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略語一覧 

ChIP：Chromatin immunoprecipitation (クロマチン免疫沈降) 

ChIP-seq：Chromatin immunoprecipitation followed by next generation sequencing (次世代

シーケンサー併用のクロマチン免疫沈降、全ゲノムクロマチン免疫沈降シーケンス） 

FAIRE：Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements (調節エレメントのホル

ムアルデヒド支援単離) 

FAIRE-seq：Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements followed by next 

generation sequencing（次世代シーケンサー併用の調節エレメントのホルムアルデヒド

支援単離、全ゲノム調節エレメントのホルムアルデヒド支援単離シーケンス） 

CTNNB：Catenin beta (β カテニン) 

H3K27ac：Histone H3 lysine 27 acetylation (ヒストン H3 リジン 27 のアセチル化) 

H3K27me3：Histone H3 lysine 27 methylation (ヒストン H3 リジン 27 のトリメチル化) 

HNF4A：Hepatocyte nuclear factor-4A 

FOXA1：Forkhead box A1 

LEF：Lymphoid enhancer-binding factor 

TCF：T-cell factor 
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要旨 
 

本研究では、肝細胞癌におけるエピゲノム異常の解明を目的として、肝癌臨床組織に

おける特異的ヒストン修飾と臨床病理学的特徴の評価および、クロマチン構造異常と

その標的遺伝子の探索を行った。ホルマリン固定パラフィン包埋標本の定量的免疫染

色評価では、H3K27ac や H3K27me3 修飾レベルが癌部でそれぞれ有意に上昇しており、

双方の修飾が高レベルにある症例は p53 の核内集積や低分化度とも関連し、臨床的に

も予後不良である傾向を認めた。クロマチン構造異常とその標的遺伝子の探索は、新

たに確立した組織の ChIP-seq 法、FAIRE-seq 法で行った。オープンクロマチン領域の

モチーフ解析で肝細胞分化のマスター制御因子 (FOXA1、HNF4A) の認識配列の濃縮

を癌部・非癌部共通に認めたが、CTNNB1 の変異肝癌では加えて TCF/LEF の認識配

列の濃縮を認めた。本解析系は組織検体のエピゲノム異常の全容解明に有用であると

考えられる。 
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第 1 章 序文 

 

近年、国際コンソーシアムを中心とした大規模スタディにより、肝細胞癌を含むさ

まざまな癌において、ゲノム異常・ゲノム構造異常・遺伝子発現異常および転写制御

異常 (エピゲノム異常) が包括的に明らかになりつつある[1,2]。これまでに行われた

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[3]。エピゲノム修飾は、

化学的制御と物理的制御に大別されるが、化学的制御の代表が「ヒストンコード」と

称される種々のヒストンテールの修飾である[4]。ヒストンテールの数十に及ぶアミノ

酸に対して修飾が報告されてきたが、それぞれの修飾に対して、これを特異的に付加

する酵素 (writer) と除去する酵素 (eraser) の発見が相次いでおり、こうした修飾単独

あるいは組み合わせを認識するクロマチン結合タンパク (reader) が転写制御を担っ

ている。癌では、このようなヒストン修飾酵素・関連タンパクそのものにも異常が挙

げられており、新たな治療標的として注目されている[5]。一方、物理的制御としては、

一次 (ヌクレオソーム) および高次よりなるクロマチン構造が重要である。クロマチ

ン構造は正常な細胞分化・発生の過程でダイナミックに変化し (クロマチンリモデリ

ング)、この時空間的な制御が必須であるだけでなく、その制御異常は発生異常や癌

化などの疾患にも関与していることから近年特に注目されている[6]。 

代表的な細胞種におけるヒストン修飾状態・クロマチン構造のプロファイルは、

2000 年代に発足した ENCODE (The Encyclopedia of DNA Elements) プロジェクトで公

開されており、多くの生物の転写制御の全容解明に広く貢献してきた[7,8]。ここで用

いられている癌細胞株など培養細胞を用いた実験は、繰り返し実験を行うことができ、
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再現性も高い。一方で、冒頭に述べた大規模スタディの結果からは、同じ癌種の中で

も分子生物学的性質の異なる複数のサブグループが存在することは明らかであり、少

数の癌細胞株で得られる知見で癌にみられる多様なエピゲノム異常の全てを説明す

ることは困難と考えられる。また、培養細胞は、その初代培養においても、もとの癌

組織の一部クローンのみが選択的に生存・増殖している可能性が否定しえず、継代培

養後もさらにクローン選択が進行している可能性もある。そこで、癌細胞株を中心に

これまで行われてきた解析系を、ヒト凍結手術検体あるいはホルマリン固定パラフィ

ン包埋サンプルに応用する手法の確立が不可欠と考えられた。本研究では、臨床組織

検体を用いたヒストン修飾解析、クロマチン構造解析により、その標的遺伝子・標的

領域の解析を通して、転写制御プログラムの解明を試みた。 

本研究では、ヒストン修飾として、遺伝子発現を正に活性化する領域 (エンハンサ

ー領域) に特徴的にみられる H3 リジン 27 のアセチル化 (H3K27ac) に注目した。遺

伝子発現状態は転写開始点が存在するプロモーター領域のクロマチン状態とよく相

関するが、細胞系譜に特有の遺伝子発現調節においては、エンハンサーのクロマチン

状態も深く関与していることが知られている[9]。また、最近では、H3K27ac を指標と

するエンハンサー領域が、遺伝子の立体構造形態 (ゲノムトポロジー) においても重

要なことが示されている。本研究では、この H3K27ac を軸に、臨床組織検体を用い

たヒストン修飾解析、クロマチン構造解析を行った。 
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第 2 章 肝細胞癌における H3K27ac および H3K27me3 の免疫組織学的検討 

 

2.1 背景と目的 

 

多数の癌組織において、ヒストン修飾酵素やグローバルなヒストン修飾レベルの変

化が報告されている [10-12] 。肝細胞癌においては、ヒストン H3 リジン 4 のトリメ

チル化 (H3K4me3) やヒストン H3 リジン 27 のトリメチル化 (H3K27me3) の染色レ

ベルの上昇が予後不良因子であることが報告されている [13,14]。一方で、肝細胞癌

におけるグローバルなヒストンアセチル化レベルに関しては、一貫した結果が得られ

ていない。ヒストン H3 リジン 9 のアセチル化 (H3K9ac) やヒストン H4 リジン 8 の

アセチル化 (H4K8ac) が背景肝組織に比べ、癌で染色レベルが高いことが既報で述べ

られているが、臨床的な意義はわかっていない [15] 。 

本研究では、序文で述べた通り、ヒストン H3 リジン 27 のアセチル化 (H3K27ac) と

同じアミノ酸に入る修飾である H3K27me3 の関連に注目した。H3K27ac は H3K4me1

と同様、エンハンサー領域に特徴的なヒストンマークとされているが、より転写活性

化に強く相関する修飾である。一方、H3K27me3 は、初期発生における転写プログラ

ムで抑制的な役割を果たすヒストン修飾であり、様々な細胞系譜への分化を制御する

転写因子群が、いわゆる bivalent mark と呼ばれる H3K4me3 と H3K27me3 の二重の修

飾でコントロールされている[16] 。本研究では、それぞれの修飾に特異的なモノクロ

ーナル抗体を用いて、これらの相反する作用を有する修飾のグローバルなレベルを同

時に評価した。本研究で使用したモノクローナル抗体は、Antibody Validation Database

でその特異性が確認されており[17]、クロマチン免疫沈降[18]や免疫組織学的検討[19]

に複数の論文で用いられている。また、免疫組織学的結果を定量的に解析するために、
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バーチャルスライドと画像解析ソフトを使用した[20]。さらに、同一組織内および同

一細胞核内の H3K27ac および H3K27me3 の分布・局在を調べるため、蛍光二重染色

を実施した。同一細胞核内の H3K27ac および H3K27me3 の分布・局在は、凍結組織

検体を用いて行い、シグナル解析ソフト  (Leica Application Suite (LAS), Leica 

Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) を用いて定量的にシグナル強度を評価した。最

後に、肝癌におけるゲノム変化とエピゲノム変化の関係性を明らかにするために、主

要なドライバー遺伝子である p53 と β-catenin の免疫組織学的検討を行い、これらの染

色状態と H3K27ac および H3K27me3 のグローバルなレベルの関係性を症例ごとに比

較検討した[21]。 

 

2.2 材料と方法 

 

2.2.1 材料 

 

1) 症例の選択 

免疫組織化学的評価には、東京大学医学部附属病院肝胆膵外科において、1995 年か

ら 2006 年に幕内基準[22]に基づき切除された、初発肝細胞癌 198 例のホルマリン固定

パラフィン包埋標本を用いた。ウエスタンブロッティングおよび蛍光二重染色には、

2011 年以降に同様の基準によって切除された初発肝細胞癌例の凍結検体を用いた。な

お、各例の病理組織学的診断については、日本肝癌研究会により提唱されている原発

性肝癌取扱い規約に基づき、2 人以上の病理専門医によってなされている [23]。 

 



