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要旨 

 肝細胞がんは、世界のがん関連死因の第 4 位（2018 年、日本では 5 位）と死亡率が高く、外科

的治療以外の治療法の選択肢が限られている。肝細胞がん（Hepatocellular Carcinoma, HCC）の

腫瘍進化を研究するため、早期肝細胞がん（early HCC）と古典的肝細胞がん（overt HCC）につ

いて、SNP アレイを用いたゲノムコピー数解析を行った。ゲノムコピー数解析から、早期に変化す

る染色体（1q 増幅、1p, 17p 欠失）と、進行に伴いコピー数が変化する染色体領域（5q, 8q 増幅, 

4q, 8p 欠失）が見いだされ、段階的に変化する腫瘍進化においても重要な因子であることが示唆さ

れた。 

さらに、全エクソン解析、トランスクリプトーム解析、DNA メチル化プロファイルの網羅的統

合解析を行った。遺伝子変異プロファイルとしては、TERT, CTNNB1, TP53 の遺伝子異常は早期

の時点で overt HCC と同程度の高頻度で観察されたが、遺伝子発現レベルでは、early HCC は

overt HCC とは別のプロファルを示した。CTNNB1 変異によって overt HCC で発現誘導される下

流遺伝子群は、early HCC のバルク組織でのトランスクリプトーム解析では発現亢進しておらず、

また CTNNB1 タンパク質の核内移行も認められなかった。さらに SWI/SNF 複合体や

mTOR/AKT/PI3K パスウェイの early HCC における遺伝子変異は overt HCC に比べ有意に頻度

が低いことから、これらのパスウェイやエピゲノム制御の変化を伴う遺伝子発現の変化が、肝細胞

がんの進展の一端を担っていることが示唆された。 
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序文 

 がんは、DNA の複製異常や様々な環境要因により遺伝子変異などのゲノム異常が蓄積し、細胞

の不死化、増殖や浸潤・転移といった細胞生存に有利な形質を獲得し、すなわち細胞のがん化が起

こり、異常増殖したがん細胞が臓器を侵すことで個体の生存を脅かす疾患である 1980 年代には、

がん遺伝子の活性化、あるいはがん抑制遺伝子の欠失などによる不活性化が細胞のがん化の原因で

あることが報告され、また複数の遺伝子異常の段階的な蓄積が、がんの発生に関与することが報告

されてきた。その後、1990 年にヒトゲノムプロジェクトが開始され、約 10 年後の 2000 年にヒト

ゲノム配列のドラフト版が公開された。さらにその僅か数年後の 2003 年にはヒトゲノム解読の完

了が国際的に宣言された(1)。ヒトゲノムプロジェクトの恩恵により 1990 年代後半に開発されたマ

イクロアレイ技術では、ほぼ全ての配列既知の遺伝子発現量を網羅的に測定できるようになった。

次いで SNP ジェノタイピングアレイが登場するなど、遺伝子測定技術の進展が急速に進んだ。 

 東京大学先端科学技術研究センター ゲノムサイエンス分野 油谷浩幸研究室は、日本国内で最も

早くからがんの網羅的遺伝子解析に取り組んできた研究室の一つである。大学病院や病理学教室と

の幅広い連携体制により、長年に渡り様々ながん種に関する臨床がん組織の分子生物学的解析を推

進し、がんの分子メカニズムの一端を解明してきた。解析技術においても、がん染色体コピー数変

化を SNP アレイを用いて高解像度かつアレルを区別して測定可能な手法を開発してきた。さらに

2010 年前後に普及した次世代シーケンサーは、急速な技術進展により指数関数的に解析コスト低

下および配列解読能を向上させ、生命科学は大型計算機を駆使する情報科学へとパラダイムシフト

を遂げた。 

 マイクロアレイや次世代シーケンサーといった新しい技術は積極的にがんゲノム解析に利用さ
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れ、TCGA、ICGC といったコンソーシアムや世界中の研究室で系統的ながんゲノムの解析を進め

られた。油谷研究室でも様々ながん種のゲノム解析を精力的に進められ、肝細胞がんはその一つで

ある。 

本論文では、早期肝細胞がん（early HCC）および古典的肝細胞がん（overt HCC）に関して行っ

た SNP アレイを用いたゲノムコピー数解析（１章）(2)(3)、および次世代シーケンサーを用いた遺

伝子変異解析を中心とした統合オミクス解析（２章）(4)の、大きく２つの研究について述べる。 
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1 章. 肝細胞がんゲノムコピー数解析 

１-１背景 

 肝細胞がんは、世界のがん関連死因の第 4 位（2018 年、同年日本では 5 位）と死亡率が高く、

外科的治療以外の治療法の選択肢が限られていることから、有効な分子治療標的の探索が求められ

ている。肝細胞がんの主な発生要因としては、アフリカやアジア諸国では肝炎ウィルスの持続感染

による慢性肝炎・肝硬変、欧米諸国では、慢性的なアルコール乱用により生じた慢性肝疾患を背景

に、炎症と再生が長い年月繰り返されることで肝細胞の遺伝子変異が蓄積した結果、肝細胞がんが

生じると考えられている。近年は、非アルコール性脂肪性肝疾患（nonalcoholic fatty liver 

disease:NAFLD ） 或 い は 病 態 が 進 行 し た 非 ア ル コ ー ル 性 脂 肪 肝 炎 （ nonalcoholic 

steatohepatitis:NASH）が肝細胞がんの原因であるとする疫学的報告が増えている(5)。 

 本章では、SNP アレイを用いた肝細胞がん（Hepatocellular Carcinoma; HCC）のゲノムコピー

数解析により、HCC のゲノム変化のプロファイルから高頻度の染色体変化部位を同定し、肝細胞

がんにおけるゲノムコピー数変化の特徴について述べる。特に、早期肝細胞がん（early HCC）と

古典的肝細胞がん（overt HCC）を調べることで、肝細胞がんの多段階の進展における逐次的なゲ

ノム変化を明らかにする。 

 

１-２目的 

 早期肝細胞がん（early HCC）と古典的肝がん（overt HCC）、および結節内結節（Nodule-in-

Nodule; NIN）タイプ肝細胞がん（NIN HCC）について SNP アレイを用いた Genome Imbalance 

Map (GIM)法(6)によるゲノムコピー数解析を行い、肝細胞がんの発生と進行、すなわち慢性肝疾患
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から early HCC、更に overt HCC への進展に関連する特徴的ゲノム領域を明らかにすることを目

的とする。 

 

１-３材料と方法 

HCC サンプル 

本研究で解析された症例は、東京大学大学病院 肝胆膵外科で肝切除術を受けた患者様より、本研

究への参加にインフォームドコンセントの上でサンプル提供の同意を得たられたものである。 

解析に用いた肝細胞がんの手術標本および末梢血は、外科の緑川泰医師（現日本大学医学部消化器

外科）により、切除後直ちに小片に切断され液体窒素中でスナップ冷凍し、-80℃で保存された。 

44 名の患者から得られた HCC サンプルは、NIN が 5 例（この内 2 症例では内結節を 2 個認めた）、

early HCC が 14 例、overt HCC が 25 例であった。原発性腫瘍 51 例と末梢血検体 44 例について

SNP アレイ解析を実施した。切除標本の組織学的所見に基づく臨床因子と腫瘍状態を表 1－１にま

とめた。 
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表１－１．44 名の患者から得られた HCC サンプルの臨床情報 

 

略語．Size、腫瘍径；fc、カプセル形成；sf、中隔形成；vv、肝静脈内腫瘍血栓；vp、門脈内腫

瘍血栓；b、胆管内腫瘍血栓；im、肝内転移；s、血清浸潤；M、男性；F、女性；CH、慢性肝

炎；LC、肝硬変；HB、B 型肝炎ウィルス；HC、C 型肝炎ウィルス；nBnC、B 型 C 型肝炎ウ

ィルス非感染；WD、高分化 HCC；MD、中分化 HCC；PD、低分化 HCC 

 

Sample no. Age (y) Gender Liver Hepatitis virus Histology Size (mm) fc sf vv vp b s
54 63 M CH HC eHCC/MD 20 - + - - - -
325 74 M LC HC eHCC/MD 39 - + - - - -
326 74 M LC HC eHCC/MD 12 - + - - - -
351 72 M LC HC eHCC/PD 35 - + - - - -
352 64 F CH HC eHCC/MD 28 - + - - - -
7 77 F CH HC eHCC 13 - - - - - -
27 65 M CH HC eHCC 12 - - - - - -
35 75 M LC HC eHCC 23 - - - - - -
49 68 F LC HB eHCC 25 - - - - - -
50 60 M CH HC eHCC 15 - - - - - -
58 67 F LC HC eHCC 7 - - - - - -
65 70 M LC HC eHCC 34 - - - - - -
167 56 M LC HB eHCC 35 - - - - - -
172 53 F CH HB eHCC 13 - - - - - -
199 79 F LC HC eHCC 13 - - - - - -
329 55 M LC HC eHCC 12 - - - - - -
337 71 F LC HC eHCC 10 - - - - - -
362 70 M CH HC eHCC 8 - - - - - -
380 65 M LC HC eHCC 25 - - - - - -
48 58 M CH HB MD 75 + - - - - -
53 73 F CH HC MD 43 + - - - - -
67 60 F LC HB MD 71 + + + + - -
72 66 M LC HC WD 32 + - - - - -
94 74 F LC HC WD 30 + - - - - -
130 68 M CH HB MD 26 + - - - - -
145 47 M LC HB MD 77 - - + + - -
148 82 M CH nBnC MD 100 + + + + - -
168 32 M CH HB MD 85 + + + + - -
175 68 M CH HB MD 50 + + - - - -
176 67 M CH HB PD 15 + - - - - -
181 70 M CH HB WD 28 + - - - - -
186 68 M CH HC MD 22 + - - - - -
189 58 M LC HB MD 60 + + - - - -
317 66 M LC HC MD 15 + + - - - -
333 52 M LC nBnC MD 35 + + - - - -
358 52 M CH HB MD 43 + + - - - -
359 51 M LC HC PD 70 + + - - - -
360 66 M CH HC MD 70 + + - - - -
363 64 M CH HB PD 100 + + - + - -
364 74 M LC HC MD 40 + + - - - -
365 71 F LC HC MD 65 + - - + - -
367 72 M LC HC MD 80 + - - + - -
376 57 M CH HB PD 120 + + - + - -
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ゲノムＤＮＡ抽出および SNP アレイ解析 

