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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス(HCV)治療後の肝癌発生の分子機序を解明することを目指して研究を
実施した。肝癌臨床検体の全ゲノムメチル化シークエンスとRNAシークエンスによるデータを基に詳細な解析を
行なった。C型肝炎罹患によって起こった肝のメチル化異常は抗ウイルス治療によって臨床的にC型肝炎が治癒し
た後も保持され、正常化していないという重要な知見を得た。さらに、転写因子の解析により、維持されたエピ
ゲノム異常がアポトーシスと炎症シグナル経路の異常を引き起こし、肝発がんに関連していることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：We conducted research aimed at elucidating the molecular mechanisms 
underlying the development of hepatocellular carcinoma (HCC) after treatment for hepatitis C virus 
(HCV) infection. Analyses were performed based on whole-genome methylation sequencing and RNA 
sequencing. We obtained important insights that epigenome abnormalities in the HCC caused by HCV 
infection are retained and remained unnormalized even after virological cure of HCV by antiviral 
therapy. Furthermore, through analysis of transcription factors and their target genes, we revealed 
that sustained epigenetic abnormalities induce abnormalities in apoptosis and inflammatory signaling
 pathways, which are associated with the development of HCC.

研究分野： 消化器外科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、C型肝炎が治癒した後もC型肝炎ウイルス(HCV)によって引き起こされたメチル化異常が肝臓で保
持されているという重要な知見を得ることができた。さらに、HCV排除後も維持されているメチル化・エピゲノ
ム異常に起因する転写因子と標的遺伝子の発現変化が、SVR肝発癌に関与していることが分かった。本研究成果
によりメチル化変動転写因子は、肝癌発生の予測や早期発見のバイオマーカーとして有望であると考えられた。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）肝がんの予後と治療法 
肝細胞癌(以下肝がん)は日本の死亡者数第 5 位を占め年間 2.5 万人以上が亡くなっている(2018
年)。肝がんに対して手術や薬物の集学的な治療が発展してきたが、高頻度に肝硬変を合併して
いることもあり未だに治療後の再発率が高く発症後の 5 年生存率は 36.2%に過ぎない。この現
況より肝がんの治療成績の向上のために新たな分子標的治療の開発が急務であるが、肝がんの
死亡者を減らすためには肝発癌を予防することがさらに重要であると考えている。 
（２）C 型肝炎治療による免疫環境の変化と肝がんの発生 
C 型肝炎ウイルス(HCV)感染は肝がんの主成因である。2009 年にインターフェロン(IFN)治療
によって約 70%の患者で体内から HCV を排除（ウイルス学的著効 :sustained viral 
response(SVR)）できるようになり、2011 年以降には直接作動性抗ウイルス薬(direct-acting 
antiviral agent(DAA))によりほぼ 100%の患者で SVR が達成されるようになった。しかし、SVR
によって肝発癌リスクが低減する一方で HCV 消失後も一定数の発癌（再発）が起こり、肝がん
切除後に SVR を得られれば再発率が下がり予後が良いがウイルス消失後も一定数の発癌（再発）
が起こりうる事を我々は報告してきた(Hepatol Res 2013, Anticancer Res 2015)。これらの知見
の集積より SVR 後に発生する肝がんの発癌リスク評価とその発癌機序の解明は次の喫緊の課題
となっている。過去に少数例の報告で IFN と DAA では治療後で発癌リスクが異なることが示
されたが未だ議論がある。IFN は抗ウイルス効果とともに免疫増強による発癌抑制効果がある
