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研究成果の概要（和文）：肝部分切除術検体から、計31検体分の正常肝細胞ならびに非がん肝細胞を純化し得た。比較
対照の組織検体と共にゲノム網羅的DNAメチル化解析を行った。HCV陽性症例はHBV陽性症例に比してDNAメチル化異常の
頻度が高く、HCV陽性症例ではDNAメチル化亢進の頻度が高かった。HBV特異的プロファイルは極めて少なく、一方でHCV
特異的プロファイルはゲノム全体に高頻度で認められた。組織検体と純化肝細胞の結果は概ね一致していたが、純化細
胞でより顕著に観察できる特徴もあった。純化細胞を用いることでChIP-seqが可能になり、臨床情報と紐付いたヒト臨
床検体のヒストン修飾パターン取得が可能になった。

研究成果の概要（英文）：Thirty-one samples of hepatocytes with precancerous and normal condition could be 
purified from partial hepatectomy specimens of patients with metastatic carcinoma and hepatocellular 
carcinoma associated with hepatitis B or C viral infection. Methylome analysis was performed using 
Infinium HumanMethylation450k BeadChip. The incidence of DNA methylation alterations was higher at the 
precancerous stage of HCV-positive patients than that of HBV-positive patients. Many Infinium probes 
showed HCV-positive-specific DNA methylation alterations throughout the genome, by contrast to 
HBV-positive patient-specific ones. Although DNA methylation profile of purified hepatocytes exhibited 
almost similar trend with liver tissue samples, some characteristic profiles appeared significant in 
purified cells. Cell purification from surgical specimen enabled histone modification profiling which is 
applicable to personal differentiation or clinical analysis.

研究分野：病理学、エピゲノム
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１．研究開始当初の背景 
 DNA メチル化ならびにヒストン修飾等のエ
ピゲノム情報の異常は、遺伝子発現異常やゲ
ノム構造異常を惹起して、発がんに寄与する
ことが知られている。研究代表者は多数の臨
床症例の病理組織検体の解析を基盤として、
DNA メチル化異常ががんの臨床病理学的悪性
度や症例の予後とよく相関することを明ら
かにし、発がんリスク診断や予後診断指標を
開発してきた。特に、慢性肝炎･肝硬変症等
前がん段階での網羅的DNAメチル化解析に基
づき、慢性肝疾患で経過観察中の患者におけ
る肝発がんリスク診断法の開発等を行って
いる[Arai et al. Int J Cancer, 2009、
Nagashio et al. Int J Cancer, 2011]。こ
のような研究過程で、以下のようなブレイク
スルーが必要であると研究代表者は考えた。 
 
(1) エピゲノム情報には組織･細胞系列毎に
多様性があるので、がん組織と対照組織の解
析のみでは構成細胞の相違を検出してしま
う可能性がある。病理組織検体から腫瘍血管
内皮細胞･間質細胞等を排除し、目的細胞の
みのエピゲノムプロファイルを取得したい。 
(2) ヒストン修飾はDNAメチル化とならぶ重
要なエピゲノム情報でありながら、クロマチ
ン免疫沈降 (ChIP)における技術的困難さか
ら、その解析は培養細胞に限定されていた。
株化機構に左右されず、個体差や臨床情報と
の詳細な対応を可能にするためには、臨床組
織検体からの目的細胞の純化が必要である。 
(3) ウイルス感染や炎症がエピジェネティ
クス異常を惹起する分子機構には未だ不明
な点が多い。がんの前駆細胞がいまだクロー
ナルな増殖を開始していない前がん段階に
あって、偶然生じた DNA メチル化異常が選択
されて蓄積したものとは考えにくく、多段階
発がんの早期に領域特異的・塩基配列特異的
なDNAメチル化異常を生じさせる分子機構が
あると考える方がより自然である。特定の部
位のDNAメチル化プロファイルを用いた発が
んリスク診断や、異常 DNA メチル化を生じる
分子を標的としたエピジェネティック治療
の開発には、発がん過程における DNA メチル
化異常をもたらす分子機構の解明が必要で
あり、そのためには、共通配列解析等に応用
可能なより高解像度なエピゲノムプロファ
イルを入手したい。 
 