 

6 
 

2) 組織アレイの作成 

免疫組織化学的評価のため、前述のごとく選択された初発肝細胞癌の組織アレイを

作成した。ホルマリン固定パラフィン包埋サンプルから、各ブロックの腫瘍・非腫瘍

部を 2 箇所ずつ、2 mm の細い円筒状に組織を打ち抜いて、多数の組織を整列させ、

一つのブロックに包埋した [24]。 

 

3) 凍結組織検体の保存 

新鮮手術検体は、2009 年から 2012 年に幕内基準[22]に基づき切除された肝細胞癌

症例を用いた。肉眼的に分別した癌部および非癌部を、8 mm 角程度の大きさに切り

出した後、迅速に OCT コンパウンド (Tissue-Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA) 中に包

埋し、ドライアイス・アセトン法により凍結した。凍結検体は、使用するまで-80℃で

保管した。 

 

4) 倫理委員会の承認に関する事項 

東京大学医学部附属病院での病理組織検体を用いた研究については、「肝腫瘍のゲ

ノム・遺伝子解析とその臨床病理学的意義の解明」という題目で東京大学大学院医学

系研究科・医学部研究倫理委員会に申請し、承認を受けている(審査番号 G2210)。 

 

2.2.2 方法 

 

1) 免疫組織化学染色 

H3K27ac および H3K27me3 の免疫組織化学的検討は、肝細胞癌のヒストンメチル化

の免疫組織学的検討の既報同様、組織アレイを用いた [13,14] 。ランダムに抽出され
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た 10 症例については、癌・非癌境界部を含むブロックの全組織切片も同時に評価し

た。p53 および β-catenin の免疫組織化学的検討は、癌部の全組織切片で行った [25]。 

4 μm 厚に薄切した組織切片あるいは組織アレイ切片スライドを、抗 H3K27ac マウ

スモノクローナル抗体(CMA309; 1:1000 で希釈, 大阪大学の木村宏先生よりご提供) 

および抗 H3K27me3 ラビットモノクローナル抗体 (#9733; Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA, USA; 1:200 で希釈) で染色した[26]。免疫染色工程は、自動染色装置

Benchmark® XT (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA) の同社標準プロトコ

ルを用いて行った。全症例の組織切片スライドは、同様の手法を用いて、抗 p53 抗体 

(NCL-p53-505; Novocastra Laboratories, Newcastle, UK; 1:50 で希釈) あるいは  抗

β-catenin 抗体 (610154; BD Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA; 1:300 で希

釈) でも染色した。 

 

2) 免疫組織化学染色の解析 

免疫組織化学染色を施された組織マイクロアレイスライドは、バーチャルスライド 

(Nano Zoomer®, Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan) にデジタル画像として取り込

んだ後、画像解析ソフト(Tissue Studio®, Definiens AG, Munich, Germany)を用いて解析

した。解析結果は、複数の既報のごとく、陽性細胞率 (0-100%) に染色強度 (1-3) を

乗じた組織学的スコア (0-300) として症例ごとに算出した [27-29]。既報では、病理

医の目視による染色強度の分類が行われていたが、本研究では、画像解析ソフトの陽

性群分類機能を用いて、各々の核に割り当てられる DAB (brown diaminobenzidine) 値

を基に陽性群を 3 群に分類した。病理医の目視による染色強度分類と画像解析ソフト

による染色強度分類が相関することは既に確認されている[30]。また、本研究では、
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画像解析ソフトの学習機能を利用し、解析の対象とすべき細胞として代表的な肝細胞

50 個と肝細胞癌 50 個を、解析から除外すべき細胞として代表的な内皮細胞 50 個と炎

症細胞 50 個を選択し、これらから自動的に算出されるサイズ選択、形態（縦横比）

を基に内皮細胞や炎症細胞を除外した。なお、全ての核の DAB 値やサイズ、形態の

分布を基に組織スコアや基準値を算出することも検討したが、本研究で用いた解析ソ

フトは、病院などで病理医の目視法に代わるものとして開発されており、データ量の

観点から、各々の核の情報をデータとして全て残す機能は備えていなかった。 

p53 あるいは β-catenin の陽性・陰性の判定は、全細胞の 5%以上に核内集積像が

確認される場合を陽性とし、二人の病理医 (林玲匡および山内直子) が各々独立に判

定した [25]。判定の不一致を認めたサンプルは、p53 染色で 198 例中 7 例 (4%) 、

β-catenin 染色で 198 例中 5 例 (3%) であり、これらの症例では両者がともに検鏡下

に評価した上で決定した。 

 

3) ウエスタンブロッティング 

組織凍結検体を、Leica 社のクライオスタットを用いて 10 μm 厚で 20 枚薄切の後、

lysis buffer (10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4), 150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L EDTA, 1.0% Triton 

X-100, 1.0% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, and 1 mmol/L of phenylmethylsulfonyl 

fluoride with protease inhibitor cocktail) で溶解させた。10 μg のタンパクを各レーンに

ロードし、15% SDS polyacrylamide ゲルを用いてタンパクの分離・電気泳動を行った。

PVDF メンブレンに転写してブロッキングの後、抗 H3K27ac マウスモノクローナル

抗体 (CMA309; 1:2000 で希釈) あるいは抗 H3K27me3 ラビットモノクローナル抗体 

(#9733; 1:1000 で希釈) を用いて 4℃で一晩、一次抗体反応を行った。メンブレンを

TBS-Tで洗浄の後、各々HRP標識抗マウス IgG抗体 (NA931V; GE Healthcare UK, Little 
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Chalfont, UK; 1:5000) あるいは  HRP 標識抗ラビット IgG 抗体  (NA9340V; GE 

Healthcare UK, Little Chalfont, UK; 1:5000) を用いて二次抗体反応を行った。二次抗体

反応を行ったメンブレンは、ECL Plus Western Blotting Detection System (GE Healthcare 

UK, Little Chalfont, UK) を用いて化学発光させ、LAS3000UV (FUJIFILM, Tokyo, Japan) 

にて検出した。 

 

4) 蛍光二重染色 

4 μm で薄切した FFPE 組織検体あるいは凍結組織検体スライドを、ブロッキングの

後、抗H3K27ac マウスモノクローナル抗体 (CMA309; 1:1000で希釈) と抗H3K27me3 

ラビットモノクローナル抗体 (#9733; Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA; 

1:500 で希釈) の混合抗体を用いて、室温で 2 時間一次抗反応を行った。洗浄後、Alexa 

Fluor 488 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (Invitrogen, Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA; 

1:1000 で希釈) および Alexa Fluor 594 標識ヤギ抗ラビット IgG 抗体 (Invitrogen, 

Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA; 1:1000 で希釈) の混合抗体を用いて、室温で 1 時

間二次抗体反応を行った。免疫標識された組織スライドは、Leica 社の共焦点レーザ

ースキャン顕微鏡 TCS SP5 で観察した。凍結組織検体スライドの観察画像中の蛍光強

度の分布は、Leica Application Suite (LAS) を用いて解析し た[31]。 

 

5) 統計学的評価 

全ての統計学的評価は、JMP Pro 9 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) を用いて行っ

た。P 値は 0.05 未満を有意とした。カテゴリー化されたデータは、χ2 検定あるいは、

Fisher の正確確率検定を用いた。予後因子に関しては、単変量解析で有意な因子のみ

を用いて、Cox 比例ハザードモデルを用いた多変量解析も行った。病理学的病期は、
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腫瘍径や腫瘍数、脈管侵襲などの因子により判定されているため、多変量解析から除

外した [23]。 

 

2.3 結果 

 

1) 肝細胞癌および背景肝におけるグローバルなヒストン修飾状態 

免疫組織化学染色では、H3K27ac および H3K27me3 とも非癌部に比べ癌部の細胞の

核に主に明瞭な陽性像が得られた (図 2a) 。ウエスタン・ブロットの結果でもH3K27ac

および H3K27me3 の修飾レベルが癌部で有意に高いことが示された (図 2b) 。癌部・

非癌部の免疫組織化学染色の定量結果の例を図 3a に示す。198 例中 71 例 (約 40％) は、

80％以上の腫瘍細胞の核に強陽性像が観察され (染色強度 2-3, H-スコア > 200) 、70

例 (約 40%) では、種々の染色強度が混在して観察された (染色強度 1-3, H-スコア 

100-200) 。残りの 57 例 (約 20%) では、50%以下の腫瘍細胞核に中～弱陽性像が見ら

れた (染色強度 1-2, H-スコア < 100) 。一方、背景肝組織では、80%以上の症例で、

比較的少数の肝細胞に弱～中陽性像が観察された (染色強度 1-2, H-スコア < 50) 。

全体としては、H3K27ac の H-スコアは、癌部で 156.7 ± 86.8 (平均 ± 標準偏差、レン

ジ 9 - 293) 、非癌部で 40.3 ± 33.0 (レンジ 3 - 159) であった。H3K27me3 の染色強度

は、癌部で 151.8 ±78.1 (レンジ 9 - 296) 、非癌部で 64.7 ± 45.6 (レンジ 8 - 211) であ

った。Mann-Whitney 検定では、H3K27ac、 H3K27me3 とも癌部の H-スコアは非癌部

の H-スコアに比べて、有意に高いことが示された (P < 0.001、図 3b) 。  

 

