
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６５

基盤研究(A)

2014～2012

次世代シークエンサー・包括的エピゲノム解析による肝癌多段階発癌責任遺伝子の同定

Identification of aberrant pathways by integrated analysis in stepwise 
hepatocarcinogenesis

３０２８０９４４研究者番号：

高山　忠利（TAKAYAMA, Tadatoshi）

日本大学・医学部・教授

研究期間：

２４２４９０６８

平成 年 月 日現在２７   ６   ３

円    34,800,000

研究成果の概要（和文）：早期肝癌は慢性肝疾患より発生し、脱分化を経て古典的肝癌へと進展してゆく。本研究では
次世代シークエンサーを用いて早期肝癌47例、古典的肝癌105例について統合解析を行い肝発癌・進展における責任遺
伝子を同定した。遺伝子変異はWNT、p53/RB経路、MLLが早期肝癌の段階で、SWI/SNF複合体、PI3K経路が古典的肝癌の
みで変化していたが、WNT下流遺伝子及びp53/RB関連の細胞周期遺伝子の発現上昇は早期肝癌では認められず、各経路
の遺伝子変異を伴う古典的肝癌のみで活性化されていた。また、TERT遺伝子は早期肝癌の段階から複数の原因により発
現上昇し肝発癌の原因の一つとなっていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Early hepatocellular carcinoma (HCC) is histologically diagnosed as the existence 
of intratumoral portal tracts and develops into classical HCC. To identify sequential genomic changes in 
stepwise hepatocarcinogenesis, we analyzed 47 early and 105 classical HCCs using next generation 
sequencer. Mutations in p53/RB and WNT pathways were recurrently observed both in early and classical 
HCCs. Exome and RNA sequences frequently showed mutation of promoter region and increased expression of 
TERT. On the other hand, inactivation in SWI/SNF complexes were observed more often in classical HCC 
(23.8%) than early HCC (8.5%, P=0.027), and mTOR/PI3K pathway was aberrantly activated in classical HCC 
(8.5% vs 29.5%, P=0.003) by integrated analysis. Taken together, inactivating mutations of p53/RB and WNT 
signaling pathways and TERT up-regulation are the first events in hepatocarcinogenesis and aberrations of 
SWI/SNF complexes and mTOR/PI3K pathway may play pivotal roles in the progression of HCC.

研究分野： 消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
早期肝癌は腫瘍内にグリソン鞘が残存し、
その多くは腫瘍径が1.5cm以下で肉眼的に
は境界不明瞭型を呈する。これらの腫瘍は
慢性肝疾患より発生し、脱分化を経て古典
的肝癌へと進展してゆく。このように肝細
胞癌は慢性肝疾患を背景として多段階に進
展してゆくものと考えられるが、その一方
で臨床レベルでの報告はみられるものの遺
伝子レベルでの発癌メカニズムについては
未だ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では次世代シークエンサーを用いて
遺伝子変異、エピゲノム変化、コピー数変
化、遺伝子発現レベルについて包括的に解
析し、肝癌多段階発癌メカニズムを解明す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
早期肝癌 47 例、古典的肝癌 105 例及び背
景肝についてそれぞれエクソーム・RNA
シークエンスを行い包括的発現解析・コピ
ー数解析・融合遺伝子・遺伝子変異につい
て統合解析を行い、肝発癌・進展における
責任遺伝子を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 早期肝癌における遺伝子発現プロフ
ァイルは古典的肝癌よりもむしろ慢性肝疾
患に近く、染色体変化も古典的肝癌と比較
して有意に少なかった。また、1 検体あた
りの融合遺伝子数(P = 0.043)及び遺伝子変
異数(P < 0.001)も早期肝癌で有意に少なか
った。 

