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研究成果の概要（和文）：肝芽腫213例の検討では、β-カテニン(CTNNB1)のエクソン3領域の欠失は107例（50.2％）に
、点突然変異は56例（23.2％）に見られた。腫瘍のテロメラーゼ活性が50RTA以上、TERT発現が100以上は有意に予後不
良で、これらと結合するBRG1発現は、RTA, TERTの活性化と相関した。マイクロアレイや免疫組織染色でWntシグナル下
流のMYC, MDR-1, CyclinD1, Survivin発現はRTA, TERTの活性化に有意に相関した。選別された分子標的のsiRNAを肝芽
腫細胞株に導入すると増殖が抑制され、分子標的候補は、肝芽腫のオーダーメイド療法に有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：In beta-catenin gene (CTNNB1), deletion and mutation of exon 3 region was detected
 107 (50.2%) and 56 (23.2%) of 213 hepatoblastoma cases. The cases whose tumors had high telomerase activi
ty (> 50 RTA) and high TERT expression (> 100) showed poor prognosis. The expression levels of BRG1 were s
ignificantly correlated with those of RTA and TERT but not with CTNNB aberrations . The expression levels 
of the Wnt downstream genes including MYC, MDR-1, CyclinD1, and Survivin were also significantly correlate
d with those of RTA and TERT. Induced treatment of siRNA against these selected genes into hepatoblastoma 
cell lines showed growth inhibition. These candidates are considered to be useful for order-made therapy i
n advanced hepatoblastoma.
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１．研究開始当初の背景 
肝芽腫は小児の肝悪性腫瘍の中では最も
多く、本邦では、日本小児肝癌スタディグ
ループ（JPLT）の共通の治療ガイドライン
にて、治療的研究が行われてきた。その結
果、肝芽腫全体の 3年生存率が約 70％とな
り、肝３区域までに限局する腫瘍（標準リ
スク群）では 90%近くの生存率が得られ、
術前・術後化学療法の有効性が明らかとな
り、予後良好例では治療軽減の方向に進ん
でいる。一方、AFP低値例、肝全区域を占
める腫瘍や遠隔転移例の予後は未だに不良
で、悪性度の高い腫瘍が存在していること
も事実であるが、悪性度を反映した有用な
生物学的指標がないのも現状である。教室
ではβ-カテニン遺伝子の活性化変異が高
率に認められること、テロメラーゼ活性が
腫瘍の悪性度に相関している可能性を報告
してきた。こうした中で近年、テロメラー
ゼの逆転写酵素の触媒部分である TERT
が BRG1（Brahma-related gene 1, 遺伝子
名 SMARCA4)蛋白を介してβ-カテニン
に作用し、Wntシグナルを活性化している
ことが報告された。そこで、肝芽腫検体で
は、TERT発現が 80％以上に見出され、と
くにβ-カテニン変異のない腫瘍で発現し、
TERT が Wnt シグナル活性化に関与して
いる可能性が考えられ、本研究を施行した。 
 
２．研究の目的 
小児特有の肝芽腫は、本邦並びに欧米の
臨床試験によって化学療法の有効性が示さ
れ、現在、予後良好な標準リスク群と転移
や進展例などの予後不良な高リスク群に分
類されるようになった。リスクを規定して
いる生物学的因子としてテロメラーゼ活性
について報告してきたが、近年、Wnt／β
-cateninシグナルとの関連が示された。そ
こで、日本小児肝癌スタディグループ
（JPLT）および当科で保存された検体を用
いた検討から、標準リスク群と高リスク群
でのこれらの活性化を検索する。さらに、
活性化されている高リスク群では、腫瘍進
展あるいは転移能を規定する分子標的を見
出し、新たな臨床試験の分子標的薬導入の
基礎データとすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 

JPLT の中央病理診断にて肝芽腫と診断
された 213 例余肝細胞癌 20 例を対象とし
て、以下の検討を行った。 
1）β―カテニン(CTNNB1)異常： 本症
で高頻度に見られるβ―カテニン異常につ
いて、エクソン３を含む領域の欠失をＰＣ
Ｒ解析で検討し、欠失の検出できない例は
エクソン３のシークエンス解析で検討した。 
また、これらの活性化変異によって蓄積す
るβ―カテニンを免疫組織化学染色にて検
討した。 
2）テロメラーゼと TRET 解析： 腫瘍の