2) 肝細胞癌における H3K27ac および H3K27me3 の染色レベルの分布 

肝細胞癌における H3K27ac および H3K27me3 の H-スコアの分布を図 4 に示す。両
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者に明らかな相関は見られず (相関係数 r= 0.165) 、各々の修飾染色レベルは独立し

たものと考えられた。各症例は、既報のヒストン H3 リジン 27 の免疫組織化学的検討

と同様に、H-スコアによって高レベル群 (H-スコア > 150) と低レベル群 (H-スコア 

≤ 150) に分類した [29]。 

 

3) H3K27 修飾と臨床病理学的因子の関係  

ヒストン修飾の染色レベルと臨床病理学的因子との関連を検討した結果を表1に示

す。H3K27ac レベルの高い群では、低分化度の腫瘍が有意に見られ、H3K27me3 レベ

ルの高い群では、低分化かつ脈管侵襲を伴う腫瘍が有意に見られた。H3K27me3 に関

しては、Cai らが、H3K27me3 の染色レベルが高い一群に低分化で脈管侵襲を示すも

のが多いと報告しており、これと合致する結果であった[13]。 

H3K27acおよびH3K27me3の染色レベルの組み合わせによって分類した4群 (高 ac/

高 me3 群、高 ac/低 me3 群、低 ac/高 me3 群、低 ac/低 me3 群) 群の代表的な組織顕微

鏡像を図 5 に示す。 

これら 4 群と臨床病理学的因子との関連を調べると、高 ac/高 me3 群で有意に低分

化の腫瘍が多く (表 2) 、p53 陽性症例に多いことも確認された (表 3) 。p53 染色お

よび β-catenin 染色の代表的な組織顕微鏡像は図 8 に示す。p53 の核内集積との有意な

相関は、H3K27ac および H3K27me3 で 2 群に分類した際は見られなかった。 

臨床病理学的因子との解析結果から、高 ac/高 me3 群は、p53 核内集積や低分化と

いう肝細胞癌における予後不良因子との相関が示されたため、次にこの群が独立した

予後因子となり得るかを調べた。予後の平均追跡期間は、45.0 ヶ月 (レンジ 2.3-196.

ヶ月) 、術後 5 年の全生存率は 40.4%、無再発生存率は 19.2%であった。Kaplan–Meier
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解析結果を図 6 に示す。その結果、4 群間の比較において、高 ac/高 me3 群で、全生

存期間、無病生存期間が有意に短かった (log-rank 検定では、各々P =0.021、P =0.039) 。

また、各群間のχ二乗検定では、ボンフェローニ調整（有意水準を P < 0.05/4C2= 0.05/6 

とする）後も、全生存において、高 ac/高 me3 群は、低 ac/低 me3 より有意に予後不良

であった。さらに、Cox 比例ハザードモデルを用いた単変量解析および多変量解析で

も、高 ac/高 me3 群は、低 ac/低 me3 より有意に予後不良であることが確認された。 

 

4) 同一癌組織内および同一癌細胞核内における H3K27ac および H3K27me3 の分布 

FFPE 組織検体での抗 H3K27ac 抗体および抗 H3K27me3 抗体を用いた蛍光二重染色

の顕微鏡像を図 7a に示す。同一癌組織中に、H3K27ac あるいは H3K27me3 のみに強

い陽性像を示す細胞も混在するが、全体としては双方に陽性像を示す細胞が多く見ら

れた。 

凍結組織検体での抗 H3K27ac 抗体および抗 H3K27me3 抗体を用いた蛍光二重染色

の顕微鏡像を図 7b に示す。H3K27ac が核の中心で主に染色されるのに対し、

H3K27me3 は核の辺縁に偏在しており、この 2 つの修飾はドット状の領域として排他

的に分布していた。画像解析ソフトを用いた蛍光強度の定量的解析でも、H3K27ac の

蛍光強度のピークが核の中心付近にあるのに対して、H3K27me の蛍光強度のピーク

は核の辺縁に認められた (図 7c) 。  

 

2.4 考察 
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1 ) 癌部・非癌部における H3K27ac および H3K27me3 のグローバルな修飾レベルの違

い 

H3K27ac および H3K27me3 のグローバルな染色レベルは背景肝と比較して、癌部で

有意に高いことが示された。H3K9ac や H4K8ac が、背景肝組織に比べ、癌で染色レ

ベルが高いことはすでに報告があるが[15]、本研究の解析で H3K27ac に関しても同様

の結果が確認された。また、Cai らは、H3K27me3 の癌での染色レベル周囲の正常肝

組織より高いことに言及しており、今回もそれと合致する結果となった[13]。 

 H3K27ac は、p300/CBP などのアセチル化酵素によってその修飾を受け、HDACs 

(Histone deacetylases) と称される一連の脱アセチル化酵素によってその修飾が除去

される[32]。H3K27me3 は、メチル化酵素である EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) に

よってその修飾を受け、脱メチル化酵素である JMJD3 (Jumonji domain-containing 3) 

や UTX (Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene on X chromosome) によっ

てその修飾が除去される[32]。H3K27me3 が癌部で高い理由については、その修飾酵

素の遺伝子発現レベルからある程度は説明が可能であり、肝細胞癌においては EZH2

の発現が上昇していることが報告されている [33]。また、先端科学技術センターの

遺伝子発現データベース (凍結手術検体 53 例より抽出した RNA を Human U133 Plus 

2.0 array GeneChip (Affymetrix, Santa Clara, CA)を用いて解析) でも、EZH2 の発現が

癌部で高い一方、JMJD3の発現は癌部でやや低下していることが確認された (図9a) 。 

H3K27ac に関わる修飾酵素としては、癌部で p300 [34,35]および HDACs [36,37]双方

の発現レベルがともに高いことが報告されている。先端科学技術センターの遺伝子発

現データベースでも、p300 の遺伝子発現が癌部でやや上昇している一方で、HDAC

は癌部で発現が上昇しているものと低下しているものが見られた (図 9b) 。癌部で
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p300 と HDAC の発現が高い理由として、癌での細胞周期の亢進が挙げられる。p300

を含むヒストンアセチル化酵素[38]および HDAC[39]は、ともに細胞周期に必要であ

り、癌では細胞周期の亢進に伴ってこれらの遺伝子の発現が上昇している可能性が考

えられる。 

 

2) 症例間における癌部での H3K27ac および H3K27me3 のグローバルな修飾レベルの

違い 

肝細胞癌全体においては、H3K27ac および H3K27me3 の修飾レベルに明らかな相関

は見らなかったが、H3K27me3 および H3K27ac 染色レベルが同時に高い症例は、有意

に p53 の核内集積を示し、形態学的に低分化な腫瘍であることが示された。肝細胞癌

全体では、H3K27ac および H3K27me3 の修飾酵素の発現レベルにも一定の相関は見ら

れないとされており、前述の先端科学技術センターの遺伝子発現データベースを用い

ても修飾酵素間に明らかな相関は見られなかった (図 10)。しかし、H3K27ac および

H3K27me3 の修飾酵素の発現は、いくつかの臨床病理学的因子との相関が報告されて

いる。肝細胞癌において p300 タンパクが高発現している症例は、低分化で予後不良

なことが示されており[34,35]、EZH2 が mRNA レベル[33]あるいはタンパクレベル[40]

で高発現している症例は低分化の癌が多いことが知られている。これらの報告から、

低分化癌においては、H3K27ac および H3K27me3 双方の修飾酵素の発現が高いと考え

られ、これは、低分化癌において H3K27ac および H3K27me3 の修飾レベルが高いと

いう本研究結果と矛盾しないと考える。 

p53 は多くの癌で高頻度に変異を認める癌抑制遺伝子であり、p53 の遺伝子変異と

p53 の核内集積には相関があることが報告されている[41]。ヒストン修飾酵素との関
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係では、乳癌において、p53 の核内集積と p300 の発現との相関が報告されており[42]、