ゲノム DNA は、QIAamp DNA Mini Kit（Qiagen, Valencia, CA, USA）を用いて、製造元の手順

書に従い腫瘍組織または末梢血リンパ球ペレットから単離した。HCC および正常サンプルから抽

出したゲノム DNA は、Human Mapping 10K Array XbaI 131 および Human Mapping 50K Array 

XbaI 131（Affymetrix、Santa Clara, CA, USA）を用いてメーカー実験手順に従いハイブリダイ

ゼーションを行い、GeneChip Scanner 3000 により蛍光強度を測定した。（図１－１） 

 

 

ゲノムコピー数解析 

SNPアレイから得られたHCCと正常DNAの蛍光シグナル値にGIMアルゴリズムを適用した(6)。

各 SNP 遺伝子座の完全一致（PM）プローブから、最高値と最低値を省略した後の中央値を取り、

 

図１－１．SNP タイピングアレイによるコピー数解析の原理 

がん、正常それぞれから抽出されたゲノム DNA を酵素で断片化し、SNP アレイにより各 SNP

部位の蛍光強度を測定する。がん部と正常部のそれぞれから得られるシグナル強度を比較する

ことで、がん部で生じたゲノムコピー数変化を測定することができる。 
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がんサンプルとペア正常サンプルからの生のシグナル強度の間のシグナル強度比を計算する。次に、

生の比率を期待される比率で割った調整比率を算出する。期待比は、例えば、XbaI フラグメント

の長さ、XbaI フラグメントの GC の割合、局所的な GC 含有量、25-mer プローブ配列のハイブリ

ダイゼーション自由エネルギー、コントロールサンプルからの PM プローブのシグナル強度のゲノ

ム平均値などのいくつかのパラメータを実験ごとに調整することによって算出される。高解像度

GIM 解析により、アレル別にゲノムコピー数変化が生じた領域を正確に決定することができる。

（図１－２） 
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蛍光 in situ ハイブリダイゼーション 

凍結肝がんおよび背景肝組織をマイクロ波支援蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（FISH）解析

に使用した。ヒト BAC ライブラリから 1q21 の RP11-338C15（ATF3）、1q31-41 の RP11-335O13

（ミオジェニン）、1q21 の RP11-462C5、1q21 の RP11-263K19（MUC1）、1q25.2 の RP5-973M2

（PTGS2）、および 8p23.2 の RP11-140K14（CSMD1）の領域を含む 5 つのゲノムクローンを得

た。がん細胞および肝細胞における FISH シグナルをスコア化した。シグナルは、フォーカスを調

図１－２．SNP アレイを用いたがんゲノムコピー数解析 Genome Imbalance Map（GIM）

法と解析例．SNP アレイから得られた Signal 値をモデル化された複数パラメータで傾向

補正する（上図）ことにより、ノイズが軽減されたがん・正常の比から、アレル別ゲノム

コピー数変化を得ることができる（下図） 

Expected ratio = a + Σ(bk xk + ck xk
2 + dk xk

3)
x1 : XbaI fragment の長さ (bp)
x2 : XbaI fragment のGC%
x3 : 局所GC%（XbaI fragmentの中の100bp枠の最大GC%）
x4 : 25mer probe 配列の自由エネルギー (kcal/mol)
x5 : 正常サンプルのSignal値の幾何平均 (log10 scaled) Ishikawa S et. al. BBRC (2005)
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整して核全体に重なっているものや欠落しているものを除外するために手動でカウントされた値

を用いた。 

 

１-４結果 

GIM 解析 

44 名の HCC 患者より切除した原発性腫瘍 51 サンプルと末梢血 44 検体について 50K の XbaI 

SNP アレイを用いた GIM 法によるゲノムコピー数解析を行い、各サンプルについてアレル別コピ

ー数解析結果が得られた。結節内結節を認める HCC 症例における GIM 解析結果の例を図１－３

に示す。緑のボックスで示すように、GIM はこの患者の外側結節において 1q21.2-qter と 17q21.32-

qter のゲインを示した。下部。同じ患者の内側結節（overt HCC）の対立遺伝子用量解析。1q21.2-

qter と 17q21.32-qter の獲得に加え、8p32.2-11.21、18q12.3-22.1、21 番染色体、22 番染色体の

LOH（黄色枠で示す）が GIM 解析で内側結節のみに認められた。 
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図１－３．代表的な NIN サンプルの GIM。Ａ．NIN を呈する HCC の肉眼所見。外側の結節

の中にはカプセル形成を伴う内側の結節があり、病理学的には中分化型 HCC と診断された。

黒矢印は外側結節、白矢印は内側結節を示す。Ｂ．NIN の組織学的所見。外側結節と内側結節

は結合しており，内側結節のカプセルによって挟まれている．IN は内結節、MD は中分化型

HCC、Out は外結節、WD は well-differentiated HCC。Ｃ．上：患者 5 の外側結節（early 

HCC）の全ゲノムにわたる対立遺伝子量解析。 
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ゲノムコピー数変化領域の全体像 

GIM 解析の結果、NIN と 14 例の early HCC では、5 例の外側結節でも 1q21.3-44（63％）、1p36.21-

36.32（36％）、17p13.1-13.3（42％）の染色体異常が高頻度に認められた（図１－４）。early HCC

における 1q、1p、17p の染色体異常がバックグラウンドの肝臓ですでに発生しているかどうかを

調べるために、すべてのがん組織とその周辺の非がん肝組織について、1q については FISH 解析、

1p と 17p については SNP ベースの LOH 解析を用いて対立遺伝子の状態を評価した（図１－５）。

これらの解析により、1q 増幅を認めるがん組織（図１－５B）と 1p および 17p 上の LOH（図１

－５D）の対立遺伝子の状態が GIM データと一致していることが確認された。一方、1q（図１－

５C）と 17p（図１－５D）では染色体変化は認められず、バックグラウンドの肝組織では 1p の

LOH は 1 例のみであった。 
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図１－４．肝細胞がんのゲノムコピー数変化領域の全体像 

A．NIN, early HCC 及び overt HCC のゲノム変異の全体像。横方向に症例（上部に症例番号）、

縦方向に染色体番号順に変異プロファイルを示す。赤は Gain、青は LOH、黄色は UPP

（uniparental polysomy）、灰色は正常保持領域（変化なし）、白は hetero call の probe がない

ため情報のない領域を それぞれ示す。同一症例の Outer-nodule に対して Inner-nodule で新

たに加わったゲノムコピー数変化領域を実線の枠で示す。B．early HCC と overt HCC の各群

の Gain 及び LOH の頻度を各染色体領域ごとに示す。C．early HCC と overt HCC 間での

各染色体領域ごとに Fisher’s exact test を行い、p-value をグラフで示す。 
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図１－５．患者 13（early HCC）の対立遺伝子不均衡の検証。A．1q および 8q のゲイン、16q

および 17p アームの LOH を示す GIM。黒矢印は BAC クローン（1q21 については RP11-

462C5）の位置を示し、白矢印は SNP 遺伝子座（17p13.1 については rs10491091）の位置を

示す。B,C．蛍光 in situ ハイブリダイゼーション分析は、肝がん細胞（B）では 1q21 を表す 3

つの異なるシグナルを示したが、対応する背景肝（C）では 2 組のシグナルを示した。緑、RP11-

338C15（1q21、ATF3）、オレンジ色、CEP1。D．rs10491091 のダイレクトシークエンシング

法による SNP 塩基の LOH 解析（A/G）は、HCC では 17p の LOH を示したが、同一患者から

得られた背景肝では 17p のヘテロ接合性が保持されていた（矢印の部分、rs10491091）。 
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肝細胞がんの進行におけるゲノム不均衡領域の同定 

肝細胞がんの進行における段階的な染色体異常を同定するために、NIN サンプルの外側結節の染

色体変化と内側結節の染色体変化を比較した（図１－３C）。外側結節で見つかった染色体異常はす

べて内側結節でも観察され、後者が前者から生じたものであることが示唆された（図１－４A）。

GIM 解析により、外側結節 5 個と内側結節 7 個の間で、15 個の染色体の増加と 10 個の染色体の

LOH が確認された（図１－４A）。NIN で同定されたこれらの染色体座を独立変数として用いて、

14 の early HCC と 25 の overt HCC について決定木解析を行った（図１－６、図１－７）。決定木

解析では、進行中の 5q11.1-35.3、8q11.1-24.3、4q11-34.3、8p11.21-23.3 の染色体異常の組み合わ

せを特徴的な属性として抽出し、early HCC と overt HCC を再帰的に分類することができた（図

１－７A）。HCC の進行に関連して決定木解析により染色体異常を推定したところ、5 倍のクロス

バリデーションにより early HCC と overt HCC の分類精度は 86.8%であった。 

 

