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研究成果の概要（和文）：NAFLD患者で同定した2個のdifferentially methylated region (DMR)ネットワークが
C型肝炎や肝臓癌でも保存されているかを肝炎、肝癌の2種類のデータベースを用いて検討した。NAFLDで線維化
進行に伴いメチル化が低下するDMRネットワークは正常やC型肝炎、肝癌で認められなかった。一方NAFLDで線維
化進行に伴いメチル化が増加するDMRネットワークはC型肝炎、肝癌でも認められた。NAFLDから肝硬変、肝臓癌
発症過程でDMRsネットワークが変化すること、及びネットワークに存在する重要な遺伝子が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that two differentially methylated region (DMR) 
networks correlated with the fibrosis stages of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). We 
examined these DMR networks in viral hepatitis and hepatocellular carcinoma (HCC). One DMR network 
was clearly observed in viral hepatitis and two HCC populations. Methylation levels of genes in this
 network were higher in viral hepatitis and lower in HCC. The other DMR network was observed in 
NAFLD, but not in viral hepatitis or HCC. This second network included genes involved in 
transcriptional regulation, cytoskeleton organization, and cellular proliferation, which are 
specifically related to fibrosis and/or tumorigenesis in NAFLD. We found that several genes would be
 candidate targets for the prevention and treatment of HCC.

研究分野：医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NAFLDから肝癌発症機序は不明な点が多い。NAFLDは脂肪肝から脂肪肝炎、肝硬変へと進行する。線維化が進行し
ているほど肝癌発症リスクが高まる。NAFLDの線維化に関連する2個のDMRネットワークを報告してきた。本研究
では1つのネットワークはウイルス性肝炎や肝癌で保存されており、ネットワークに存在する遺伝子はNAFLDの線
維化に伴い発症する肝癌に関連していることが示された。もう1つのネットワークはNAFLD特異的で、細胞増殖に
関連する遺伝子が含まれており、NAFLDから発症する肝癌に関連していると考えられる。これらの遺伝子はNAFLD
の治療や肝癌発症予防のターゲットとなることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、カロリーの過剰摂取による異所性脂肪蓄積（内臓脂肪蓄積、非アルコール性脂肪肝疾患
（NAFLD））から生じるメタボリックシンドロームによる健康障害が問題になっている。NAFLDは
脂肪肝から炎症、線維化を伴う非アルコール性脂肪肝炎（NASH）、肝硬変に至る幅広い症状を呈
する疾患である。NAFLDの発症、進行のメカニズムを明らかにするためゲノム・エピゲノム研究
や解析方法の開発を行ってきた。ゲノムワイド関連解析（GWAS）にて PNPLA3、SAMM50、PARVB を
含む領域の遺伝子多型が NAFLD発症だけでなく繊維化進行に重要であることを報告してきた（1-
3）。次世代シークエンス技術を応用した targeted-bisulfite sequence法を開発し PNPLA3遺伝
子上の CpG99 のメチル化増加と PNPLA3 の発現量低下、PARVB 遺伝子上の CpG26 のメチル化低下
が NAFLD の繊維化進行に関連していることを見出した。PNPLA3 rs738409の遺伝子多型が CpG99
のメチル化増加と PNPLA3の発現低下に影響することを明らかにしてきた（4）。 
 NAFLD の肝生検組織を用いた RNA シークエンスを行い線維化進行に伴い発現量が変動する遺
伝子を同定した。遺伝子共発現解析（WGCNA）にてこれらの遺伝子は 3 つの module にクラスタリ
ングされることが明らかとなった。Module 1 には細胞外マトリックス、細胞シグナル関連遺伝
子が集簇し、4 個のハブ遺伝子（PAPLN、LBH、DPYSL3、JAG1）を伴うスケールフリーネットワー
クを形成していた。PAPLN は細胞外マトリックス、LBH と DPYSL3 は癌抑制、JAG1 は発癌に関連
する遺伝子で線維化進行に伴い発現が増加し線維化や前癌状態に関連していることが示唆され
た。Module 2 にはミトコンドリア、酸化還元関連遺伝子が集簇しておりランダムネットワーク
を形成し線維化進行に伴い発現が低下し NAFLD 進行に伴うミトコンドリア機能低下に関与する
ことが示唆された（5）。ゲノムワイドメチル化解析にて NAFLD の軽度及び重度線維化の 2 群間で
有意差を認めた約 6 万ヶ所の CpG について WGCNA を用いた co-methylation 解析を行い、3 個の
moduleにクラスタリングされることを明らかにした。Module 1に属する CpGは免疫反応に関連
している遺伝子が多く、高度線維化群でメチル化が低下していた。Module 2に属する CpGはミ
トコンドリアでの酸化還元、脂質代謝に関連する遺伝子が多く、高度線維化群でメチル化が増加
しミトコンドリア機能低下や代謝異常と関連することが示唆された（6）。Probe Lasso法を用い
て NAFLD の高度線維化群と軽度線維化群間で連続した複数の CpG のメチル化レベルが変化する
ゲノム領域（differentially methylated region；DMR）を 610ヶ所同定した。WGCNAで得られ
た CpG 間の topological overlap 値を各 DMR 内で平均値を計算し DMR のネットワーク解析を行
う手法を開発した。この手法を用いて 2個の DMR ネットワークを同定した（7）。NAFLD の症例の
みで認められコントロールでは認められなかったネットワーク 2に属する遺伝子は PEMTなど重
要な代謝遺伝子が多く、線維化の進行に伴いメチル化が増加していた。このネットワークに存在
する HNF4A、MIR192/MIR194-2、ABCG5/ABCG8、CHID1、NUPR1遺伝子上の DMRは肥満外科手術によ
る減量でメチル化レベルが低下し可逆性変化が認められた。別の DMR ネットワーク 1は NAFLDだ
けでなくコントロールの肝臓でも認められた。転写制御（ZBTB38、TLE3、CASZ1)、細胞増殖（RHOD、
ARHGEF25）、細胞内シグナル（GPR56、ITGA3）、oncogene（AGRN）に存在する DMRが含まれており
NAFLD の進行に重要な働きをしていると考えられた。メチル化レベルは線維化 stage、年齢、空
腹時血糖と強い相関を示し、減量による可逆性が認められなかったことから、長期の高カロリー
が肝臓の DNA メチル化レベルに不可逆的な変化をもたらし NAFLD の線維化、前癌状態に関連し
ていることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
NAFLD は多様な表現型を示すにもかかわらず、発現変動遺伝子や DMR が 2-3 の限られたネット

