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研究成果の概要（和文）：がんの発生と進展過程を分子レベルで捉えるため、顕微鏡下で各段階の細胞や組織を採取し
、その超微量検体から包括的にタンパク質や遺伝子の異常を見つけ比較した。その結果は次のとおりである。(1)肝が
んの発生や転移のしやすさは、がん化する細胞の周囲＝微小環境が関与する。(2)癌とも正常ともいえない病変部(異形
成)は､がんと共通する遺伝子変異があり、がん発生の起源といえる。そこからがんは、異なる遺伝子変異で複数か所に
発生し、起源は異なることがある。(3)2cm以下の早期がんでも場所により遺伝子変異が異なり、がん多様性の開始は早
い。(4)肝発がんモデルでは、がん化を決める遺伝子変異の数は少なかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated comprehensive profiles of genome and proteome in precancerous, 
cancerous lesions and stroma cells from early and late recurrence groups to identify the molecular 
difference among them, and finally to elucidate the molecular genesis and progression of cancer. In 
conclusion, (1) microenvironment of parenchyma such as fibrosis and inflammation was related to 
hepatocarcinogenesis and intra-hepatic metastasis. (2) Abnormal lesions but not cancer (dysplasia) shared 
mutation with cancerous lesion, indicating that dysplasia is molecularly precancerous. Multi-centric 
carcinogenesis occurred from a single clonal dysplasia by different gene mutations. (3) Early cancer less 
than 2 cm in diameter contained different cancer clones originated from a single clone, indicating that 
branched evolution of cancer begins from the early stage of cancer. (4) Relatively small number of driver 
gene mutation was involved in hepatocarcinogenesis of rat.

研究分野：実験病理学 病態医化学 ウイルス学 腫瘍生物学 ゲノム医科学 腫瘍診断学

キーワード： レーザーマイクロダイセクション　プロテオミクス　微小環境　再発肝癌　ゲノミクス　次世代シーケ
ンサー　ホルマリン固定パラフィン包埋切片
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
日本人の肝細胞癌の 8割はＣ型慢性肝炎を母
地に発生している。Ｃ型肝炎ウイルス感染の
ほとんどは持続感染し、20～30 年をかけて
慢性肝炎、肝硬変から肝細胞癌が生じる。肝
細胞癌は早期に外科切除を行っても、その再
発率は高い。2 年以内に約半分の症例は再発
をみる。その 9割以上が残肝再発である。し
かし中には 5年以内無再発の症例もある。こ
れが一体何によるのかわかれば、再発機構だ
けでなく、再発マーカーをも明らかにできる。
この再発には、2 つの機構が考えられる。１
つは初発癌の肝内転移であり、もう１つは残
肝非癌部からの多中心性発癌である。前者は
初発癌の転移性の素質が、後者は非癌部の発
癌性の素質が再発しやすさに関係する。特に
後者は再発に限らず、初発の発癌とも共通す
る。すなわち初発癌も再発癌も、慢性肝炎・
肝硬変という正常肝ではないところから生
じる。そこには癌前駆細胞ともいえる肝細胞
のクローナル増殖が、多中心性に始まってい
ることを以前明らかにしてきた。そのクロー
ナルな増殖のマーカーや、さらには発癌にス
イッチする因子が再発・発癌マーカーと期待
され、残肝組織からの再発難易の比較で見出
すことができる。このような考えから非癌部
組織の比較トランスクリプトーム解析、比較
プロテオーム解析を行ってきた。初発の早期
肝細胞癌切除術例の非癌部について、その後
2年以内に再発した症例と 4年以内（多くて
8年以上）無再発症例にわけ、網羅的mRNA
発現解析および網羅的タンパク質発現解析
から比較検討した。その結果、再発遅延群肝
組織に発現亢進する mRNA や、再発早期群
肝組織に発現亢進するタンパク質を複数見
つけることができた。そこで重要な問題点が
見いだされた。それは肝臓組織の不均一性で
ある。肝組織は肝小葉構造をとり、実質と間
質とからなる(図)。また特徴的な血流支配か
ら、肝小葉内実質でも門脈域から中心静脈に
かけて微小環境
が 異 な り
zonalityを示す。
代謝能はまさに
zonal difference
を示し、病態へ
も大きく関わる。
このことが、凍
結組織のプロテ
オミクスから実
証された。早期
再発群肝組織に
発現亢進するサ
イトケラチン CK19は、細胆管の増生を意味
し、この間質の特徴こそが、それに隣接する
肝実質細胞にもEpCAM陽性となる影響を与
えていた。このように肝組織微小環境を考慮
に入れた、肝組織 heterogeneity に基づく癌
前駆細胞の探索が必要と考えられた。 
一方、近年次世代シーケンサー技術が向上し、