図１－６． HCC 進行に関連するゲノム不均衡領域の同定フローチャート 

NINサンプルの内側結節
と外側結節の⽐較

25のゲノム領域

決定⽊解析 *
eHCCと古典的HCCの間のゲノム異常領域の選出

eHCC：14例
古典的HCC：25例

属性変数の⼊⼒ 属性選択のための
クラスラベル付きサンプル

肝細胞癌の進⾏におけるゲノム不均衡領域の同定肝細胞がん

Early HCCとOvert HCCの間の

Early HCC
Overt HCC
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図１－７．決定木解析によるゲノム不均衡領域の同定結果 

NIN 症例の out ⇒ in で染色体変異の認められた２０領域について、early HCC と overt HCC

間の決定木解析を行い、5q11.1-35.3(gain), 8q11.1-24.3(gain), 4q11-34.3(LOH), 8p11.21-

23.3(LOH) の 4 領域が選出された。（5-fold cross validation により 86.8%の正答率） 

白枠：early HCC、網掛：overt HCC、各枠内の数字は症例数 

Early HCC および overt HCC の分類のための決定木解析。A．全 38 サンプル（early HCC 14

例と overt HCC 25 例）を初期データセットとして使用した。再帰的な分割が、overt HCC の

濃縮されたグループを抽出するに従い、選出されたすべての特徴は、early HCC と overt HCC

を区別する独立因子となる。例えば、サンプルの最初の分割では、5q11.1-35.3 の染色体増加に

より 14 個の early HCC と 25 個の overt HCC のサンプルから 10 個の overt HCC のサンプル

が抽出される。各分割における early HCC および overt HCC のサンプル数は、それぞれ白と

灰色のボックスで示す。分類に用いるコピー数変化が認められる場合は実線、変化がない場合

は破線で示す。B．先の研究でコピー数解析された独立の overt HCC 36 症例コホートのうち、

32 症例（89％）は、決定木解析によって抽出された 4 つの領域のうち 1 つ以上の染色体異常を

有していた。列と行は、それぞれ組織サンプルと染色体領域を表し、各領域の染色体増加を赤、

LOH を青で示す。 

5q11.1‐q35.3: gain

8q11.1‐q24.3: gain

4q11‐q34.3: LOH

8p23.3‐p11.21: LOH

14 25

1014 15

512 102

2212 3

212

A

B 32/36 cases (88.8%)

5q11.1‐q35.3

8q11.1‐q24.3

4q11‐q35.3

8p 11.21‐p23.3

10

16

5
4

1
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１-５考察 

early HCC では細胞異型はほとんど見られないが、本研究結果では early HCC のすべての症例に

ゲノムコピー数変化があることを示している。特に early HCC では 1q21.3-44 ゲインおよび

1p36.21-36.32 と 17p13.1-13.3 の LOH が高頻度に観察されたが、1p アームを有する 1 例を除く

すべてのバックグラウンド肝組織では、FISH および SNP ベースの LOH 解析ではこれらの領域に

変化は認められなかった。今回の研究で背景肝の 1q および 17p アームの染色体異常が認められな

かったことは、肝硬変性肝や異形成性結節では 1q および 17p アームの対立遺伝子の変化は稀であ

るというこれまでの報告と一致している(7)(8)(9)。即ち、early HCC における 1q gain、1p LOH、

17p LOHの染色体変化ががん化の開始に重要であると仮定できる。特に1pにはARID1AやMTOR、

17p には TP53 などの広く知られた重要ながん抑制遺伝子が局在していることから、再現性をもっ

て観察されるゲノムコピー数変化領域は、肝細胞がんの発がんや進展過程に大きく寄与しているこ

とが強く示唆される。 

本研究では、腫瘍進行のモデルとして NIN を用いた。その結果、NIN サンプルの内側結節と外側

結節を比較することで、肝細胞がんの脱分化に伴う連続的な染色体変化を同定することができた。

このような染色体異常を一般化するために、再帰的分割解析を用いて決定木を作成したところ、

5q11.1-35.3 と 8q11.1-24.3 で染色体増加、4q11-34.3 と 8p11.21-23.3 で LOH が認められ、高い分

類精度で肝細胞がん進行の原因となる染色体座を絞り込むことができた。（図１－８） 
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決定木解析で同定されたこれら 4 つの染色体異常に加えて、フィッシャーの正確確率検定により、

early HCC と overt HCC の間に有意差を持つ 6 つの染色体座が明らかになった（p < 0.05）。しか

し、一変量解析ではこれらの染色体異常の関係を検出することはできず(10)、5q、8q、4q、8p の 4

つの染色体異常が独立して発生しており（p < 0.0001 [χ2 検定]）、肝細胞がんの進行における遺伝

的不均一性の高さを反映していることがわかった(11)。さらに、10K アレイを用いた先の研究(2)で

は、これら 4 つの領域を overt HCC の独立したセットに適用したところ、overt HCC の 36 症例

のうち 32 症例（89％）の腫瘍が overt HCC として判定され、5q と 8q のゲインと 4q と 8p の LOH

は、early HCC から overt HCC に進行したことで高頻度に発生していることが示唆された。 

以上、NIN, early HCC, overt HCC について GIM 解析を行い肝細胞がんにおける染色体コピー

数変化の全容を明らかにし、再帰的分割解析により肝細胞がんの発生と進行に関与する染色体の変

化領域を絞り込むことで、肝細胞がんの進行に寄与するゲノム変化領域を示した。 

しかしながら、染色体変化領域は単一遺伝子に比べて大きく、腫瘍細胞が獲得する生物学な性質を

 

図１－８．肝細胞がんの発がんと進展に関連する染色体のゲノムコピー数変化領域 

out

in

Chronic liver 
disease

Early HCC Overt HCCHCC with 
NIN

ProgressionInitiation

1q gain, 
1p, 17p LOH

5q, 8q gain,
4q, 8p LOH
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分子・遺伝子レベルで理解するには、更なる詳細な測定が必要である。  
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2 章. 統合的オミクス解析による、肝細胞がんの進

展に関する研究 

２-１背景 

 マイクロアレイという解析技術のブレークスルーは生物学の研究スタイルをデータ駆動型へと

大きく変えたが、次世代シーケンサーの登場はさらなる衝撃で、その技術革新は 2008 年からの僅

か 3 年で 100 倍のコスト低下とスループット改善をもたらし、個々の研究室レベルでがんゲノム

配列解析が可能となった。同時に生命科学は大型計算機を駆使する情報科学へと変貌した。国立が

んセンターとの共同研究で行った 1 症例の肝細胞がん全ゲノム解析(12)は、解析を始めた 2009 年

から論文発表まで 2 年を要したが、その 2 年後の 2014 年には肝がん 500 症例の全エクソン解析に

ついて報告を行った(13)。全エクソン解析から、TERT のプロモーター変異が肝がん症例の７割と

最も高頻度に異常が見られ、次いで TP53 と Wnt シグナル伝達経路の遺伝子(CTNNB1, AXIN1)の

変異がそれぞれ 3 割程度の頻度で見られた。他に、代謝酵素(CYP2E1, ADH1B)、クロマチンリモ

デリング因子(ARID1A, ARID2, BRD7)、および mTOR 経路の遺伝子(TSC1, TSC2)の変異が有意

に認められた。大規模ゲノム解析プロジェクトでは複数のバイオインフォマティシャンが分担して

解析を行うことが一般的であるが、著者は TERT 遺伝子の解析を担当し、プロモーター突然変異、

遺伝子座の局所増幅、B 型肝炎ウィルスのゲノム組み込み、および TERT と別遺伝子の融合遺伝子

が相互排他的に観察された。(13) 

 

２-２目的 

１章で解析した early HCC および overt HCC について全エクソン解析、DNA メチル化、トラン
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スクリプトーム解析を統合的に行うことで、肝細胞がんの発生と進行、すなわち慢性肝疾患から

early HCC、更に overt HCC への進展に関連するゲノム変化の特徴を明らかにすることを目的と

する。 

 

２-３材料と方法 

材料 

本研究は、日本大学消化器外科で肝切除術を受けた肝硬変患者 160 名を対象とし、参加者から書

面によるインフォームドコンセントを得て、日本大学の機関審査委員会の承認（プロトコール番号：

131）を得て実施した（表２－１）。すべての臨床調査はヘルシンキ宣言の原則に従って実施された。 

early HCC は、International Consensus Group for Hepatocellular Neoplasia (14)によって定義

された基準に従って組織学的に決定された；52 症例の early HCC および 108 症例の overt HCC

は、それぞれ 2 人の病理医によって early HCC または overt HCC と独立して診断された。HCC 

160 サンプルに加えて、無作為に選ばれた 31 個の非がん部の背景肝サンプルを遺伝子発現解析お

よびメチル化解析のために使用した。手術標本は、肝臓切除後すぐに小片に切断し、液体窒素中で

スナップ冷凍し、-80℃で保存した。 
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表２－１．肝細胞がん症例の臨床的特徴  