ワークに集約されることが明らかとなった。これは NAFLD発症・進行に伴い発現や DNAメチル化
を制御する少数の因子の存在を示唆する。その因子を同定することは NAFLD の病態解明、治療方
法の開発に有用である。NAFLD では加齢に伴い早期から癌化に関連する遺伝子上の DMRのメチル
化レベルが不可逆的に変化する。本研究では NAFLD で認められた線維化に関連した DMR ネット
ワークが他の線維化を起こす C 型肝炎やアルコール性肝障害でも存在するのかどうか、また肝
癌発症後でもネットワークが保存されているかについて検討した。 
 
３．研究の方法 
 NAFLD で同定した線維化に関連する DMR ネットワークが他の肝臓疾患で存在するかを検討す
るため、データベース GSE89852（37 のウイルス性肝炎サンプル、37の肝癌サンプル）と GSE56588
（224 人のイタリア人肝癌サンプル）を用いた。ネットワークから抽出した重要な遺伝子のメチ
ル化レベルについて、データベース GSE60753 を用いて検討した。日本人 NAFLD(n = 60)、アメ
リカ人 NAFLD(n = 56)、ドイツ人コントロール(n = 34)についてはすでに報告しているデータを
用いた（７）。これらのデータベースは Infinium HumanMethylation450 BeadChip (Illumina, 
San Diego, CA, USA)を用いてメチル化レベルが測定されている。 
 すでに報告している NAFLD の線維化に関連している 610 カ所の DMR に存在する 3,683 カ所の
CpGs sites をデータベースから抽出し、WGCNA を用いて共分散分析を行った（6、7）。具体的に



