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研究成果の概要（和文）： 2 cm 以下の肝細胞癌 (HCC)の診断は困難である。そこで、血清 cf-DNA

における DNA メチル化異常をマーカーとした診断システムを開発した。手術標本により DNA メ

チル化異常を検索し、7 遺伝子の DNA メチル化異常が HCC 特異的に起こっていた。SPINT2 と

SRD5A2 遺伝子の DNA メチル化異常と AFP と PIVKA-II を組み合わせた我々独自の hybrid 

detector は、血清による HCC 診断において優れた性能 (曲線下面積 0.868) を示した。 

研究成果の概要（英文）：There are few blood tests for an efficient detection of hepatocellular 
carcinoma (HCC) associated with hepatitis C virus (HCV) infection. The abilities of 
quantitative analyses of 7 genes hypermethylation in serum DNA, α-fetoprotein (AFP) and 
prothrombin-induced vitamin K absence II (PIVKA-II), and various combinations to detect 
HCC were evaluated. An optimal hybrid detector, built using data for 2 methylated genes 
(SPINT2 and SRD5A2), AFP, and PIVKA-II, achieved the most satisfactory ability to detect 
HCC in the training cohort (n=164) and an independent validation cohort (n=258). In the 
validation cohort, accuracy, sensitivity, and specificity of the hybrid detector for detection of 
HCC were 81.4%, 73.2%, and 87.7%, respectively. Notably, even when detecting HCC   2 
cm in diameter, the hybrid detector maintained markedly high abilities (84.6% accuracy, 
72.2% sensitivity, 87.7% specificity). These results show that the optimal hybrid blood 
detector can detect HCV-related HCC more accurately.
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１．研究開始当初の背景 
肝癌(HCC)は最新の統計では世界で 1 年間に
６２万例(Parkin DM CA Cancer J Clin 2005)、
日本では毎年 2万例の新規発症例(第 16 回全
国原発性肝癌追跡調査報告)が報告され、世
界各地で発生増加が問題となっている 

(1)2cm 以下の小肝癌の治療成功率は極めて
高いにもかかわらず、現在使用されている腫
瘍マーカー(AFP, AFP-L3, PIVKA-II) では検
出感度が低く、小肝癌の診断は困難で治療が
手遅れとなるため、多くの小肝癌を確実に検
出・診断できるシステムの開発が切望される。 
(2)C 型肝炎ウィルス(HCV)感染に起因する発
症が、全体の約８割を占めるという我が国特
有の HCC の疫学的背景を考慮すると、HCV 関
連小肝癌に対し、精度の高い検出・診断シス
テムの開発が急務である。 
(3)小肝癌および早期肝癌の確定診断には、
針生検で得られた組織診断で行われている
が、病理医の経験に負うところが大きいため、
精度、客観性が問題となっている。本申請研
究により施設を問わず高精度な検出・診断シ
ステムが可能となる。 
(4)我々は、今までにゲノム情報を駆使した
マイクロアレイ解析により、HCV 関連 HCC の
進展および転移能と関連する多くの遺伝子
を同定・解明し、世界でもトップレベルの HCC
遺伝子データベース(92 症例×12600 遺伝
子： Cancer Res, 2002: Oncogene, 2003; 
Cancer Sci 2008)を構築してきた。さらに独
自のアルゴリズムを駆使して、僅か 12 遺伝
子による高精度な再発予測システムを確立
してきた経緯をもつ(LANCET, 2003)。 

２．研究の目的 
今まで蓄積してきた遺伝子データおよびバ
イオインフォマティクスツールを用いて、複
数のメチル化遺伝子によるHCV関連小肝癌の
高精度検出および診断システム開発を行う。 

