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研究成果の概要（和文）：細胞株では酸化的DNA損傷 (8-OHdG)でエピゲノム変異が誘発され、慢性肝炎組織では異常メ
チル化を持つ遺伝子数は発癌までの期間と相関した。DNAメチル化の網羅的解析により、ウイルス陰性肝癌では、加齢
や糖尿病が背景肝のエピゲノムに影響し、DNAメチル化を介した発癌に寄与すると考えられた。脂肪性肝疾患からの発
癌リスクの同定を、肝組織8-OHdGをマーカーとして検討し、血清AFP値、及び肝細胞ballooningが独立して、量依存的
に8-OHdG強度と関連することを確認した。8-OHdG染色強度はメチル化遺伝子数と優位に相関し、エピゲノム変化を介し
た発癌予測因子になりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that oxidative DAN damage (8-OHdG) induced epigenetic alteration in HCC 
cell lines. In human chronic hepatitis C, number of methylated tumor suppressor genes (TSGs) was 
associated with time-to hepatocellular carcinoma (HCC) emergence. Through the comprehensive analysis of 
DNA methylation in virus-negative HCCs, methylation was affected by aging and presence of diabetes 
mellitus (DM), suggesting that age and DM might contribute to hepatocarcinogenesis through epigenetic 
mechanism. We analyzed risk factors of fatty liver-related HCC mergence using 8-OHdG level of hepatocyte 
as a surrogate marker, and found that serum AFP and hepatocyte ballooning were independently associated 
with 8-OHdG; number of methylated TSGs was significantly higher in livers with high degree of 8-OHdG 
levels in hepatocyte. These evidences support the idea that serum AFP level and hepatocyte ballooning 
could be a marker of high-risk group of HCC in patients with fatty liver.

研究分野：消化器内科
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１． 研究開始当初の背景 
 
   非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)はイ
ンスリン抵抗性に起因する肝病変と考えられて
いる。従来、NAFLD では、肝線維化進展、ある
いはその進行が予想される非アルコール性脂肪
性肝炎(NASH)が肝癌のリスクであると報告され
ていた 1)。しかし、肝線維化軽度の症例からの
肝癌発生が報告されおり、肝線維化を伴わない
脂肪肝の肝発癌リスクに関しては未知である 1)。
加えて初期の NASH と単純性脂肪肝を明確に区
別するのは困難である 2)。従って、肝生検所見
で将来の肝発癌リスクを十分推定するのは難し
い。 
 
   申請者らは、C 型肝炎•肝硬変から発生し
た肝癌、非癌部肝の DNA メチル化レベルを、
多数の癌抑制遺伝子プロモーター領域において
解析し、メチル化レベルから癌部と非癌部を識
別する癌抑制遺伝子のグループを絞り込んだ。
興味深い事に、インターフェロン治療不応例で
のC型慢性肝炎組織において、この遺伝子群で、
異常メチル化を示す遺伝子数多い例ほど、初回
発癌までの期間が短い事が明らかとなっている。
すなわち、遺伝子メチル化が C型肝炎からの肝
発癌に影響し、また慢性肝炎から将来の肝発癌
時期を予測し得ることを示していた。 
 
２． 研究の目的 
 
  上記の背景より、本研究では NAFLD からの
肝発癌に展開し、エピゲノム変異に基づく新規
の NAFLD からの発癌予測マーカーの開発するこ
とを目的とする。そのために以下の知見を得る。 

 
(1) NAFLD 関連肝癌と考えられる症例の癌部、
非癌部の DNA メチル化を網羅的に解析し、癌
部—非癌部間でメチル化に差がある CpG locus
を抽出する。 
 
(2) 上記のなかで、癌部でメチル化が亢進する
CpGをプロモーターに持つ遺伝子を選び、メチ
ル化の亢進が遺伝子発現の不活性化を引き起こ
しているかを検討する。 
 
(3) NAFLD の病態進展に重要な役割を果たす酸
化ストレスに注目し、酸化的 DNA 損傷がエピ
ゲノム変異を誘導するかを検討する。 
 
(4) 非ウイルス性肝癌（NBNC 肝癌）の背景肝の
メチル化の差異に影響を及ぼす臨床背景を明ら
かにする。 
 
(5) NAFLD 肝生検組織の酸化的 DNA 損傷と相関
する臨床病理学的因子を明らかにする。さらに
これらのNAFLD肝生検組織において、酸化的DNA
損傷の程度と、上記(1)(2)で抽出した DNA メチ
ル化との関連を検討する。 
 
