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研究成果の概要（和文）：240例の肝臓がんおよび肝炎組織のRNAシークエンス解析を行った。ヒトゲノム参照配列やヒ
トのRNA配列にアライメントされない配列についてde novo assemblingを行った。200塩基以上形成させた8300個のcont
igに対して、NCBI　Nucleotide Collectionのデータベースにあてはめ、Psudomonasなどの細菌やHBV、HCVなどのウイ
ルス由来のゲノム配列を複数同定し、PCRにて確認を行った。

研究成果の概要（英文）：We performed RNA-Seq analysis of 240 liver cancers. After excluding sequences 
aligned to the human reference genome and human transcriptome sequences, the unaligned sequences were de 
novo assembled by Abyss. By referring 200bp~ contigs to NCBI　Nucleotide Collection, we identified some 
bacteria and virus sequences in liver cancer and hepatitis tissues. Psudomonas, Lactobacillus, 
Flavobacterium, Acinetobactor, and Staphylococcus epidermidis were identified and we validated the 
presence of Psudomonas by PCR. Furthermore, HBV, HCV, and AAV sequences were also identified.

研究分野：がんゲノム

キーワード： ゲノム　肝がん　病原体
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１．研究開始当初の背景 
肝炎ウイルス感染からの肝臓がん、パミロ
ーマウイルス感染からの子宮頸がん、ピロリ
菌感染からの胃がんなど、ウイルスや細菌な
どの微生物の感染は、世界的にみてがん発生
の主要な原因であり、上咽頭がんや前立腺が
んなど、他の様々なヒトの腫瘍についても、
最近、未知や既知の微生物感染との関連の可
能性が推測されている。Ｂ型肝炎ウイルス
（HBV）およびＣ型肝炎ウイルス（HCV）の感
染は、慢性肝炎から肝硬変、そして肝臓がん
の発生の主要な原因であり、極めて重大な世
界的健康リスクである。DNA ウイルスである
HBV は、TERT 遺伝子などへのヒトゲノムへの
組み込みによって、その発がんの初期過程を
形成することが、我々の肝臓がんの全ゲノム
シークエンス解析によって明らかになった
(Fujimoto A, Nakagawa H, et al. Nature 
Genetics 44: 760-4, 2012)。一方、HCV は、
1989 年にそれまで非Ａ非Ｂ型肝炎と呼ばれ
ていた患者さんから発見され、今日、日本の
肝臓がん患者の約70％はHCV感染が観察され
る。HCV は RNA ウイルスであってホストゲノ
ムへの組み込みは報告されていないが、HCV
自体の細胞増殖促進作用や慢性炎症がその
主な発がん機序と考えられている。他の肝臓
がんの原因としてアルコール摂取やアフラ
トキシン暴露があるが、日本においては頻度
が低い。しかしながら、最近、HBV 肝炎でも
HCV 肝炎でもアルコール関連でもないと考え
られる肝炎から肝臓がんの発生が、日本で急
激に増加しつつある。その多くは、非アルコ
ール性脂肪性肝炎（NASH）というメタボリッ
クシンドロームや糖尿病などの代謝性肝障
害からの発がんであると考えられ、酸化スト
レスやインシュリンなどのホルモンの作用
などが主要な発生機序と考えられているが、
詳細な機序は未だ不明である。そして、未知
の微生物の感染による肝炎および発がんの
可能性を完全に否定できるものではない。 
今日、次世代シークエンサーを大量に保有
する世界のゲノムセンターにおいては、腫瘍
をはじめとする様々な原因不明の疾患組織
の DNA/RNA シークエンス解析によって、その
疾患組織中に存在する微生物を検出する研
究プログラムが大規模に遂行されており、ま
た、腸内細菌叢と疾患との関連を次世代シー
クエンサーで解析するメタゲノム解析も広
く行われるようになり、微生物感染と様々な
疾患との新たな関連が明らかになるものと
期待されている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、世代シークエンサーと DNA 配
列情報解析技術を駆使して、肝臓がんおよび
非がん部の肝炎組織から抽出したRNAまたは
DNA に対してシークエンス解析を行い、肝炎
または肝がんの発生に関連する新規の微生
物(ウイルス、細菌、寄生虫)の探索を行って、

肝臓がんや肝炎の原因の一端の解明を行う
ことを目的とする。 
 

 
 
