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研究成果の概要（和文）：先行研究により同定した癌のドライバー遺伝子候補に対するプール型CRISPRライブラ
リーを作成し、Pten欠損Kras活性化マウスの肝内に投与することで、肝発癌を促進させた。シークエンス解析の
結果がん部においてSav1遺伝子の欠損変異が認められた。そこでSav1遺伝子のKOマウスを作成したところ、脂肪
肝を発症するPten欠損マウスとの交配により著しく肝癌発症が促進した。非ウイルス性肝癌患者においてPten並
びにSav1遺伝子の発現はがん部において非癌部に比し有意に減少し、発現低下例は有意にその予後が不良であっ
た。以上より、肝癌におけるSav1遺伝子のがん抑制遺伝子としての役割を解明した。

研究成果の概要（英文）：We generated pooled CRISPR library targeting driver gene candidates 
identified by previous screening. We introduced the library into Pten-deficient and Kras-activated 
mice and accelerated their tumorigenesis. We sequenced developed tumor and found Indel mutation in 
Sav1 gene locus. Then, we generated sav1 knockout mice and crossed with Pten knockout mice that 
spontaneously develop steatohepatitis. These mice rapidly developed multiple liver tumors. 
Expression levels of SAV1 and PTEN were significantly downregulated in tumor tissues of non-viral 
HCC patients than their non-tumor tissues and patients with lower levels of those showed poorer 
prognosis. Taken together, we showed the novel tumor suppressive role of Sav1 gene in HCC.

研究分野：消化器内科

キーワード： 肝細胞癌　Hippo経路　遺伝子スクリーニング　ノックアウトマウス　CRISPR
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により発癌機序に不明な点が多い非アルコール性脂肪性肝疾患由来の肝発癌の新規機序が明らかになっ
た。非アルコール性脂肪性肝疾患患者人口は極めて多いが、その中から肝癌を発症する頻度は決して高くないた
め、効率の良いスクリーニングが重要である。本研究成果により、発癌機序の一端が明らかになることで、高リ
スク群の囲い込みに繋がる可能性がある。また、進行肝がんの治療選択肢は少なく、今回同定した新規遺伝子を
標的とした治療法の開発に繋がる可能性があると考えられる。以上より、本研究成果は学術的に新規のがん抑制
遺伝子を同定・検証したのみならず、社会的意義が極めて大きい結果であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 肝癌は、世界でその死亡率が全癌種中第２位に位置し、日本においても死亡実数が毎
年３万人を超え予後不良である。早期肝癌の多くは高分化型で乏血性であるのに対し
て、進展過程においてその一部から中分化や低分化型肝癌が出現し、より悪性度の高
い多血性の進行肝癌として浸潤・転移を来たす。進行肝癌の治療選択肢は非常に乏し
く、現在ガイドラインで唯一推奨されている化学療法はソラフェニブのみであるが、
治療効果は限定的であり、新たな治療薬の創出が喫緊の課題である。 

 近年、癌におけるゲノム変異の包括的なカタログを作成すべく、国際がんゲノムプロ
ジェクトが数千に及ぶ癌ゲノムのシークエンスを行った。これにより、500 例を超える
肝癌のゲノム情報も明らかとなり、TERT 遺伝子のプロモーター領域の活性化や
TP53,CTNNB1 の高頻度の変異などが、肝癌のドライバー遺伝子として同定された。同時
に、10,000 を超える遺伝子においても低頻度な変異が認められ、肝癌には著しい腫瘍
間不均一性が存在することが明らかとなった（Totoki Y, Nat Genet 2014）。このこと
は、肝癌のドライバー遺伝子が他にも多数存在することを示唆するが、これだけの検
体数をもってしても、これら低頻度の遺伝子異常が実際に肝癌の発症・進展に寄与し
ているかを統計学に検討することは困難であった。申請者は、こういったヒト検体を
用いた解析の限界を克服する手法として、これまでにトランスポゾン挿入変異スクリ
ーニング法を用い、各種癌のドライバー遺伝子の同定を行った（Kodama T. PNAS 2016, 
Gastroenterology 2016, Mann K, Kodama T. Nat Biotech 2016, Rangel R, Kodama T 
PNAS 2016）。 

 申請者は、この方法により肝癌進展の制御機構を明らかにする為、非アルコール性脂
肪肝炎から肝細胞癌を発症する肝細胞特異的 Pten 欠損マウスを用いて新たなスクリ
ーニングを行った。このマウスではトランスポゾンの挿入変異により肝癌の発症が有
意に促進された。そこで、250 匹の担癌マウスから 800 の腫瘍を採取して組織学的解
析を行い、分化度毎に各々80個の腫瘍を選択してトランスポゾン挿入頻度の高い遺伝
子群を比較検討した。その結果、多数の分化度の異なる肝癌におけるドライバー遺伝
子候補を同定した。しかしこれらの多くの遺伝子の意義は未だ明らかではない。 