癌ゲノミクスの研究が躍進的に進んだ。癌の
遺伝子異常が網羅的にわかると同時に、癌も
また不均一であることがわかってきた。単一
細胞レベルのゲノムシーケンスも可能とな
り、一症例内での癌細胞の進化もたどること
ができる。既に非癌部の前癌病態にあると思
われる領域では、癌化につながる遺伝子異常
は起こっている。組織学的にも degenerative
な大小不同の肝実質細胞や、再生と思われる
小型肝細胞の集団がまだらにみられる。これ
らがどのような遺伝子異常をもつかは未知
である。このように非癌部組織の不均一性を
もとにゲノムシーケンス解析を行えば、癌前
駆細胞なるものを直接捉えることができる
と考える。 
以上の経緯から、本研究では癌前駆細胞なる
ものを非癌部の領域別ゲノミクスより見い
だし、さらに領域別プロテオミクスから癌前
駆細胞マーカーを見つけ出すことを目的と
する。そのためには、多中心性発癌で早期に
再発と予想される症例を選び、その病理標本
からレーザーマイクロダイセクション･ゲノ
ミクス(ミクロゲノミクス)およびレーザーマ
イクロダイセクション・プロテオミクス(ミク
ロプロテオミクス)を実施する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、主に肝細胞癌を例に、癌前駆細
胞マーカーを見出し、癌の早期発見に役立て
る。具体的には以下の項目に分けて､癌前駆
細胞の特徴を明らかにする。 
 
(1) 初発の癌切除組織の非癌部は患者残肝
組織と同じ情報をもち、既に正常ではない。
そこからの再発難易に着目し、早期再発症例
非癌部に特徴的なゲノム変化とタンパク質
発現変化を捉える。肝実質の不均一性からレ
ーザーマイクロダイセクションを使用し、領
域別ゲノムシーケンスから癌前駆細胞を見
出す。さらに比較プロテオーム解析から、そ
の前駆細胞や再発しやすさに特徴的なタン
パク質を見出す。 
 
(2)  経時変化が追える発がんモデルラット
を用いれば、がん化を決めるドライバー変異
を直接見いだすことができる。転移腫瘍を用
いれば、がんの浸潤性や転移のドライバー変
異を明らかにすることができる。全ゲノム解
析から比較ゲノミクスを実施し、各ステージ
に特徴的な変異を明らかにする。 
 
(3) 他臓器腫瘍を例に、前癌病変や境界病変
と言われている異形成病変、増殖性病変をと
りあげ、癌との相違、特に遺伝子変異の獲得
の有無とその異同を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 組織サンプル 
① C型肝炎ウイルス陽性肝細胞癌初発癌が
stage Iの切除症例を 41症例収集し、2年以



内再発 15例、4年以内無再発 12例を抽出し
た。病理診断に用いたホルマリン固定パラフ
ィン包埋組織について、各症例の初発癌部お
よびその非癌部組織から、複数の検索部位を
レーザーマイクロダイセクションし、材料を
採取した。一部の非癌部組織については、ホ
ルマリンパラフィン組織とペアとなる新鮮
凍結組織も準備した。 
② 他の癌症例も同様に、病理診断組織片か
ら無病変組織、非癌部組織、境界病変組織、
癌の進展度別組織を、レーザーマイクロダイ
セクションにて採取した。 
③ 肝発がんモデルラットについては、経時
的に肝臓を採取し、新鮮凍結組織およびホル
マリンパラフィン組織を準備した。後者から
は､組織学的病変に基づき、レーザーマイク
ロダイセクションにて材料を採取した。 
 
(2) ミクロプロテオミクス 
① レーザーマイクロダイセクションサン
プルを Liquid Tissueを用いて溶解し、トリ
プシン消化した。ペプチドを LC- MS/MSに
より分離し、質量分析し、タンパク質を同定
した。Progenesis-LC/MS 解析ソフトにて、
サンプル間で発現量が異なるタンパク質を
同定した。 
② 同定タンパク質について、免疫染色やウ
ェスタンブロットにより検証した。 
 