 Early HCC (n = 52) Overt HCC (n = 108) p value 

Age, years (range) 70 (45-81) 68 (32-83) 0.137 

Sex, male, n (%) 35 (67.3) 79 (73.1) 0.460  

Viral hepatitis, n (%)    

non-B non-C 5 (9.6) 14 (12.9) 0.058 

HB 7 (13.4) 31 (28.7)  
  HC 40 (76.9) 63 (58.3)  
Pathology    

Differentiation grade, n(%)    

Very well 52 (100) 0 

< 0.001 
  Well 0 14 (12.9) 

  Moderate 0 86 (79.6) 

  Poorly 0 8 (7.4) 

Background liver, n (%)    

  Normal liver 0 2 (1.8) 

0.141   Chronic hepatitis 24 (46.1) 65 (60.1) 

  Cirrhosis 28 (53.8) 41 (37.9) 

Tumor size, n (%)    

  ≦2.0 cm 35 (67.3) 27 (25.0) 

< 0.001   2.1−5.0 cm 16 (30.7) 60 (55.5) 

  5.0 cm< 1 (1.9) 21 (19.4) 

Vascular invasion, n (%)    

  Positive 0 36 (33.3) 
< 0.001 

  Negative 52 (100) 72 (66.6) 

連続変数は、中央値と範囲で示した。HCC、肝細胞がん；HB、B 型肝炎ウィルス感染症、 

HC、C 型肝炎ウィルス感染症 
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方法 

ＤＮＡおよびＲＮＡ抽出物 

QIAamp DNA Mini Kit（Qiagen）と TRizol（Invitrogen）は、それぞれゲノム DNA とトータル

RNA を単離するために、メーカーのプロトコルに従って使用した。ゲノム DNA とトータル RNA 

濃度は、それぞれ Qubit（Life Technologies）と NanoDrop Spectrophotometer（NanoDrop 

Technologies）を使用して dsDNA BR アッセイによって決定された。 

ＤＮＡおよびＲＮＡシークエンシング 

抽出された 1μg のゲノム DNA または total RNA は、メーカー手順書に従いシーケンスライブラ

リを作成し、Illumina HiSeq 2000/2500（Illumina）を用いて配列解析を行った。Exome 解析は、

以下の手順で行った。肝細胞がんの凍結手術検体の腫瘍部および隣接非がん部の組織から抽出した

ゲノム DNA を、メーカープロトコルに従って測定を実施した。すなわち、Covaris SS 

Ultrasonicator を使用して断片化し、Agilent SureSelect V4/V5（Agilent Technologies）または

HGSC VCRome 2.1 design1（42 Mb; NimbleGen）を用いて Exon キャプチャ法により Exon 部分

を濃縮した。各サンプルは、100-bp ペアエンドリードとして配列解析された。遺伝子発現量解析お

よび遺伝子融合イベントを調べるために、RNA シーケンスを行った。TruSeq Stranded mRNA 

Library Prep Kit（イルミナ）を用いて RNA 配列ライブラリを調製し、Exome と同様にメーカー

プロトコルに従い 100-bp ペアエンドリードとして配列解析された。 
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Exome による変異検出 

Exome 配列データは、以前の解析同様に体細胞変異と染色体異常を同定するために使用した(13)；

すなわち、Burrows-Wheeler Aligner と Novoalign ソフトウェアを使用して、NGS リードをヒト

参照ゲノム（UCSC hg19）にアラインメントした。PCR 重複を除去した後、SRMA(15)を使用し

て局所的なリアラインメントすることで変異検出精度を改善した。体細胞変異の同定は、油谷研究

室で上田宏生氏により開発された karkinos（http://github.com/genome-rcast/karkinos）を使用し

た。このプログラムでは、体細胞突然変異の変異アレル頻度を推定腫瘍含有率によって補正し、経

験的アルゴリズムおよびフィッシャー正確検定検定などの統計値でフィルタリングし、腫瘍リード

深度＞4 および変異アレル頻度＞0.12 を用いて、マッピング品質の低いリードおよび方向に偏った

リードを除去した。同一遺伝子上での体細胞変異の頻出度を見積もるための初期確率は、二項確率

式、遺伝子長、およびバックグラウンド突然変異率を用いて計算した；FDR は既報にある通りシミ

ュレーションを用いて計算した(16)。 

ゲノムコピー数解析 

上田氏の開発した karkinos を用いて Exome のリファレンスゲノムへのマッピング結果からゲノ

ムコピー数変化の検出を行った。すなわち、ヒトゲノム配列（UCSC hg19）にマップした Exome

の read-depth について腫瘍と正常組織の比を算出し、read 数に関する正規化と GC 含有量のバイ

アスを調整した後、複素ガウスモデルを用いたウェーブレット解析を用いてコピー数ピークを推定

した。計算されたガウスモデルを用いて隠れマルコフモデルを構築し、コピー数ピークを絶対整数
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のコピー数としてアノテーションした。染色体異常の有無については、その染色体腕の 30%以上の

領域でコピー数変化を認めたら、その染色体腕のコピー数異常があると判定した。 

遺伝子発現解析 

上田氏の開発した finemap ソフトウェアにより、RNA-seq から遺伝子発現値を算出した。すなわ

ち RNA-seq から得られた配列を、Burrows-Wheeler Aligner を用いて、ヒト参照ゲノム（UCSC 

hg19）とトランスクリプトームデータベース（UCSC gene）にそれぞれマッピングし後、cDNA 座

標をゲノム位置に変換し、参照ゲノム配列との最小編集距離を比較することにより、cDNA または

ゲノムマッピングのいずれかから最適なマッピング結果を選択した。次いで、局所的な再アライメ

ントを、より小さい k-mer サイズ（k = 11）の内製の配列解析アルゴリズムを用いて行う。最後に、

ストランドを区別した 1kbp 当たりのフラグメントマッピング値（FPKM）を、各 UCSC 遺伝子に

ついて算出した。バッチ情報および患者背景は、表２－２に示した。 

融合遺伝子の逆転写 PCR 

TERT 融合遺伝子の転写は、逆転写 PCR (RT-PCR)； FastStartTaqPolymerase(Roche)を用い、

RT-PCR には、９５°で３０秒間の変性、６０°または５６°で３０秒間のアニーリング、７２°

で１分間の伸長というパラメータを用いた。RT-PCR に使用したプライマーは、SLC12A7-TERT

融合用のフォワードプライマー、5′-GATCGGTGAATGTCGGAGAC-3′とリバースプライマー、

5 ′ -TACACACTCATCAGCCAGTG-3 ′ 、 融 合 用 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 5 ′ -

TAGTGGGCTTTGGACCTCAC-3′とリバースプライマー、5′-AAAGACCTGAGCAGCTCGAC-
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3′である。 

IHC 

HCC 細胞中の TERT を検出するために、TERT 融合遺伝子を有する腫瘍サンプルを、メーカープ

ロトコルに従って、自動免疫組織化学染色法（Dako）を用いて IHC に供した。HCC ホルマリン固

定パラフィン包埋標本の切片を抗 TERT 抗体（Lifespan BioScience 社）でインキュベートした。 

DNA メチル化プロファイリング 

メチル化状態は、以前に記載されているように、HumanMethylation450 BeadChip（イルミナ）

を用いて分析した（21）。簡単に言えば、５００ｎｇのゲノムＤＮＡを、ＥＺＤＮＡメチル化キッ

ト（Ｚｙｍｏリサーチ）を用いてビスルファイト変換した。変換された DNA を増幅し、断片化し、

BeadChip にハイブリダイズした。メチル化および非メチル化 DNA の生の信号強度を BeadArray 

Scanner（イルミナ）を用いて測定した。カラーバイアス補正、シグナル強度のバックグラウンド

減算、および Genome Studio（Illumina）上でのアレイ間正規化を行った後、各 CpG の生のメチ

ル化値をβ＝M/（M + U + 100）として定義した。ここで M および U はそれぞれメチル化プロー

ブおよび非メチル化プローブの強度であった。 

クラスタリング解析 

階層的クラスタリング解析は Cluster 3.0(17)を用いて行った。RNA-seq から得られた遺伝子発現

データは前処理として S.D.>2.0 で絞り込みを行い、サンプル・遺伝子両方向について距離パラメ
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ータを Pearson Correlation で Average linkage 法で階層的クラスタリングを行った。

Infinium450K から得られた DNA メチル化プロファイルデータについては、常染色体の CpG プロ

ーブについて S.D.> 0.225 で絞り込みを行い、距離パラメータに Euclidean を用いて Average 

linkage 法で階層的クラスタリングを行った。 

非負値行列分解（Non-Negative Matrix Factorization; NMF）は、GenePattern の NMFConsensus

コンポーネントを用いて解析した。 

統計解析 

early HCC および overt HCC 群から収集したデータの統計的有意性を評価するために、ピアソン

のカイ二乗検定、スチューデントの t 検定、およびウィルコクソンの順位和検定を使用した。生存

曲線は Kaplan-Meier 法を用いて作成し、log-rank 検定で比較した。統計的有意性は p < 0.05 とし

た。 

シーケンスデータ 

Exome, RNA-seq の配列データおよび DNA メチル化データは、Japanese Genotype-Phenotype 

Archive (JGA, http://trace.ddbj.nig.ac.jp/jga) にアクセッション番号 JGAS00000000233 で登録

されている。 
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２-４結果 

患者／サンプル情報とシーケンス解析統計 

患者／サンプル情報とシーケンス解析統計情報を表２－２に示す。 

 