３．研究の方法 
これまで250例以上の肝臓がんの外科切除
凍結サンプルを収集し、それらから高品質の
DNA および RNA を抽出して、次世代シークエ
ンサーを用いてゲノム解析を行ってきてい
る(http://www.icgc.org/)。収集した肝臓が
ん臨床サンプルの中の約 10％の症例は、血清
学的検査にて HBVと HCV の持続感染を示唆す
る所見が無い症例（HBsAg 陰性、抗 HCV 抗体
陰性、HBc 抗体高力価陽性者は除く）であり、
病理学的には慢性炎症や肝組織の線維化が
観察されており、非Ｂ型非Ｃ型肝炎(NBNC)か
らの肝臓がんと定義される。本研究は、この
ような HBV と HCV の持続感染は陰性だが、肝
障害・肝炎の所見のある患者さんから採取し
た(NBNC)肝臓がんに特に注目しRNAシークエ
ンス解析をおこなった。RNA シークエンスデ
ータを、東大医科研のスーパーコンピュータ
を用いて、ヒトの転写配列カタログ（UCSC）
に対してアライメントを行い、ヒトの転写
RNA 発現プロファイルを作成した。ヒトの転
写配列カタログにアライメントされなかっ
た配列について、BLAST アルゴリズムを用い
てヒトゲノム参照配列(hg19)へのアライメ
ントを行い、プライシング、融合遺伝子、新
規のヒト転写産物の同定と定量化を行って、
がんと非癌部の発現を比較する。これらのア
ルゴリズムにてヒトゲノムとの相同性がみ
つからず、またシークエンス配列の質が Q30
以上の高品質の配列について、AbySS のアル
ゴリズムを用いて、de novo assembly 解析を
行った。200 塩基以上の長さが得られた
contig を、NCBI ゲノムデータベース中の
4,000 種以上のウイルスと 3,000 種以上の細
菌の参照ゲノム配列に対してアライメント
を行い、細菌やウイルスの同定を試みた。 
また、NBNC 肝臓がんから抽出した DNA を用
いて、全ゲノムシークエンス解析を行い、HBV
のゲノム配列および新規の微生物のDNAゲノ
ム配列の探索を行った。NBNC 肝がんの中の
10-20％には、いわゆる“Occult”Ｂ型肝炎
が含まれていると考えられる。血清中に HBV



ゲノムが検出されなくとも、HBV 感染が発が
んの直接の原因であり、HBV ゲノムが腫瘍細
胞のゲノム内に挿入されていれば、肝がん細
胞のクロ―ナルな増殖に伴い比較的多くの
コピー数が存在すると考えられる。その場合、
ヒトゲノムへの挿入部位の breakpoint も配
列も含めて、HBV ゲノムも検出されることが
予測される。 
 
 
４．研究成果 
240 例の肝臓がんおよび肝炎組織の RNA シ
ークエンス解析を行い、ヒトゲノム参照配列
やヒトのRNA配列にアライメントされない配
列について de novo assembling を行った。
200 塩基以上の長さの contig が 8300 個形成
された。これらに対して、NCBI Nucleotide 
Collection のデータベースにあてはめ、細菌
とウイルスのゲノム配列の検出を行った。そ
の結果、89％の 7400 個はヒトゲノムにアラ
イメントされ、9％の 724 個はヒト以外の生
物のゲノムにアライメントされた。そのうち
Psudomonas, Lactobacillus, 
Flavobacterium, Acinetobactor, 
Staphylococcus epidermidis といった細菌
のゲノムが検出された。これらの細菌ゲノム
のうち Psudomonas については、元の DNA に
おいて PCR およびシークエンス解析にて、そ
の存在を確認できた。Psudomonas は、消化器
外科の術後感染の主な原因となる細菌であ
り、肝臓内に存在しているものと考えられる。
また、ウイルスに関しては、HBV、HCV のゲノ
ム contig は 49個が検出され（１％）された。
NBNC 肝がんのうち、約 10％の症例で HBV の
ゲノム配列およびHBVゲノムの挿入が確認さ
れ、OccultＢ型肝炎からの肝がんの発生と考
えられた。他のウイルスにはアライメントさ
れた contig は 117 個であった。その中で AAV
ウイルス由来のゲノム配列を２例について
検出し、PCR にてその存在を確認することが
できた。コンタミネーションの可能性もあり、
この意義については不明である 
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