食道癌では、p53 の変異や核内集積と EZH2 発現との関連が報告されている[40]。In 

vitro では、変異 p53 に伴う転写制御異常として、正常 p53 に対して変異 p53 の割合が

増えることで、p53 経路を介した EZH2 プロモーター領域の抑制が解除され、EZH2

の発現が上昇することが示されている [43]。Di Agostino らは、変異 p53 が NF-Y と共

に CDK1 (Cyclin-dependent kinase 1)、CCNB1 (Cyclin B1)、CCNB2 (Cyclin B2) などの

細胞周期関連の遺伝子のプロモーターに p300 をリクルートし、ヒストンのアセチル

化を促進することを示している[44]。なお、肝細胞癌においては、p53 の核内集積を

来す症例は低分化であることが知られており[45]、p53 変異症例において、細胞増殖

関連遺伝子の発現が上昇している一方、肝臓の分化に必要な遺伝子の発現が低下して

いることが報告されている[46]。これらの報告からは、p53 の変異が H3K27 の修飾酵

素の発現レベルや相互作用を変化させ、H3K27ac や H3K27me3 の修飾レベルを変化さ

せるとともに、標的遺伝子の発現を変化させ、形態学的に低分化な腫瘍を呈する可能

性が考えられる。しかし、詳細なメカニズムについては不明な部分が多く、今後検討

していく必要がある。 

H3K27me3 および H3K27ac という同一部位の 2 つの修飾の核内の分布については、

蛍光二重染色と共焦点レーザースキャン顕微鏡を用いることで染色領域が異なって

いることが示された。すなわち、H3K27ac が核の中心のユークロマチン領域に主に見

られる一方で、H3K27me3 は核の辺縁のヘテロクロマチン領域に主に観察された[47]。

H3K27ac は転写活性化領域とするクロマチンを転写ファクトリーにリクルートする

エンハンサーマークとして働く一方で、H3K27me3 は時空間的に制御される転写因子

が抑制される際にポリコーム複合体の認識する目印となっている[16]。こうした染色
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の分布が異なることは、ヒストンメチル化酵素やアセチル化酵素の活性が細胞核内に

等しく存在するのではなく、核内でも局所的に活性化された領域があることを示唆し

ている。また、それぞれの修飾の作用を考慮すると、H3K27ac や H3K27me3 の修飾レ

ベルともに上昇している癌では、H3K27ac の修飾によって、癌原遺伝子や代謝遺伝子、

細胞周期関連遺伝子などが活性化しており、H3K27me3 の修飾によって癌抑制遺伝子

や分化関連遺伝子が抑制されている可能性が考えられる。今後、細胞の phenotype に

対応する分子生物学的機構まで理解を深めるには ChIP-seq などを用いた標的領域も

含めた検討が必要であるとともに、RNA-seq などによる発現解析との比較が必要であ

ると考えられる。 

H3K27me3 および H3K27ac 染色レベルが同時に高い症例が、臨床的には予後不良で

あったことも興味深い。肝細胞癌における予後不良因子としては、形態学的特徴とし

て低分化癌が[48]、分子学的特徴として p53 の変異や核内集積が報告されているが[49]、

本研究から、エピゲノム的特徴として H3K27ac および H3K27me3 の修飾レベルの上

昇があることが示された。このようなグローバルなヒストン修飾レベルに基づく層別

化は、予後予測マーカーとなり得るとともに、最近肝細胞癌の治療薬として注目され

ている HDAC 阻害薬[50]など、エピゲノム創薬の治療効果判定などにも有用である可

能性があると考える。 

なお、今後研究を進めていく上で、本研究で用いた解析ソフトのプログラムの

validation も必要である。本研究では、病理医が選んだ代表的な細胞の情報から、解析

ソフトが、認識した全ての細胞に対して、自動的に解析対象／除外の選定を行うプロ

グラムを用いた。病理医が、解析の対象とすべき細胞 (肝細胞、肝癌細胞)と、解析か

ら除外すべき細胞 (炎症細胞、内皮細胞) の代表的な細胞を目視により選択し、対象
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／除外とした細胞の核の面積、核の縦横比の分布の違いから、自動的に解析対象のカ

ットオフ値が算出される仕組みである。これまでにも病理医の目視法と解析ソフトの

プログラムを比較・検討した報告はあるが[30]、主に免疫染色の陽性／陰性の基準や

染色強度の一致について言及されており、除外の適否については検証されていない。

今後は除外の適否に関しても、従来の病理医による目視法と解析ソフトのプログラム

を比較・検討する必要があると考える。 
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第 3 章 凍結手術検体を用いた in vivo ChIP-seq および FAIRE-seq の確立 

 

3.1 背景と目的 

 

免疫組織化学的検討により、肝細胞癌で H3K27ac および H3K27me3 の修飾レベル

が癌部で亢進しており、両方が亢進している症例では悪性度が高いことが示されたが、

この転写制御異常を分子生物学的に理解するには、その標的遺伝子の同定を含むゲノ

ムワイドな局在解析が不可欠である。本章では、これらの結果のうち、特に癌部での

H3K27ac の修飾レベルの上昇に注目し、癌部・非癌部の H3K27ac のゲノムワイドな

局在解析を目指した。また、H3K27ac がエンハンサーマークであり、リジン残基のア

セチル化による電荷の変化により、クロマチン構造を緩め、ヌクレオソーム・フリー

領域を形成する作用があることから、癌部・非癌部でのクロマチン構造の変化を探索

すべく、ヌクレオソーム・フリー領域のゲノムワイドな分布解析も同時に目指すこと

とした。 

H3K27ac のゲノムワイドな局在解析として、ChIP-seq (Chromatin immunoprecipitation 

followed by next generation sequencing) 法を試みた(図 11)。ChIP-seq 法は、クロマチン

免疫沈降法 (ChIP: chromatin immunoprecipitation) と次世代シーケンサーを組み合わ

せた方法である。ChIP 法自体は、細胞内での対象タンパクの DNA 結合領域を同定す

る手法として 1980 年代に開発されたものである[51]。2000 年代に入ると、これをゲ

ノ ム タ イ リ ン グ DNA マ イ ク ロ ア レ イ と 併 用 し た ChIP-chip (Chromatin 

Immunoprecipitation coupled with DNA microarray analysis) が可能になり、DNA 結合タ

ンパクの分布がゲノムワイドに解析可能になった[52]。その後、次世代シーケンサー

の登場とともに、網羅性・解像度の高い ChIP-seq へと発展し[53]、現在ではゲノムワ
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イドにヒストン修飾や転写因子結合部位を解析する最も一般的な手法になった[54]。 

ヌクレオソーム・フリー領域をゲノムワイドに解析する方法としては、FAIRE-seq 

(Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements followed by next generation 

sequencing) 法を試みた (図 11) 。FAIRE-seq 法は、ホルムアルデヒド固定した細胞核

画分に対してフェノール・クロロホルム精製を行い、DNA・タンパク架橋が起こりに

くいヌクレオソーム・フリー領域の DNA を水層に分離することで、これをゲノムワ

イドに回収、濃縮するという手法である[55]。 

本研究では、これら ChIP-seq や FAIRE-seq を凍結組織検体で行うことをその目的と

した。組織検体用いた ChIP-seq や FAIRE-seq のプロトコルや解析例もいくつか報告は

されているが[56-58]、主に切除直後の非凍結の臨床組織や液体窒素化でそのまま凍結

した臨床組織が利用されており、通常病理で保管されているような OCT コンパウン

ド包埋には、プロトコルの改定、最適化が必要であると考えられた。既存のプロトコ

ルを詳細に検討すると、クロマチン固定が非常に重要なステップであり[58,59]、組織

検体では、組織内で固定を均一にするため、組織を十分に粉砕する必要があると考え

られた。既報では、「①メスでの細断粉砕法」、「②乳鉢での圧迫粉砕法」などが推奨

されているが、本研究では、本研究室で成功実績のある「③クライプレスでの圧迫粉

砕法」や、今回新規に考案した「④オクライオスタットでの薄切粉砕法」も試みるこ

ととした。そして、4 種類の組織粉砕法と既存の ChIP-seq、FAIRE-seq プロトコルを

組み合わせ、新たな in vivo ChIP-seq、in vivo FAIRE-seq プロトコルの開発を目指した。

なお、4 種類の組織粉砕法と既存の ChIP 法、FAIRE 法で得られたサンプルは、シー

ケンスの前に定量的 PCR を用いて、その濃縮率を比較、評価した。先端科学技術研

究センターの蓄積データから、この濃縮率が 10 倍以上では、良好なシーケンスデー
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タを得られる可能性が高く、逆に 5 倍以下（特に 3 倍以下）では、ピークの同定の困

難なバックグラウンドの高いデータとなる可能性が高いことが予想されている。本研

究では、シーケンス前の濃縮確認で、良好な濃縮を得られた ChIP および FAIRE サン

プルを次世代シーケンサーにより解析することとした。 

シーケンス後の解析は、MACS のアルゴリズムにおいてそのピークを同定し[60]、

転写開始点からの距離によって癌部・非癌部のピークをプロモーター領域のものとエ

ンハンサー領域のものに分類した[61,62]。近年の研究結果から、プロモーター領域と

エンハンサー領域では、ヒストン H3 リジン 4 などの修飾のパターンが異なり[63]、

エンハンサー領域の活性化ヒストン修飾は、各組織の遺伝子発現パターンを反映して

いることが示されている[9]。また、最近の総説でも、発癌において、エンハンサー領

域のクロマチン構造の制御がどのようにされているかが、今後の研究課題であるとさ

れている[6]。 

 

