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研究成果の概要（和文）：ヒト癌組織には多様なゲノム・エピゲノム異常の報告がなされているものの、その生
成機序に関しては大部分が不明のままである。申請者らは、肝細胞を含むさまざまな上皮細胞に異所性に、炎症
性サイトカイン刺激により遺伝子編集酵素AIDが発現誘導されること、その結果、発癌に関連したゲノム異常が
生成・蓄積し、癌細胞の発生に重要な役割を果たしていること、を明らかにしてきた。本研究課題では、炎症刺
激によりさまざまな癌抑制遺伝子の転写が亢進しAIDによる転写依存性の遺伝子変異生成が促進されること、ゲ
ノム異常が生じた肝胆道系の組織幹/前駆細胞は肝細胞癌の発生起源となりうること、を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Liver cancers, including hepatocellular carcinoma (HCC) and intrahepatic 
cholangiocarcinoma, generally arise in liver chronically inflamed due to various diseases such as 
hepatitis virus infection and steatohepatitis. Chronic inflammation triggers the aberrant expression
 of a DNA mutator enzyme, activation-induced cytidine deaminase (AID), and contributes to 
tumorigenesis through the accumulation of genetic aberrations. To gain further insight into the 
inflammation-mediated genotoxic events required for carcinogenesis, we examined the role of chronic 
inflammation in the emergence of genetic aberrations in the liver with constitutive AID expression. 
We found that inflammation-mediated transcriptional upregulation of target genes, including putative
 tumor suppressor genes, enhances the opportunity for inflamed cells to acquire somatic mutations 
and contributes to the acceleration of tumorigenesis in the inflamed liver tissues.

研究分野：消化器病学

キーワード： 肝癌　遺伝子変異　AID
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１． 研究開始当初の背景 

