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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌は、原発性肝腫瘍の中で最も多い予後不良な癌である。マルチキナーゼ阻害
薬であるソラフェニブは、肝細胞癌に用いられる分子標的治療薬である。ソラフェニブは、RAS/RAF/MAPKシグナ
ル経路やVEGFR、PDGFRのチロシンキナーゼ活性を阻害し、腫瘍細胞増殖・血管新生抑制作用を示す。肝細胞癌細
胞株や組織においてVEGFR1～3とPDGFR遺伝子のDNAメチル化を明らかにした。また末梢血中遊離DNAを用いて同様
の解析をすることができた。肝細胞癌患者由来の末梢血中遊離DNAを用いたメチル化検出が、ソラフェニブの効
果予測バイオマーカーになる可能性があり、その基盤的成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary liver cancer with 
poor prognosis. Sorafenib, an oral multikinase inhibitor, has been recognized as a new 
molecular-targeted therapy for HCC. Sorafenib suppresses tumor growth and angiogenesis by inhibiting
 the RAS/RAF/MAPK signaling pathway and tyrosine kinase receptors including vascular endothelial 
growth factor receptor (VEGFR) and platelet derived growth factor receptor beta (PDGFRB). We 
analyzed DNA methylation of VEGFR and PDGFRB genes. We have detected DNA methylation of VEGFR and 
PDGFRB genes in a subset of HCC cell lines and tissues. We were also able to anakyze DNA methylation
 of these genes using circulating cell free DNA. DNA methylation of these genes may become a 
biomarker for the prediction of Sorafenib sensitivity in patients with HCC. Our results warrant 
further investigation.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景	
	肝細胞癌においては Raf-1	proto-oncogene,	
serine/threonine	kinase（RAF1）シグナル伝
達 経 路 と vascular	 endothelial	 growth	
factor	（VEGF）シグナル伝達経路が重要な役
割を担う 1）。ソラフェニブはセリン―スレオ
ニンキナーゼ活性の阻害および血管内皮増殖
因子受容体（vascular	endothelial	growth	
factor	receptor;	VEGFR）と血小板由来増殖
因子受容体 β（Platelet	Derived	Growth	
Factor	Recptor	Beta;	PDGFRB）のチロシンキ
ナーゼ活性の阻害により、腫瘍細胞増殖・血
管新生抑制作用を示す。また VEGFR は、VEGFR1	
(Fms	Related	Tyrosine	Kinase	1:	FLT1)、
VEGFR2（Kinase	Insert	Domain	Receptor:	KDR）、
VEGFR3（Fms	Related	Tyrosine	Kinase	4	
FLT4）に分類される。	
	 肝細胞癌の治療として、ソラフェニブが導
入された。肝細胞癌に対するソラフェニブ療
法はいまだ検討課題が多く、現状では治療開
始のタイミング、年齢等による至適用量の設
定および乏血性肝細胞癌への治療効果等を模
索している状況が継続している。	
	 ソラフェニブは良好な効果が期待できる薬
剤ではあるが、一方で高額かつ重篤な副作用
が懸念される側面を有しており、非侵襲的治
療予測因子の確立は、肝細胞癌診療に携わる
全世界の関係者が望むことである。	
	 問題点として、ソラフェニブ治療に対して
30-40％の無効例が認められる 2）。したがって、
治療効果予測因子についても同様に議論され
ているが、現状では有用な指標は提唱されて
いない。肝細胞癌組織における VEGF 発現の過
多と治療効果の関連性については検討する価
値を有するが、実臨床においては腫瘍生検に
よる播種の危険性等から実施することは容易
ではない。また、手足症候群、消化管出血や
肝性脳症等の重篤な副作用を惹起することが
あるため、適応例を慎重に判断する必要があ
る。	
	 現在、進行肝細胞癌に対するソラフェニブ
療法においては、治療効果予測に有用な指標
は皆無である。したがって、治療効果予測因
子の確立により、高額かつ重篤な副作用発症
の可能性を有するソラフェニブ療法において
効果的な患者選択と治療遂行が可能となりう
る。	
	 ゲノムワイド関連解析（ genome	 wide	
association	study;	GWAS）を試みる手法もあ
るが、GWAS を用いた研究は、むしろ誰もが考
え得る状況であり、今後も多くの施設で検討
される可能性があり、斬新なアイディアやチ
ャレンジ性という観点に合致しない。	
	 我々はソラフェニブ無効の分子機構の一要
因として標的遺伝子のメチル化による不活化
に注目した。つまり、VEGFR1〜3 あるいは
PDGFR にメチル化が存在する場合は、ソラフ
ェニブの効果が乏しいとの仮説を立てた。	
	 つまり、VEGFR1〜3 および PDGFR 遺伝子は
プロモーター領域に CpG	island を有しており、