3.2 材料と方法 

 

3. 2. 1 材料 

 

1) 症例の選択 

In vivo ChIP-seq および in vivo FAIRE-seq には、東京大学医学部附属病院において、

2009 年から 2012 年に幕内基準に基づき切除された肝細胞癌の凍結手術検体のうち、

その FFPE サンプルが第 2 章（2.3）の基準で高 ac/高 me3、低 ac/低 me3 を示す 2 例  (高

ac/高 me3 例：THCC99、以下症例 1 とする。低 ac/低 me3 例：THCC 12-11、以下症例

2 とする) を用いた。凍結方法は前述 (第 2 章、2. 2. 1) と同じ方法を用いており、新
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鮮手術検体の癌部および非癌部を、8 mm 角程度の大きさに切り出した後、迅速に OCT

コンパウンド (Tissue-Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA) 中に包埋し、ドライアイス・

アセトン法により凍結した。凍結検体は、使用するまで-80℃で保管した。 

 

2) 倫理委員会の承認に関する事項 

東京大学医学部附属病院での病理組織検体を用いた研究については、「肝腫瘍のゲ

ノム・遺伝子解析とその臨床病理学的意義の解明」という題目で東京大学大学院医学

系研究科・医学部研究倫理委員会に申請し、承認を受けている (審査番号 G2210) 。 

 

3. 2. 2 方法 

 

1) 凍結手術検体を用いたヒストン修飾の ChIP 

 

1.1) 各種方法による OCT コンパウンド包埋組織の凍結粉砕固定 

OCT コンパウンド内の凍結サンプルを用いて、以下の 4 方法による検体の粉砕を比

較した。 

① 約 3 mm 角の凍結組織を OCT コンパウンド中から切り出し、氷上でメスを用い

て、約 1 mm 角以下になるように細断する 

② 約 3 mm 角の凍結組織を OCT コンパウンド中から切り出し、融解しないように

迅速に液体窒素を入れた鉢に入れ、乳棒ですりつぶす 

③ 約 3 mm 角の凍結組織を凍結させたまま OCT コンパウンド中から切り出し、十

分に冷やしたクライオプレスで粉砕する 

④ OCT コンパウンド中に凍結組織を包埋した状態で、クライオスタットを用いて
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10 μm の厚さで 20 枚薄切する 

上記の 4 方法によって得られたサンプルは、液体窒素にひたした 10 ml のファルコン

チューブに凍結したまま移し、予め最終濃度が 1%になるように調製した室温のホル

ムアルデヒド-PBS 溶液と混合させて、クロマチン固定を行った。 

 

1. 2) 凍結粉砕固定後のクロマチン免疫沈降 

クロマチン固定後の工程は一般的な ChIP プロトコルに準じて行った[64]。1%ホル

ムアルデヒド・PBS 溶液を加えて室温で 10 分間振盪し、タンパク質の DNA への固定

化 (クロスリンク) を行った。その後、最終濃度が 0.125 mM になるようにグリシン

溶液を添加して反応を停止させ、遠心して上清を除去して得られたペレットに、核溶

解バッファー(10 mM Tris-HCl [pH 7.5], 200 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1 % SDS) を添加

してクロマチンを抽出した。サンプルを氷冷しながら、超音波細胞破砕装置 UD-201 

(Tomy Seiko, Tokyo, Japan) を用い、200～500 bp 程度にクロマチン DNA が分布するよ

うに、断片化を行った。断片化したサンプルを高速遠心 (4℃, 15000g, 15 分間) して

得られたクロマチン溶解液に、セファロースビーズを添加して非特異的吸着物質を除

去し、免疫沈降用のクロマチン調製液を得た (調製液の一部はインプット用サンプル

として分取した) 。この調製液に 1 ml あたり 2 μg の抗 H3K27ac 抗体 (CMA309; 大阪

大学の木村宏先生よりご提供) を添加し、4℃で一晩反応させた。一晩反応させたサン

プルに、プロテインAおよびプロテインGセファロースビーズを 50%スラリーで 20 μl

ずつ加え、4℃でさらに 2 時間回転させながらビーズに抗体を吸着させた。遠心して

上清を除去して得られた反応抗体吸着ビーズを、洗浄バッファーで洗浄した。洗浄後、

ビーズに 100 μl の溶出バッファーおよびプロナーゼを添加し (終濃度 1.5 μg/ml) 、
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42℃で 2 時間、その後 65℃で一晩回転させながら脱クロスリンク反応を行った。この

際、-80℃で保管していたインプットサンプルにも同様にプロナーゼを添加し、脱クロ

スリンク反応を行った。 

こうして得られた ChIP DNA 抽出溶液およびインプット DNA 抽出液を QIAquick 

PCR purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて DNA の精製を行った。 

 

1. 3) 定量的 PCR による ChIP サンプルの濃縮確認 

クロマチン免疫沈降における標的領域の濃縮は ChIP サンプルおよびインプットサ

ンプルを用いた定量的 PCR により評価した。1 ul の鋳型 DNA に対して、10 倍濃縮

PCR バッファー (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl; pH 8.3, 2 mM MgCl2, 0.01%ゼラチン) 

を 2.5μL 、2mM dNTP を 2.5 μL、100μM プライマーを各々0.05μL、Taq ポリメラー

ゼを 0.5μL、100 倍希釈 SYBER Green I を 0.075μL、精製水を 18.325μL 加え、PCR 反

応を行った。94℃で 3 分間熱変性を行い、続いて 94℃での変性を 20 秒間、59℃でア

ニーリングを 20 秒間、72℃の伸長反応のサイクルを 20 秒間、というサイクルを 40

回行った。結合領域 (陽性コントロール) のプライマー、および内部標準領域 (陰性

コントロール) のプライマーは下記の通りである。なお、結合領域のプライマーは、

ハウスキーピング遺伝子の GAPDH の転写開始点近傍に設計し、内部標準領域のプラ

イマーはホメオティック遺伝子群の HOXA1 の転写領域に設計した。 

 

GAPDH フォワードプライマー: CACGTAGCTCAGGCCTCAAGA  

GAPDH リバースプライマー:  GGCTGCGGGCTCAATTTAT  

HOXA1 フォワードプライマー:     GAGAGTTTGCCCACCCTGTT 

HOXA1 リバースプライマー:  TGTGTGTGAGTTTGCTGGTTGT 
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こうして得られた SQ 値から、以下の式により、濃縮率を求めた。 

濃縮率 =  (ChIP 結合領域 SQ 値/インプット結合領域 SQ 値) ／ (ChIP 内部標準領域

SQ 値/インプット内部標準領域 SQ 値)  

 

2) 凍結手術検体を用いた FAIRE 法 

 

2. 1) 各種方法による包埋組織の凍結粉砕固定 

凍結手術検体を用いた FAIRE 法を行う際も、1. 1) 同様に、OCT コンパウンド内に

凍結サンプルを用いて、4 種類の凍結粉砕固定法を用いて比較した。 

 

2. 2) 凍結粉砕固定後の FAIRE 

クロマチン固定後の工程プロトコルは培養細胞株における FAIRE 法のプロトコル

に準じて行った[58,65]。最終濃度が 1%になるように事前に調整したホルムアルデヒ

ド-PBS を加えて手で激しく振りながら溶解させた後、室温で 10 分間振盪しタンパク

質の DNA への固定化 (クロスリンク) を行った。その後、最終濃度が 0.125 mM にな

るようにグリシン溶液を添加して反応を停止させ、遠心して上清を除去して得られた

ペレットに、核溶解バッファーを添加してクロマチンを抽出した。サンプルを氷冷し

ながら、超音波細胞破砕装置 UD-201 (Tomy Seiko, Tokyo, Japan) を用い、200～500 bp

サイズが中心になるようにクロマチン DNA の断片化を行った。断片化したサンプル

を高速遠心 (4℃, 15000g, 15 分間) してクロマチン溶解液を得た (調製液の一部はイ

ンプット用サンプルとして-80℃で保管した) 。この溶解液よりフェノール・クロロホ

ルム抽出を行った。クロマチン溶解液に PCI 溶液 (フェノール、クロロホルム、イソ
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アミルアルコールを 25:24:1 の割合で混合) を添加・振盪した後、遠心で水層を分離・