３．研究の方法 
(1)小肝癌検出システムの開発 
①サンプリング条件の設定(セルフリー

DNA の定量法の確立)。 
ソースとして用いるセルフリーDNA 量に影響
を及ぼす因子の解明はすでに完了しており、
末梢血からの血清回収および血清からの安
定したセルフリーDNA の抽出に引き続く DNA
定量法を確立する。DNA定量法はリアルタイ
ムPCR法と蛍光標識を測定する装置EnVision
を用いた DNA 定量法を比較し、安定したデー
タを示す方法を選択する。 

 ②２３遺伝子の定量的メチル化解析法の
確立。 
メチル化遺伝子に対する従来の解析法(定性
的 PCR 法)ではメチル化判定が困難な場合が
指摘されている(Zeschnigk M, Nucleic Acids 
Res 32: 2004)。 
この対応策として： 
a.20例のHCV関連小肝癌の癌組織と非癌部肝
組織における BIS処理後の候補遺伝子プロモ
ーター領域のパイロシーケンシングを行い、
最適なメチル化解析ポジション(癌と非癌部
肝で最も差異のある領域)の同定を行う。 
b.上記の結果に基づきプライマーおよびタ
ックマンプローブを設定し、ライトサイクラ
ー(現有設備)を用いてメチル化候補遺伝子
の定量を行う。 
c.癌組織から抽出した DNAと血清中のセルフ
リーDNA とのペアサンプルを用いて、両サン
プルにおける候補遺伝子のメチル化状態の
関連性を検証し、候補を７遺伝子程度に絞り
込む。 

(2)小肝癌診断システムの開発 
①2cm 以下かつ高分化癌と HCV感染肝にお

ける 53遺伝子の定量的発現解析 
リアルタイム RT-PCR 法を用いて 2cm 以下か
つ高分化型肝癌３０サンプル、2cm 以上かつ
中・低分化型肝癌３０サンプルと HCV感染肝
４０サンプルの計１００サンプルで 53 遺伝
子の発現解析を行い、我々独自のアルゴリズ
ム(Fisher criterion; Cancer Res 2002, 
Lancet 2003)を用いて、ランキングを行い高
分化型肝癌と非癌部肝臓との識別に有用な
遺伝子５個程度までに絞り込みを行う。 

【肝癌の新規診断システムの開発】 
(1)小肝癌検出システムの開発 
 ①小肝癌検出用遺伝子の性能評価 
2cm 以下の小肝癌を発症している患者からの
血清 20サンプル、HCV 感染患者で肝癌未発症
の 20 サンプルを用いて、メチル化候補遺伝
子の肝癌診断能力を Fisher ratio を用いて
ランキングする。さらに、これらのメチル化
マーカーと従来から使用されてきた腫瘍マ
ーカーの性能と比較する。 
 ②肝癌検出システムの性能評価 
上記のマーカー候補のすべての組み合わせ
パターンを Fisher linear classifier (FLC：
総括研究代表者のグループがプログラムし
たオリジナルソフト)に投入して、最もロバ
ストな小肝癌検出性能を有す、マーカーコン
ビネーションを決定する。この最適システム
の評価を、多施設で登録された３００例の



HCV 感染者からの血清を用いて行う。 
(2)小肝癌診断システムの開発 
 ①小肝癌と dysplastic nodule を含む前癌
病変や良性肝腫瘍との鑑別、絞り込まれた５
遺伝子を用いて小肝癌(n=30)、前癌病変や良
性肝腫瘍(n=30)、HCV 陽性肝硬変(n=30)との
鑑別において、すべてのマーカーの組み合わ
せパターン(5C1～5C5)を、上述のごとく
Fisher linear classifier (FLC)に投入して、
最もロバストな小肝癌診断性能を有す、遺伝
子コンビネーションを決定する。 
 ②この最適システムの評価を、多施設で登
録された、完全なブラインド状態である 100
例の HCV感染肝臓由来のサンプルを用いて行
う。 

