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研究成果の概要（和文）：肝がん組織中に低頻度に存在する変異を検出するためのがんゲノム解析パイプライン
を構築した。研究期間中に収集した182症例の肝がん組織試料から抽出したDNAを対象としたターゲットキャプチ
ャーシークエンシングを実施し、現在、低頻度変異の解析を実施中である。全672症例のB型肝炎患者の生体試料
を研究協力施設から新たに収集し、肝がんを発症するまでの日数を予測するモデルの構築した。4つの項目（血
液検査時年齢、性別、Log10AFP、HLA-A*33:03の有無）を入れたモデルは、肝がん発症累積確率（1年後、3年
後）を用いたROC解析で、AUC=0.862、0.863となることが分かった。

研究成果の概要（英文）：The cancer genome analysis pipeline for detecting the mutation which existed
 in the liver cancer tissue at the low frequency was constructed. Targeted capture sequencing was 
performed on DNA extracted from 182 liver cancer tissue samples collected during the study period, 
and low-frequency mutations are currently being analyzed. 
Liver tissue samples of all 672 hepatitis B patients were newly collected from collaborating 
institutes, and a model was constructed to predict the number of days until liver cancer developed. 
ROC analysis using cumulative probability of developing liver cancer (One year, three years from 
now.) showed that the model including 4 items (Blood test Age, sex, presence/absence of Log10AFP, 
HLA-A*33:03) had AUC=0.862 and 0.863, respectively.

研究分野： ゲノム解析

キーワード： ターゲットキャプチャーシークエンシング　B型肝炎　体細胞変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、ディープシークエンスにより肝がんドライバー変異を高感度に検出する測定系を開発した。リ
キッドバイオプシーや肝生検試料の中に微量に存在する肝がんドライバー変異を高感度かつ高精度に検出するこ
とが可能となれば、B型慢性肝炎患者の中で肝がんを発症するリスクの高い患者を囲い込むことが可能となる。
治療が必要な患者を選択することで適切な治療や投薬を行うことが可能になると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
シークエンス技術の著しい発展により全ゲノムシークエンス（WGS）が可能となり、2016 年

には藤本らが日本人 300 症例の肝臓がんの腫瘍と正常 DNA を対象とした WGS の結果を報告
した（Fujimoto A et al. Nat Genet 2016）。その結果、既知のがん関連遺伝子（TERT 遺伝子な
ど）のゲノム構造異常だけでなく、新規のがん遺伝子のゲノム構造異常、B 型肝炎ウイルス（HBV）
やアデノ随伴ウイルス（AAV）の肝臓がんゲノム DNA への組み込み（virus DNA integration）、
遺伝子発現に影響を及ぼす可能性のある非コード RNA の変異などが検出された。さらに中国か
ら Zhao LH らが癌部と非癌部の組織を対象とした RNA シークエンシングを実施し、癌組織に
おいてテロメア領域に HBV ゲノムの組み込みが高頻度に存在することを報告した（Zhao LH et 
al. Nat Commun 2016）。がんゲノム異常は多様性に富んでいることが知られており、2013 年
には 30 種類のがん組織を対象としてがん組織における体細胞突然変異パターンの解析が実施さ
れ、肝臓がん（HCC）は胃がんや子宮がんと並んで最大の 6 種類のパターンが混在することが
報告された（Ludmil B. Alexandrov et al. Nature 2013）。    

B 型慢性肝炎患者の中で肝がんを発症するのは 10%程度であり、肝がんの発症をできるだけ
早期に検出する分析方法の開発が求められている。組織生検でがんの有無を確認することが標
準的な方法であるが、リキットバイオプシーの一つである CTC（血中循環腫瘍細胞）や死滅し
た細胞から放出される circulating tumor DNA（ctDNA）が血液中のバイオマーカーとなるか検
討する研究が近年数多く報告されている（Chen VL et al. Clin Gastroenterol Hepatol 2020）。
しかしながら、大部分のがん種には確立されたバイオマーカー（特定の DNA 変異）が見いださ
れていないため、ctDNA を介した発がんの追跡ができないという問題がある。 

B 型肝炎患者における肝がんの発症を高い精度で診断するためには、日本人における肝がん
発症の直接の原因となるバイオマーカー（肝がんドライバー変異）の同定が必須となる。藤本ら
の報告により TERT 遺伝子変異が肝がんドライバー変異の一つであることが明らかとなってい
るが、肝発がん診断の予測精度を高くするためには、より多くの肝がんドライバー変異を見つけ
出す必要がある。また、血液中に微量に含まれる ctDNA や組織生検試料に含まれる微量の肝が
ん細胞に由来する肝がんドライバー変異を正確に検出するためには、高速シークエンスを用い
た高感度検出系の開発が最も有効と考える。 
 