３． 研究の方法 

 
(1) 肝癌(HCC)、その非癌部肝（ウイルス性
37 例、NBNC22 例）を用い、DNA メチル化
profile をイルミナ社 HM BeadChip450 を用い
解析する。癌-非癌でメチル化レベルに差異
のある CpG を、β 値の差＞0.15 かつ U 検定
と FDR 法による補正 q 値＜1.0E-12 を基準と
して抽出し、癌部に特徴的なメチル化の変化
が生じる CpG 部位を絞り込む。 
 
(2) 5 種の肝癌細胞株を 5-Aza-dC 及び
trichostatin A(TSA)を用いて脱メチル化処
理し、処理前後での遺伝子発現の変化を発現
が 2 倍以上回復する遺伝子を SurePrint G3 
発現アレイを用いて網羅的に解析し抽出す
る。上記(1)において抽出された遺伝子のう
ち、癌部でメチル化レベルが亢進しており、
さらに脱メチル化処理にて発現が回復する
遺伝子を、NAFLD からの発癌に関連するエピ
ゲノムを生じる遺伝子として絞り込む。 
 
(3) 肝癌細胞株（HepG2）および肝細胞由来
細胞株（HC 細胞）を過酸化水素で処理し、処
理前後のヒストン修飾の変化を免疫沈降-定
量 PCR（ChIP-qPCR）にて検討する。ヒストン
修飾の変化の検討には、転写促進型ヒストン
修飾を検出する抗体（AcK16H4、3MeK4H3）、
転写抑制型ヒストン修飾を検出する抗体
（3MeK27H3）を用い、過酸化水素処理による
酸 化 的 DNA 損 傷 部 位 の 検 出 に は
8-hydroxy-2’-deoxyguanosine（8-OHdG）抗
体を用いる。 
 
(4) NBNC、およびウイルス陽性 HCC の非癌部
を、臨床背景別（糖尿病、BMI≧25、飲酒歴、
HBV/HCV、性、年齢≧70才、F stage）に群別
し、上記で抽出した CpG のうち、各群間で差
のあるものを U 検定の p＜0.01 かつ BH FDR
法の補正 q＜0.35 で抽出する。さらに、これ
らの CpG 部位の内、癌部でメチル化が上昇す
る部位に関して、そのメチル化の変化が対応
する遺伝子の転写抑制を誘導しているかを
確認するため、上記(2)の結果と照合する。 
 
(5) NAFLD からの発癌予測因子を同定するた
め、肝組織の 8-OHdG レベルをサロゲートマ
ーカーとし、臨床病理学的因子との対比を行
う。NAFLD 肝生検組織の 8-OHdG を免疫組織化
学染色にて定量する。組織学的検索は、脂肪
化、炎症、ballooning、線維化の程度を NAS
スコア等の評価項目で検討し、優位に肝組織
中 8-OHdG と相関する臨床病理学的因子を抽
出する。さらに、肝生検において、検出され
る遺伝子メチル化の程度と 8-OHdG レベルと
の関連を解析する。 
 
４．研究成果 
 
(1) 酸化ストレス前後でのヒストン修飾パ
ターンの変化： 



 
  肝癌細胞株 HepG2 細胞、および肝細胞由来
HC 細胞を過酸化水素で処理した。20 種の癌抑制
遺伝子プロモーター(CpG island を有する)にお
ける処理前後の転写促進型（AcK16H4、3MeK4H3）、
転写抑制型（3MeK27H3）、8-OHdG による DNA 修
飾の変化を求めた。処理前に対する処理後の
DNA 修飾の変化比を図１に示す。 
  大部分のプロモーターにおいて、処理後の
DNA は転写抑制型の変化比（fold change）は 1
以上であり、転写抑制型の変化比＜１となって
いる。また 8-OHdG の変化比＞１であり、処理後
では 8-OHdG 修飾が増加し、それらの DNA 上のヒ
ストン修飾は転写抑制型に変化していた。すな
わち、酸化ストレスに起因する酸化的 DNA 損傷
はヒストン修飾を変化させることが示唆された。 

