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研究成果の概要（和文）：癌の発生，進展には、遺伝子そのもの変化（変異）だけではなく，それを制御する機構の変
化も重要である．本研究では，遺伝子を制御する機構として，DNAとタンパク質の複合体であるクロマチンの構造に注
目し，網羅的解析により，癌の発生，進展におけるその変化を捉えようとした．具体的には，肝細胞癌の手術凍結検体
を用いて，FAIREという手法と次世代シーケンサーを合わせた実験系により，クロマチン構造の変化を網羅的に解析し
た．特に，発癌に重要とされる遺伝子の変異によって，どのようにクロマチン構造が変化することに注目し，CTNNB1と
いう遺伝子の変異によって，クロマチン構造が変化する領域の同定に成功した．

研究成果の概要（英文）：In genesis and progression of tumor, not only genetic changes (gene mutations) 
but also alteration of systems that regulate genes are required. In this research, we focused on 
chromatin structure composed of DNA and proteins as one of the regulation systems of genes, and tried to 
identify genome wide chromatin structure changes through genesis and progression of cancer. We identified 
the genome wide chromatin structure using frozen surgical specimens of hepatocellular carcinoma with the 
FAIRE (Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements) method and a next generation sequencer, 
and compared the chromatin structure between hepatocellular carcinoma and background liver. By examining 
the chromatin structure changes based on the somatic mutations of oncogenes, we identified the regions of 
chromatin alteration specific to CTNNB1 mutation.

研究分野： 肝細胞癌，エピゲノム，ゲノム
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  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年の解析結果から，肝細胞癌の発生・進展

過程では，他の癌腫同様にゲノム変化だけで

なくエピゲノム変化も多数蓄積しているこ

とがわかっている．エピゲノム変化のうち，

その物理的制御であるクロマチン構造（およ

びその変化）は重要であるとされており，こ

れまでにも各種網羅的解析が行われている．

クロマチン構造の網羅的解析手段の一つと

し て ， FAIRE-seq (Formaldehyde-Assisted 

Isolation of Regulatory Elements followed by 

next generation sequencing) が有名である．こ

れは，フェノール・クロロホルム法を応用し

てヌクレオソーム・フリー領域を単離し，そ

の後次世代シーケンサーで解析するもので

ある．肝癌培養細胞を用いた FAIRE-seq によ

りエピゲノムの変化が明らかになりつつあ

る一方で，癌臨床組織検体を用いた肝細胞癌

の FAIRE-seq は行われておらず，in vivo での

状態は不明な点も多い． 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は，癌臨床組織検体におけるヌ

クレオソーム・フリー領域を網羅的に解析・

同定する（in vivo FAIRE-seq 法）ことにより，

肝細胞癌におけるクロマチン構造異常を明

らかにすることである．さらに，ヌクレオソ

ーム・フリー領域の塩基配列解析（モチーフ

解析）より，肝細胞癌の転写制御異常に関与

している重要因子を推定し，症例ごとに蓄積

しているドライバー遺伝子変異との関連を，

転写ネットワーク異常の観点より明らかに

する． 

 

３．研究の方法 

肝細胞癌症例の凍結手術検体を用いて，癌

部・非癌部の in vivo FAIRE-seq を行い，網羅

的にヌクレオソーム・フリー領域を同定する．

（東京大学先端研油谷研究室との共同研究

により，凍結組織検体の組織粉砕およびホル

マリン固定のステップを最適化することで，

凍結臨床組織検体を用いた in vivo FAIRE-seq

法の確立に成功している．）同定されたヌク

レオソーム・フリー領域から，癌部特異的あ

るいは非癌部特異的なヌクレオソーム・フリ

ー領域を抽出し，それぞれのモチーフ解析を

行うことで転写因子を予想し，転写ネットワ

ーク（転写制御）を解明する．さらに，国際

が ん ゲ ノ ム コ ン ソ ー シ ア ム  (ICGC ; 

International Cancer Genome Consortium) プロ

ジェクトにおいて、既に行われた whole 

exome sequence および RNA sequence による

遺伝子変異および遺伝子発現解析のデータ

との統合解析を行うことで，主要なドライバ

ー遺伝子（CTNNB1 など）に基づいた転写ネ

ットワークの違いを明らかにする． 

 

４．研究成果 

15例の肝細胞癌症例の in vivo FAIRE-seqを行

い，約 25000～35000 程度のヌクレオソーム・

フリー領域の抽出に成功した．そして，抽出

された領域をもとに，癌・非癌部共通のヌク

レオソーム・フリー領域，癌・非癌部特異的

なヌクレオソーム・フリー領域を同定した．

その後，同時に行った whole-exome sequencing 

(WES)による網羅的遺伝子解析の結果から，

CTNNB1 変異症例に特異的なヌクレオソー

ム・フリー領域（約 300 領域）の抽出に成功

した．モチーフ解析の結果から，同領域には

TCF や LEF のモチーフの強い濃縮が確認さ

れた．さらに，肝癌培養細胞（HepG2）の

ChIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation 

followed by next generation sequencing ) の結

果から，これらの領域に有意に CTNNB1 の結

合があることが確認された．以上の結果によ

り，プロモーター領域のみならず，エンハン

サー領域の CTNNB1 の新規標的遺伝子候補

が抽出された．個別の遺伝子の発現の変化や

その臨床病理学的特徴については，現在追加

解析中である． 
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