 
さまざまなヒト癌の発生母地として、上

皮組織の慢性炎症の持続が重要な役割を

果たしていることが知られている。他方、

癌細胞の発生には、遺伝子変異や欠失など

のゲノム異常と、メチル化変化をはじめと

するエピゲノム異常の両者が関与してい

るものと推定されている。しかしながら、

臓器の炎症と、発癌の直接の要因となるゲ

ノム/エピゲノム異常の生成を結びつける

分子機序については不明である。 

近年、DNAや RNAに変異を導入する活

性を有する一群の分子（遺伝子編集酵素）

が相次いで同定されている。この遺伝子編

集酵素 Apolipoprotein B100 mRNA Editing 

Enzyme （APOBEC）family に属する分子

は、その塩基置換作用を介して、標的とな

るDNAやRNAに遺伝子変化を生成する作

用を発揮することが知られている。

Activation-induced cytidine deaminase 

（AID）はこれらの遺伝子編集酵素群の中

で、ヒト自身の遺伝子(DNA)配列に変異を

導入する活性を有することが示されてい

る分子である。申請者らのこれまでの研究

成果から、感染や炎症を契機に上皮系細胞

に AID が発現誘導されること、その結果、

ゲノム異常が生成・蓄積し、肝癌をはじめ

とする消化器系臓器の腫瘍発生に重要な

役割を果たしていること、が明らかとなっ

てきた。 

一方、ヒト癌細胞には多彩なエピゲノム

異常が認められ、特に炎症からの発癌過程

においては、DNA メチル化変化に代表さ

れるエピゲノム異常が多段階的に生じて

いることがわかってきている。しかしなが

ら、炎症からの発癌過程においてエピゲノ

ム異常が生じるメカニズムには不明な点

が多く、特に、DNA の脱メチル化反応に

ついてはその分子機構のほとんどが明ら

かとなっていないのが現状である。近年、

AIDが Ten-eleven translocation (TET)ファミ

リー分子とともに、能動的な脱メチル化反

応を介したエピゲノム制御に中心的な役

割を果たしていることが明らかとなって

きた。すなわち、これまで不明であった

DNA 脱メチル化の分子機序として、AID

がメチル化シトシンを脱アミノ化しチミ

ンに変換後、修復機構が作動して非メチル

化シトシンが生じる、という経路が特定さ

れた。この事実は、炎症刺激により発現誘

導された AIDが、発癌過程においてゲノム

異常とともにエピゲノム異常の生成にも

関与している可能性を強く示唆している。

さらに、AIDと協調して脱メチル化制御に

関与する TET ファミリー分子がさまざま

な悪性腫瘍で発現低下していること、造血

器腫瘍では TET2の遺伝子変異が高頻度に

認められることなどが相次いで報告され

るようになり、脱メチル化御分子の発現異

常がさまざまな腫瘍の発生に深く関与し

ていることが示唆されるようになってき

た。 
 
２． 研究の目的 

 
本邦における肝癌の大部分は、肝炎ウィ

ルス感染による慢性肝疾患を背景に高率

に発生することが知られている。そこで、

申請者らのグループがこれまで確立して

きた遺伝子編集酵素 AID によるゲノム異

常誘導に関する研究成果をさらに発展さ

せ、次世代シーケンサーを活用してゲノム

/エピゲノム異常を包括的に解析すること

により、肝発癌過程におけるゲノム異常と

エピゲノム変化の相関を統合的に理解す

るとともに、その発生メカニズムを AIDの

作用を軸として探求することを本研究の

目的とする。 

 
３．研究の方法 
 
申請者らのこれまでの検討から、AIDを全

身に発現したトランスジェニック・マウス

(AID-Tg マウス)は、 発癌関連遺伝子への変

異が多段階的に生成・蓄積することにより、

悪性リンパ腫、肝癌、肺癌、胃癌など多様な

上皮系腫瘍を発生することが明らかとなっ



ている。そこで、肝細胞に特異的に AIDを持

続発現させるため、肝細胞系統の分子マーカ

ーのプロモーター依存性に AID が発現誘導

される遺伝子改変マウスの作成を行う。肝細

胞系マーカーとして、EpCAM, アルブミン

(ALB)に着目し、それぞれのプロモーター配

列下流に Cre を knock in したマウス

(EpCAM-Cre, ALB-Cre マウス)を作成/準備す

る。これらのマウスと、Cre recombinase作用

下に AID を発現する AID コンデイショナル

トランスジェニックマウス(AID-cTg)を交配

させることにより、EpCAM, ALB発現細胞に

AID を発現する EpCAM-AID マウス、

ALB-AIDマウス、をそれぞれ作成する。 

  AIDと協調して脱メチル化反応を担ってい

る TET ファミリーとしては、TET1, TET2, 

TET3 の 3 つの分子が同定されていることか

ら、これらの TETファミリー分子の発現を肝

細胞特異的にノックアウトした TET1, TET2, 

TET3 コンディショナル KO マウスを作成す

る。まず、Cre 組換え酵素作用下にそれぞれ

のTET分子がKOされるTET1-, TET2-, TET3- 

floxed KOマウスと、EpCAM-Cre, ALB-Creマ

ウスを交配させる。最終的に得られた、

EpCAM-TET KOマウス、ALB-TET KOマウ

スの表現型を解析するとともに、肝細胞に生

じているメチル化変化とゲノム変化を包括

的に評価する。 

 一方、本邦におけるヒト肝癌の大部分は、

C 型肝炎ウィルス(HCV)、B 型肝炎ウィルス

(HBV)感染による肝硬変や慢性肝炎を背景に

発生することが知られている。また、近年、

アルコール性脂肪肝炎(NASH)を背景にした

肝癌の発生報告が増加傾向にある。そこで本

研究では、HCV 感染、HBV 感染、非アルコ

ール性脂肪肝炎(NASH)による慢性肝障害を

背景に発生した肝細胞癌症例の腫瘍部なら

びに非腫瘍部の肝組織のゲノム変化と DNA

メチル化変化との相関解析を進めていく。具

体的には、各症例の肝癌腫瘍組織と非癌部で

ある背景肝組織のそれぞれから抽出した

DNAサンプルを対象とし、約 60Mbの全エク

ソン配列を網羅したオリゴキャプチャーで

エクソン領域を選択的に捕捉回収し、次世代

シーケンサーを用いて塩基配列の決定を行

う。引き続き、体細胞変異部位の同定とその

生物学的意義についての評価を行う。 
 
４．研究成果 
 
まず、肝細胞に特異的に AID を持続発現

させるため、肝細胞系統の分子マーカーのプ

ロモーター依存性に AID が発現誘導される

遺伝子改変マウスの作成を行った。肝細胞系

マーカーとして、EpCAM, アルブミン(ALB)