発現プロファイル、ゲノムコピー数、主な遺伝子変異 

Early HCC 、overt HCC および背景肝（図２－１A）の RNA-seq から得られた遺伝子発現値につ

いて階層的クラスタリングを行った結果、大きく 3 群に分かれた（図２－１B）。overt HCC では、

CTNNB1 遺伝子と TP53 遺伝子の変異により、Wnt 標的遺伝子と細胞周期関連遺伝子がそれぞれ

濃縮されていた。SNP アレイを用いた我々のこれまでのデータ(18)と一致するように、コピー数解

析により、early HCC の染色体異常は overt HCC のそれよりも有意に小さいことが示された（p < 

0.001；図２－１C）。同様に、腫瘍あたりの突然変異イベントおよび融合イベントの数は、overt HCC

で有意に多かったのに対し（p < 0.001；図２－３）、塩基置換パタンの分布は 2 つの HCC タイプ

間で有意差は認められなかった（Fisher’s 正確確率検定、p = 0.946）。 
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図２－１．160 例の HCC と 31 例の非がん肝臓サンプルで明らかになった遺伝子異常の概要。A．

early HCC および overt HCC の肉眼的所見。白矢印は early HCC の境界。B．遺伝子発現の階層的

クラスタリング。各遺伝子の発現レベルをサンプル間で正規化し、値を相対的な尺度で示した。右側

に遺伝子カテゴリーの濃度を示し、ヒートマップの下に CTNNB1 と TP53 遺伝子の変異を示す。C．

コピーナンバーの変化の頻度。early HCC 検体の Exome 配列データを用いてコピー数解析を行った

ところ、1q 上のコピー数増加（29.8％）と 17p 上の LOH（27.7％）が頻発していることがわかった。

一方で overt HCC 検体では、1q（41.9％）と 8q（39.0％）のコピー数増加と、1p（21.9％）、4q（36.2％）、

6q（23.8％）、8p（40.0％）、13q（27.6％）、16p（22.9％）、16q（33.3％）、17p（52.4％）の LOH が、

それぞれ高頻度に認められた。 
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図２－２．有意に変化した経路のランドスケープ。変異があるサンプルに変異アレル頻度に従

って色付けをしている。赤色は変異配列の割合が１に近い、即ちがん細胞由来の殆どの配列に

変異が認められる。青色は半分ほどの配列で変異が認められることから、例えば染色体２本の

うち１本で変異が認められることが示唆される。、上部にはサンプル毎の 10 百万 DNA 塩基あ

たりの突然変異数（青：1 塩基置換、橙：短配列挿入欠失）を示す。 

p value は early HCC と overt HCC の比較における χ２乗検定による。 
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図２－３．腫瘍あたりの突然変異イベントおよび融合イベントの数 
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HCC の進展に伴う遺伝子変異 

突然変異解析の結果、HCC サンプルでは、TERT プロモーターに加えて、5 つの経路（p53/RB、

Wnt、MLLs、SWI/SNF、AKT/PI3K と表記）が頻繁に変化していることがわかった（図２－２）。

CTNNB1 の変異は両群で共通していたが、Wnt 経路遺伝子の変異は、early HCC よりも overt HCC

で有意に多かった（p = 0.014）。また、p53/RB 経路とヒストンメチラーゼ遺伝子も両群で高頻度に

変異していた。逆に、SWI/SNF 複合体遺伝子（p = 0.026）および 7 つの AKT/PI3K 遺伝子（p = 

0.045）の変異は、overt HCC でより高頻度であった。最も注目すべきは、ARID2 変異が overt HCC

で有意に高頻度であった点である（p = 0.002）。 

染色体コピー数変化による early HCC/overt HCC の判定 

本章の Exome ゲノム解析を実施した early HCC 52 症例、overt HCC 108 症例について、第 1 章

の SNP アレイ解析結果に対する決定木解析で同定した染色体コピー数変化 4 領域を用いて、early 

/overt の判定を行った。Early HCC 52 例中 39 例（75%）が early HCC と判定され、また overt 

HCC 108 症例中 94 例（75%）が overt HCC と判定され、いずれの病理分類についても同程度の

判定精度であったが、第 1 章で検討した別コホートでの判定精度（89%）よりは低い結果となった。

また、ゲノムコピー数異常に基づく early HCC / overt HCC の判定と CTNNB1, TP53 変異の間に

は関連は見られなかった（図２－４）。5q 増幅に注目すると、第１章の overt HCC 25 症例では高

頻度（約 40%）に認められたのに対して、第 2 章で解析した 108 例の overt HCC では頻度が低く

（約 2%）、２つのコホート間で乖離が大きかった。TCGA プロジェクトの PanCancer データにお

ける 33 種のがん種の報告では(19)、染色体 arm レベルのコピー数異常の解析において、5q 増幅を

認めるがん種は肝細胞がんと淡明細胞型腎細胞がんの 2 種類のみであり（図２－４B）、第 1 章で
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検出された 5q 増幅とは矛盾しない結果となった。一方、TCGA 肝がんコホート（TCGA-LIHC）

(20)のゲノムコピー数プロファイルでは、1q、8q 増幅に比べると 5q 増幅の頻度は低くなっていた。 
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図２－４．染色体コピー数変化４領域による、Exome コピー数解析結果に基づく early HCC

と overt HCC の判別結果．Ａ．第 2 章の Exome ゲノム解析を実施した early HCC 52 症例、

overt HCC 108 症例について、第 1 章の SNP アレイ解析結果に対する決定木解析で同定した

染色体コピー数変化 4 領域を用いて、early /overt の判定を行った。臨床診断で early HCC

であった 52 例中 39 例（75%）がゲノムコピー数から early HCC と判定され、また overt HCC 

108 症例中 94 例（75%）が overt HCC と判定された。Ｂ．PanCancer で解析された 33 種の

がん種のゲノムコピー数プロファイル（ref. Figure 4 に赤枠を追加）5q 増幅を認めたのは#12.

肝臓がん（Liver Cancer; LIHC）と#20.淡明細胞型腎細胞がん（Renal Clear Cell Carcinoma; 

KIRC）のみであった（赤矢印）。Ｃ．TCGA-LIHC のゲノムコピー数プロファイル。（ref. Figure 

S2 に赤枠を追加） 
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Wnt 標的遺伝子の活性化 

HCC における遺伝子発現と変異の関係を調べるために統合的解析を行った。まず 160 サンプルの

HCC の発現データについて非負値行列分解（NMF）によるクラスタリングを行ったところ、３群

への分類が最も安定した（図２－５A）。各群の特徴を調べるため、Gene Set Enrichment 

Analysis(21)に用いられる MSigDB に登録されている遺伝子セットを検索したところ、

"CHIANG_LIVER_CANCER_SUBCLASS_CTNNB1_UP (M16496); CTNNB1_UP" と

"CHIANG_LIVER_CANCER_SUBCLASS_PROLIFERATION_UP (M3268); PROLIF_UP" が

見いだされた。PROLIF_UP と CTNNB1_UP クラスタは、それぞれ TP53（p < 0.001）と CTNNB1

（p < 0.001）の遺伝子変異を持つ症例が濃縮されていた（図２－５B）。一方、early HCC サンプ

ルのほとんどは OTHERS クラスタに含まれていた(94.2%; p < 0.001)（図２－５C、図２－６A）。

注目すべきことに、early HCC における CTNNB1(13.7%)および TP53(18.7%)遺伝子の高頻度な

変異にもかかわらず、CTNNB1_UP および PROLIF_UP 遺伝子セットは発現亢進していなかった。 

Wnt シグナルの下流である CTNNB1_UP のうち RNA-seq で測定された 154 遺伝子は、CTNNB1

遺伝子の変異の有無にかかわらず、early HCC では活性化されなかった。これらの遺伝子群の DNA

メチル化について調べたところ、CTNNB1 変異を有する overt HCC 群においてのみメチル化レベ

ルが脱メチル化している CpG 部位（4.9％）が観察された。一方、Wnt 標的の 154 遺伝子に関連す

る CpG 部位の 35.8％の CpG サイトでは CTNNB1 変異の有無やがんの進行度に関係なく脱メチ

ル化状態が維持されており、殆どの CpG 部位においてメチル化は変化していなかった。また、

CTNNB1 遺伝子の変異アミノ酸の位置は、early HCC と overt HCC いずれも hotspot として知ら

れる exon3 に集中しており、差がなかった（図２－５D）。代表的な例として、CpG 部位のメチル
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化状態と GLUL 遺伝子の Wnt の状態を示した（図２－５E）。さらに、この遺伝子群は、AXIN1 変