回収し、ヌクレオソーム・フリー領域の DNA 溶液を得た。得られた DNA 溶液に CIA

溶液 (クロロホルムとイソアミルアルコールを 24:1 の割合で混合) を添加・振盪した

後、遠心をしてフェノールを除去した。この DNA 溶液に、エタノール沈殿を施し、

塩を除去した。さらにリボヌクレアーゼ (RNase) を 1 ug 加えて 37℃で 30 分間加温し

て RNA を除去し、プロナーゼを 1 ug 添加して 56℃で 1 時間加温してタンパクを除去

した。最後に QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 用いて DNA の精

製を行い FAIRE サンプルとした。 

なお、インプット用サンプルには、予めリボヌクレアーゼ付加による RNA 除去、

およびプロナーゼ添加によるタンパク除去を行い、その後 65℃で一晩脱クロスリンク

反応を行った。一晩反応の後、フェノール・クロロホルム抽出を行った。フェノール・

クロロホルム抽出後は、エタノール沈殿によって塩を除去した後、QIAquick PCR 

purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 用いて DNA の精製を行った。 

 

2. 3) FAIRE サンプルの濃縮確認 

2. 2) のようにして得られた FAIRE サンプルおよびインプットサンプルを、定量的

PCR により解析した。PCR の手順および、プライマーは ChIP と同じもの (page 20) を

用いた。こうして得られた SQ 値から、以下の式により、濃縮率を求めた。 

濃縮率 =  (FAIRE ヌクレオソーム・フリー領域 SQ 値/インプット結合領域 SQ 値) ／ 

(FAIRE 内部標準領域 SQ 値/インプット内部標準領域 SQ 値)  

 

3) 次世代シーケンサーによる ChIP および FAIRE サンプルの解析  

精製し、濃縮を確認した ChIP サンプルおよび FAIRE サンプルを、次世代シーケン
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サーIllumina GAIIx  (Illumina Inc, San Diego, California, USA) で解析した。シーケンス

解析は、4 手法の固定法のうち、定量的 PCR で最も良好な濃縮を得られた薄切粉砕固

定法で得られた ChIP/FAIRE サンプルを用いて行った。ライブラリの作成や Illumina 

GAIIx での解析手順は既報に準じて、以下のように行った [66]。 

 

3. 1) シングルエンドライブラリー作成 

精製された ChIP サンプルおよび FAIRE サンプルの DNA 末端を平滑化した。

QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて DNA を精製した後、

ChIP サンプルの末端に terminal transferase で A を付加した。MinElute PCR purification 

Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて精製後、2%アガロースゲルを用いて 100V で

70 分間泳動を行い、サイズが 275～325 bp、375～425 bp に相当する部分を切り出し、

QIAGEN Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて精製した。この DNA サ

ンプルに対して、18 サイクル (98℃ 10 秒間、65℃ 30 秒間、72℃ 30 秒間を 1 サイク

ルとする) の PCR 反応を行った。PCR 産物を MinElute PCR purification Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) を用いて精製して、シーケンス用ライブラリとした。 

 

3. 2) ライブラリの確認 

作成したライブラリ 1 μl を使用して、Agilent バイオアナライザーによってライブ

ラリの有効濃度とサイズを確認した。さらに、増幅後のライブラリについても、作成

前と同様の手法を用いて定量 PCR による濃縮評価を行った。 

 

3. 3)  Illumina GAIIx での解析 

濃度および濃縮を確認したサンプルを Illumina GAIIx (Illumina Inc, San Diego, 
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California, USA) で解析した。 

 

4) シーケンスリードの解析 

 

4. 1) ヒトゲノムへのマッピングとピークの抽出 

GAIIx によって配列決定された 36 bp のシングルエンドのショートリードを、

CASAVA 1.7ソフトウエア (Illumina Inc, San Diego, California, USA) によってヒトゲノ

ムリファレンス (hg19) にマッピングし、シーケンス配列のポジションを決定した。

このようにして得られたシーケンス配列 (タグ) のヒトゲノム上での分布をMACSプ

ログラム (バージョン 1.3.7.1) によって統計学的に検定し、P 値 <1e-5 の領域を有意

に濃縮した領域と判定した [60]。その他のパラメータは、--tsize を”36”に、--gsize

を”1865500000”に、--mfold を”10”に、--nomodel、--nolambda, --wig に設定した。濃縮

の程度を表す P 値は、IGB (Integrated Genome Viewer, Affymetrix)を用いて、ピークと

して可視化した[67]。 

 

4. 2) 転写開始点からの位置によるピークの割り当てと分類 

p<1e-5 を満たす各ピーク領域の遺伝子アノテーションは、最も転写開始点 (TSS: 

Transcription Start Site) の近い遺伝子に割り当てた[56]。TSS より 2000 bp 以内にある

ものプロモーター領域、それより遠方にあるものをエンハンサー領域として分類した

[61,62]。 

 

3. 3 結果 
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1) 各種方法による OCT コンパウンド包埋組織の凍結粉砕固定の比較 

4 種の粉砕固定を行った H3K27ac の ChIP サンプルおよび FAIRE サンプルを定量的

PCR で濃縮を評価した結果を、図 12 に示す。 

④クライオスタットでの薄切粉砕法は、①メスでの細断粉砕法、②乳鉢での圧迫

粉砕法、③クライオプレスでの圧迫粉砕法と比較し、H3K27ac の ChIP 法、FAIRE 法

いずれにおいても、最も良好な濃縮を得られた。 

 

2) H3K27ac および FAIRE のピークの分布 

 

臨床組織検体を用いた H3K27ac の ChIP-seq および FAIRE-seq の代表的なゲノム・

ブラウザー上のピークの例を図 13 に示す。ハウスキーピング遺伝子である GAPDH

は癌部・非癌部で殆ど変化が見られない一方で、アポトーシス関連遺伝子として知ら

れる TNFRSF1B では非癌部特異的ピークが、肝細胞癌の治療標的として注目されてい

る GPC3 では癌部特異的ピークが見られた。 

 

2. 1) H3K27ac のピークのゲノムワイドな分布 

症例１での H3K27ac 陽性領域の解析結果を図 14a に示す。癌部では 54221 ヶ所、非

癌部で 45631 ヶ所の H3K27ac のピークが同定された。癌部・非癌部共通のピークは

30709 ヶ所、癌特異的なピークが 23512 ヶ所、非癌部特異的なピークが 14922 ヶ所で

あった。癌部・非癌部に共通するピークの約 40%がプロモーター領域に存在している

一方、癌部あるいは非癌部いずれかで同定されたピークは、その 90%程度がエンハン

サー領域に見られた。 

これらの傾向は、別の凍結組織サンプル (症例 2) でも確認された。癌部で 48601 ヶ
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所、非癌部で 43851 ヶ所 H3K27ac のピークが同定され、癌部・非癌部共通のピーク

は 32732 ヶ所、癌特異的なピークが 15869 ヶ所、非癌部特異的なピークが 11119 ヶ所

であった。共通ピークの約 40%がプロモーター領域に存在している一方、非癌部特異

的ピーク約 85%、癌部特異的ピークの 90%以上がエンハンサー領域に見られた。 

 

2. 2) FAIRE のピークのゲノムワイドな分布 

MACS のアルゴリズムにより、癌部で 45935 ヶ所、非癌部で 45935 ヶ所の FAIRE

ピークが同定された。癌部・非癌部共通のピークは 30709 ヶ所、癌特異的なピークが

23512 ヶ所、非癌部特異的なピークが 14922 ヶ所であった。癌部・非癌部共通のピー

クおよび癌特異的・非癌部特異的ピークを図 14b に示す。共通ピークの約 40%がプロ

モーター領域に存在している一方、癌部あるいは非癌部特異的ピークはその 90%程度

がエンハンサー領域に見られた。 

これらの傾向は、別の凍結組織サンプル (症例 2) でも確認された。癌部で 38946 ヶ

所、非癌部で 30054 ヶ所の FAIRE のピークが同定され、癌部・非癌部共通のピーク

は 14931 ヶ所、癌特異的なピークが 24015 ヶ所、非癌部特異的なピークが 15123 ヶ所

であった。共通ピークの約 40%がプロモーター領域に存在している一方、非癌部特異

的ピーク約 85%、癌部特異的ピークの 90%以上がエンハンサー領域に見られた。 

 

2.3) FAIRE のピークの周囲の H3K27ac のゲノムワイドな分布 

H3K27ac 修飾は、転写因子とそれに関連する複合体が結合する部位に領域的に分布

するのに対して、FAIRE で濃縮される領域は転写因子が直接結合するヌクレオソー

ム・フリー領域に限定される。図 15a に GAPDH の転写開始点周囲の例を示すが、転

写因子の結合部位に FAIRE の鋭いピークを認め、H3K27ac 周囲に二峰性のなだらか
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なピークを認める。ゲノムワイドに同定された FAIRE の陽性領域より MACS score の