に着目し、それぞれのプロモーター配列下流

に Cre を knock in したマウス(EpCAM-Cre, 

ALB-Cre マウス)を作成/準備した。これらの

マウスと、Cre recombinase作用下に AIDを発

現する AID コンデイショナルトランスジェ

ニックマウス(AID-cTg)を交配させることに

より、EpCAM, ALB発現細胞に AIDを発現す

る EpCAM-AIDマウス、ALB-AIDマウス、を

それぞれ作成し表現型の解析を行った。また、

これらのモデルマウスを用いて、チオアセト

アミドを負荷することによる慢性肝炎モデ

ル、肝発癌モデルを樹立し、次世代シーケン

サーを用いて発生した腫瘍のゲノム・エピゲ

ノム異常を網羅的に解析した。その結果、炎

症刺激によりさまざまな癌抑制遺伝子の転

写が亢進し、AIDによる転写依存性の遺伝子

変異生成が促進されることが明らかになっ

た。また、EpCAM-AID マウスの表現型解析

からは、肝組織中の EpCAM陽性を示す肝胆

道系の前駆細胞を起源として肝癌が発生す

ることが確認された。この、EpCAM 陽性細

胞を発生起源とする肝癌の特徴としては、肝

細胞癌とともに胆道系の腫瘍成分が生じる

ことが明らかとなった。 

ヒ ト 臨 床 検 体 の 解 析 か ら は 、

NASH/NAFLD を背景とした肝癌に特徴的な



ゲノム異常を特定することができた。すなわ

ち、NASH/NAFLD 肝癌に寄与する発癌関連

遺伝子を特定するために全エクソンシーク

エンス解析を行ったところ、11 検体で合計

1142個の体細胞変異が確認された。遺伝子変

異が起こる頻度は 1Mb あたり 1.86 変異程度

であり、一般的な肝癌(1Mbあたり約 2.8変異)

よりも少ない傾向にあった。次に、既知の肝

癌関連 14遺伝子（CTNNB1，TP53，ARID1A

など）に、全エクソンシークエンスにおいて

2例以上で共通して変異を認めた12遺伝子を

加えた合計 26 遺伝子を対象とし、ターゲッ

トシークエンス解析を行った。その結果、

NAFLD肝癌では、11検体中 9例で TERTプ

ロモーター変異が認められたほか、CTNNB1，

TP53 などの既知の肝癌関連遺伝子の変異が

同定された。特に、TERT プロモーター変異

は、HCV肝癌全体の 60% 、HBV肝癌全体の

40%の症例で認められたのに対して、 

NAFLD 肝癌の 80%以上の症例で同定された

ことから、NASH/NAFLD 肝癌ではウイルス

性肝癌と比べて、TERT プロモーター変異が

より高頻度に起こっている可能性が示唆さ

れた。また、ターゲットシークエンス解析で

は、これまで肝癌ドライバー遺伝子として認

識されていなかった FGA，SYNE1 などの遺

伝子においても複数検体で変異が生じてい

る こ と が 明 ら か に な っ た 。 ま た 、

NASH/NAFLD 肝癌を対象とした網羅的な染

色体コピー数解析を行ったところ、NAFLD

肝癌では染色体 1q(=1 番染色体長腕)，8q 領

域の増幅と染色体 1p(=1 番染色体短腕)，4q，

6q，8p，13q，16p，17p，18q領域の欠失が多

いことが明らかになった。特に、 8p 欠失が

す べ て の 検 体 で 認 め ら れ て お り 、

NASH/NAFLD 肝癌のきわめて特異的な遺伝

子変化像であると考えられた。以上の解析か

ら、NASH/NAFLD 肝癌における遺伝子異常

としては TERTプロモーター変異と 8番染色

体短腕欠失が主な特徴であることが明らか

になった。 
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