(2) 肝癌部でのメチル化変化の網羅的解析と
NBNC 肝癌における非癌部での背景因子に
よるメチル化プロファイルの変化 

 
  方法の部分で述べた条件に基づき、癌部で
メチル化が上昇する CpG を 3052 部位、低下す
る CpG を 35279 部位抽出した。この CpG を含
む遺伝子中で、β値の差異の大きい上位 500 遺
伝子を抽出した結果、癌部と非癌部で明確なク
ラスターを形成した（図 2）。 
  これらの内、肝癌の背景肝である非癌部肝
組織でのメチル化レベルに注目し、肝発癌のリ
スクであると考えられる各臨床背景の有無が、
非癌部でのメチル化レベルの差と関連があるか
を検討した。各群間で差のあるものを U 検定 p
＜0.01かつFDR法の補正q＜0.30で抽出したと

ころ、NBNC 非癌部で、年齢(≧70 才)により
差異のある CpG が 6517 部位、糖尿病歴で 47
部位が抽出された。一方、性、喫煙歴、飲酒
歴、BMI、線維化別では差異のある CpG は抽
出されなかった。さら年齢の差異で非癌部肝
のメチル化レベルに差が生じる CpG の内で、
その CpG をプロモーターに持つ遺伝子で、か
つ非癌部と比較して癌部でメチル化レベル
が 15%以上の上昇を示し、さらに検討した 5
種中 4種の肝癌細胞株で、脱メチル化処理に
より遺伝子発現が2倍以上回復する遺伝子と
して HGF activator inhibitor-1 (HAI-1)/ 
serine peptidase inhibitor， Kunitz type 
1 (SPINT1)遺伝子が同定された。HAI-1/ 
SPINT1 は細胞膜結合型セリンプロテアーゼ
インヒビターであり、膵癌や大腸癌では癌抑
制遺伝子としての機能も報告されている。
NBNC-HCC では 70 才以上の例の癌部で優位に
高メチル化を示す頻度が高い(図 3)。このこ
とより、加齢に伴って発生する肝癌の発癌に
おいて重要な役割を果たしている可能性が
示唆された。 
 
(3) NAFLD 肝組織の 8-OHdG レベルを反影する

臨床病理学的因子の同定 
 
  NAFLD 肝生検組織の 8-OHdG 染色を行い、
染色強度と相関する臨床病理背景を検討し
た。単変量解析では性別（p＝0.0465）、身長
（p＝0.0428）、Fibrosis-4 (Fib-4) index（p
＝0.0340）、AST/ALT 比（p＝0.0216）、血清α
-フェトプロテイン（AFP）値（p＝0.0395）
が肝細胞の 8-OHdG 量と相関していた。この
中で Fib-4 index（年齢、AST、 ALT、 血小
板値より計算される線維化と相関する
index）は AST/ALT 比との交絡因子であるた
め、これを省いて多変量解析した結果、血清
AFP値が独立して肝細胞の8-OHdG量と関連し
た(p＝ 0.0271)。一方、病理学的因子では
ballooning が 8-OHdG 強 度 と 相 関 し
（p=0.0021）、炎症や steatosis は相関する
傾向はあるが優位ではなかった。線維化ステ
ージも8-OHdG強度と相関したが（p=0.0054）、
ballooning が独立して、量依存的に 8-OHdG
強度と関連していた（図 4）。8-OHdG 染色強
度はその組織のメチル化TSG数と優位に相関
していた（p=0.0362）。 

 

図２ 癌-非癌でメチル化レベルの差が大きい500部
位の CpG でのβ値による階層クラスター解析 

 
上部は癌組織、下部は非癌部のクラスターである。1
例を省いて、癌と非癌部はそれぞれ別個のクラスタ
ーを形成した。 
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