(3) ミクロゲノミクス 
① レーザーマイクロダイセクションサン
プルから、RecoverAll DNA抽出キット改変
法にて DNAを抽出した。DNAの質評価は、
独自の qPCR系を確立し、凍結組織 DNAを
1とする相対値で評価した。 
② Ion アンプリコンシーケンシングを行っ
た。Comprehensive Cancer Panelを用いて
ライブラリーを作成し、Ion Protonもしくは 
Ion PGMシステムで塩基配列を解読した。 
③ Ion Reporterを用いて、Tumor-Normal 
pair analysisで変異解析を行った。 
④ 変異の検証は、allele-specific qPCR系を
確立して行った。その定量値から変異頻度を
算出した。また一部の変異については、
digital PCR にて変異頻度を含め検証を行っ
た。 
⑤ ラットゲノム解析は、凍結組織 DNA を
用いて､500塩基対断片化後、ライブラリーを
作成しイルミナ HiSeq2000 で塩基配列を決
定した。変異の検証は、サンガーシーケンス
と allele-specific qPCRで行った。 
 
４．研究成果  
(1) ホルマリンパラフィン組織 DNA 
病理診断に使用したパラフィン組織から
DNA をできるだ良質にうるため、既存の抽
出方法を改良し、さらに質評価法を確立した。 
① ホルマリン固定は、濃度に依存してDNA
の質は低下し、20％よりは 10％の方が有意
によかった、固定日数も、1 日を超えるごと

に DNAの質は低下した。10％ホルマリン、
1 日固定のパラフィン包埋組織 DNA でも、
新鮮凍結組織 DNA に比べ、qPCR 比は 0.1
－0.2であった。 
②  DNA 抽 出 方 法 は 、 市 販 キ ッ ト
RecoverAllが良好であった。しかし添付マニ
ュアルにはない、改変を加えると、DNA の
質を表す qPCR値に改善がみられた(2.5倍)。
その改善点は、組織溶解後、95 C 30分処理
を追加することである。 
③ ホルマリンパラフィン組織 DNA の解析
では人工変異が起こりうるか、調べた。ラッ
ト肝臓組織及びヒト肝臓組織について、ホル
マリンパラフィン組織 DNA：新鮮凍結組織
DNAのペア解析をそれぞれ 3例と 4例で行
った。KRASのホットスポット変異は、いず
れにもなかった。409がん関連遺伝子のアン
プリコンを次世代シーケンサーで読んでみ
た。約 200万塩基配列を約 500回カバーする
ように読んだが、検証できる変異は見つから
なかった。 
以上より、ホルマリンパラフィン組織 DNA
は、明らかに質の低下をおこすことがわかっ
た。断片化や化学修飾による変化が、その原
因と考えられる。一方で、そのような DNA
を鋳型にしても、次世代シーケンシングが実
施できることがわかった。 
 
(2) 肝臓癌と前癌病変 
① ヒト肝細胞癌早期再発症例の非癌部前
癌病変様組織と癌組織における変異比較 
C型肝炎ウイルス陽性の早期肝細胞癌で早期
再発例では、初発癌切除時の非癌部および癌
部周囲に CK19 陽性細胞の増生がみられる。
これは前癌病変様領域と思われる部位で、こ
れらの領域および癌部領域を、レーザーマイ
クロダイセクションにて採取し、変異解析を
行った。対象症例は 3例である。 
症例 1：12mmの腫瘍結節から 4ヶ所の腫瘍
内結節を比較したところ、PIK3CA変異は 4
ヶ所に共通であったが、TP53 変異は 3 ヶ所
に陽性で１ヶ所は陰性であった。 
症例２：18mmの腫瘍結節を 2分割して解析
したところ、TP53 フレームシフト変異と片
側欠失の 2ヒットがん細胞、及び TP53両側
欠失がん細胞とが観察された。両者の混在比
が 2領域で著しく異なっていた。 
症例 3：17ｍmの境界不明瞭な異型結節内に
高分化型肝細胞癌が散見される症例で、4 ヶ
所を比較した。どこも２つの遺伝子変異が同
じ頻度で観察された。 
以上より、腫瘍径 2cm以下の早期肝細胞癌で
も、腫瘍結節内部でがん細胞クローンの進化
が見られた。また、肝細胞癌とは言えない境
界不明瞭な異型結節においても遺伝子変異
が明らかとなり、前癌病変であることが遺伝
子レベルで示された。いずれの症例も、前述
した癌近傍の前癌病変様組織に、癌に見つか
った変異は認められなかった。 
② ミクロプロテオミクスによる再発マー