上位 2000 を抽出して、そのピーク周囲 5000 bp の H3K27ac 修飾の分布を表示したと

ころ、癌部・非癌部ともに FAIRE のピーク周囲に二峰性に H3K27ac のピークが存在

していることが確認された (図 15b) 。第 2 章同様の評価方法において、癌での

H3K27ac の染色レベルの高い (H スコア 202) 本症例では、癌部と非癌部で H3K27ac

のピークレベルが異なっていた。また、癌部特異的あるいは非癌部特異的な FAIRE

のピーク周囲においては、H3K27ac レベルも異なっていた。 

 

3.4 考察 

 

1)  in vivo ChIP-seq および in vivo FAIRE-seq プロトコルの確立 

OCT コンパウンド包埋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、臨床組織検体を用いた ChIP-seq 法および FAIRE-seq 法を確立す

ることができた。クロマチン断片化とホルマリン固定は、培養細胞株でのクロマチン

免疫沈降法においても、最も重要なステップの一つであり[59]、FAIRE 法でヌクレオ

ソーム・フリー領域の DNA が有効に濃縮できない原因として最も多いのは、クロマ

チンの固定不良であるとされている[58]。本研究で新規に考案したクライオスタット

での薄切粉砕法は、従来の方法と比べて組織サンプルの均一な固定が可能であったと

考えられる。これは、クライオスタットを用いることで、凍結状態のまま、組織から

一層程度の細胞層まで薄切粉砕可能となったためと考える。また、組織の融解と同時

にホルマリン固定を行うことで、タンパクの分解も最小限に抑えられていると考えら

れる。OCT コンパウンド包埋による組織凍結は手術中の迅速診断でも用いられている

手法であり、凍結保存法としても一般的である。よって、この様な試料から安定して
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ChIP-seq および FAIRE-seq が行えることは、臨床診療において凍結保管されている検

体を用いてエピゲノムの解析が行えることに繋がり、その汎用性は大きい。特に、貴

重症例や既に臨床経過の判明している過去症例においても適用できることから、本手

法の確立は意義が大きいと考えられる。ただし、本プロトコルの validation として、

今後サンプル数を増やして各種組織粉砕法で比較・検討することが必要である。また、

既報の培養細胞に対する標準プロトコルとの比較として、培養細胞のペレットを OCT

コンパウンドで凍結包埋した上で本 in vivo ChIP seq プロトコルあるいは in vivo 

FAIRE-seq プロトコルで行ったものを，標準法での結果と比較・検討する必要がある。 

 

2)  H3K27ac および FAIRE のピークのゲノムワイドな分布 

1)で確立した手法を用いて、同一患者の癌部・非癌部凍結組織検体における、H3K27ac

修飾部位およびヌクレオソーム・フリー領域をゲノムワイドに解析した。その結果、

癌部・非癌部特異的な H3K27ac および FAIRE のピークが主にエンハンサー領域に見

られることが確認された。この結果は、近年、癌細胞株あるいは細胞の分化系で蓄積

されたきた、ゲノムワイドな H3K27ac やクロマチン構造の解析結果と合致するもの

である。Akhtar-Zaidi らは、大腸癌細胞株とヒト正常陰窩上皮を用いて H3K27ac の

ChIP-seq を行い、癌・正常でエンハンサー領域の H3K27ac のパターンが異なること

を示している[68]。また、Creyghton らは、ES 細胞から肝細胞やリンパ球への分化の

系を用いて、分化段階ごとに H3K27ac の修飾部位が異なることを示している。各種

臓器の培養細胞株を用いて行われたFAIREおよびDNase-seqのデータの統合解析にお

いても、細胞株特有のヌクレオソーム・フリー領域は、エンハンサー領域に集中して

いることが示されており[61]、最近の報告でも、DNase 高感受性領域 (DHS: DNase 
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Hypersensitivity Site) に細胞分化の痕跡が残ることが報告されている[69]。これらの近

年の研究結果は、発癌や分化の過程において、特にエンハンサー領域の転写因子の結

合とそれにともなうヒストン修飾・ヌクレオソーム・フリー領域の変化が重要である

ことを示唆ており、これは最近の複数の総説で言及されている[16,70,71]。H3K27ac

修飾は、転写活性化の初期段階で転写複合体の安定的な形成以前に先駆けてみられる

パイオニア因子の結合マークであると考えられている[71]。すなわち、配列特異的に

結合する転写因子と複合体を形成することで p300/CBP が局所的にリクルートされ、

その領域に H3K27ac 修飾が付加されると考えられている。これらの転写因子は、固

有の DNA 結合ドメインを介した特定の DNA 配列  (シスエレメント) に対する親和

性が強く、二本鎖 DNA との結合と解離を繰り返しながら、コアヒストンのないヌク

レオソーム・フリー領域を形成している[72]。今後は、このヌクレオソーム・フリー

領域の配列解析を行うことで、その領域に結合する転写因子を高解像度に予測するこ

とが可能であり[61]、これは現在課題とされているエンハンサー領域のクロマチン構

造制御を解明する糸口になると考えられる。また、今後、発癌に伴うエピゲノム変化

の解析を進めるにあたり、癌部・非癌部のペア凍結組織検体を用いた本解析法は有効

であると考える。すなわち、本研究のように、癌・非癌部を同一患者の手術検体で

ChIP-seq や FAIRE-seq を行い、その臨床的背景を揃えることで、発癌に伴うエピゲノ

ムの変化をより specific に捉えることが可能であると考える。そして、今回同定され

たエンハンサー領域の癌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

のモチーフ解析を行うこと、さらに遺伝子発現や遺伝子変異と結び付けた統合解析を

行うことにより、発癌におけるエピゲノムのさらなる解明に寄与することが期待され

る。  
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第 4 章 CTNNB1 の遺伝子変異に注目した in vivo FAIRE-seq による癌での転写制御メ

カニズムの解明の一例 

 

4.1 背景と目的 

 

近年のエピゲノム研究において、主要な流れは主に 2 つある。1 つは、遺伝子の時

間的、空間的発現を制御する調節性配列を 3 次元でより正確にマッピングしようとす

る試みである[73]。ペアエンドタグの配列解析によるクロマチン相互作用解析 

(ChIA-PET: Chromatin Interaction Analysis by Paired-End Tag Sequencing) は空間的な相

互作用を明らかにし、クロマチン免疫沈降物をラムダエキソヌクレアーゼ処理する

ChIP-exo (chromatin immunoprecipitation combined with lambda xonuclease digestion 

followed by sequencing) は転写因子の結合部位をより正確に同定することを可能にし

た。もう一つは、ゲノムとエピゲノムを統合解析しようとする試みであり、特に癌の

領域でこれは注目されている[32]。癌では、遺伝子変異や染色体コピー数変異、染色

体構造異常などの多くのゲノム変化が起こっているが、実際これらとともに見られる

エピゲノム変化とどのような関係にあるかについては不明な部分も多い。癌での各種

のゲノム解析が当初主に細胞株で行われた後、臨床組織で幅広く行われたごとく、エ

ピゲノム解析も今後臨床検体で行われる予想される。 

本章では、ゲノム・エピゲノムの相互作用のうち、第 3 章において確立した、ヒト

凍結組織サンプルを用いた FAIRE-seq を用いて、ゲノムの変異がエピゲノムにおよぼ

す変化をゲノムワイドに解析することを目指した。ゲノムの変異としては、肝細胞癌

のエキソームシーケンスからも、ドライバー遺伝子として確認されている CTNNB1

に注目する[21,74]。In vitro の結果からは、CTNNB1 変異によって核内に蓄積した
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β-catenin が他の転写因子と共にクロマチン構造を変化させ、その標的遺伝子を活性化

することが報告されているが[75]、本章では in vivo FAIRE-seq により、同一患者の癌

部・非癌部のデータから、クロマチン構造の変化をゲノムワイドに同定することを目

指した。そして、CTNNB1 変異肝癌で見られる癌特異的なヌクレオソーム・フリー領

域において、どのような転写因子が結合しているかをモチーフ解析から予想し、その

転写制御の一端を明らかにすることを目的とした。転写因子は、固有の DNA 結合ド

メインを介した特定の DNA 配列  (シスエレメント) に対する親和性が強く、二本鎖

DNA との結合と解離を繰り返しながら、コアヒストンのないヌクレオソーム・フリ

ー領域を形成している[72]。モチーフ解析は、このヌクレオソーム・フリー領域の配

列解析を行う手法であり、その領域に結合する転写因子を高解像度に予測するもので

ある[61]。モチーフ解析の結果予想された転写因子については、CTNNB1 変異肝癌細

胞株 (HepG2) を用いて転写因子の ChIP-seq を行い、このピークがヌクレオソーム・

フリー領域と一致するかを確認することとした。 

 

4.2 材料と方法 

 

4. 2. 1 材料 

 

1) 症例の選択 

In vivo FAIRE-seq には、東京大学医学部附属病院において、2009 年から 2012 年に

幕内基準に基づき切除された肝細胞癌の凍結手術検体のうち、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、す

でに whole exome sequence および RNA sequence により遺伝子変異および遺伝子発現



 