同部位にメチル化が存在する場合は、遺伝子
不活化が惹起されることから、下流へのシグ
ナル伝達が途絶えるため、ソラフェニブによ
る治療効果は期待できない（図）。ゆえに、
VEGFR1〜3 と PDGFR のメチル化の有無がソラ
フェニブの治療効果予測因子として有用であ
る可能性を推測した。	
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	 癌組織においては、細胞死が盛んに起こっ
ているため、担癌患者では細胞死を起こした
細胞由来の DNA が積極的に血中に流れ込み、
健常者と比べて血中に存在する DNA の量が増
加する傾向にあることが知られており、我々
はこの末梢血中遊離 DNA に着目した。	
	 我々の研究は、ソラフェニブ療法の標的で
ある VEGFR1〜3 と PDGFR の DNA メチル化とい
うエピジェネティックな因子に着目し、末梢
血中遊離 DNA を用いることで、実臨床におい
て、非侵襲的かつ容易に応用可能な治療効果
予測因子を確立するという試みである。斬新
なアイディアやチャレンジ性を有していると
考える。	
	 また、ソラフェニブは肝細胞癌のみならず
腎癌に対しても使用可能な薬剤であり、腎癌
における治療効果予測因子としての有用性も
示唆され、一つの領域にとどまらない卓越し
た成果になり得ると考えられる。	
	
２．研究の目的	
	 本研究は以下を目的とする。	
(1)肝細胞癌細胞株におけるVEGFR1〜3と
PDGFRのDNAメチル化と遺伝子発現との関連を
明らかにする。DNAメチル化は、バイサルファ
イト―パイロシーケンス解析を確立する。	
(2)肝細胞癌細胞株におけるVEGFR1〜3と
PDGFRのDNAメチル化とソラフェニブによる効
果を検討する。	
(3)肝細胞癌組織におけるVEGFR1〜3とPDGFR
のDNAメチル化を解析し、発現との相関を検討
する。	
(4)末梢血中遊離DNAを用いてVEGFR1〜3と
PDGFRのDNAメチル化解析ができるかを検討す
る。	
(5)上記でポジティブな結果が得られれば、末
梢血遊離DNAを用いたVEGFR1〜3あるいは



PDGFR	DNAメチル化解析によるソラフェニブ
治療効果との関連を解析し、治療効果予測因
子としての有用性の検討を行う。	
	
３．研究の方法	
(1)肝細胞癌細胞株の培養、DNA、total	RNA
抽出	
	 肝細胞癌細胞株を常法に従い培養した。培
養肝細胞癌細胞株からフェノール・クロロホ
ルム法を用いて、DNA を抽出した。また、肝
細胞癌細胞株を脱メチル化剤で処理し、再発
現実験を行った。脱メチル化剤で処理後 DNA
を抽出した。	
	 Epitect	DNA	 Bisulfite	Modification	Kit
で DNA のバイサルファイト処理を行った。バ
イサルファイト処理済み DNA を用いて VEGFR1
〜3 と PDGFR 遺伝子のプロモーター領域のバ
イサルファイトシーケンス解析を行った。そ
の後、プライマーを設計し、パイロシーケン
ス解析を行った。	
	 パイロシーケンス解析には QIAGEN 社の
PyroMark24 を使用し、各遺伝子プロモーター
領域に特異的な Biotinated-Primer を用いて、
サンプル DNA をビオチン化させ PCR 増幅し解
析に用いた。	
	 また、trizol 試薬を用いて、total	RNA を
抽出した。total	RNA を用いて、TaqMan	assay
により VEGFR1〜3 と PDGFR の定量的発現解析
を行った。さらに、VEGFR1〜3 と PDGFR に対
する抗体をそれぞれ用いて、細胞染色を行っ
た。	
	
(2)肝細胞癌細胞株に対するソラフェニブの
効果	
	 肝細胞癌細胞株をソラフェニブ処理し、MTT
アッセイキットを用いて細胞増殖および
Annexin	Ⅴ	Apoptosis	Detection	Kit キット
を用いてアポトーシスに与える影響を検討し
た。	
	
(3)市販肝細胞癌組織切片を用いた解析	
	 パラフィン切片から腫瘍部および非腫瘍部
を分けて採取した。得られた切片を、10%	SDS、
SEDTA および Proteinase	K により 50℃、3 時
間で処理した後に、標準的なフェノール・ク
ロロホルム法にて DNA を抽出した。バイサル
ファイト処理は、前述のように Epitect	DNA	
Bisulfite	Modification	Kitを用いて行った。
バイサルファイト処理済み DNA をテンプレー
トとして、パイロシーケンス法により VEGFR1
〜3とPDGFRのDNAメチル化を定量解析した。
また、VEGFR1〜3 と PDGFR に対する抗体をそ
れぞれ用いて、免疫組織染色を行った。	
	
(4)末梢血中遊離DNAを用いたDNAメチル化の
検討	
	 血漿 300	μl に、1%	SDS	300	μl、20	mg/ml	
Proteinase	K	20	μl を加え、50℃、3 時間反
応させ、タンパク消化した。反応液と同量の
フェノール・クロロホルム溶液にて DNA	を抽

