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研究成果の概要（和文）：　本研究は肝炎ウイルス治療後の肝発がんを予測するバイオマーカーの同定を行うこ
とを目的とした。網羅的メチル化解析並びに遺伝子発現解析によりSVR後肝発癌症例で血管内皮に発現するGene 
Xを同定した。Gene XはERストレスやshearストレスにより発現上昇し、IL1B・IL6・IL8などの炎症性サイトカイ
ンの産生を促進した。またGene Xの発現はNOD/SCIDマウスのxenograftモデルの腫瘍形成を促進し、肝癌の予後
とも関連した。以上よりGene XはSVR後肝癌の有用なバイオマーカーとなり得ると考えられた。

研究成果の概要（英文）： The aim of this study is the identification of biomarkers to predict HCC 
development after successful treatment of viral hepatitis. By the methylation and gene expression 
analysis, we identified that gene X mainly expressed in endothelial cells and could be a potential 
biomarker for HCC. Interestingly, gene X was induced by ER stress and shear stress in cultured 
endothelial cells, in addition, over expression of gene X induced inflammatory cytokines such as 
IL1B, IL6 and IL8. Gene X enhanced tumor formation in xenograft tumor model in NOD/SCID mice. 
Moreover, high expression of gene X was associated with poor progression free survival and over 
whole survivals. Therefore, the expression of gene X was useful biomarker for the prediction of HCC 
after successful therapy for viral hepatitis. 

研究分野：肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
肝炎ウイルスの治療は進歩したが、肝炎ウ
イルス治療後にも肝発がんが認められる。肝
炎ウイルス治療後ではウイルス制御により、
肝炎が抑制された状態であることから、肝が
んの発生にはエピゲノム修飾などによる不
可逆的な遺伝子発現異常が大きく関わって
いる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究は網羅的メチル化解析並びに遺伝
子発現解析を行い、肝炎ウイルス治療後の肝
発がん機序の解明と肝発がんを予測するバ
イオマーカーの同定を行うことを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
１）肝発癌関連機能的メチル化部位のスクリ
ーニングと同定。 
網羅的メチル化解析にはイルミナ
Infinium HumanMethylation450 BeadChip を
使用し、肝炎ウイルス治療前、治療後及び肝
発癌時の肝組織サンプルを用いて「肝発癌関
連メチル化」を同定する。また、Affymetrix 
gene chip による網羅的遺伝子発現解析を行
い、両者を比較することによって、「機能的
メチル化部位」を同定する。 
２）「肝発癌関連メチル化」の機能解析。 
 同定したメチル化遺伝子の機能解析を培
養細胞及びマウスモデルにて検証する。 
 
４．研究成果 
肝生検または肝切除を受けた正常肝10例、
C 型慢性肝炎（CHC）23 例、ウイルス学的完
全駆除（SVR）後 21 例、SVR 後肝がん 28 例を
対象とし、背景肝より抽出したゲノム DNA を
用いて、メチル化アレイ（Illumina Infinium 
Human Methylation 450 K BeadChip Array）
を行った。Genome Studio methylation module
にて解析を行い、SVR 達成群と SVR 後肝癌群
の背景肝で、メチル化割合が有意に変化した
遺伝子を 1664 抽出した。さらにプロモータ
ー領域(TSS1500, TSS200)にメチル化部位が
あるものに限定し、最終的に 4遺伝子に絞り
込んだ。腫瘍組織の発現量解析を行い、正常
肝、CHC、SVR 後、SVR 後肝発癌時、及び腫瘍
部の各群間で発現量が変化した遺伝子「Gene 
X」に注目した。メチル化感受性酵素切断及
び定量的 PCR 法にて Gene X のメチル化を定
量評価した。また Gene X のプロモーター領
域をクローニングし、レポーター遺伝子発現
系を構築し HDAC 阻害剤やメチル化阻害剤を
用いた検証を行った。Gene X のプロモーター
活性は HDAC 阻害剤やメチル化阻害剤にて有
意に上昇した。またメチル化部位を欠損させ
ることにより Gene X のプロモーター活性の
低下を確認した。 
さらに、Gene X の肝組織における発現を免
疫組織染色にて検討したところ、Gene X は主
に間質に発現しており CD31 及び CD34 の染色
像から Gene X は血管内皮に発現していると
考えられた。102 例の CHC 肝癌手術標本での
Gene X発現と無再発期間及び予後との関係を
比較検討したところ、Gene X 高発現群では有
意に無再発生存期間及び生命予後が短かっ
た。 
Gene X の機能を明らかにするため、レンチ
ウイルスシステムを用いて Gene X の過剰発
現血管内皮細胞及びノックダウン血管内皮
細胞を作成した（HUVEC 及び TMNK1 細胞）。興
味深いことに、Gene X 過剰発現により血管内
皮細胞の IL1B、IL6、IL8 等の炎症性サイト

カインの上昇が認められた。さらに血管内皮
細胞に DTT や tunicamycin による ER ストレ
スを与えることにより Gene X の発現が有意
に上昇することを見出した。従って、Gene X
は血管内皮細胞において、ER ストレスによっ
て発現誘導され、炎症性サイトカインの発現
を亢進させる作用があることを示した。また
培養液の灌流システムを改変し細胞に shear 
stress を与える実験系を構築した。血管内皮
細胞に shear stress を与えたところ、Gene X
の発現が亢進し、IL6、IL8 の発現上昇が認め
られた。 
Gene Xの腫瘍形成における役割を検討した。
Gene X の過剰発現により Huh-7 細胞の
spheroid 形成が有意に亢進した。また、Huh-7
細胞と Gene X を過剰発現させた TMNK1 細胞
を混ぜて NOD/SCID マウスに移植すると Gene 
X を過剰発現していない TMNK1 細胞を混ぜて
移植した場合と比較し、有意な腫瘍形成の増
大を認めた。 
本研究によりメチル化で発現制御され、
SVR 後肝発癌例の血管内皮に発現する Gene X
を同定した。肝硬変では小葉改築により血管
走行の乱れがおこり、それによる局所の血流
速度の増大から血管内皮の shear stress が
増加していると考えられる。Gene X の発現は
shear stress により上昇した。また、Gene X
は IL1B、IL6、IL8 等の炎症性サイトカイン
の上昇を促し、腫瘍形成を促進し、肝癌の予
後とも関連した。以上より Gene X は SVR 後
肝発癌の予測に重要なバイオマーカーとな
り得る可能性が示唆され、研究成果の意義は
大きいと考えられる。 
今後の課題として Gene X の発現部位は細
胞膜であり Gene X は膜の進展ストレスを感
知するセンサーとしての働きを有する可能
性がある。その機構が明らかになれば Gene X
の生理的役割が明確となる。また、Gene X の
バイオマーカーとしての有用性を更に大き
なコホートを用いて検討する必要がある。 
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