テロメラーゼ活性を TRAP（ telomeric 
repeat amplification protocol）にて検討し、
定量化するために内部標準を用いた定量
PCR 法を応用した方法で検討し、RTA 
(Relative telomerase activity)にて評価し
た。また、その活性部位である TERT 
(telomerase reverse transcriptase)の発現、
さらにこの両者と結合する BRG1 の発現
レベルを定量 RT-PCR法にて検討した。 
3）β―カテニン／Wnt シグナル伝達系の
解析： Wnt シグナル下流遺伝子である
MYC, MDR-1, CyclinD1, Survivi, MMP7, 
Axin2などの下流遺伝子の発現を RT-PCR
および免疫組織染色にて解析した。 
4）臨床病理分類、リスク分類との関連： 
中央病理診断部門病理分類と上記の１－３
結果を比較した。臨床的なリスク分類、各
症例の臨床経過から、病期、予後と副作用、
晩期合併症を抽出し、その要因を検索する
とともに、遺伝子変化、遺伝子発現から、
これらの因子でリスクの層別化が可能であ
るかの判定を試みた。 
5）網羅的遺伝子解析： すでに JPLT で
解 析 さ れ て い る マ イ ク ロ ア レ イ
（Affymetrix SNP6.0 と U133 または 
Gene アレイ）で解析済み網羅的遺伝子変
異と遺伝子発現のデータとを RTA, TERT
の活性化および CTNNB1 異常との関連を
検討した。を用いた遺伝子変異と遺伝子発
現の網羅的解析のデータから、１－３の因
子と関連のある遺伝子群を抽出する。この
遺伝子抽出は、専用の解析ソフトを用いて
解析し、さらに、抽出されて遺伝子はパス
ウェイ解析を行い、リスクに関連している
パスウェイから、診断や予後予測に有用な
分子標的とともに、治療の標的となりうる
分子標的を抽出する。 
 
４．研究成果 
1）β―カテニン(CTNNB1)異常：β-カテ
ニン(CTNNB1)異常で、エクソン 3を含む
欠失を 107例（50.2％）に、エクソン 3の
点突然変異は 56例（23.2％）に見られた。 
β-カテニンの免疫組織染色では、欠失、変
異のある症例では、核内に蓄積されている
ことが確認された。 
2) テロメラーゼと TRET 解析：腫瘍のテ
ロメラーゼ活性である RTA(relative 
telomerase activity)が50以上のものまた、
その活性部位である TERT(telomerase 
reverse transcriptase)発現が 100 以上の
腫瘍の症例は有意に予後不良であった。ま
た、CTNNB1がWild type の腫瘍は RTA, 
TERTの活性化していた。さらにこの両者
を結合する BRG1 の発現レベルは、RTA, 
TERTの活性化レベルと有意に相関した。 
3) β―カテニン／Wnt シグナル伝達系解
析： Wntシグナル下流遺伝子であるMYC, 
MDR-1, CyclinD1, Survivin, MMP7, 
Axin2発現をRT-PCRおよび免疫組織染色



にて解析した。その結果、CTNNB1 異常
の有無とこれらの遺伝子発現レベルには相
関はなく、RTA, TERT の活性化に有意に
相関していた。 
4）臨床病理分類、リスク分類との関連：
上記の結果を病理分類、臨床的なリスク分
類と比較すると、病理では胎芽型、リスク
では転移例で RTA, TERTの活性化が有意
に高かった。RTA, TERTの発現レベルは、
肝芽腫の転移例、さらに血管浸潤の有無と
相関しており、これらの因子は肝芽腫の進
展や転移能に係っており、有用な予後関連
因子である可能性が示唆された。 
5）網羅的遺伝子解析：マイクロアレイ
（Affymetrix SNP6.0 と U133 または 
Gene アレイ）で解析済み網羅的遺伝子変
異と遺伝子発現のデータとを RTA, TERT
の活性化および CTNNB1 異常との関連を
検討した。スニップアレイ（Affymetrix 
SNP6.0)では、染色体 1番 2番の増減が頻
度高く見いだされたが、遺伝子変異として
は、CTNNB1 の欠失、変異以外に頻度の
高い以上は見出せなかった。一方、遺伝子
発現解析では、Wntシグナル下流遺伝子の
活性化がみられ、特に MYC, MDR-1, 
CyclinD1, Survivinが抽出された。これら
とは別に、CTNNB1 次世代シークエンサ
ーにて小児肝細胞癌では、Affymetrix 
SNP6.0にて、染色体 1番 2番の増減に加
えて、4番 7番 11番 17番の欠失がかなり
の頻度で見いだされ、肝芽腫とはゲノム異
常が明らかに異なっており、別のシグナル
の関与が示唆された。選別された分子標的
に対し、その siRNA を肝芽腫細胞株
（HepG2、並びに JHB1,2,3）に導入する
と増殖が抑制され、有用な分子標的候補で、
今後の肝芽腫のオーダーメイド療法に有用
と考えられた。 
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