は WGCNA R packageを用いて 3,683 CpG sitesの共分散分析を行った。ネットワークは adjacency 
matrix A = [αij]で示される。αijは|PCCi,j|βであり、PCCi,jは i番目と j番目のサンプル間の
Pearsonの相関係数である。この β は soft threshold と言い、各サンプル群で決定する。今回
はスケールフリーモデルの適合度が R2 > 0.70になる β を選択した。日本人 NAFLDは 16、アメ
リカ人 NALFD は 14、ドイツ人コントロールは 14、日本人ウイル性肝炎は 7、日本人肝癌は 6、 
イタリア人肝癌は6に設定した。WGCNAで計算した各CpGサイトのtopological overlap measures
を DMR単位で平均値を計算し、ネットワークを Cytoscape softwareを用いて可視化した。 
 DMR のメチル化レベルの差は Hotelling’s T-squared testを用いて検定した。 
 
４．研究成果 
 図１に示すように、NAFLD 線維化に関連し
た 2個のネットワークのうちネットワーク 1
は NAFLD とコントロールのみで認められ、ウ
イルス性肝炎、肝癌では認められなかった。
ネットワーク 2 は C型肝炎、肝癌でも認めら
れた。ネットワーク１は NAFLD特異的で、ネ
ットワーク 2は C型肝炎や肝癌にも共通する
ネットワークであることが明らかとなった。 
 図 2に示すようにネットワーク 2ではウイ
ルス性肝炎、肝癌で共通の遺伝子がネットワ
ークの中心部に存在していることが明らか
となった。Fatty acid binding protein 1 
(FABP1)、serum/glucocorticoid regulated 
kinase 2 (SGK2) 、 hepatocyte nuclear 
factor 4 α (HNF4A)がネットワーク 2のハ
ブ遺伝子である可能性が高いと考えられた。 
 データベース GSE89852では FABP1、SGK2、
HNF4A 遺伝子のメチル化レベルは非癌部に
比較して、肝癌部位で低下していた（図 3）。
データベース GSE56588には肝癌以外に 11人
の正常肝臓部位と 10 人の肝硬変の肝臓サン
プルのメチル化データが含まれていた。肝硬変
では正常よりメチル化レベルが増加しており、
肝癌では正常近くまで低下していた。 
GSE89852 は B 型あるいは C 型肝炎から発症し

た肝癌患者の肝癌部位と非癌部のメチル化を比
較しているので、非癌部は線維化が進行してい
ることが考えられる。データベース GSE56588 を
用いて、肝硬変、肝癌での FABP1、SGK2、HNF4A
遺伝子のメチル化レベルを詳細に検討した。
GSE56588 には 34 の正常肝臓サンプル、39 の C
型肝炎ウイルスによる肝硬変サンプル、21 のア
ルコール性肝硬変サンプル、12 の C 型肝炎から
発症した肝癌サンプル、15 のアルコール性肝障
害から発症した肝癌サンプル、8の肝癌培養細胞
のメチル化データが含まれている。FABP1、SGK2、
HNF4A 遺伝子のメチル化レベルは、C型肝炎とア
ルコール性肝疾患のいずれの原因であっても肝
硬変では正常より増加することが示された（図
4）。C型肝炎ウイルスあるいはアルコール性肝障
害から発症した肝癌ではメチル化レベルが正常
まで低下することが明らかとなった。 
以上の結果より、NAFLD特異的な DMRネットワ

ークと NAFLD、ウイルス性肝炎、アルコール性肝
障害、肝癌に共通する DMRネットワークが存在することを明らかにした。FABP1、SGK2、HNF4A遺
伝子のメチル化レベルは肝臓の線維化や癌化に重要な働きがあることを明らかにした。 
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