関与が示された。 
次に、次世代シークエンス解析によるエ
クソーム解析にて 20 例で変異や欠失を検
索したところ、共通欠失部位が 14 か所見出
されたが一部に多型が存在していた。臨床
病理分類との関連からは特に有意な関連は
見出されていなかったが、高分化型では
Wnt シグナル関連遺伝子以外の遺伝子変異
がほとんど見出せなかった。一方、低分化
型等の検討やリスク別の検討から、Wnt シ
グナル活性化に加えて、中間リスク、高リ
スクではムチン関連遺伝子の発現が認めら
れた。これらの遺伝子はパスウェイ解析か
ら、αフェトプロテインの経路と共通した
活性化が認められた。 
画像所見と手術所見および臨床経過か
らの分類で、標準リスク群、中間リスク・
高リスク群として解析したところ、高リス
ク群である遠隔転移例で有意に変異が見出
された部位が 2か所に認められた。この部
位の遺伝子を同定し、その siRNA を作成し
た。その siRNA を細胞株（HepG2 並びに
JPHB1,2,3）に導入し、その効果を判定した
ところ、HepGe2 と JPHB3 で濃度依存性に増
殖が抑制され、細胞増殖にかかわる遺伝子
候補であると考えられた。そこで、細胞内
代謝を検討するセロミクス解析を試みたが、
有意な細胞内代謝物は見出せなかった。 
そこで、 網羅的遺伝子発現アレイのデ
ータから発現上昇を認めた 3遺伝子につい
て遺伝子の変異や欠失をエクソーム解析か
ら検討したが、この部位には複数の症例で
の変異や欠失はなく、メチル化の関与が示
唆された。一方、β―カテニン異常、ＴＥ
ＲＴ、BRG1 が制御する遺伝子群のシグナル
伝達系から、これらのネットワークとの関
連は、検索した範囲内では認められなかっ
た。病理分類や臨床のリスク分類との関連
を検討したが、リスクの層別化する分子生
物学的因子として有意な遺伝子は見出され
ず、これらの遺伝子の欠失やメチル化と予
後との関連も見出せなかった。選別された
遺伝子の状況を肝芽腫細胞株（HepG2、並び
に JPHB1, 2, 3）にて検討しところ、1株で
欠失、2株で高度のメチル化が認められた。
上記の３遺伝子について、この遺伝子の導
入を行ったが細胞形態には特に変化がなか
ったが、1 遺伝子については 2 株で細胞分
裂速度の上昇が見出された。そこで、この
遺伝子を 2種類 siRNA で発現抑制するとこ
の 2株で増殖速度が低下した。現在、得ら
れてこの遺伝子と先に変異解析から得てい
る２遺伝子は、肝芽腫の発生や悪性度を規
定している可能性が高く、これらは診断お
よぶ治療の分子標的となる遺伝子候補と考



えられた。 
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