こと、一方の DAA は免疫抑制効果が示唆されており、何らかの宿主免疫状態が発癌に関与して
いる可能性がある。「SVR 肝がん発生に免疫環境の変化はどのような役割を果たしているのか？」
という問いから SVR 肝発癌機序の解明していくことは臨床的かつ生物学的に極めて重要な課題
である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、１．肝がんの遺伝子変異、コピー数変異、遺伝子発現を特に免疫関連遺伝子に
着目した統合的解析により腫瘍内における免疫活動性、抑制状態を評価し、肝がんの免疫環境を
制御する遺伝子異常を解明すること、２．IFN 治療と DAA 治療後に発生した SVR 肝がんの免
疫環境を比較解析し、SVR 肝がん発生における免疫環境変化の役割を解明すること、３．肝が
んの免疫環境の変化と免疫療法の効果を解析し、新たな免疫療法の開発やその効果を予測する
バイオマーカーの開発に貢献すること、である。 
 
３．研究の方法 
（１）サンプリング 
本研究は、九州がんセンター倫理審査委員会の承認を得た。九州がんセンターで原発性肝細胞癌
に対して肝切除術を受けた 14 人の患者から腫瘍および対応する隣接する非腫瘍性肝サンプルを
採取した。採取された臨床検体には、HCV 感染患者 8 人と SVR 患者 6 人が含まれていた。さら
に、転移性肝癌または肝内胆管癌に対して肝切除術を受けた患者 10 人から正常（非腫瘍性）肝
組織サンプルを得た。これらのサンプルは、肝炎、脂肪性肝疾患、その他の慢性肝疾患を持たな
い患者から選択された。検証解析では、九州がんセンターで肝切除を受けた肝細胞癌患者 13 人
から検体を得た。検証コホートの病因は、HCV 患者 5 人、SVR 患者 8人であった。本研究のアッ
セイには新鮮凍結臨床検体のみを使用した。切除標本で壊死や線維化が少なく、生存腫瘍細胞の
多い部分を病理組織学的に確認し核酸抽出に選択した。 
（２）メチル化シークエンス 
標的メチローム配列決定ターゲットメチロームシークエンシングのためのライブラリー調製は、
post-bisulfite adaptor tagging（PBAT）に基づいて行った。最小サイクルのポリメラーゼ連鎖
反応（PCR）（4サイクル）で増幅した後、これらのライブラリーを HiSeq 2500 で 101 サイクル
のシングルエンドシーケンスをラピッドランモードで行った。 
（３）RNA シークエンス 
RNA シークエンス（RNA-seq）解析のためのライブラリー調製には 100ng の全 RNA を用い、12 サ
イクルの PCR 増幅を行った。シークエンスには Illumina HiSeq 2500 を用い、高出力モードで
101 サイクルのシングルエンドシークエンスを行った。 
（４）異なるメチル化領域(DMR)の解析。 
個々の CpG 部位についてメチル化レベルを計算した。プローブ領域のメチル化レベルは、個々の
領域における CG 部位のメチル化レベルを平均することで決定した。メチル化差領域（DMR）は、
P値が 0.01 未満で、メチル化の差が 20%より大きい CpG 部位を 10 個以上含むものをフィルター
にかけた。DMR の 5kbs 以内に位置する遺伝子は、対応する DMR と関連していると定義した。 
（５）細胞培養と脱メチル化処理 
細胞は、ヒト HCC 細胞株 Huh7 と PLC/PRF/5 を使用した。培地を、脱メチル化剤である 5-aza-20- 
deoxycytidine (5-Aza)を最終濃度 10μM で添加した。培養期間終了後、細胞を回収して全 RNA
抽出を行った。 
（６）Gene Ontology の pathway 解析 



パスウェイ解析は、統計ソフト Rバージョンと Rパッケージ cluster Profiler バージョンを用
いて行った。Gene Ontology（GO）解析は、HCV 群と SVR 群で発現が変動する遺伝子を用いて行
い、有意に濃縮される pathway を解析した。GO 名称のうち、がん関連 pathway に関連するもの
だけを選択した。 
 
４．研究成果 
（１）肝細胞癌におけるメチル化依存性発現差遺伝子の同定 
DMR の 5kb 以内に位置する遺伝子を関連遺伝子と解釈し、エピゲノム変化とトランスクリプトー
ム解析を統合して、その制御がエピゲノム変化によって直接的または間接的に影響を受けてい
る可能性のある遺伝子を同定した。プロモーター領域での DNA メチル化が遺伝子制御に関与す
ることはよく知られているが、遺伝子転写終結部位の下流を含む遺伝子内および遺伝子間領域
での DNA メチル化も遺伝子機能に重要な役割を果たす。メチロームと RNA シークエンシングに
よって同定された DMR と発現差遺伝子（DEG）を、SVR と HCV のサンプルと正常肝組織の結果を
比較した。メチル化レベル（DMR）と遺伝子発現レベル（DEG）の両方で変化を示した遺伝子が同
