
近畿大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３４４１９

基盤研究(C)（一般）

2018～2016

メチローム・クロモゾーム解析に基づく肝癌転移関連分子の同定と臨床応用

Identification of metastasis-associated genes based on methylome and chromosome 
analyses and it's clinical application

６０２８１７５５研究者番号：

西田　直生志（NISHIDA, Naoshi）

研究期間：

１６Ｋ０９３８２

年 月 日現在  元   ６   ７

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：肝癌切除例のゲノム、エピゲノム、クロモゾームの包括的解析から肝癌組織をサブク
ラス分類し、術後に転移再発が生じやすいサブクラスと、その遺伝子変化の特徴を明らかにした。次に、その遺
伝子変化の特徴を基に、転移再発を予測する分子スコアリングを確立した。このスコアは、肝癌の肝移植例のコ
ホートにおいて、移植後の転移再発と関連した。また、公共データベースThe Cancer Genome Atlasに登録され
ている肝癌治癒切除例において、今回開発した分子スコアを検討したところ、肝切除後の無再発生存期間と関連
した。肝癌遺伝子変化の統合解析により確立した肝癌の分子スコアリングは、転移再発予測に有用である。

研究成果の概要（英文）：We clarify molecular features of aggressive HCC, and establish a molecular 
scoring system that predicts metastasis after curative treatment. In total, 125 HCCs were examined 
for genome methylome and chromosomal analyses; molecular subclasses and risk score were determined. 
Next, HCC patients who underwent liver transplantation were analyzed for molecular risk score and 
metastatic recurrence; survival analyses were validated using a dataset of 376 HCC cases from the 
Cancer Genome Atlas (TCGA). Molecular risks, that consisted with presence of TP53 mutation, high 
FAL, global hypomethylation, and absence of CTNNB1 mutation were noted to predict shorter 
recurrence-free survival in both liver transplantation cohort (p = 0.0090 by log-rank test). and 
TCGA cohort (p = 0.0076). We concluded that molecular score could predict metastatic recurrence 
after curative treatments, and could be a marker for considering systemic therapy for HCC patients.

研究分野： 消化器内科学、肝臓病学、臨床腫瘍学、分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、肝癌の薬物療法は急速に発展し、肝動脈塞栓術(TACE)の奏効率に近づいている。一方、TACEは肝機能を悪
化させるため、TACE後の転移再発のリスクの高い群では薬物療法を先行させるべきとの考えが広がっている。し
かし、現在、TACE後の転移再発を予測することは困難である。さらに、肝切除においても、転移再発のリスクの
高い群ではアジュバント、ネオアジュバントとしての薬物療法の適応を考慮すべきである。本研究成果は、肝癌
転移再発の高リスク群を同定する分子スコアの開発であり、肝癌のマネージメントにおける意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
肝癌の局所制御率は治療法の進歩により著明に改善した。しかし、その生存期間は転移再発
により規定される場合が多く、局所制御不能となった肝癌の予後は極めて不良である。さら
に、早期に転移を来す肝癌例も稀でなく、肝癌の死亡率減少のためには、その転移リスクを
見極め、制御する必要がある。加えて、高転移能を示す肝癌に有効な薬剤はなく、転移巣の
治療を視野に入れた新規ターゲット分子の同定が急務である。従って、高転移能を持つ肝癌
に特徴的なゲノム・エピゲノム変化を同定し、診断・治療に応用することにより、肝疾患治
療の最終目標である肝癌死の減少を実現させる必要がある。本研究では、まず高転移能を示
す肝癌の分子生物学的特徴を見極め、転移再発の高リスク群を絞り込むシステムの開発、さ
らに治療ターゲット同定のための解析を行う。シークエンスやアレイ技術の進歩により、短
時間に膨大な遺伝子情報が得られるようになった。従って、そのような情報から、系統的に
診断・治療のターゲットとなる候補の遺伝子異常をスクリーニングすることが可能となって
いる。従って、肝癌転移と強く関連する異常メチル化領域や染色体領域を、ヒト肝癌組織の
網羅的解析から同定し、機能予測スクリーニングや Web 上のデータベースを参照することで、
転移促進分子、抑制分子を絞り込むことが可能と考え、計画された研究である。 

 
２．研究の目的 

 
ヒト肝癌のゲノム、メチローム、クロモゾーム解析に、公開データベースの情報を加えて肝
癌転移の driver および suppressor 遺伝子の候補を絞り込む。さらに、それらの genetic、
epigenetic な変化を確認し、転移再発予測システムを確立する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 多数例の肝癌の切除検体を用い、ゲノム、エピゲノム、クロモゾーム変化を統合的に解

析する。上記の結果をもとに、それぞれの肝癌症例は複数の変化を有しており、また各遺
伝子の変化は相互に関連しているものもあると予想される。従って、種々の統計学的手法
(対応分析、クラスター解析等）により、肝癌をゲノム、エピゲノム、クロモゾーム変化
に基づいてクラス分類し、各クラスに特徴的な臨床データを明確にする。特に、従来より、
転移再発に関連することが指摘されている腫瘍マーカー高値例や脈管浸潤例に対応する
分子サブクラスを明確にし、サブクラスを特徴付けている遺伝子変化を明確にする。 

(2) 転移再発の多いサブクラスの遺伝子変化と特徴をもとに、転移再発と関連するゲノム、
エピゲノム、クロモゾーム変化を統合的に解析する。その結果を基に、肝癌の転移再発を
予測するスコアリングシステムの構築を試みる。 

(3) 肝癌の肝移植例の癌組織を用い、術後に肝外転移で再発した例、および肝癌肝移植後の
無再発例のゲノム、エピゲノム、クロモゾーム変化を検討する。その結果を、前述のスコ
アリングシステムに当てはめ、転移再発の予測モデルとなり得るかを検証する。 