図 1．LDA による発現レベルのグループ化 
 
(2) 遺伝子変異は CTNNB1、CSMD3、
AXIN1、 COL11A1、TSC2、ATM が既
に早期肝癌で認められた一方で TP53、
ARID2、ALPK2 の変異は古典的肝癌で有
意に高頻度であった。遺伝子変異をパスウ
ェイ毎に分類すると WNT 経路 (25.5 vs 
42.9%, P = 0.047)、p53/RB 経路 (31.9 vs 
41.9%, P = 0.282)、MLL (17.0 vs 20.0%, P 
= 0.823)が早期肝癌の段階で、SWI/SNF 複
合 体  (8.5 vs 423.8%, P = 0.027) 、
AKT/PI3K 経路 (8.5 vs 24.8%, P = 0.026)
が古典的肝癌のみで変化していた。 

図 2．シグナル経路ごとの遺伝子変異 
 
(3) 次に遺伝子発現レベルと WNT 及び
p53 経路の遺伝子変異について統合解析を
行った。WNT パスウェイについては
CTNNB1 の突然変異と発現上昇が強く相
関している遺伝子群が存在し、Gene Set 
Enrichment Analysis により WNT target 
gene set であることが確認された。これら
の遺伝子セットは AXIN1 の突然変異では
発現は上昇せず、逆に AXIN1 の変異での
み発現が上昇する遺伝子群も存在した。さ
らにCTNNB1およびAXIN1の突然変異で
上昇するのは古典的肝癌のみで、早期肝癌
では発現の上昇がみとめられなかった。 
同様にp53の下流遺伝子である細胞周期関
連遺伝子についてはp53経路の変異のある
古典的肝癌のみで発現が上昇し、早期肝癌
では発現の上昇は認められなかった。 

図 3．遺伝子発現と突然変異の統合解析 



(4) その一方で TERT の発現上昇は早期
肝癌の段階から認められた。TERT 発現上
昇のメカニズムとしては融合遺伝子
（SLC12A7-TERT）、HB ウィルスのプロ
モーター領域への組み込み、プロモーター
領域の変異、TERT を含む染色体領域
5p15.33 の増幅が考えられた。 
融合遺伝子については RT-PCR および
Sanger 法シークエンスにより確認を行い、
またTERTのC端側を含む領域の抗体で免
疫染色を行ったところ強発現を認めたこと
からインフレームであることが推測された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4-1．TERT 融合遺伝子 
 
また、HB ウィルスの TERT プロモーター
領域への取り込みは同ウィルスのキャプチ
ャーにより同定が可能であり、染色体変化
はエクソームシークエンスにより、また、
プロモーターの変異（ATG 開始点より 124
および 146 塩基上流）については Sanger
法にてそれぞれ確認をおこなった。 
TERT 発現上昇の程度を各原因別に比較す
ると、5 番短腕領域の増加を除いてはそれ
ぞれが排他的であり、その中でも 5p15.33
領域の増加、融合遺伝子、HB ウィルスの
TERT プロモーター領域への取り込みが特
に同遺伝子の発現上昇に寄与する因子であ
ることがわかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
図 4-2．TERT 発現上昇 
 
(5) 早期肝癌は CTNNB1、TP53 などのド
ライバー遺伝子の変異が比較的高頻度に認
められたにもかかわらずその下流遺伝子の
発現量は変化していなかった。これらの遺
伝子経路が活性化するためにはドライバー
遺伝子変異に加えて染色体変化、SWI/SNF
複合体や AKT/PI3K 経路などの他のゲノ
ム変化が加わり古典的肝癌へと進展してゆ
くものと推察された。一方で TERT 遺伝子
は早期肝癌の段階から複数の原因により発
現上昇し肝発癌の原因の一つとなっている
と考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5．肝癌多段階発癌のメカニズム 
 
以上、次世代シークエンサーによる包括的
ゲノム解析により、古典的肝癌で認められ
たドライバー遺伝子のシグナル伝達経路は
早期肝癌では活性化しておらず、ゲノム変
化は発育速度の遅さなど臨床上の低悪性度
の所見と一致して軽度であり、治療方針時
期の決定は前癌病変に準じて行うべきであ
ると考えられた。 
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