定され、腫瘍組織では合計 212 の高メチル化 DEG と 88 の低メチル化 DEG が同定され、非腫瘍組
織では 61 の高メチル化 DEG と 18 の低メチル化 DEG が同定された。 
（２）メチル化変化と転写因子(TF)によって制御される発がん関連標的遺伝子の同定 
メチル化は TF の発現を制御する重要なメカニズムであり、肝がんと幹細胞の両方の発生に関与
していることが知られている。DNA メチル化は一般に転写抑制と関連しているが、ほとんどの転
写因子の結合親和性に対するメチル化の影響はまだわかっていない。これまでの研究で、個々の
TF の TF 結合親和性はメチル化によって増加または減少することが報告されている。本研究で
は、グローバルなメチル化状態を探索するため、標的遺伝子に対する TF 機能の活性化と抑制の
両方を含んで解析した。腫瘍組織では40個の高メチル化TFと6個の低メチル化TFが同定され、
非腫瘍組織では11個の高メチル化TFと4個の低メチル化TFが同定された。メチル化レベルは、
正常肝組織と比較して、SVR および HCV の腫瘍組織で有意に高かった。これらの特定の TF に対
する変化がどのような機能を持っているのか解明するため、661 の下流標的遺伝子を TRRUST デ
ータベースを利用して同定した。メチル化と遺伝子発現の状態を総合的に解析することにより、
これらの標的遺伝子から、特定の TF の発現に対応して遺伝子発現が有意に増加または減少した
111 遺伝子を絞り込んだ。これらの遺伝子を発現差のある標的遺伝子（DETG）として同定するこ
とができた。 
（３）肝癌培養細胞のメチル化解析 
各 TF の標的遺伝子は複数存在し、エピジェネティックな転写制御には活性化と抑制の両方が含
まれる。DETG がメチル化によって実際に機能的に影響を受けていることを確認するために、培
養肝癌細胞株を用いた。Huh7 と PLF-PRF5 の 2 つの HCC 細胞株を用いて、汎脱メチル化アッセイ
を行った。HCC 細胞を 5-Aza で処理することにより完全な DNA 脱メチル化を起こした上で、遺伝
子発現の変化を RNA-seq 解析によって同定した。細胞株での発現変化が、前の解析での臨床サン
プルにおける DMR が低メチル化していたものの中から一致する遺伝子を選択し、臨床サンプル
と細胞株の両方で、11 遺伝子の発現に有意な変化が起きていることが同定された。これらの 11
遺伝子のうち、10 遺伝子は対応する TF とともにメチル化によって実際に発現変化を示してい
た。これらの結果は、HCV 感染後にメチル化変化によって、TF によって制御される遺伝子機能が
変化するというメカニズムを示唆している。さらに、HCV 治癒後も持続するエピジェネティック
な修飾が維持され、肝発癌に関与しているという説を支持するものであった。 
（４）検証コホートによる HCV と SVR-HCC の遺伝子発現解析 
これまでの系統的解析により、有意な遺伝子発現変化を示すいくつかの遺伝子が同定されたた
め、次に HCV-HCC 患者 5例と SVR-HCC 患者 8例の臨床検体を含む独立したコホートで RNA-seq 解
析を行い、これらの変化の妥当性を検証した。1回目の解析で同定された 5つの TF と 11 の DETG
（1 つの TF；KLF4 を含む）の遺伝子発現レベルを 2回目の検証コホートで解析した。RELA 転写
因子を除き、4つの TF（RXRA、KLF4、RUNX1、RORA）と 10 個の標的遺伝子（HSD17B2、CXCL12、
TF、TNFRSF10B、TRIB3、CDH5、IFITM3、SOD1、ATF3、TUBA1B）の腫瘍組織と非腫瘍組織の両方に
おける遺伝子発現変化が検証コホートでも同様に有意に発現変化が起こっていることが確認さ
れた。DNA メチル化の異常は、DNA メチル化酵素（DNMT）および TET 経路の調節異常によって引
き起こされる。検証コホートの HCV-HCC、SVR-HCC および正常肝組織における DNMT および TET の
発現を調べた。SVR および HCV 組織における DNMT1、DNMT3A、TET2 および TET3 の発現レベルは、
正常肝組織と比較して有意に高かった。興味深いことに、非癌部 SVR および HCV 組織の発現レベ
ルも正常肝組織と比較して高かった。これらの結果は、メチル化／脱メチル化活性が HCC で上昇
し、SVR 後も活性化された状態で持続していることを示していた。 
（５）SVR 関連転写因子と標的遺伝子の GO 解析 
これら 14 の抽出遺伝子がどのように肝発癌リスクを高めるかを GO pathway セットを用いて解
析した。111 の遺伝子セットのうち、アポトーシスシグナル伝達経路の制御と炎症反応の制御と
いう 2 つの GO が、有意な相関を示し（P = 0.002）、SVR における肝細胞の発がんに関連してい
る可能性が示唆された。 
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