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研究成果の概要（和文）：肝癌臨床組織を構成する癌細胞および非癌細胞の構成組成を、系統的エピゲノム情報
を用いてバルク癌組織のデータのみから高精度に定量する手法を確立し、その有用性を検証した。混合線形モデ
ルでデコンボリューションを行い、各種細胞の構成比率と癌細胞の純粋なメチル化率を推定した。肝臨床組織の
マルチオミックス解析に実装したところ、癌組織が含む腫瘍細胞由来の割合をLUMP法で推定した結果と上皮系細
胞画分とは非常によく相関することが明らかになった。バルクのメチル化データの階層的クラスタリングで同定
した腫瘍細胞成分が少ないサブグループ（E4)は、CD4・CD8＋T細胞や単球・マクロファージ系細胞が多い傾向が
みられた。

研究成果の概要（英文）：We established and validated a method to accurately quantify the composition
 of cancerous and non-cancerous cells comprising the clinical liver cancer tissues. Cell 
deconvolution was performed in a mixed linear model to estimate the compositional ratio of various 
cells and the pure methylation rate of individual cells. When implemented in a multi-omics analysis 
of liver clinical tissues, it was found that the percentage of tumor cell fraction estimated by LUMP
 method were well correlated with the result of epithelial cell fraction in this approach. The 
subgroups (E4) with fewer tumor cell components identified by hierarchical clustering of bulk 
methylation data tended to be dominated by CD4+ and CD8+ T cells, monocytes and macrophage-like 
cells.

研究分野： ゲノム医学

キーワード： 肝がん　DNAメチル化　微小環境

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌組織の一部には間質の増生や炎症細胞浸潤の高いものも存在するが、こうした症例はしばしば大規模プロジ
ェクトの対象外とされてきたため、ドライバー変異を含む分子プロファイルとの関係が明らかでない。本研究課
題で開発した推定法により、こうした症例も含めたあらゆる肝癌組織の分子プロファイルを対象にしうると考え
られた。また、非癌細胞の構成比率を明らかにすることで、癌細胞の純粋なメチル化プロファイルを逆算するこ
とも可能となり、新たなエピゲノム制御異常が解明できる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
この 10 数年のゲノムシーケンス技術の飛躍的な進歩を背景に北米の TCGA 計画や国際がん 

ゲノムコンソーシアム（ICGC）などによる主要癌腫の分子プロファイルが進み、肝癌におい
ても主要なドライバー遺伝子変異とこれに関連する遺伝子発現や DNA メチル化によるサブグ
ループが報告されてきた。TERT プロモーターや TP53、CTNNB1 などのドライバー変異とこ
れに関連するシグナル経路の制御異常およびエピゲノム変異が明らかとなり、包括的プロファ
イルに基づく分子生物学的層別化が可能となった一方で、肝癌にはこうしたサブグループに対
応した Druggable target が欠如しており、マルチキナーゼ阻害剤以外に有効な治療オプション
がほとんどないことが問題である。そうした中、現在（2017 年当時）欧米で行われている免疫
チェックポイント阻害剤の上皮系腫瘍に対する臨床治験の結果は非常に期待できるものであり、
肝癌でも 15%程度に partial response の可能性があるとされている。このことは、肝癌臨床組
織においても癌細胞に対する免疫寛容状態が存在し、これを解除することで抗腫瘍効果を惹起
しうることを意味しており、肝癌組織内に浸潤する炎症細胞や間質細胞など非癌細胞が形成す
る微小環境の解明が重要であると考えられる。 
そこで、癌微小環境の病態理解や癌免疫治療の戦略を立てる上での基盤的解析手法を確立す

るために、肝癌臨床組織を構成する癌細胞と癌周囲の微小環境を構成する様々な非癌細胞の組
成比率を肝癌組織のバルク解析結果のみから推定することができないか、と考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肝癌臨床組織を構成する癌細胞および非癌細胞の構成組成を、系統的エ 

ピゲノム情報を用いてバルク癌組織のデータのみから高精度に定量する手法を確立し、その有 
用性を検証することである。具体的には、以下のサブテーマを明らかにする。 
（１） 肝癌組織の構成細胞比率定量法の確立 
（２） 肝癌組織の臨床組織への応用 
（３） 構成細胞比率定量法の有効性の検証 
 
３．研究の方法 
（１）肝癌組織の構成細胞比率定量法の確立 
構成細胞比率の定量予測には、混合線形モデルでデコンボリューションを行い、各種細胞の

構成比率と癌細胞の純粋なメチル化率を推定する。癌臨床組織のバルクで計測したメチル化率
は、各種細胞のメチル化率に細胞の構成比率を積算した値の合計値となる。癌細胞そのものの
純粋なメチル化プロファイルは未知であるが、ゲノム変異解析におけるアリル頻度比から推定
した癌細胞の含有率が入力可能であり、これら一連の推定を細胞系譜特異的メチル化プローブ
の数だけ繰り返し試行を行う。 
（２）肝癌組織の臨床組織への応用 
肝芽腫組織約 130 例のマルチオミックス解析（ゲノム変異、遺伝子発現、DNA メチル化）を

