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研究成果の概要（和文）：犬の代謝機能障害疾患である副腎皮質機能亢進症が肝細胞癌の発症リスクであること
から、副腎ステロイドホルモンと肝細胞癌発症の関連性の解明を目指した。まずは、ステロイドホルモンの網羅
的解析を可能とする液体クロマトグラフ質量分析法（LC/MS/MS)を開発した。LC/MS/MSにより19種類のステロイ
ドホルモンの解析が可能となったが、血中ステロイドホルモンと肝細胞癌の発症の関連性はあまり強くなかっ
た。続いて、ステロイドホルモンと肝臓のエピゲノム変異の関連を探索したところ、9種類の遺伝子が候補遺伝
子として抽出された。

研究成果の概要（英文）：Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common primary liver tumor in dogs. 
Hyperadrenocorticism (HAC) was a highly concurrent disease with canine HCC. The aim was to specify 
the relationship between HCC and HAC in dogs. A total of 19 steroids were quantitatively measured 
using a developed liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry. In addition, DNA 
methylation levels were compared among liver tumor, surrounding region, and normal liver. 

研究分野： 臨床獣医学

キーワード： 肝細胞癌　副腎肝臓連関　網羅的ステロイドホルモン測定　エピゲノム変異　副腎皮質機能亢進症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではステロイドホルモンの網羅的解析法を開発し、臨床応用した。血中ステロイドホルモンと肝細胞癌発
がんの関連性は明確にならなかったが、開発した網羅的解析法を肝臓組織中のステロイドホルモンや尿中の代謝
産物の測定に応用することで、代謝機能障害疾患と肝細胞癌の関連性の解明に貢献できる。
一方、エピゲノム変異（DNAの配列によらない遺伝子変異）の解析により、ステロイドホルモン（副腎皮質機能
亢進症）と肝細胞癌との間に関連すると思われる候補遺伝子の抽出に成功した。これらの遺伝子を軸に、代謝機
能障害疾患である副腎皮質機能亢進症と肝細胞癌の関連性の解明が進むだろう。

※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 
これまでの回顧的疫学研究により、犬肝細胞癌の特徴を明らかにしてきた。その中でも 

(1) 副腎皮質機能亢進症の併発は肝細胞癌発症リスクを 6.9 倍高める 
(2) ６葉の肝臓の１葉から発生し限局性腫瘤を形成する 

の 2 点は、犬肝細胞癌の発がんメカニズムを考える上で重要であると考えられた。副腎皮質機
能亢進症は犬で最も多い内分泌代謝性疾患である。副腎皮質でのステロイドホルモンが産生過
多になり、肝腫大・高脂血症・インスリン耐性などの病態を来す。特に、肝臓への影響は顕著で、
肝細胞の空胞変性が起こり、ステロイド誘発性アルカリホスファターゼ（ALP）が上昇する。ヒ
トではいわゆる脂肪肝である、代謝機能障害関連脂肪肝 MAFLD（metabolic dysfunction-
associated fatty liver disease）から脂肪肝炎・肝硬変を経て肝臓癌に至ることが知られている。
したがって、犬でも代謝機能障害疾患である副腎皮質機能亢進症が肝細胞癌の発症リスクであ
ることから、ヒトの MAFLD－肝細胞癌に類似した病態が、犬においても存在するのではないか
と推測された。 
 
２．研究の目的 
 犬における副腎皮質機能亢進症が誘導する肝細胞癌発がんメカニズム説に立脚し、 

(1) 副腎ステロイドホルモン産生・代謝のインバランス検出 
(2) それに引き続くエピゲノム変異の検出 

を行い、犬の肝細胞癌の病態解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）副腎ステロイドホルモンの定量 
 肝細胞癌 30 例、副腎皮質機能亢進症 15 症例を対象とした。肝細胞癌 31 症例中、副腎皮質機
能亢進症を併発していたのは 10 症例だった。合計 45 症例の血清を用い、下図で示す 19 種類の
ステロイドホルモンの定量を液体クロマトグラフ質量分析計（LC/MS/MS）で行った。19 種のう
ち 5種類（cortisone, 21 deoxycortisol, THS, THF, THE, Etinocholanolone）は代謝産物であ
った。 

 
（2）肝細胞癌におけるエピゲノム変異の解析 
 エピゲノム変異とは DNA の核酸配列の変化に寄らずに遺伝子発現を制御もしくは伝達するシ
ステムのとこである。上述の肝細胞癌 30 症例を含む、37 症例の肝臓腫瘍および非腫瘍部位の肝
臓、ならびに実験的ステロイドホルモン誘導脂肪肝 5症例、正常肝臓 5症例を対象に、エピゲノ
ム変異の一つである DNA メチル化の解析を行った。 
 

 
４．研究成果 
（1）副腎ステロイドホルモンの定量 
 19 種類のステロイドホルモンのうち、3種の代謝産物を含む 11 種類は肝細胞癌症例、副腎皮
質機能亢進症症例、併発症例において定量が可能となった。それらの 11 種類のホルモン濃度に
基づき主成分分析を行ったが、疾患特異的なパターンは存在しなかった。また、疾患の違いによ
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る各ホルモンの濃度変化も観察されなかった。 
 血液中のステロイドホルモン濃度に疾患による差もしくは疾患特的なパターンは確認できな
かったが、本研究において開発された網羅的ステロイドホルモン測定系は、今後の研究において
有用と考えられる。 
 
（2）肝細胞癌におけるエピゲノム変異の解析 
 DNA メチル化が生じやすい、シトシンとグアニンの集中する配列 CpG を 72,367 ヶ所（7630 遺
伝子）解析した。正常な肝臓ではほとんどの CpG サイトが高メチル化されていたのに対し、腫瘍
部位では多くの CpG サイトが低メチル化する傾向にあったが、個体差も観察された。 

 

また、メチル化の程度に基づいて肝細胞癌 37 症例をクラスタリングすると、4 つのクラスター

に分かれ、中には正常肝臓組織と同レベルの DNA メチル化を呈する症例も存在した。 

 

 さらに、実験的ステロイドホルモン誘導脂肪肝－非腫瘍肝臓－肝細胞癌組織の順に DNA メチ

ル化に変化のある遺伝子を解析したところ、9種類の遺伝子が抽出された。 

 病理組織学的に肝細胞癌と診断されても、エピジェネティックには複数の集団に分かれるこ

とが明らかになり、犬の肝細胞癌に新たな知見をもたらした。また、犬における副腎皮質機能亢

進症－肝細胞癌に関連する遺伝子候補が発見され、今後の発がんメカニズム研究に大いに役立

つだろう。 
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