カータンパク質 
再発しやすい肝細胞癌およびその非癌部に、
発現亢進する再発マーカータンパク質を見
つけた。前者は癌巣辺縁、特に線維形成部位
に接して強発現する特徴があった。後者は門
脈域の浸潤炎症細胞に強発現することがわ
かった。線維化や炎症の質や強さといった微
小環境が、がんの転移や発生しやすさに関連
することが示唆された。C型肝炎ウイルス陽
性肝細胞癌の非癌部ウイルス量と関連する
プロテオミクスも実施し、ウイルス産生と分
泌を制御するタンパク質を見出した。 
③ ラット肝発がんモデルにおける前癌病
変と肝細胞癌と胆管癌の全ゲノム比較 
ラットの様々な病態の新鮮凍結肝組織から
DNA を抽出し、全ゲノムシーケンス解析に
より遺伝子変異候補を明らかにした。5 検体
（正常肺、肝炎のない肝組織、慢性肝炎のあ
る非癌部肝組織、肝細胞癌、肝内胆管癌）の
比較ゲノミクスを行った。5 検体に共通した
変異が、既知の癌関連遺伝子 3つに見つかっ
た。この系統ラットは、生殖細胞系列で複数
の遺伝子変異をもち、易発がん性の背景をも
つ可能性が示された。 
肝細胞癌に特異的な変異として、4 つの遺伝
子変異が見つかった。さらにこれらの変異は、
癌の場所によっては 2つや 3つにとどまるこ
とが示された。肺転移では、2 つの変異にと
どまる肝内の癌と一致した。肝内胆管癌にお
いては特異的な遺伝子変異は見つかってい
ない。 
このように、ラット肝細胞癌のドライバー変
異と思われる変異が見つかった。さらに多中
心性発がんではなく、起源は 1つのがんが播
種し、その間に一部は新たな遺伝子変異を獲
得し、micro-heterogeneity が生じると考え
られた。肝内胆管癌には、この 4遺伝子の変
異は認められなかったので、別のドライバー
変異があると考えられる。 
 
(3) 多様な乳癌組織像と増殖性病変 
乳管癌と小葉癌が同時発生した乳癌の乳房
全摘症例から、メインの腫瘍の 4 つの癌
(DCIS-1, IDC, LCIS, ILC) と 8㎝離れてい
た癌(DCIS-2)について、無病変組織(LN)を対
象として変異解析を行った。2 か所の増殖性
病変（FEA-1, FEA-2）も対象とした。全体
で 5個の遺伝子変異と 4か所のコピー数変化
が見つかった。DCIS-1 には、これらの変異
のいずれも見つからなかった。IDCに 1個の
変異と一か所の増幅があり、LCIS にはさら
に一か所の欠失が付加されていた。ILCには、
LCISからさらに 1遺伝子の変異と 2か所の
欠失が付加されていた。DCIS-2 には LCIS
と同じ一か所の増幅と 1か所の欠失があるが、
遺伝子変異は共有せず、別の 3個の遺伝子変
異が見つかった。FEA2か所には、これらの
変異は見つからなかった。以上より癌の分子
進化を予測することができる。メインの腫瘍
の起源には独立変異の DCIS1 と、初期の癌

クローン IDC が混在する。その IDC から 1
か所の欠失が起こり、片や LCIS へ、片や
DCIS-2 と進化する。LCIS からごく一部が
ILCへと進化する。DCIS-2は独自に 3つの
変異を獲得し住処を変える。このように多彩
な癌組織像を示すが、起源は１つとも考えら
れた。また癌の進化の様子から、この乳癌の
ドライバー変異が示された。 
 
(4)  口腔内扁平上皮癌と異形成病変 
浸潤度分類が異なる癌組織像が混在する舌
扁平上皮癌症例について、4か所の癌 1，癌 2，
癌 3，癌 4と, 癌 3、癌 4に隣接する DP異形
成病変3か所, NE健常上皮4か所を対象に、
C健常結合組織とのペア解析で、変異を解析
した。8個の変異が見つかった。癌 1、癌 2、
癌 3には 5個、癌 4には 2個、DP3か所に
も 2個、変異を見つけた。2個の変異は、す
べてに共通していた。癌 1、癌 2にはさらに
3個の変異が追加され、癌 3には別の 3個の
変異が追加されていた。以上より、各部位の
細胞クローンの分子進化を予測することが
できる。舌の広範囲に広がる DPはすでに変
異を獲得し、モノクローナルに増殖したと考
えられる。1.5 ㎝離れて発生した癌は、それ
ぞれ独自の変異の蓄積でがん化した。このよ
うに、DP は明らかに前癌病変といえる。し
かし遺伝子変異の内容は、癌のドライバー変
異で知られるものである。形態学上癌ではな
いだけで、生物学的には癌の可能性がある。
いずれにせよ、浸潤癌が発生しやすい母地で
あり、癌発生のドライバー変異が明らかとな
った。 
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