(4) 公共データベースから、肝癌の治癒切除例で、かつエクソーム解析、BeadArrayHM450 に
よるメチローム解析、クロモゾームのコピー数の解析されたコホートを抽出し、上記のゲ
ノム、メチローム、クロモゾーム解析に基づいたスコアリングシステムが、治癒切除後の
転移再発予測モデルとなり得るかを検証する。 

 
４．研究成果 
 
(1) 既知の遺伝子変異、メチル化の状況、染色体異常の包括的解析から肝癌組織を分類し、

背景の臨床病理学的因子と比較し、生物学的悪性度の高いサブグループの抽出を試みた。
125例の肝癌切除組織を用い、以下の解析を行った。 
① 肝癌の代表的な遺伝子変異であるCNTTB1遺伝子、p53遺伝子、TERTプロモーターの変

異の解析。 
② 肝癌で高メチル化が報告されている8種の癌抑制遺伝子プロモーターメチル化の定量。 
③ 3種のDNA繰り返し配列の脱メチル化の定量。 
④ 解析には200種のマイクロサテライト領域における染色体コピー数変化の解析。

microsatellite解析により、fractional allelic loss (FAL)スコアを算定し、染色
体不安定群と安定群に分類した。 

体細胞遺伝子変異(TP53, CNTTB1, TERT promoter)をdirect sequenceで解析し、がん抑制
遺伝子(TSG)プロモーター異常メチル化レベル（APC, CDKN2A, RASSF1A, HIC-1, GSTP1, 
RUNX3, SOCS1, PRDM2）、ゲノムワイド脱メチル化レベル(Alu, LINE1,Sat2) をCOBRA, 
MethyLight法で定量、さらにゲノムワイドの染色体コピー数変化をABI PRISM Linkage 
Mapping Set Ver. 2にて定量した。上記の結果を基に、対応分析とクラスター解析により、
肝癌をA1, A2, B1, B2の4種のサブグループに分類した。それらの各パラメーターを、体
細胞遺伝子変異の有無、TSGプロモーター高メチル化、ゲノムワイド脱メチル化レベルの
有無（階層クラスター解析により判定）、染色体不安定性の有無（染色体コピー数変化を



基にしたFALスコアで判定）にカテゴリー化し、対応分析とクラスター解析により、肝癌
をsubgroupに分類し、各subgroupの腫瘍の臨床病理学的特徴と遺伝子変化と特徴を検討し
たこの内、サブクラスA1、B１に分類される例ではHBV陽性、腫瘍マーカー高値、脈管侵襲
あり、中～低分化の割合が有意に高かった。サブクラスA1、B1に共通して認められる変化
は、CNTTB1遺伝子変異なし、p53遺伝子変異あり、繰り返し配列における脱メチル化進行、
及び広範囲な染色体異常であった。 

(2) 肝癌移植例を用い、(1)で抽出した遺伝子変化のスコアを基に、移植後の転移再発が予測で
きるかを検証した。25例の肝癌肝移植例を用い、移植後の肝癌再発とゲノム、エピゲノム、
クロモゾーム変化を解析した、肝癌の分子スコアリングを行なった。ゲノム解析は次世代
シークエンサーによるcomprehensive cancer panel、エピゲノム解析はHuman Methylation 
BeadChip HM450、繰り返し配列脱メチル化はMethyLight法、クロモゾーム解析はマイクロ
サテライト領域を用いた。(1)での肝癌切除例での解析を基に、CNTTB1遺伝子変異なし、
p53遺伝子変異あり、繰り返し配列における脱メチル化進行、及び広範囲な染色体異常の
有無により、上記の変化が2種以下の群と、3種以上の群に分け、Kaplan-Meyer解析を行っ
た。肝移植例の肝癌で分子リスク>3をaggressive molecular typeと定義した。観察期間
（中央値50.4ヶ月）で再発した6例のうち5例がaggressive molecular typeを示した。こ
のtypeでは無再発生存期間(PFS)は有意に短かった（p = 0.0090; log-rank test）。なお
肝癌移植後の再発例は全例肝外再発であった。対応分析とクラスター解析の結果、 CNTTB1
遺伝子変異なし、p53遺伝子変異あり、DNA繰り返し配列の脱メチル化あり、fractional 
allelic loss (FAL)の高値を転移再発のリスクと判断した。上記の結果より、分子スコア
アリングシステムにより、肝癌の転移再発が予測できることが示唆された。 

(3) validationとして、公共データベースThe Cancer Genome Atlas (TCGA)より376例の肝癌切
除例のexsome sequencing, HM450によるmethylome, Affymetrix SNP6による染色体コピー
数解析結果をダウンロードし、治癒切除後のPFSを検討した。エピゲノムはHuman 
Methylation BeadChip HM450で解析されているコホートを対象とした。肝癌切除根治性と
無再発生存期間が確認可能な168例を対象として、解析を行い、aggressive molecular type
のサブグループを抽出した。TCGAより抽出した肝癌初発切除性でも、このtypeは肝癌再発
と有意に関連した（p = 0.0076）。以上より肝癌のcommonな遺伝子変化を検索することに
より再発リスク群を同定でき、TP53変異、CTNNB1変異、ゲノムワイド脱メチル化、染色体
不安定性で設定した分子スコアは根治治療後再発と関連し、再発リスク群を同定できる可
能性が示された。転移再発リスクの高い症例は、局所療法に薬物療法を組み合わせる余地
があり、根治治療後のアジュバント療法を検討する余地があると考えられた。 
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