４．研究成果 
(1) Methylation of multiple genes as 
molecular markers for diagnosis of a small, 
well-differentiated hepatocellular (主な
発表論文⑧関連) 
肝細胞癌と関連するDNAメチル化を同定す

るために、25の HCCs 症例を用いて in silico 
CpG mapping 及びバイサルファイトシーケン
シングを行った。その結果、in silico CpG 
mappingから12のDNAメチル化関連遺伝子を
リストし、その内の 7遺伝子(RASSF1A, CCND2, 
SPINT2, RUNX3, GSTP1, APC and CFTR)は、
ゲノムDNAのバイサルファイト処理後のパイ
ロシーケンシングから、ステージ I-II で異
常にメチル化されていた事が判明した。この
7遺伝子の異常メチル化を20HCCs症例からな
る検証グループにおいて、メチル化特異的
PCR により確認した(図 1)。中でも RASSF1A
は HCCと non-HCC 肝組織を最も性能良く識別
した。さらに、RASSF1A, CCND2, SPINT2 の組
合せは、HCC と non-HCC 肝組織の識別におい
て感度89-95%、特異度91-100%、正確性89-97%
を示し、加えて全ての早期 HCC を検出した。 

図 1. Discrimination between HCC and 
non-tumor liver tissues by quantitative 
real-time MSP assays for 7 genes. 

(2) The assessment of methylated BASP1 and 
SRD5A2 levels in the detection of early HCC 
(主な発表論文④関連) 
 BASP1と SRD5A2におけるDNAメチル化を指
標としての早期肝癌検出能の改善を試みた。

46 例の HCCs において、BASP1 と SRD5A2 に対
してそれぞれ 2箇所についてメチル化特異的
PCR を行った。その結果、何れの条件におい
ても 50%以上の HCC において BASP1 と SRD5A2
での DNA メチル化異常を確認し、また DNA メ
チル化レベルと mRNA 発現との間の逆相関を
観察した。同じ CpG island 内であっても MSP
部位によって診断能が異なっており、最も優
れた BASP1 と SRD5A2 の組合せによる診断能
は、ROC 曲線下面積 0.878, 感度 84.8%, 特異
度 91.3%を示した(図 2)。また、この BASP1
と SRD5A2 の組合せは、AFP negative な早期
の HCCs も検出した。さらに、細胞株を用い
ての in vitro 解析から両遺伝子の DNA メチ
ル化とヒストンアセチル化によるエピジェ
ネティックな発現制御を示した。 

図 2. ROC analysis for discriminating HCC 
from non-tumor liver tissue. 

(3) Efficient detection of HCC by a hybrid 
blood test of epigenetic and classical 
protein markers (主な発表論文①関連) 
前述の DNAメチル化による早期肝癌検出を

基に、血清からの早期肝癌診断システムの開
発を行った。Training phase として 164 例の
血清サンプルを用いて、血清バイオマーカー
である AFP 及び PIVKA-II に加えて 7 遺伝子
(BASP1, CCND2, APC, SPINT2, SRD5A2, CFTR, 
RASSF1A)の血清 cell-free DNA (cf-DNA)にお
ける DNA メチル化レベルを解析した。上記 9
因子の内、SPINT2 と SRD5A2 は、HCC に対す
る高い特異度と低い感度を示した。RASSF1A
は高い感度と低い特異度を示した。単一のマ
ーカーでは Youden index > 0.6 を示さなか
ったことから、hybrid detectorを構築した。
In silico にて全ての組合せを計算し、最適
な hybrid detector として 4 因子(SPINT2, 
SRD5A2, AFP, PIVKA-II)の組合せを決定した
(正確性 82.4%、感度 82.1%、特異度 82.3%)。
この hybrid detector は Youden index = 0.65
を示し、いずれの単一マーカーよりも優れた
性能を示した。 