２．研究の目的 
 

B 型肝炎を背景とする肝がん症例を対象としたがんゲノム解析を実施し、バイオマーカーと
なる肝がんドライバー変異の同定を目指す。本研究では、SIFT や PolyPhen といったソフトを
使用してミスセンス変異の注釈付けを最初に行い、各遺伝子が有する変異の質と量を考慮した
burden test によってドライバー遺伝子を同定する。さらに、リキットバイオプシー（もしくは
組織生検試料）を対象としたディープシークエンスにより肝がんドライバー変異を高感度に検
出する測定系の開発を本研究の目的とする。肝がんドライバー変異を高感度に検出することで、
B 型慢性肝炎患者の中で肝がんを発症するリスクの高い患者を囲い込むことで、適切な治療や
投薬を行うことが可能になると期待される。 
 申請者らは、NCC オンコパネル（がんに関連する 114 遺伝子）に加えて、藤本らが見出した
肝がんに関連する 30 個の遺伝子変異、肝がんとの関連が明らかとなっている TERT 遺伝子全領
域、HBV integration を同定するための HBV 配列（Genotype A、B、C）、がん免疫関わる PDL1
遺伝子全領域、を対象としたカスタムキャプチャーパネルを構築済みである。さらに、ディープ
シークエンスによって得られる膨大なデータを解析するためのがんゲノム解析パイプラインの
構築もすでに完了している（図 1）。国内の協力施設（倫理承認済：九州大学、東京大学、久留
米大学）から提供される肝細胞がん組織を使用して本研究を実施する体制が整っており、また本
研究を実施するための倫理承認（代表施設：国立国際医療研究センター）も得られていることか
ら即時の研究実施が可能である。 
 
３．研究の方法 
 
研究開発期間中に、研究協力施設である東京大学および久留米大学において収集された 200

症例の肝がん患者由来の肝がん組織試料（がん部、非がん部）を対象として、カスタムキャプチ
ャーシークエンスによるがんゲノム解析を実施する。カスタムキャプチャーシークエンスで得
られる膨大なゲノムデータを解析するためのがんゲノム解析パイプラインの構築はすでに完了
（AMED 肝炎等克服緊急対策研究事業 2019-2021 年度）している。さらに、国立遺伝学研究所
のスーパーコンピューターシステムの利用申請も完了しており、遺伝研スパコン上でのがんゲ
ノム解析パイプラインの実装が可能である。本研究で得られる肝がん患者の体細胞変異データ
から、日本人における肝発がんのドライバー変異（SNV、InDel、SV（構造多型）、Virus integration



など）の同定を目指す。さらに、がん組織由来細胞（がん部、非がん部）のセルラインを用いて、
見いだされた肝がんドライバー変異の高感度検出系の構築を目指す。複数の肝がん患者から採
取したがん組織由来細胞のセルラインはすでに構築済である。本研究で見いだされる肝がんド
ライバー変異の遺伝子型を各セルラインで決定したうえで、変異型と野生型の変異を有するセ
ルラインの混合比を変えることで、肝がんドライバー変異の高感度検出系を構築する。また、肝
がんドライバー変異を有することによる肝発がんリスクを算出するための PRS（Polygenic Risk 
Score）モデルを構築する。具体的には、ドライバー遺伝子上の変異の質と量によってその遺伝
子のスコアを与え、臨床パラメタを調整したうえで肝発がんのリスクとの関連を（多項）ロジス
ティック回帰分析によって評価する。得られた P 値と偏回帰係数（オッズ比）から、有用な遺伝
子と臨床パラメタを用いた PRS モデルを構築する。一般的には、症例を base data と target 
data に分割して PRS モデルを構築するが、本研究では並べ替えによって多数回（10,000 回以
上）分割操作を行うことで、より頑健な PRS モデルを開発する（「R」による解析基本プログラ
ムは作成済み）。研究分担施設である九州大学において新規に収集する肝がん患者由来肝細胞が
ん組織試料および血液試料（50 症例を目標）を対象として、カスタムキャプチャーシークエン
スによる高感度検出系の精度評価を行う。肝がん患者の血清試料中に微量に含まれる ctDNA 由
来のドライバー変異が正確に検出できることを確認するために、同一患者の肝細胞がん組織中
のドライバー変異の検出も合わせて行うこととする。 
 
４．研究成果 
(1)肝がん関連変異の高感度検出系の開発 
 肝がん組織のがん部および非がん部から DNA を抽出した。がん部由来の DNA と非がん部由来
の DNA の混合比を変えて、がん部由来 DNA が 100％から 0.14％となるように希釈した（表 1 の
Dilution）。合計 8 サンプルを対象として、カスタムキャプチャーシークエンスを実施した。が
んゲノム解析パイプラインの MuText2 の実行結果をもとに、がんと正常の reference タイプの
リード数と変異リード数の Fisher の正確確率検定、がんと正常組織のアレル頻度などを考慮し
て変異候補を選択した。 

図 1 研究の概要 



（i) HLADP135-1 から、Fisher の正確確率検定の P値 < 0.01、がんの最小アレル頻度 0.05、が
んのアレル頻度 > 正常のアレル頻度のものを変異候補として選出した。8個の候補が選ばれた。 
（ii）(i)で選出した候補を正解として、(i)で検出された候補以外の変異は偽陽性として、作成
したフィルタープログラムを実行し評価した。 
フィルタープログラムのアルゴリズムは以下の通りとした。 

