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研究成果の概要（和文）： 

肝細胞癌における術後 1-2 年での肝内再発予測システムの開発を目的とした。再発関連遺伝
子の網羅的スクリーニングとして、DNAマイクロアレイとHiCEPの 2つの異なる解析を行った。
real-time PCR による検証を経て、無再発生存期間と有意に関連する 9 遺伝子を再発関連遺伝
子として同定した。4つの遺伝子発現レベルを組み合わせた術後2年以内再発予測式の性能は、
Training (正確度 88%)及び Validation (正確度 80%) と示された。 

研究成果の概要（英文）：
We developed prediction system of the risk of intrahepatic recurrence (IHR) of 

hepatocellular carcinoma (HCC) after surgery. IHR-related genes were screened by DNA 
microarray and an amplified fragment length polymorphism-based High Coverage Expression 
Profiling analyses. Nine genes were identified as IHR-related genes. Those 9 IHR-related 
genes showed significant differences of prognosis. Our prediction system consists of the 
combination of mRNA levels showed high performance to prediction of IHR within 2 years 
after surgery. 
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１．研究開始当初の背景 
我が国では、肝細胞癌の発生主因の一つと

されている C型肝炎ウィルス感染者が多数存
在する。肝細胞癌は慢性肝炎や肝硬変を素地
としての多中心性発癌に加えて、早期に再発

し生存率に大きく影響する門脈経由での肝
内再発とがあり、再発率・致死率の高い癌と
なっている。 
これまでに多数の網羅的解析から再発と

関連する mRNA 異常が多く報告されている。
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mRNA 発現異常の多くは、DNA における点変異
や増幅・欠失等や、メチル化状態等のエピジ
ェネティック異常が原因であることから、
mRNA発現異常を示す遺伝子の中にはDNA異常
とリンクするものが多く含まれ、バイオマー
カーとして mRNA の発現異常から DNA 異常に
置き換えが可能な遺伝子を同定し、バイオマ
ーカーとする着想に至った。 
本研究は、臨床データを基盤として標的遺

伝子の同定を基礎的に行い、マーカーとして
臨床に還元するトランスレーショナルリサ
ーチの一環である。 

２．研究の目的 
肝細胞癌は、治癒切除にもかかわらず再発

率の高い癌である。本研究の目的は、肝細胞
癌再発に対するバイオマーカーを見出し、個
別化医療に役立てることである。これは、
人々の QOLにおいて癌の発生防止が第一であ
るが、進行癌が発見された場合でも外科手術
の成功後は、再発を怖れずに安心して暮らせ
る社会を築くことを目的としている。 

３．研究の方法 
 再発関連遺伝子の網羅的スクリーニング
として、術後 2年以上無再発症例 (n = 5) と
術後 1年以内再発症例 (n = 5) における癌
部・非癌部からの cDNA を用いて、DNA マイク
ロアレイと AFLP-based HiCEP の 2 つの異な
るトランスクリプトーム解析を行った。スク
リーニング結果の検証として、24 例を用いて
real-time PCR 解析を行った。転写因子結合
モチーフの検索は、Match 及び P-Match プロ
グラムを用いた。再発予測式を構築し、新た
な 10 例を用いて検証を行った。再発予測識
別性能の評価には ROC 曲線解析を、予後解析
には Kaplan-Meier 曲線を用いた。 
 さらに、HCV 関連肝細胞癌 (n = 41) を用
いて、DNA マイクロアレイ解析による術後肝
内再発関連遺伝子スクリーニングを行った。
スクリーニングの validation には、異なる
サンプル集団 (n = 46) を用いての
real-time RT-PCR によって行った。DNA メチ
ル化解析には Methylight 法を用いた (n = 
25)。Time-to-event 解析には、ROC 曲線解析
からのカットオフ値を用いて、Kaplan-Meier
曲線の Log Rank 検定及び Cox 回帰分析を行
った。 