異を有する検体では発現亢進しておらず、CTNNB1 標的遺伝子が AXIN1 標的遺伝子とは異なる

ことが示された(22)。 

CTNNB1 変異を持つ early HCC における β-カテニンの核内局在を確認するために、ホルマリ

ン固定パラフィン埋込試料を用いて IHC 試験を行った。免疫染色の結果、CTNNB1 変異を有す

る overt HCC では、15 検体（44.1％）の核内で強い免疫活性を示した。一方、CTNNB1 変異を有

する early HCC では、がん細胞の核内ではβカテニン免疫活性を示さなかった（図２－６C）。さ

らに、細胞膜上でβカテニンを結合する CDH1 は、CTNNB1 変異を有する overt HCC サンプル

では、early HCC サンプルと比較して有意に発現が低下していた（p = 0.004；図２－６D）。CDH1

遺伝子の発現の低下は、early HCC（p = 0.027）および overt HCC（p < 0.001）サンプルの両方

において、エンハンサー領域の DNA メチル化と関連していた（図２－６E）ことから、CTNNB1

標的遺伝子が活性化されなかったのは、early HCC における CDH1 遺伝子の正常な発現による核

内の異常なβ-カテニン蓄積の欠如のためであることが示唆された(23)。更に CDH1 発現レベルの

低下と CDH1 の座位する 16q の LOH、TP53 変異、CTNNB1 変異の有無の関連性を調べたとこ

ろ、CTNNB1 変異で CDH1 発現低下傾向が認められたことに加え、TP53 変異と 16p LOH が両

方とも検出された症例で CDH 発現レベルが著明に低くなっていることが観察された。ただし、

TP53 だけ、あるいは 16qLOH どちらか一方のみ検出されたサンプルでは CDH1 の発現低下は顕

著ではなかった（図２－６F）。既報の免疫関連遺伝子マーカー(24)、及び肝細胞分化／幹細胞マー

カー(25)の遺伝子発現と CTNNB1 変異の関係を比較するために、図２－６A と同じ症例の並び順

で、各マーカー遺伝子発現をヒートマップで図示した。細胞障害活性マーカー（GZMA、PRF1）、
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T 細胞マーカーの CD8、CD4 は、overt HCC の CTNNB1 変異症例では既報と同様に発現低下し

ていた（図２－６G）が、一方、early HCC の CTNNB1 変異症例では背景肝（非がん部）に比べ

るとやや発現が低い傾向にあるものの、サンプル間のばらつきが大きいため有意性の評価はできず、

バルク組織での RNA-seq 解析であることもあり、顕著な発現低下までは認められなかった。同様

に、制御性 T 細胞（Treg）マーカーFOXP3 や、M2 マクロファージのマーカーである CD163, MRC1

も、背景肝（非がん部組織）で高発現であることと対照的に、early HCC ではやや発現低下し、overt 

HCC では顕著に発現が低くなっていた。肝細胞の分化指標として ALB, AFP, AFM の発現をみる

と、ALB の発現量は overt HCC では顕著に発現低下している一方、early HCC では発現保たれて

おり、組織学的病理象で超高分化であることとも整合していた。逆に AFP は early HCC では発現

が低く保たれているが、overt HCC ではこう発言を呈するようになっている。幹細胞マーカーにつ

いても、EpCAM, PROM1 (CD133), THY1 (CD90)は CTNNB1 変異のある overt HCC では顕著に

発現抑制されているのに対して、early HCC では発現低下傾向にあるもののサンプル間のバラツキ

により評価困難であった。ALDH1,  LGR5 は Wnt/catenin の下流であり、CTNNB1 変異のある

overt HCC 症例で顕著に高発現を示した。 
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図２－６. WNT/βカテニン関連遺伝子の遺伝子発現プロファイル。A．160 例の HCC サンプ

ルの遺伝子発現プロファイルの非負値行列分解と CTNNB1 と TP53 遺伝子変異。CTNNB1 変

異は CTNNB1_UP 群に、TP53 変異は PROLIF_UP 群に、それぞれ濃縮している。（次頁へ）
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（前頁からつづき） 

B． WNT 標的遺伝子セット CTNNB1_UP 群の 154 遺伝子の発現プロファイル（上）と AXIN1

変異症例で発現亢進する遺伝子群（69 遺伝子；中）、CTNNB1 変異のあり・なし各サンプル群

間の平均β値の差が 0.2 以上（Differentially Methylated; DM）の CpG 部位の DNA メチル化

プロファイル（下）。WNT 経路に関連する３遺伝子の変異の有無をヒートマップの下に示した。

C．CTNNB1 遺伝子変異を有する HCC サンプルのβ-カテニン局在の免疫組織化学染色。overt 

HCC では核内でβカテニンの強い染色を示したが、early HCC では核内の染色像は観察されな

かった。D．CTNNB1 遺伝子変異を有する early HCC および overt HCC サンプルの CDH1 発

現。CDH1 は overt HCC で有意に発現低下している（p = 0.004）。E．エンハンサー領域のメチ

ル化と CDH1 遺伝子発現の関係。エンハンサー領域のメチル化に応じて CDH1 の発現低下傾向

が認められる。F．CTNNB1 変異、TP53 変異、16q LOH の 3 つのイベントの有無と CDH1 発

現レベルの関連。CTNNB1 変異で CDH1 発現低下傾向が認められるのに加えて、TP53 変異と

16p LOH が両方観察される症例でも発現レベルが低くなっている。G．CTNNB1 変異と免疫関

連遺伝子の発現、及び肝細胞分化／幹細胞マーカーの遺伝子発現。細胞障害性 T 細胞のマーカ

ー（GZMA、PRF1）、T 細胞マーカーの CD8、CD4、制御性 T 細胞関連マーカーの FOXP3、

IL2RA (CD25), CTLA4、Wnt/catenin 経路の代表として AXIN1、M2 Macrophage マーカーの

CD163, MRC1 の発現プロファイル。肝細胞の分化指標として ALB, AFP, AFM、幹細胞マー

カーとして EpCAM, CD44, PROM1(CD133), THY1(CD90), ALDH1, LGR5 の発現プロファイ

ルを示す。 
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p53/RB 経路下流の細胞周期遺伝子の活性化 

early HCC でも overt HCC と同様に 17p 欠失と TP53 遺伝子変異が両方検出される症例がにもか

かわらず、p53/RB 経路下流の細胞周期関連遺伝子（p53 抑制遺伝子(26)）の発現亢進は、4q およ

び 16q 欠失が early HCC にくらべて overt HCC 群で高頻度に認められた（p < 0.001）（図２－７

A および B）。染色体 4q35.1 に局在する IRF2 および 16q23.1 の WWOX の局所的ホモ接合欠失が

少数例ではあるが検出され、腫瘍抑制遺伝子の候補と考えられた（図２－８）。一方、p53 誘導遺伝

子は、TP53 遺伝子変異を有する early HCC (p < 0.001)および overt HCC (p < 0.001)サンプルの

両方で発現が相対的に低下傾向にあった(図２－７C)。 

このように、CTNNB1 と TP53 遺伝子は early HCC で既に体細胞変異が高頻度に検出されるにも

かかわらず、overt HCC では Wnt 経路と p53 経路下流の細胞周期関連遺伝子が活性化されたが、

バルク組織の early HCC の遺伝子発現解析では明らかな発現亢進は認められなかった。注目すべ

き点としては、HCC の進展に伴い、CDH1 遺伝子の発現抑制、あるいは 4q と 16q の染色体欠失

は、それぞれ Wnt 経路あるいは p53/RB 経路の下流遺伝子の転写活性化と関連していた。 
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図２－７．p53/RB1 経路の下流遺伝子の発現。 

A．TP53 遺伝子変異に関連する染色体異常。染色体部位と標本は 赤枠はコピー数増加、青枠

は LOH、黄枠は一親多型、灰色は保持、白は非情報的であることを示す。 

B．4q および 16q の有意な染色体異常に応じた TP53 変異と遺伝子発現異常（上）。下、発現 

の p53 経路下流遺伝子の発現を拡大して示した。 

C．p53 経路の下流遺伝子の発現のボックスプロット。TP53 遺伝子変異では、early HCC で

は p53 抑制遺伝子の発現が低下したが、TP53 遺伝子変異では early HCC では p53 抑制遺伝

子の発現は変化しなかった。 
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図２－８．アレル別コピー数解析で検出された 4q および 16q におけるホモ接合欠失候補領域。

A．症例#368 と#501、ならびに症例#305 と#442 は、それぞれ 4q35.1 或いは 4q35.2 のホモ接合

欠失を有していた。前者は腫瘍抑制遺伝子と示唆される IRF2 を含み（左図下）、後者は FAT1 を

含む。B．症例#183 および#197 は、WWOX を含む 16q23.1 にホモ欠損を有していた（右図下）。

2 症例で共通してホモ欠失している領域を黄枠で示した。 
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TERT 遺伝子の異常な過剰発現 

TERT は、early HCC と overt HCC の両方の HCC サンプルにおいて最も高頻度で変異が検出さ

れた遺伝子で、発現亢進が顕著であった（図２－９）。RNA-seq データから融合遺伝子を解析した

ところ、3 タイプ、5 症例で TERT の融合遺伝子が検出され、RT-PCR での検証実験で確認された。

SLC12A7-TERT の融合遺伝子が 2 症例で（図２－１０A、B）、TERT と 10q25.2 遺伝子座

t(5;10)(p15;q25)との間の転座が 2 症例（図２－１０C、D）、更に TERT と PIK3R1 との間の転座

が 1 症例で検出された（図２－１０E）。加えて、TERT プロモーター変異（ATG 開始部位から上

流 124bp または 146bp）、TERT がコードされる 5p15.33 での局所増加（図２－１０F）、および

TERT プロモーター近傍への B 型肝炎ウィルス（Hepatitis B virus; HBV）DNA 挿入（図２－１

０G）は、early HCC、overt HCC のいずれの群でも高頻度に認められ、殆ど排他的に存在するこ

とから、様々なメカニズムによるゲノム異常により TERT 発現亢進が獲得されることは HCC の発

生に極めて重要な役割であることが強く示唆された。特に局所ゲノムコピー数増加、融合遺伝子、

及び HBV ゲノム挿入を認める HCC 症例においては TERT 遺伝子が極めて高発現であった。少な

くとも 1 つ以上の TERT 異常が検出された症例は、early HCC で 52 例中 44 症例（84.6％）、overt 

HCC で 108 例中 80 症例（74.0％）、全体としては 160 例中 124 症例（77.5%）と極めて高頻度に

認められた。 
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図２－９．腫瘍特異的な TERT の発現上昇と関連するゲノム異常。TERT の発現レベル（上図）