Validation phase として、258人の血清を
用いて解析を行った。training セットと比べ
て validation セットでは、PIVKA-II 単独は
感度が 60.2%から 51.8%へ、AFP単独は特異度
が 85.7%から 71.9%へと低下したのに対して、
hybrid detector は正確性 81.4%、感度 73.2%、
特異度87.7%の性能を維持した(図 3)。また、
陽性的中率は 82.2%、陰性的中率は 80.8%で
あった。2 cm 以下の小肝癌に限ってもその性
能は、正確性 84.6%、感度 72.2%、特異度 87.7%
を維持した。Hybrid detector は traninig セ
ットでも validation セットでも Youden 
index > 0.6 を維持した。 

図 3. Performances of the Optimal Hybrid 
detector (diamond), AFP (square), and 
PIVKA-II (triangle) in the validation 
cohort. 

ROC 曲線解析から AFP 単独は ROC 曲線下面
積 0.739、PIVKA-II 単独は ROC 曲線下面積
0.794、hybrid は ROC 曲線下面積 0.868 を
validation cohort で示した (図 4)。SPINT2
と SRD5A2 は non-HCC 患者を最も正確に判別
し、AFP は 2 cm 以下の肝癌を、PIVKA-II は 2 
cm 以上の肝癌を検出するのに優れていた。血
清における Hybrid detector は HCC 組織から
の 3 遺伝子(RASSF1, CCND2, SPINT2)による
検出よりも優れていた。 

図 4. Receiver operating characteristic 
curve analysis of the optimal hybrid 
detector, AFP, and PIVKA-II for the 
validation cohort. 

(4) Methylated cyclin D2 gene circulating 
in the blood as a prognosis predictor of 
HCC (主な発表論文⑤関連) 
 HCC は再発頻度が高いことから、術前の血
清中のCCND2 遺伝子のメチル化レベルから予
測できないか検討した。1 年以内に再発した
HCC患者における CCND2 mRNA レベルは低かっ
た。また、この低レベルは DNA メチル化に依
ることを明らかとした。70例を用いて解析し
たところ、CCND2 における cf-DNA メチル化レ
ベルは無再発生存期間と有意な関連が見ら
れた(図 5)。 

図 5. Disease-free (A) and overall (B) 
survivals in HCC patients according to 
serum levels of methylated CCND2 gene. 

(5) Increased serum cell-free DNA levels 
in realtion to inflammation are predictive 
of distant metastasis of esophageal 
squamous cell carcinoma (主な発表論文⑥
関連) 
血清中の cell-free DNA レベルは肝癌の転

移・再発との関連が認められたことから、食
道扁平上皮癌(ESCC)の遠隔転移マーカーと
しての検討を行った。146 例(ESCC 患者 101
例、対照群 46 例)からの血清を用いて解析を
行った。その結果、対照群と比較して ESCC
患者血清の cf-DNA レベルは有意に高値を示
した。また、cf-DNA レベルと正に相関してい
た因子として、腫瘍経、cytokeratin 19発現、



及び炎症状態(C-reactive protein levels, 
neutrophil and monocyte number)が示され
た。さらに、遠隔転移を伴う ESCC 患者での
有意に高い cfDNA level を確認した(図 6)。
ロジスティック回帰解析から、5 因子(性別、
年齢、cf-DNA levels, cytokeratin 19 発現, 
squamous cell carcinoma antigen)の中で、
cf-DNA レベルは遠隔転移に対する唯一の独
立した危険因子であった。以上から、血清中
の cf-DNA レベルは ESCC の遠隔転移診断にも
有用であることが示された。 

図 6. Box and whisker plot of cell-free DNA 
(cfDNA ) levels in sera from patients with 
distant metastasis and those without. 

以上に示したように、我々は血清における
cf-DNA メチル情報を用いて早期の肝癌検出
システムの開発に成功した。さらに本システ
ムは、早期の癌検出だけでなく、転移・再発
予測の面でも肝細胞癌に限らず有用である
ことが示され、国内外において強いインパク
トを与えた。 
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