以上の点でブレイクスルーを図るために、
国際ヒトエピゲノムコンソーシアム 
(International Human Epigenome Consortium 

[IHEC])における経験･情報･技術の活用を考
えた。IHEC は、標準エピゲノムの多様性を把
握し人類共有の研究基盤としてのエピゲノ
ムデータベースを構築するために創設され
たものである 
(http://www.ihec-epigenomes.org/)。研究
代表者の所属する研究室は、IHEC 日本チーム
として正常肝細胞・胃粘膜細胞・大腸粘膜細
胞等の標準エピゲノムプロファイル決定を
担当している。この過程で研究代表者は、手
術検体のコラゲナーゼ灌流等による正常肝
細胞純化技術･純化肝細胞におけるChIP解析
等を獲得･蓄積でき、本研究において比較対
照とすべき正常肝細胞におけるゲノム網羅
的標準エピゲノムプロファイルを誰よりも
早く入手し参照できる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、肝炎ウイルス感染・アルコー
ル性肝障害・非アルコール性脂肪性肝炎 
(NASH)等を背景とする、肝細胞がんに対する
前がん段階にある肝細胞を純化し、ゲノム網
羅的 DNA メチル化解析・ヒストン修飾解析を
施行する。肝多段階発がん過程早期から起こ
るエピゲノムプロファイル異常を包括的に
把握し、特に病因特異的・塩基配列特異的に
エピゲノム異常が惹起される分子機構の理
解を進めることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 国立がん研究センター中央病院におい
て肝部分切除術を受けた症例より、同意を得
て新鮮組織を採取し、コラゲナーゼ灌流と低
速遠心によって肝細胞を純化する。転移性肝
がん症例から脂肪化や線維化、炎症細胞浸潤
のない正常肝細胞を、HBV または HCV 感染を
伴う肝細胞がん症例から慢性肝炎・肝硬変症
の状態にある非がん肝細胞を採取する。 
(2)高密度ビーズアレイによってゲノム網羅
的 DNA メチル化プロファイルを取得する。 
(3) 比較対照として、既に収集済みの正常な
らびに慢性ウイルス性肝炎・肝硬変症の肝組
織検体のゲノム網羅的DNAメチル化プロファ
イルを取得する。 
(4) バイオインフォマティシャンと共同し、
統計学的解析を行う。組織検体と純化細胞検
体の DNA メチル化データを比較し、その再現
性と差違について評価する。発がんに寄与す
る DNA メチル化異常は、がんも解析する組織
検体によって抽出し、前がん状態の組織検体
に生じる異常が純化細胞にも再現されるか
評価する。 



(5) HBV・HCV 陽性肝細胞がん症例から得られ
た純化肝細胞の、次世代シークエンサによる
全ゲノム DNA メチル化プロファイル取得、
ChIP-seq によるヒストン修飾プロファイル
取得を行う。IHEC プロジェクトによる正常純
化肝細胞の標準プロファイルと比較し、前が
ん状態にある純化肝細胞のエピゲノム異常
について評価する。 
 
４．研究成果 
(1)肝細胞の純化とビーズアレイによるゲノ
ム網羅的 DNA メチル化プロファイル解析 
 転移性肝がんならびに HBV・HCV 陽性肝細
胞がんに対する肝部分切除術検体から、正常
肝組織ならびに非がん肝組織から、計 31 検
体分の肝細胞を純化した。収集した肝細胞か
ら、フェノール・クロロホルム法と透析法に
よって高分子量 DNA を抽出した。これら純化
肝細胞由来 DNA を用いて、高密度ビーズアレ
イである Infinium HumanMethylation450k 
BeadChipを用いたゲノム網羅的DNAメチル化
解析を行った。 
 