の縦軸は、対数スケールでのＴＥＲＴの発現レベルを表す。各 HCC サンプルについて、黄色は、

TERT プロモーターの突然変異を示す；薄紫、5 番染色体短腕（5p）の増加；濃い紫、5p15.33 の

局所的増加；赤、TERT 融合遺伝子；黒、TERT プロモーターの近傍の B 型肝炎ウィルスのゲノ

ム挿入；緑、特定のゲノム異常の未検出 
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図２－１０．腫瘍特異的な TERT の発現上昇と関連するゲノム異常。A．5p における染色体

内ゲノム再構成の模式図。B．腫瘍（T）および非がん肝組織（N）における SLC12A7-TERT

融合転写物の RT-PCR 解析。SLC12A7-TERT 融合転写物を保有する症例#7 の HCC 細胞に

おける融合転写物の配列クロマトグラフィー及び TERT の C 末端部分の免疫組織化学染色を

示す。C．5p と 10q の間の転座の模式図と、D．症例#65 の腫瘍（T）および非がん肝組織（N）

の融合転写物の RT-PCR 解析、配列クロマトグラフィー、及び TERT の C 末端部分の免疫組

織化学染色像。Ｅ．5p15.33 と 5q13.1 間の染色体内逆位の模式図。F．TERT 近傍の 5p の染

色体および局所増幅。Exome 配列データを用いてコピー数解析を行ったところ、9 例（17.3％）

の early HCC および 14 例（12.9％）の overt HCC で、TERT 近傍の 5p15.33 での 300kbp

程度の領域で局所ゲノムコピー数増加が認められた（p = 0.477）。下図の矢印は TERT 部位を

示す。G．B 型肝炎ウィルス（HBV）DNA の TERT プロモーターの近へのウィルスゲノム挿

入が、early HCC 1 例（1.9％）と overt HCC 4 例（3.7％）において検出された（p = 0.999）。

矢印は TERT プロモーター付近の HBV の挿入領域を示す。上段、トランスクリプトーム配

列、下段、エクソーム配列。 
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DNA のメチル化プロファイリングによる HCC の分類 

肝細胞がん 160 サンプルの DNA メチル化プロファイルデータの非負値行列因数分解（NMF）に

より、以下の G1～G4 の 4 クラスタに最も安定的に分けられた。G1、正常タイプ DNA メチル化

プロファイル、G2、グローバル高メチル化、G3、ステム様メチル化、G4、CpG アイランド メチ

ル化、の 4 つのグループに分類された（図２－１１A）。切除病変の周辺非がん部の肝組織では、ほ

とんどの CpG アイランドは非メチル化状態であったが、G2 および G3 では非 CpG アイランドの

脱メチル化が認められた。G1 を除いて、より多くの部位が CpG アイランド内で高メチル化されて

いた。G1 では TP53（30.7％）と Wnt 経路遺伝子（35.8％）の遺伝子変異が頻発していた。一方、

G2 では、CTNNB1（early HCC で 35.0％、overt HCC で 57.1％）と TP53（early HCC で 30.0％、

overt HCC で 23.8％）の遺伝子変異が early HCC でも頻発していた。G3 では early HCC はこの

グループに含まれていなかったため、HCC の発生は de novo であると考えられた。G3 の HCC サ

ンプルは、TET1 および EZH2 遺伝子の発現亢進および TP53 変異の高頻度（48.0％）によって濃

縮されていた。G4 の HCC サンプルの CpG アイランドは他のグループと比較してメチル化度が高

く、TP53（43.4％）と CTNNB1（52.1％）の変異を頻繁に保有していた。B 型肝炎ウィルスによ

る感染症例は、G1 では 33.3％と他のグループと比較して有意に多かった（p = 0.011）が、その他

の顕著な臨床的特徴は認められなかった。中央値 2.5 年（範囲：0.3〜10.1）の追跡期間後、G1、

G2、G3、および G4 の overt HCC 患者の 3 年全生存率はそれぞれ 73.4％、93.7％、52.1％、およ

び 71.7％であり、G2 の全生存期間は有意に長く（予後良好）、G3 の全生存期間は有意に短かった

（予後不良；p＝0.028；図２－１１B）。 

ゲノム異常の逐次的な変化について検証するために、内側の結節（overt HCC）が外側の結節（early 
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HCC；図２－１２A）から発生した 8 つの NIN サンプルを用いて、エピジェネティックおよびト

ランスクリプトームの変化を調べた。NIN 8 症例の DNA メチル化プロファイル解析では、同一患

者由来の outer-inner ペアの類似度（Euclidean distance based）は 0.996~0.765 に分布し、全て

のペアは 196 サンプルのクラスタリング内で最も近接して配置された（図２－１２B，Ｃ）。一方、

遺伝子発現プロファイルでは、NIN 症例における outer-inner nodule 間で発現差がみられ（図２

－１２D）、outer nodule は early HCC のクラスタに、inner nodule は overt HCC のクラスタに

含まれる傾向があった。 

これらのデータをまとめると、early HCC では Wnt および p53 経路のドライバー遺伝子の変異が

高頻度で認められ、overt HCC ではこれらの経路の下流遺伝子が顕著に発現亢進していたが、early 

HCC のバルク組織での解析では overt HCC と同じ遺伝子群の発現亢進は認められず、別の標的遺

伝子或いは機能があることが示唆された。すなわち、HCC の進行に伴う Wnt 経路の異常な転写活

性化と p53 経路の不活性化には、DNA メチル化変化などの局所的エピゲノム異常が追加の分子イ

ベントとして必要であることが示唆された。さらに、TERT の発現亢進は、HCC における最も頻

度の高い早期イベントであった（図２－１３）。 
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図２－１１．メチル化状況に基づく HCC の分類。A．31 の慢性肝疾患と 160 の HCC のメチル

化のランドスケープ。β値の SD 上位 5,000 個の CpG プローブを解析に用いた。患者の特徴を

上に、クロマチンの状態を左にそれぞれ示す。下、p53/RB および WNT シグナル伝達経路の遺

伝子変異と TET1 および EZH2 遺伝子の発現。 hES、ヒト胚性幹細胞；Rep、DNA 複製タイミ

ング。Ｂ．overt HCC 患者１０８人の全生存期間。G3 の患者の全生存期間は有意に短く、G2 の

患者の全生存期間は有意に長かった（p = 0.028）。 
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図２－１２．結節内結節（Nodule-in-Nodule）を呈する HCC における DNA メチル化と遺伝子

発現 

A．NIN サンプルの巨視的所見；外側（矢印）および内側（矢印）の結節は、それぞれ early HCC

および overt HCC に対応する。Early HCC サンプル 52 例のうち、8 例は内側の結節を含んで

おり結節内結節（NIN）像を示していた。B．NIN8 症例を含む HCC および非がん部の DNA メ

チル化の階層的クラスタリングの結果。同一患者由来の NIN のすべての症例で外側（out）と内

側（in）結節の DNA メチル化は隣り合ってクラスタリングされた。C．8 組の NIN の DNA メ

チル化の階層的クラスタリング。各行は CpG プローブに対応し、列は異なる検体に対応してい

る。D．8 組の NIN の遺伝子発現の階層的クラスタリング。各遺伝子の発現レベルはサンプル間

で正規化されており、値は相対的なスケールで示されている。 
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図２－１３．肝細胞がんの進行におけるシグネチャー異常の概念。肝がんの進行における分子異

常をメチル化状態に基づいた層別化。 
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２-５考察 

遺伝子発現データからの知見は、early HCC の増殖速度の遅さや低悪性度といった臨床的特徴を反

映しており(27)、幾つかの遺伝子変異が生じることで、early HCC から overt HCC への形態的変

化をもたらしていると示唆された。一方で、ゲノムワイドな DNA メチル化状態は HCC の発生か

ら進展まで維持されていた。ゲノムコピー数変化については、第 1 章の SNP アレイ解析結果に対

する決定木解析で同定した染色体コピー数変化 4 領域を用いて、第 2 章のコホートについて

early/overt の識別ができるか判定を行ったところ、第１章で別コホートで検討した結果（86.8%）

に比べて第 2 章のコホートでの正答率（75%）が低くなっていたが、Exome 解析を行った 108 例

の overt HCC のコホートで、5q 増幅の頻度が低かったことが要因となっていた。また、SNP アレ

イに比べ Exome では測定方法の違い（例えば、遺伝子領域に限定されること、ゲノム DNA 増幅

やキャプチャによりサンプル間、領域ごとのバイアスが生じ易い、など）によりコピー数解析のノ

イズが多く、染色体コピー数変化の検出感度が低下した可能性もある。また、Early HCC の症例数

が第 1 章の 14 例に対して第 2 章の 52 例と多くなったことで、感度が変わっていることなどが影

響したと考えられる。 

NGS データに基づく HCC ゲノム解析に関するこれまでの報告では、Wnt および p53/RB 経路の

遺伝子変異が一般的であり(13)(28)(29)、これらのドライバー変異は early HCC でも同等の頻度で

認められることが示された。大腸がん形成の多段階遺伝モデル(30) における APC 変異と同様に、

overt HCC の形成には、ドライバー遺伝子の変異に加えて、段階的な遺伝子変異が必要であると

考えられるが、進展に伴い変化する遺伝子発現やゲノムコピー数変化とは異なり、主要なドライバ

ー遺伝子変異は発がんの初期段階で既に一定頻度で生じていることが示唆された。 
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しかしながら、early HCC では CTNNB1 および TP53 遺伝子に高頻度で変異が見られるにもかか

