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研究成果の概要（和文）：HCCの発症にはウィルス性の肝炎などの背景肝障害が関与し,さらに治癒切除後も多中心性発
生再発の多いことがわかっており,背景肝における予後不良因子を抽出することは他のがん種と比較し,より重要である
.そこで「正常肝:SuperNormal(SN)」(転移性肝がん摘出標本の非がん部)と「HCV陽性HCCの正常組織:HCV Correspondin
g Normal(CN)」を比較したマルチアレイ解析を行い,予後予測が可能である分子の抽出を行った.抽出された分子は背景
肝異常を示すことから,HCCを未発症の肝硬変,慢性肝炎患者において「HCC易発症性を示すマーカー」となり得る可能性
があると考えられた.

研究成果の概要（英文）：When assessing hepatocellular carcinoma (HCC), it is important to examine 
prognostic factors in the background normal liver tissue and consider malignant aspects of the primary 
lesion. Control samples, termed supernormal (SN) liver, were taken from 11 cases of metastatic secondary 
malignancies of the liver. We selected adjacent nonneoplastic liver tissue from a patient with HCC and 
liver cirrhosis by hepatitis C (CN) for comparison. Expression profiling and methylation arrays were 
performed. We identified genes showing differences in both arrays. The alteration of those genes’ 
expression in corresponding background liver demonstrated significant correlation with worse survival.
Expression of these genes in the background liver of HCC is likely to be a good biomarker for risk of HCC 
development. When assessing HCC, it is important to extract prognostic factors from background liver 
tissue as well as considering malignant factors of the primary cancer lesion.

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
①HCC の発症にウィルス性の肝炎が大きく

関与していることは周知された事実であ
りそれぞれのウィルスが発がんにどのよ
うに影響するかを検討する仕事が国内外
で多くなされてきた。また、HCC はひと
つの腫瘍に対する治療の後にも肝内に多
発再発する傾向を示し、この再発巣に対し、
どのようにアプローチし、診療をしていく
かが予後に大きく関わる要素である。さら
に、HCC の発症はウィルスだけに依存し
ているわけではなく、予後を規定する分子
の検索も重要な検討事項であった。そこで、
我々は教室で摘出術を行った HCC 検体を
用いて、同一検体を３つのアレイ（発現ア
レイ、SNP アレイ、メチル化アレイ）で解
析するトリプルアレイ法を考案し、新たな
がん関連遺伝子の抽出を目指し検討を行
い、腫瘍で特異的に異常を認める分子によ
り再発や予後に有意差を認めることを報
告してきた。この手法は新規の関連分子を
同定するのに非常に効果的な方法であっ
た。 

②それに並行して、これまでに教室で切除術
を行った同時性、異時性に多発した HCC
のゲノムパターンを調べると（ミトコンド
リアゲノム変異: Nomoto S. et al:Clin 
Cancer Res. 2002 Feb;8(2):481-7., 複数
遺伝子のメチル化の異常パターン: Nomot
o S. et al: Br J Cancer. 2007 Nov 5;9
7(9):1260-5.）多発した病変はそれぞれの
ゲノム型が異なる多中心性発生が原発巣
の転移であることよりもはるかに多く認
められることも報告してきた。 

③これらの検討から考えると、HCCの場合、
これまでのように「腫瘍因子」による悪性
度を検討することにより再発しやすさや
予後を予測することでは不十分であり、新
たに「背景肝因子」を抽出することが重要
であり、この検討が治療方針の立案などに
も反映されるであろうという発想に至っ
た。 

２．研究の目的 
①これまでにがんにおける遺伝子異常を抽

出する試みは非常に多く行われてきた。多
くは「背景組織」と「がん組織」を比較す
ることによりこれらの異常は見つけ出さ
れてきたのであるが、HCC においては、
背景肝組織がすでに全くの正常でないこ
とがほとんどであり、また、背景肝組織の
予備能が予後に大きく影響することが
様々な検討でわかっていた。しかし、その
「背景肝因子」を抽出する試みはほとんど
行われておらず、また、その方法も判らな
かった。 