・がんと正常の reference タイプのリード数と変異リード数の Fisher の正確確率検定の P値 < 
0.01 
・がんの最小アレル頻度 0.005 
・正常組織のアレル頻度は 0.03 未満 
・がんの変異リードの最小数は 5本 
・がんのアレル頻度と正常のアレル頻度の比が 10 以上 
・TLOD(mutect が計算) が 10 以上 
このアルゴリズムでがんのアレル頻度 0.005(0.5%)以上の変異の同定を試みた結果、33.33%希
釈で 7/8 個検出、11.11%希釈で 8/8 個検出、3.7%希釈でも 5/8 個検出した。また、偽陽性はなか
った。かなり希釈したサンプルでも変異が検出されたことから、今回のプログラムは有用である
と判断をした。 

 
(2)肝がんを発症するまでの日数を予測するモデルの構築 
全 672 症例の B 型肝炎患者の生体試料を研究協力施設から新たに収集し、肝がんの発症予測

モデルに組み込む臨床検査項目の情報を収集した。すべての症例について HLA 遺伝子型を決定
し、BBJ 試料において選択された 4 つの検査項目（年齢、性別、肝硬変の有無、AFP）の情報を
整頓、Curation を実施した。ここで血液検査日、肝がん診断日、生体試料提供日を収集するこ
とにより、血液検査日から肝がんと診断されるまでの日数や中断日までの日数を得た。 
4 つの検査項目に欠損のない 162 症例について、HLA-A*33:03、HLA-A*31:01、HLA-DPB1*02:01

を加えてコックス比例ハザードモデルを用いて肝がんの発症を予測するモデルを構築した。そ
の結果、4 つの項目（血液検査時年齢、性別、Log10AFP、HLA-A*33:03 の有無）が有意となり、
下記の予測式が得られた。 
 
h(t) = h0(t)*exp[0.0567*age + 0.601*sex (male=1, female=0) + 0.642*log10AFP + 
0.714*A*33:03 (carrier=1, non-carrier=0)] 
 
肝がん発症累積確率（1年後、3年後）を用いた ROC 解析の結果、1 年後では AUC=0.862、3 年

後では AUC=0.863 となることが分かった。また AUC、Sensitivity、Specificity を年ごとに計算
した結果、この予測モデルは検査日から近い日数での予測精度が高いことが分かった。さらに S 
= 0.0567*age + 0.601*sex (male=1, female=0) + 0.642*log10AFP + 0.714*A*33:03 (carrier=1, 
non-carrier=0)とし、S>4 と S<=4 で肝がんの予測精度を評価した結果、S>4 の症例では 100 日以
内の肝がんの発症リスクが有意に高くなることが分かった。構築した肝発がん予測モデルによ
る予測性能を評価するために、162 症例をランダムに２：１に分けてトレーニングセットとテス
トセットとし、トレーニングセットで作成したモデル式からテストセットの病態を予測した。
1000 回の繰り返し検定の結果、1年後および 3年後の C-index はともに 0.75 以上、Sensitivity
は 0.7 以上となることが明らかとなった。臨床的には肝がんになるリスクの高い患者を高い精
度で予測することが重要であることから、この予測モデルは臨床的にも利用価値の高いモデル
であると言える。ヒト遺伝要因を項目として加えた肝がんリスク予測モデルはこれまでに報告
がないことから、その点においても特長のある予測モデルと言える（Nishida et al. 
International Journal of Molecular Sciences 24: 4761, 2023）。 
 
(3) Polygenic な効果を加えた肝がんのリスク予測モデルの構築 
肝がん発症予測モデルは以下の手順で構築した。 

表 1 低頻度変異の検出結果 



BBJ の第 2 期症例を除く GWAS データを半数に分割することでモデル構築用データセットとモ
デル検証用データセットとし、ベストフィットモデルによる肝がん発症リスクの予測モデルを
構築した。その結果、今回のモデルで肝がんの発症を説明できる割合は 1.35%となり、使用する
SNP 数は 46,581 個となることが分かった。ゲノム解析データから線形混合モデルで推定した肝
発がんの遺伝率は 25.2％であり、今回のモデルで説明できる割合が 1.35%であったことから、ま
だ多くの遺伝要因が未知のままであることが示唆される結果となった。そのため、年齢、性別、
PRS 予測値を項目として加えた肝がんの発症リスク予測モデルによる肝がん患者の判別は
AUC=0.562 と精度の低い結果となることが分かった。 
 

(4)肝臓組織由来 DNA のターゲットキャプチャーシークエンシング 
国内の協力施設（倫理承認済：九州大学、東京大学、久留米大学）から提供された 182 症例の

肝細胞がん組織（がん部、非がん部）から DNA を抽出し、ターゲットキャプチャーシークエンシ
ングを実施した。がんゲノム解析パイプラインを用いて、低頻度変異の検出を現在実施中である。 
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