 
２．研究の目的 
 スクリーニングで同定された遺伝子群の肝癌発症・進展への関与について生体内で検
証を行う。 

 検証しえた遺伝子群による肝癌発症・進展の制御機構を明らかにする。 
 ヒト肝癌臨床検体を用いた解析から、検証しえた遺伝子群にの肝癌における臨床的意
義を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）CRISPR/Cas 導入による生体肝細胞内遺伝子編集技術を用いた肝癌進展ドライバー候
補遺伝子の検証 
50 の候補遺伝子を標的とした Crispr/Cas ライブラリーを作成し、肝細胞特異的 Pten 欠損
Kras 活性化マウスの尾静脈から急速静注し（HTVi 法）、肝内にランダムに CRISPR を導入し
た。その後 3ヶ月飼育し、発症した肝癌からゲノムを抽出し、各種候補遺伝子の gRNA 標的
部位における Indel 頻度をターゲットシーケンスにより定量化することで、候補遺伝子の
中から肝癌進展に寄与した遺伝子を同定する。 
 
（２）KOマウスを用いた候補遺伝子の検討 
１）により検証された遺伝子に関して肝特異的 KO マウスを作成し、その表現型を検討した。 
 
（３）細胞株を用いた発癌制御機構の検討 
１）により検証された遺伝子に関して、不死化肝細胞を用いてその機能を抑制した際の発癌
に与える影響を検討した。 
 
（４）ヒト肝癌組織臨床検体を用いた検討 
肝癌症例の癌部・非癌部検体を用いて、１）により検証された遺伝子に関して、ｑPCR によ
る遺伝子発現レベルと予後との関係について検討した。 
 
４．研究成果 



（１）CRISPR/Cas 導入による生体肝細胞内遺伝子編集技術を用いた肝癌進展ドライバー候
補遺伝子の検証 
肝細胞特異的かつタモキシフェン依存的に Kras 持続活性化並びに Pten が欠損するマウスを作
成したところ、タモキシフェン投与約３ヶ月において脂肪肝から肝癌を発症することを確認し
た。スクリーニングにより同定された候補遺伝子を標的としたプール型 CRISPR/Cas ライブラリ
ーを作成し肝発癌マウスモデルに対して HTVi 法により導入したところ、ライブラリー導入群に
おいて有意に発癌形成の促進を認めた。ライブラリー導入群において発症した癌と周囲の非癌
肝からゲノム DNA を抽出し、次世代シークエンサーを用いてエクソームシークエンスを行った。
その結果、癌部においてのみ CRISPR/Cas の標的部位に対する InDel 形成を複数の遺伝子で認め
た。中でも、Sav1 遺伝子に対する高頻度の Indel 形成を認められ、Sav1 遺伝子の欠損が脂肪肝
からの肝癌発症を促進していると考えられた。 
 
（２）KO マウスを用いた候補遺伝子の検討 
肝特異的 Sav1 欠損マウスを作成し、脂肪肝炎から肝癌を発症するモデルマウスである肝特異的
Pten 欠損マウスと交配することで、肝特異的 Sav1/Pten 同時欠損マウスを作成し検討を行った 
このマウスは 3ヶ月例において全例肝癌の発症を認めた。 
 
（３）細胞株を用いた発癌制御機構の検討 
不死化肝細胞において、Pten の shRNA 並びに Yap の cDNA を導入したところ、この細胞は増殖速
度やスフィア形成能が有意に亢進した。また肝前駆細胞を用いてアログラフトモデルを作成し
たところ、Pten が抑制され Yap が活性化した肝前駆細胞からのみ腫瘍形成を認めた。以上のこ
とから、Pten 欠損による PI3K 経路の活性化と Sav1 欠損による Hippo 経路の不活性化が、NASH
の進展に加えて、肝前駆細胞からの肝癌発症を促進させるという新たな制御機構を明らかにし
た。 
 
（４）ヒト肝癌組織臨床検体を用いた検討 
TCGA に蓄積された肝細胞癌患者の中から非ウイルス性肝細胞癌患者を抽出し、RNA-seq データ
を検討したところ、Pten・Sav1 の発現は癌部で有意に発現が低下しており、両遺伝子の発現低
下症例は有意に予後不良であった。 
また、当院で肝切除を受けた患者の中で、NASH から肝癌を発症した患者を抽出し、切除肝組織
を用いて免疫染色による検討を行ったところ、正常肝と比して SAV1 の蛋白発現は NASH 肝組織
で有意に低下し、また NASH 肝癌組織で更に低下していた。 
以上から SAV1 発現の低下が NASH の病態進展や肝癌発症に寄与していると考えられた 
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