②我々の教室での切除標本のライブラリー
を生かし、さらに独自で考案した「トリプ
ルアレイ法」を修飾した「マルチアレイ法」
により予後と強く関連する「背景肝因子」
を抽出することが可能であると考えられ

た。これまで行ってきた「腫瘍因子」との
組み合わせにより、より信頼出来得る予後
の予測が可能となり、治療方針の立案にも
役立つことが予想される。 

③さらには、これらの背景肝因子は HCC 未
発症の肝障害患者において HCC 発症のリ
スクがどれくらいあるか、HCC 易発症性
を示すマーカーとなりうる可能性がある。 

３．研究の方法 
①マルチアレイ法を行うために非常に

quality の高い DNA と RNA の抽出が必要
である。 

②このため、切除標本は手術室で切除された
時点で、すぐさま、がん部、非がん部を正
確に切り出し液体窒素等にて凍結する。特
にRNAについてはRNeasy, MicroRNeasy
を用いて抽出することになるので、手術室
で切り出した組織をすぐに、RNA 安定化
バッファーに浸し、そのまま粉砕して抽出
の過程に移行することが重要である。DNA
は比較的凍結保存した組織でも質の良い
もの抽出することが可能であるが、組織の
保存は-80℃で注意深く行う。さらに、こ
の際に重要なことは、組織を切り出した部
位の病理切片を作成し、病理所見として、
HCC 発症の母地としての特徴をしっかり
備え持った背景肝であることを確認する。
これは、マルチアレイで比較する、正常肝
と NASH 肝、HCV 陽性肝の差を明確にす
るために、大変重要な要素である。 

③さらに、同一症例で、異時的に肝切除術を
行うことがある場合には、背景肝の変化を
異時的にとらえるためにその時々で採取
した組織でマルチアレイによる解析を行
うことで、背景肝の変化を遺伝子学的に見
る。 

④抽出された候補遺伝子について、患者検体
を用いて、非がん部での発現や、さらにが
ん部での発現も検討する。 

⑤抽出された遺伝子での患者検体での発現
値を検討し、予後不良を示すマーカーとな
りうるかを統計検討する。 

４．研究成果 
①まずは SNと CNの比較でそれぞれのアレイ

で異常な差を認める分子としてTHOP1遺伝
子を抽出した。当科で手術を行った 179 例
の症例にてこの分子の発現検討を行うと
低発現群が有意に予後不良であり、THOP1
遺伝子発現の低下が独立した予後不良因
子であることが判明したためこれを (Ann 
Surg Oncol. 2014 Jun;21 Suppl 
3:S443-450.)に報告し掲載された。また、
HCC 切除術後の予後不良因子のバイオマー
カーとして特許申請(特願 2013-178264)を
行った。 

②SN と比較して CN での値が発現アレイで
2.378 と上昇し,メチル化アレイで低下し
ている(脱メチル化：SN: 0.749, CN: 0.125)
分子として JAK2 遺伝子を抽出した.100 症
例でmRNA発現を検討すると,CNでアレイの



結果のように発現が SN 平均値より上昇し
た症例は 3 例で,これらには脱メチル化を
認めたがその他の症例ではおおむね低下
しており,JAK2 発現量(JAK2x103/GAPDH)の
平均値は SN: 35.21±21.38, CN: 6.21±
5.99 と有意に CN での低下を認めた
(p<0.001). 腫瘍での発現はさらに 3.59±
4.86と低下していた.CNでの発現低値は高
中分化型 HCC と有意な相関を示した
(p=0.014). また発現を高値 70%(n=70),低
値 30%(n=30)で群分けすると,発現が高い
群は有意に生存率が増悪(p=0.017)し多変
量解析でも独立した予後不良因子となっ
た(p=0.032). 腫瘍の発現の平均値の群分
け で は 生 存 率 に 差 を 認 め な か っ た
(p=0.405). 

③さらに SNと比較して CNにおいて極めて発
現が上昇していた２分子について、新規性
と有用性を認められ「肝細胞がん易発症性
マーカー」となりうる可能性があると考え
特許申請を行った。 
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