用いて構成細胞プロファイルを作成した。遺伝子発現プロファイルを用いた構成細胞予測法は
CIBERSORT 法を用い、最新のアルゴリズムでは 22種類の免疫細胞に分画推定することが可能で
あるが、メチル化プロファイルとの比較を考慮し、主要な 7 分画（B 細胞、NK 細胞、CD4+T 細
胞、CD8+T 細胞、単球、好中球、好酸球）を検討対象とした。メチル化プロファイルについて
も同様に、FACS で単離した各細胞画分（B 細胞、NK 細胞、CD4+T 細胞、CD8+T 細胞、単球、好
中球）のメチル化プロファイルを用いて混合線形モデルでデコンボリューションを行った。 
（３）構成細胞比率定量法の臨床応用可能性の検証 
DNA メチル化プロファイルおよび遺伝子発現プロファイルの両方を解析した症例について、

それぞれの画分の比較検証を行った。腫瘍成分、非腫瘍成分の割合に加えて、免疫細胞のそれ
ぞれの画分における検出能を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）肝癌組織の構成細胞比率定量法の確立 
癌組織における腫瘍細胞のみの含有率を推定する方法

は、ゲノム変異解析の変異アリル頻度を用いる手法がい
くつか確立されている。DNA メチル化情報を利用した腫
瘍含有率推定も提案はされているが、精度が十分でない
ため、本研究課題では推定に有用な独自のプローブ選択
を行い、精度の向上を図った。非癌細胞の構成比率予測
については遺伝子発現プロファイルをもとに予測する手
法がいくつか考案されているものの、精度もまた不十分
であるのに加えて炎症細胞のみの予測にとどまっている。
エピゲノム情報は、細胞系譜に沿った時空間的な遺伝子発現制御を行う上での基盤的情報であ
り、系統的に細胞種特異的なマーカープローブのプロファイルを作成することが可能であった
（右図）。DNA メチル化修飾は化学的に安定であることから臨床組織サンプルの保存状態の影響



が最小限となり、構成細胞比率の高精度な定量を得る上で理想的な情報になると考えられた。 
（２）肝癌組織の臨床組織への応用 
肝芽腫組織約 180 例のマルチオミックス解析（ゲノ

ム変異、遺伝子発現、DNA メチル化）を用いて構成細
胞プロファイルを作成した。最初に、メチル化プロフ
ァイルを用いた腫瘍画分推定を行い、癌組織が含む腫
瘍細胞由来の割合を LUMP 法で推定した。次に、このプ
ロファイルについて、上皮系細胞画分、繊維芽細胞画
分および各種免疫細胞画分（B 細胞、NK 細胞、CD4+T
細胞、CD8+T 細胞、単球、好中球）に混合線形モデル
でデコンボリューションを行った。右図に示すように、
142 例の検討で腫瘍画分推定結果と上皮系細胞画分と
は非常によく相関することが明らかになった。 
肝癌組織の一部には間質の増生や炎症細胞浸潤の高

いものも存在するが、こうした症例はしばしば大規模プロジェクトの対象外とされてきたため、
ドライバー変異を含む分子プロファイルとの関係が明らかでない。本研究課題で開発した推定
法により、こうした症例も含めたあらゆる肝癌組織の分子プロファイルを対象にしうると考え
られた。また、非癌細胞の構成比率を明らかにすることで、癌細胞の純粋なメチル化プロファ
イルを逆算することも可能となり、新たなエピゲノム制御異常が解明できる可能性がある。 
 

（３）構成細胞比率定量法の臨床応用可能性の検証 
DNA メチル化プロファイルおよび遺伝子発現プロファイルの両方を解析した症例（124 例）に

ついて、それぞれの画分の比較検証を行った。腫瘍成分、非腫瘍成分の割合に加えて、免疫細
胞のそれぞれの画分における検出能を比較した。バルクのメチル化プロファイルで行った階層
的クラスタリングで４つのサブグループを同定したが、E4のサブグループは腫瘍細胞成分が少
なく、非癌組織と同様のメチル化パターンを示している（下図参照）。これらの細胞は、今回行
った細胞別デコンボリューションでも上皮系細胞成分が少ないだけでなく、CD4 および CD8 陽
性 T 細胞や単球・マクロファージ系細胞が多い傾向がみられた。遺伝子発現プロファイルを
CIBERSORT 法で解析した結果も同様の傾向を認めたが、好中球と単球・マクロファージ系細胞
が不十分である可能性が示唆された。逆に、メチル化プロファイルでは CD8 陽性 T細胞の画分
がかなり低値を示すことから、これらをよく分離できるようなメチル化プローブの選出が、感
度を高めるために重要であると考えられた。 
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