(2)肝組織検体のゲノム網羅的 DNA メチル化
プロファイル解析と純化肝細胞との比較 
 純化肝細胞のDNAメチル化プロファイルと
比較するために、既に収集済みの凍結肝組織
検体のゲノム網羅的DNAメチル化データを取
得した。転移性肝がん症例の正常肝組織 36
検体、肝細胞がん症例の非がん肝組織 36 検
体、肝細胞がん組織 24 検体について、
Infinium HumanMethylation450 BeadChip 解
析を行った。非がん肝組織において正常肝組
織に比してすでに生じ、その異常が肝細胞が
んに継承される DNA メチル化の変化を示す
CpG 部位を 21,106CpG 検出した。肝細胞がん
症例には HBV 陽性症例・HCV 陽性症例の双方
を含むように選択し、肝炎ウイルス毎に肝発
がんに寄与する可能性のあるDNAメチル化の
変化を検出した。HCV 陽性症例は HBV 陽性症
例に比して DNA メチル化異常の頻度が高く、
HCV 陽性症例では DNA メチル化亢進の頻度が
高いことがわかった。HBV 特異的プロファイ
ルは極めて少なく、一方で HCV 特異的プロフ
ァイルはゲノム全体に高頻度で認められた。 
 凍結組織組織と純化細胞による結果を比
較すると、HBV 陽性例の純化細胞において全
体的な DNAメチル化減弱と CpGアイランドの
DNA メチル化亢進のパターンが顕在化した点
が異なっていたが、ゲノム全体を俯瞰した
DNA メチル化パターンにおいては純化細胞と
凍結組織に大きな差異はなかった。顕在化し

た部分は、標的細胞を純化して血管内皮細胞
等の混入を排除したことによる成果と考え
られ、ゲノム上の領域によっては、肝細胞の
純化が解析に必須となる可能性が懸念され
る。一方で、凍結組織を使用した解析でもあ
る程度までは有意な結果を得ることが可能
であり、速やかに多数の検体を利用したい場
合、症例の予後評価のために術後一定以上の
時間の経った症例を解析対象としたい場合
等において、バイオバンク等から取得した組
織検体を利用することも有用であると考え
られた。 
 
(3)純化肝細胞によるヒストン修飾プロファ
イル解析 
HBV 陽性・HCV 陽性肝細胞がん症例各 1
例の背景非がん肝組織から純化した肝細胞
を用いて、全ゲノムバイサルファイトシー
クエンスならびに H3K4me1・H3K4me3・
H3K27Ac・H3K36me1・H3K27me・H3K9me1 の 6
種類のヒストン修飾に対する ChIP-seq を
行った。本研究と併行して行われた IHEC
プロジェクトによって取得した、正常肝細
胞の同データをリファレンスとした。 
ウイルス感染を伴う肝細胞では、正常肝
細胞における個体差を遥かに凌駕する DNA
メチル化変化があった。ウイルス種による
DNA メチル化変化の差異を比較すると、HBV
感染肝細胞に比して HCV 感染肝細胞ではよ
り多くの DNA メチル化変化が蓄積していた。
HBV 感染肝細胞では DNA メチル化亢進が、
HCV 感染肝細胞では DNA メチル化減弱が目
立っていたが、HBV 感染肝細胞においても
CpG アイランドでは DNA メチル化亢進が優
位であった。個体差が少なく、DNA メチル
化の変化から何らかの機序で保護されてい
るとみられる転写開始点から 200bp 以内や
第 1 エクソンにおいても、HCV 感染肝細胞
では DNA メチル化の変化がみられ、保護機
序の破綻が推察された。 
 HCV 陽性肝細胞では、HBV 陽性肝細胞に比
して DNA メチル化異常の頻度が高く、かつ
DNA メチル化亢進の頻度が高かった。これ
は組織検体の場合(成果 4.(1))と一致して
いた。 
組織検体の Infinium ビーズアレイ解析
データより特定した、HCV 陽性肝細胞がん
において前がん状態より生じがんに受け継
がれる DNA メチル化異常を示す CpG 部位の
ヒストン修飾状態を、純化肝細胞によって
確認したところ、H3K4me1 と K27Ac がより
集積していた。HCV 陽性肝発がんに寄与す



る DNA メチル化異常に先行するのは
K4me1+K27Acのactiveマークの可能性があ
ると考えられた。 
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