出し、5	mg/ml グリコーゲン 5μl	を加えた後、
エタノール沈殿した。DNA	ペレットを 50	μl	
の 5	mM	tris	buffer に溶解し、バイサルファ
イト処理に使用した。	
	 抽出した DNA 溶液の各 20	μl ずつを
Epitect	DNA	 Bisulfite	Modification	Kit
にてバイサルファイト処理した。バイサルフ
ァイト処理済み検体 2	μl をテンプレートと
して、Premix	Ex	TaqTMを用いて、パイロシー
ケンス法により、VEGFR1〜3 と PDGFR の DNA
メチル化を解析した。	
	

４．研究成果	
(1)シグナル受容体である VEGFR1〜3と PDGFR	
の DNA メチル化に関し、機能的意義を有する
DNA メチル化を明らかにするために、肝細胞
癌細胞株の脱メチル化剤処理による再発現実
験を行った。この結果に基づき、VEGFR1〜3
と PDGFR の DNA メチル化に関し、バイサルフ
ァイトシーケンス解析を行った。その結果、
いくつかの重要な CpG 領域を明らかにした。
これに基づき、プライマーの設計を行い、ビ
オチン化プライマーを用いて、バイサルファ
イト処理したサンプル DNA のパイロシーケン
ス解析を行った。	
	 これにより、肝細胞癌細胞株の一部では、
VEGFR1〜3 と PDGFR 遺伝子の DNA メチル化と
遺伝子発現が相関することを明らかにしたが、
相関しない細胞株も認めた。したがって、DNA
メチル化と遺伝子発現の相関を認めなかった
肝細胞癌細胞株では、片アリルのみの DNA メ
チル化や一部の細胞のみでのヘテロな DNA メ
チル化が示唆された。	
	 また、ほとんどの肝癌細胞株において DNA
メチル化している遺伝子はなかった。VEGFR1
〜3 と PDGFR は、増殖因子受容体であり、少
なくとも検討した肝細胞癌細胞株では、これ
らの受容体遺伝子の DNA メチル化の positive	
pressure は高くないことが示唆された。	
	
(2)肝細胞癌細胞株をソラフェニブで処理し、	
細胞増殖、アポトーシスに与える影響を検討
した。肝細胞癌細胞株の種類によって、さま
ざまな感受性を示した。最も重要な点として、	
	 VEGFR1〜3 あるいは PDGFR の DNA メチル化
の有無とソラフェニブ感受性の相関を示す結
果は得られなかった。	
	 ソラフェニブは、マルチキナーゼ阻害薬で
あり、複数のキナーゼを標的とする。したが
って、VEGFR1〜3 あるいは PDGFR の中で単独
の遺伝子の DNA メチル化による不活化だけで
は、ソラフェニブの感受性に大きく影響しな
い可能性が示唆された。	
	
(3)組織での検討では、肝細胞癌組織切片から
腫瘍部、非腫瘍部を別々に採取し、パイロシ
ーケンス法で解析できるレベルの量および質
の DNA を抽出できた。バイサルファイト処理
DNA を用いたパイロシーケンス解析により、



いくつかの症例で VEGFR1〜3 あるいは PDGFR	
の DNA メチル化を検出した。	
	 DNA メチル化を認めた症例の一部で、免疫
組織染色による発現低下を認めたが、DNA メ
チル化と発現が相関しない症例の方が多かっ
た。これは、肝細胞癌細胞株でみられたもの
と同様の結果であり、DNA メチル化と発現の
相関を認めなかった症例では、片アリルのみ
の DNA メチル化や一部の癌細胞だけでのヘテ
ロな DNA メチル化が示唆された。	
	 (1)〜(3)の結果から、VEGFR1〜3 あるいは
PDGFR の中で単独の遺伝子の DNA メチル化を
解析することによって、ソラフェニブの感受
性を予測することは困難であることが示唆さ
れた。	
	
(4)健常人の血液検体を用いて、末梢血中遊離
DNA を抽出した。バイサルファイト処理した
DNA をテンプレートとして、Premix	Ex	TaqTM

を用いたパイロシーケンス法により、VEGFR1
〜3およびPDGFRのDNAメチル化を解析した。
非メチル化という結果であったが、パイロシ
ーケンス解析が可能であることが明らかにな
った。今後、肝細胞癌患者由来の末梢血中遊
離 DNA を用いたメチル化検出につながる基盤
的成果を得た。	
	 しかしながら、末梢血中遊離 DNA を検体と
して用いても、VEGFR1〜3 あるいは PDGFR の
中で単独の遺伝子の DNA メチル化を解析する
ことによって、ソラフェニブの感受性を予測
することは困難であると考えられた。したが
って、肝細胞癌細胞株や肝細胞癌組織検体を
用いた基礎的な解析をさらに行った上で、末
梢血中遊離 DNA を用いた検討を行う必要があ
ると考えられた。また、末梢血中遊離 DNA の
中で、腫瘍由来	DNA は、数%と言われている。
したがって、今後、DNA メチル化の検出系に
関してもさらなる検討が必要である。	
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