４．研究成果 
網羅的スクリーニングと real-time PCR に

よる検証から、TSPAN8, CYP2A6, SLC22A1, 
NQO1, SLC10A1, GLYAT, COL15A1 を再発関連
遺伝子として同定した。さらに上流配列解析
から ESR1 も再発関連遺伝子と同定された。
ESR1, NQO1 は術後 1年再発・無再発において
有意に差が認められ、TSPAN8, CYP2A6, 

SLC22A1, ESR1, SLC10A1, COL15A1 では 2 年
再発・無再発での有意差が認められた。上記
8 遺伝子の癌部・非癌部発現比は、無再発生
存期間における有意な差を示した。4 つの遺
伝子発現レベルを組み合わせた術後 2年以内
再発予測式の性能は、Training (ROC 曲線下
面積 0.99、 accuracy 88%, n = 24)及び
Validation (accuracy 80%, n = 10) と示さ
れた。 
さらに、別の DNAマイクロアレイ解析から、

ATP-binding cassette, sub-family B, 
member 6 (ABCB6) を再発関連遺伝子として
同定した。ABCB6 mRNA レベルは、無再発群と
比較して再発群において有意な増加を示し
た (2.5-fold, P = 0.01)。ABCB6 mRNA 高レ
ベル群は低レベル群と比較して有意に短い
無再発生存期間を示した (P = 0.01)。ABCB6
遺伝子の DNA メチル化レベルについても再発
との有意な相関が観察され (P = 0.01)、低
DNA メチル化レベル群は高レベル群と比較し
て有意に短い無再発生存期間を示した (P = 
0.02)。多変量解析から ABCB6 mRNA レベルは
肝細胞癌術後再発に対する独立した危険因
子と示された。別の 20 例の肝細胞癌からの
ABCB6 mRNA レベルにおいても、無再発生存期
間との有意な相関が再び示された (P = 
0.04)。 
また、ゲノム全体のメチル化は癌部では

hypomethylation となることが知られている
ことから、global DNA methylation marker
である LINE-1 と Alu-repeat における DNA メ
チル化率を解析した。非癌部と比較して癌部
での hypomethylation が LINE-1 (0.57-fold, 
p < 0.001)および Alu-repeat (0.84-fold, p 
= 0.024)のそれぞれにおいて観察された。非
癌部における Alu-repeat メチル化率は、術
後 2年以内再発群 (n = 15) では 2 年無再発
群 (n = 9) と比較して有意に低かった
(0.80-fold, p = 0.030)。非癌部における
Alu-repeatメチル化率による術後2年以内肝
内再発識別能は、ROC 曲線下面積 0.77 (感度
66.7%、特異度 93.3%) を示した。Alu-repeat
低メチル化群は高メチル化群と比較して有
意に無再発生存期間が短かった (p = 0.007)。
多変量ロジスティック回帰から、非癌部にお
ける Alu-repeat メチル化率は術後 2 年以内
肝内再発の独立した規定因子であった。 
以上から、異なる原理からなるトランスク

リプトーム解析から、優れた再発予測性能を
得 る こ と が 出 来 た 。 さ ら に 、 global 
methylation marker Alu-repeatにおける DNA
メチル化率と再発との関連や、ABCB6 につい
て、mRNA 異常とリンクした DNA メチル化異常
も明らかとなり、血液からの再発予測に期待
が持てる。本研究による再発リスク予測から
の患者層別化は、新たな再発抑制治療の開発
への貢献が期待される。 



また、本研究に関する成果は、第 18 回欧
州消化器病関連週間 (UEGW 2010) において
Travel grant 及び oral presentation (全投
稿演題に対する採択率 15%)への採択や、第
115 回山口大学医学会学術講演会奨励賞、第
20 回日本消化器関連学会週間 (JDDW2012) 
ポスター優秀演題を受賞し、国内の大規模な
学会である第 66 回日本消化器外科学会総会
や第 19 回日本消化器関連学会週間 (JDDW 
2011) 等ではワークショップに採用され、国
内外にインパクトを与えた。 
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