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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年急増するウイルス非存在下・制御下における、肝発癌・進展に関わ
るゲノム要因を探索し、その知見に基づき遺伝子改変したヒトiPS細胞を構築し、その形質解析から発癌に関わ
るメカニズムの解明を目指した。肝癌切除例を対象として、半導体シークエンサーを用いて解析し、ウイルス
性・非ウイルス性や、ウイルス制御の有無、および背景肝の違いによる発癌要因の差異について明らかとした。
また、これらの知見に基づき遺伝子改変ヒトiPS細胞を樹立し、病態解析モデルの基盤を構築し、形質を解析し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, genomic factors involved in hepatocarcinogenesis were 
investigated. We analyzed HCC samples obtained by hepatic resection using a semiconductor sequencer,
 and clarified the differences in genomic factors among different viral conditions. Based on these 
findings, genetically mimicked human iPS cells were constructed, and analyzed their phenotype to 
elucidate the mechanism responsible for hepatocarcinogenesis. 

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 肝がん　ヒトiPS細胞　HBV ingtegration
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではHCV排除後やHBV持続感染、及び非ウイルス性肝癌に関わる癌ゲノムプロファイルを明らかとし、ヒト
iPS細胞培養技術および遺伝子改変技術を応用した病態解析モデルを開発し、発癌・病態形成機構の解明を進め
た。本研究により、未だ根本治療や予防法の存在しない肝癌における、これまでとは視点を異にする新規治療法
開発への展開が期待されるとともに、これらの研究手法は他分野に広く応用可能である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
わが国の肝癌患者数は 5万人を超え、肝癌の原因となる B型及び C型肝炎ウイルス(HBV, HCV)

の持続感染者に加え、非ウイルス性で糖尿病などの代謝性疾患の患者数は膨大である。C型肝炎
は画期的新薬により HCV 排除がほぼ全例で可能となったが、申請者らは HCV 排除後にも依然発
癌リスクが存在することと、加齢、肝線維化、肝脂肪化等の宿主要因がリスク因子であることを
明らかとしてきた (Gastroenterology 2017, Hepatology 2010, 2013, J Hepatol 2017, 2018)。
しかし、これらの宿主要因が関与する HCV 排除後の肝発癌分子機構は不明であり、その解明と肝
発癌を抑制する抗ウイルス療法以外の新規治療法の開発が急務である。  
また、B型肝炎においても現行の核酸アナログ薬で HBV の複製制御がほぼ全例で可能となった

が、核内に潜伏する cccDNA 及び宿主ゲノムに組込まれた HBV ゲノムの直接排除は不可能で、宿
主に組込まれた HBV 遺伝子が関わる蛋白翻訳を抑制しないため発癌抑制効果は限定的であり、B
型肝癌は減少していない。しかし、HBV 制御下における発癌機序、特に宿主ゲノムへのウイルス
ゲノムの挿入が発癌に与える意義とその機序は不明である。 
さらに、近年、非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)の疾病比率が高まっており、今後その患者数

は急増し 100 万人に達すると推定されている。現在 NASH からの発癌を抑止する有効な薬物治療
はなく、その開発は急務であるが、NASH をはじめとする非 B 非 C 肝癌の発癌分子機構や、非ウ
イルス性とされる肝癌における未知あるいは既知のウイルス関与は不明である。 
しかしこれら、病態の違いによるゲノム要因の差異の詳細と、それが関与する肝発癌・進展機

構は、適当な発癌モデルがないこともあり未だ不明である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者らが推進している NGS と遺伝子改変ヒト iPS 細胞技術とを融合させ、近年

急増するウイルス非存在下・制御下における、肝発癌・進展に関わるゲノム要因及び宿主－ウイ
ルス融合遺伝子を探索し、その知見に基づき遺伝子改変したヒト iPS 細胞を用いた機能解析を
行い、最終的にはヒト iPS 細胞による肝組織を一部模倣し得る培養体「ヒト iPS 細胞由来肝臓オ
ルガノイド」の構築と、このオルガノイドの遺伝子改変体による発癌機構と発癌に関わる細胞連
関の解明を目的とする。肝発癌進展機構を統合的に解明することでその全容解明と、現行治療と
は発想を異にする新規治療法開発の知的基盤を得ることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ウイルス非存在下・制御下における肝発癌・腫瘍進展に関与するゲノム要因及び宿主－ウイ
ルス融合遺伝子の網羅的探索 
ウイルス非存在下・制御下における肝発癌・病態進展に関わるゲノム要因を NGS を用いて網羅

的に探索し、病態との関連を明確とする。 
(2) 遺伝子改変ヒト iPS 細胞を用いた肝癌遺伝要因の機能解析 
上記により同定された遺伝要因が肝発癌及び腫瘍進展に与える分子機構を明らかとするため

に、CRISPR/Cas9 系によるゲノム編集で上記の結果に基づき標的遺伝子を改変したヒト iPS 細胞
株シリーズを樹立し、肝細胞系譜に分化誘導した各段階の細胞における形質解析を行う。 
(3)ヒト iPS 細胞由来肝臓オルガノイドの構築と、これの遺伝子改変体による発癌機構と発癌に
関わる細胞連関の解明 
肝組織を一部模倣し得る培養体、即ち「ヒト iPS 細胞由来肝臓オルガノイド」を構築し、これ

に上記の知見に基づく遺伝要因の修飾を加えた遺伝子改変オルガノイドを用いて、局所環境を
模倣した条件下での機能解析をする。また、ヒト iPS 細胞から間葉系細胞への分化誘導法を確立
し、肝細胞系譜細胞と間葉系細胞とでのそれぞれの遺伝子変動を網羅的に解析し、発癌・病態進
展に関わる細胞特異性と細胞連関の詳細を明らかとする。 
 
 
４．研究成果 
肝癌切除例を対象として、半導体シークエンサーを用いて癌関連 54 遺伝子 2910 箇所の Hotspot

に対してdeep sequenceを行い、肝細胞癌関連遺伝子プロファイルを網羅的に解析した。ウイルス性・
非ウイルス性や、ウイルス制御の有無、および背景肝の違いによる発癌要因の差異について検討した。
HCV関連肝癌では、HCV持続感染状態における発癌と、HCV排除後の発がんとでは遺伝子のプロファイ
ルに差はなかったが、後者ではTP53変異が低いなど脂肪肝やアルコールが関与する肝癌に類似してい
た。一方、HBV関連肝癌では、肝細胞癌組織の93%に宿主ゲノムへのHBV遺伝子挿入を認め、その72%
は癌関連遺伝子への挿入であった。核酸アナログによるHBV制御下の発癌例ではTERT promoter領域
の変異は低頻度で、HBV integration の発癌への関与が示唆された。一方、HBV 感染既往例では 8%に
HBV遺伝子挿入を認めるのみであったが、そのうち57%は癌関連遺伝子への挿入であった。従って、HBV



既往感染例でもHBV遺伝子挿入に起因する発癌機序が存在することが示唆された。 
これらの知見に基づきヒトゲノムにHBV遺伝子をノックインした遺伝子改変ヒトiPS細胞を樹立し、

病態解析モデルの基盤を構築した。本系において、HBV ゲノムの integration により細胞分化と増殖
に変化が見られることが示唆され、その分子機構を解析した。さらにより生体に近い条件下での解析
を可能とするために、肝細胞の形質を保持し長期継代可能な培養条件を探索し、これを可能とする培
養法を構築した。 
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