わらず、既知の Wnt 標的遺伝子および p53/RB 経路下流の標的遺伝子（細胞周期関連遺伝子）は

発現亢進していない。CTNNB1 変異の early HCC における機能としては、幹細胞性（Stemness）

への関与、免疫回避、の２つの仮説が考えられる。まず幹細胞性については、Wnt/beta-catenin シ

グナルは細胞増殖、細胞分化、幹細胞維持などの多様な細胞機能に関与していることが知られてお

り、肝細胞がんをはじめ、幾つかかのがん種において Wnt シグナルが幹細胞の維持に関連するこ

とが報告されている(31)。early HCC ではがん幹細胞において CTNNB1 変異が Stemness 維持に

関与して活性化されるが、分化が一定程度進んだ細胞では抑制されることで、分化した細胞が大多

数を占めるバルクでの RNA-seq 解析では Wnt シグナル下流遺伝子の発現亢進は全体としては検

出されない、つまり幹細胞と分化細胞のエピゲノムの状態が異なるつまり不均一性をもったヘテロ

な細胞集団であると考えられる。HCC バルク RNA-seq 解析からは、分化後の正常肝細胞で高発現

となる ALB などの遺伝子発現レベルは overt HCC では発現が下がっているのに対して、early 

HCC では高く維持されており、組織全体としての細胞マジョリティは、分子レベルでも組織学的

にも高分化であると考えられた（図２－６G）。2 つ目の仮説である免疫抑制への関与について、最

近、肝臓がんにおいてカテニン変異が免疫回避と関連する、あるいは Wnt/β-カテニンシグナル伝

達の活性化変異を有する HCC は、免疫チェックポイント阻害剤の効果反応が低いと報告されてい

る(32)(24)。即ち、初期のがん細胞において CTNNB1 が変異することより免疫細胞からの攻撃をす

り抜けることで生き延びることができる可能性が示唆されている。さらに、overt HCC における

AXIN1 変異（図２－６）も同様に免疫回避への関与の可能性が考えられる。CTNNB1 変異で顕著

に発現亢進する遺伝子群が AXIN1 変異では亢進していないが、CTNNB1 と同じ Pathway で結合
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パートナーである AXIN1 が変異する症例では、early HCC 症例における CTNNB1 変異と同様に

免疫回避へ関連するかもしれない。本研究の遺伝子発現解析で免疫回避に関連する遺伝子が検出さ

れない要因としては、免疫回避に関連するβカテニンの下流遺伝子は「免疫細胞への応答時にのみ

一過性に活性化する」と仮定した場合、常に免疫細胞とがん細胞が反応している状態ではないこと

や、臨床組織から肝がん組織を採取する時に背景肝の非腫瘍細胞の混入を避けるためがん組織の中

心部をバイオマーカー測定に用いるため、免疫細胞と相互作用する肝がん細胞は少なく、結果とし

て免疫関連の遺伝子変動を検出されなかった可能性がある。 

またその他の注目すべき点として、Wnt 経路の発現変化が、CDH1 の転写レベルの低下および標

的遺伝子の CpG アイランドの脱メチル化と相関していた(33)。細胞膜の E-カドヘリン/βカテニン

複合体は、上皮の完全性と適切な細胞骨格構造の維持に重要な役割を果たしていることは一般的に

知られているが、この複合体が破壊されると、組織内の細胞接着が損なわれるだけでなく、核内で

のβカテニンの蓄積により Wnt 経路が活性化される(23)(34)。メチル化の低下は、がん細胞におけ

る転写活性化の結果である可能性があることから(35)(36)、Wnt 標的のプロモーター領域のメチル

化の低下は、overt HCC における CDH1 の発現低下により、これらの遺伝子の過剰発現に起因し

ていると考えられる。一方、免疫染色では、CTNNB1 変異を有する overt HCC では核内で強い

免疫活性を示したが、early HCC では認められなかった。また、CTNNB1 と AXIN1 の標的遺伝

子は、Wnt 経路標的の制御に関して異なり、例えば、破壊複合体の不活性化による Wnt 経路異常

と β-カテニンの活性化による Wnt 経路異常が異なることが Feng ら(22)の実験データと一致し

ていることが示された。 

また、TP53 標的遺伝子の転写異常と、4q、16q の欠失は高頻度で共存することが観測された。4q
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染色体上の IRF2 は MDM2 と結合し MDM2 による p53 抑制阻害と拮抗するとの報告があり(37)、

overt HCC 108 例中 2 症例と頻度は少ないながらも検出された IRF2 を含むゲノム領域のホモ欠失

は、以前の報告(38)と同様に TP53 変異と重複がなかったことから、IRF2 が p53 の不活性化に関

与している可能性が示唆された。 

ポリコム抑制複合体２（PRC2）の酵素的構成要素であり、重要なエピジェネティック・レギュレ

ーターである EZH2(39)は、overt HCC における p53 経路の下流で発現亢進した遺伝子の一つであ

った。EZH2 は PRC2 のメチル化活性に関与しており、その発現の増加は様々なタイプのがんと関

連している(40)(41)ことから、TP53 に変異を持つがん細胞は、EZH2 の発現が亢進することでがん

が進行し術後の生存期間が短くなる可能性が示唆された。 

TERT は、いくつかのメカニズムのいずれかに起因して、early HCC および overt HCC の両方に

おいて最も頻繁に活性化される遺伝子であった。TERT と融合遺伝子を形成する 5′パートナー遺

伝子またはゲノム領域の転写はユビキタスに（肝臓および肝細胞がんで）発現亢進していたことか

ら、これらの異常に再構成されたプロモーターは TERT の実質的な発現亢進を引き起こす可能性

がある。頻繁な TERT プロモーターの突然変異は、多様ながん種においても報告されているが

(42)(43)、TERT 遺伝子座へのＢ型肝炎ウィルスの統合は、HCC に特有なものの一つである(44)(45)。

5p15.33 の局所増加、遺伝子融合、B 型肝炎ウィルス挿入による TERT 発現亢進は、TERT プロモ

ーター変異や 5p の染色体増加に比べて極めて顕著であり、ゲノム構造の変化がより強力に発現レ

ベルが亢進されることが示唆された。 

遺伝子発現プロファイリングとは対照的に、early HCC および overt HCC サンプルは、メチレー

ションプロファイリングによって明確に区分されなかった。これまでの報告および本研究結果から
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は、HCC サンプルが、G1（正常様クラスタ）を含む３－５種のエピジェネティッククラスタに分

類され得ることを示した。G1 および G3 を除いて、異なるメチル化された CpG 部位の大部分は、

近位プロモーター領域内に位置していた。逆に、CpG アイランドは、G2（全体的な低メチル化タ

イプ）および G3 の両方でメチル化レベルが低かった。予後解析においては、G2 の overt HCC 症

例と比較すると、G3 では全生存率は有意に低かった。これは、G3 では TET1 を含む幹細胞マーカ

ーの発現が亢進していたことから、幹細胞様遺伝子セットの活性化の違いから浸潤性肝腫瘍と転移

性肝腫瘍の違いが生じたためかもしれない(46)。したがって、TET1 の発現亢進によるリプログラ

ミングの誘導や、EZH2 の過剰発現による PRC2 の過剰活性化は、G3 の患者の HCC の進行や予

後不良に寄与する可能性がある。逆に、CTNNB1遺伝子の変異はG2でより一般的であり、CTNNB1

変異を有する患者の予後は比較的良好であるという以前の報告と一致していた(47)。 

また、NIN サンプルの内側結節（overt HCC）と外側結節（early HCC）のメチル化プロファイル

を比較することで確認されたように、メチル化状態は HCC の進行を通じてグローバルに維持され

ていた。これらの知見は、がんの進行において、将来の世代に遺伝するいくつかのタイプの起源の

がん細胞が存在することを示唆しており、内側結節と外側結節の間の遺伝子発現プロファイルの違

いは、early HCC と overt HCC の表現型を反映していることを示唆する。 

 

２-６結論 

 肝細胞がんの腫瘍進化を研究するため、early HCC 52 症例と overt HCC 108 例について、全エ

クソン解析、全トランスクリプトーム解析、DNA メチル化プロファイルの包括解析を行った。遺

伝子変異プロファイルとしては、TERT, CTNNB1, TP53 の遺伝子異常は early HCC の時点で進
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行がんと同程度の高頻度で観察されたが、遺伝子発現レベルでは、early HCC は overt HCC とは

別のプロファルを示した。CTNNB1 変異症例の Overt HCC において観察される下流遺伝子の発

現亢進は、early HCC のバルク組織の RNA-seq 解析では発現が誘導を認めず、また CTNNB1 タ

ンパク質の核内移行も認められなかった。さらに SWI/SNF 複合体や mTOR/AKT/PI3K パスウェ

イの遺伝子変異は early HCC では頻度が低いことから、これらのパスウェイやエピゲノム制御の

変化を伴う遺伝子発現の変化が、肝細胞がんの進展の一端を担っていることが示唆された。 
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