35 
 

解析が行われた 4 症例を使用した。既報[21,74]および ICGC プロジェクトの変異解析

から、肝細胞癌では p53 シグナル経路である TP53、Wnt/βcatenin 経路である CTNNB1、

クロマチン・リモデラーである ARID1/2A などの遺伝子変異が多いことが判明してい

る。本研究では、TP53 変異 2 症例（Wnt/βcatnein 経路遺伝子やクロマチン・リモデ

ラー遺伝子は正常）、CTNNB1 変異 2 症例（p53 シグナル経路遺伝子やクロマチン・リ

モデラー遺伝子は正常）を用いた。なお、DNA および RNA の抽出には、QIAamp DNA 

minikit (Qiagen, Hilden, Germany)および RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)が用

いられ、解析には HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA, USA)が用いられた。凍結方法

は第 2 章 (2. 2. 1) と同じ方法を用いている。 

 

2) 培養細胞 

本章では、培養細胞 (HepG2) による転写因子(HNF4A および CTNNB) の ChIP-seq

を行った。HepG2 は、15 歳の肝芽腫由来の細胞株であり、東北大学加齢医学研究所

附属医用細胞資源センターより分与されたものを使用した。 

 

3) 倫理委員会の承認に関する事項 

東京大学医学部附属病院での病理組織検体を用いた研究については、「肝腫瘍のゲ

ノム・遺伝子解析とその臨床病理学的意義の解明」という題目で東京大学大学院医学

系研究科・医学部研究倫理委員会に申請し、承認を受けている(審査番号 G2210)。 

 

4. 2. 2 方法 
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1) 凍結手術検体を用いた FAIRE-seq 

方法は、第 3 章 (3. 2. 2) に記載の通りである。クライオスタットによる薄切粉砕法

を用いて固定した。 

 

2) モチーフ解析 

FAIRE-seq により同定された共通ピーク、あるいは癌部・非癌部特異的領域のモチ

ーフ解析を行った。癌部・非癌部特異的なピークのうち、MACS による fold enrichment 

の上位 500 までを選び、そのピークの前後 200 bp の DNA 配列を抽出した。抽出した

DNA 配列に対して、DME (The Discriminating Matrix Enumerator) を用いて同領域に濃

縮する特徴的な転写因子の認識配列を抽出した[76]。癌部と非癌部の配列セットをそ

れぞれ比較し、お互いをバックグランド配列とした。DME アルゴリズムのパラメー

タは以下の通りである; -z (ZOOPS model), -n= 100, -w= 8 or 12。DME の選出した候補

に対して、STAMP を用いて既知の転写因子モチーフデータベース TRANSFAC および

JASPAR[77,78]と照合し、P 値が 1.0×e-6 未満の転写因子モチーフを有意なものとした

[79,80]。関心領域中に存在するモチーフ候補の検索には TRAP (Transcription factor 

affinity prediction)を用いた[81]。 

 

3) CTNNB 変異肝癌細胞株 HepG2 における、HNF4A の ChIP-seq  

HepG2 は、DMEM に 10%FBS および 1%ペニシリン・ストレプトマイシンを添加し

た培地で培養した。培養は全て 37℃、5%の CO2 インキュベータ内で行った。 

HepG2 における転写因子の ChIP は、既報の転写因子 ChIP に準じて行った[82]。ク

ロマチン固定のステップでは、通常のホルマリン固定に加えて DSP (dithiobis 

succinimidyl propionate) による化学架橋を行った。培養細胞を細胞溶解バッファー 
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(10 mM Hepes-KOH, pH 7.8, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 % NP-40) で懸濁して核抽

出を行った後、20 mM の DSP で 30 分回転しながら化学架橋を行った。PBS で洗浄後、

1%のホルムアルデヒドで 10 分間回転しながらメチレン架橋を行い、グリシン溶液を

添加して反応を停止させた。その後の方法は、第 3 章と同様である。なお、免疫沈降

反応の抗体には、抗 β-catenin マウスポリクローナル抗体  (sc7199, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) 、抗 HNF4A (Hepatocyte Nuclear Factor 4 alpha)

マウスポリクローナル抗体 (sc8987, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, 

USA) をそれぞれクロマチン調整液 1ml あたり 5ug ずつ用いた。 

シーケンスで決定したリード配列のアラインメント、ヒトゲノム上での分布に基づ

くピークコール解析は、第 3 章 (3.2.2) と同様の方法で行った。 

 

4) 公開データの利用による HepG2 の FOXA1 ChIP-seq 

 HepG2 の FOXA1 (Forkhead box A1) の ChIP-seq データは、公開データを利用した 

(GSM803461) 。データは ENCODE (The Encyclopedia of DNA Elements) プロジェクト

で 公 開 さ れ て い る 配 列 デ ー タ  (GSM803461) を 、 ダ ウ ン ロ ー ド サ イ ト

(http://genome.ucsc.edu/ENCODE/downloads.html) より入手して、第 3 章と同じ解析方

法・基準 (MACS プログラムのバージョン 1.3.7.1、P 値 <1e-15 を有意) で行った。 

 

5) 遺伝子発現との統合解析 

 全ての FAIRE-seq および ChIP-seq のピークは、最も転写開始点 (TSS: Transcription 

Start Site) の近い遺伝子に割り当てることとした[56]。遺伝子の発現は、RPKM (Reads 

Per Kilobase per Million mapped reads) で、PRKM≧1 を発現ありと定義した[83]。癌に

おける遺伝子発現の上昇は、癌において発現している (RPKM≧1) の遺伝子のうち、
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「癌の RPKM／非癌部での RPKM≧1.5」を有意なものとした[84]。遺伝子オントロジ

ー解析には、 DAVID Bioinformatics Resources 6.7 を用いた[85]。 

 

 

4. 3 結果 

 

1) FAIRE ピークのモチーフ解析 

癌・非癌部の共通のエンハンサー領域のモチーフ解析を図 16 に示す。基本転写因

子である Sp1 (Specificity Protein 1) やインスレーター活性に必要な CTCF 

(CCCTC-binding factor) のモチーフとともに、HNF4A (Hepatocyte Nuclear Factor 4 

alpha) や FOXA1 (Forkhead box A1)、PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Recepto) 

など、肝細胞への分化および肝組織の基本的機能に重要な転写因子のモチーフが確認

された。 

癌特異的エンハンサー領域のモチーフ解析を図 17 に示す。癌特異的なエンハンサ

ー領域には、HNF4A や FOXA1 が共通して見られ、CTNNB1 変異症例では、これに加

えて TCF (T-cell factor) や LEF (Lymphoid enhancer-binding factor) の強いモチーフ濃縮

が確認された。 

 

2) HepG2 における β-catenin、HNF4A、FOXA1 の結合部位 

 CTNNB1 変異肝癌細胞株 (HepG2) の当研究室での ChIP-seq (β-catenin、HNF4A)お

よび ENCODE の公開する ChIP-seq データ(FOXA1) から、9248 の β-catenin 結合領域、

23785 の HNF4A 結合領域、47063 の FOXA1 結合領域をそれぞれ同定した。これら 3

因子の共局在を図 18 に示す。β-catenin、HNF4A にはその 50%程度に FOXA1 との共
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局在が見られた。 

 

3) 癌・非癌部共通のエンハンサー領域の FAIRE ピークと HNF4A、FOXA1 の共局在 

 癌・非癌部共通のエンハンサー領域の FAIRE ピークと HNF4A、FOXA1 のピークの

重なりを図 19 に示す。4 症例の癌・非癌部共通のエンハンサー領域の FAIRE ピーク

として、1397 ヶ所が同定され、その 70%以上に HNF4A、FOXA1 のピークが見られた。

全体の約 30%に HNF4A と FOXA1 が共局在しており、図 20 のように HNF4A および 

PPARG のエンハンサー領域の癌・非癌部共通の FAIRE ピークに HNF4A、FOXA1 の

共局在が確認された。HNF4A と FOXA1 の共局在が見られる癌・非癌部共通のエンハ

ンサー領域の FAIRE ピーク 439 ヶ所をその最近傍の遺伝子に割り当てると、366 遺伝

子に相当した。そのうち 212 遺伝子 (58％) は解析を行ったすべての症例の癌・非癌

部で遺伝子発現 (RPKM≧1) が確認された (表 6) 。遺伝子オントロジー解析からは、

代謝関連遺伝子群と共に、遺伝子の転写促進に関与する遺伝子群が癌・非癌部共通の

エンハンサー領域に共に局在する HNF4A および FOXA1 によって制御されている可

能性が示唆された (表 7)。 

 

4) CTNNB1 変異症例の癌特異的エンハンサー領域の FAIRE ピークと β-catenin、

HNF4A、FOXA1 の結合 

 CTNNB1 変異症例の癌特異的エンハンサー領域の FAIRE ピークと β-catenin、HNF4A、

FOXA1 の結合を図 21 に示す。CTNNB1 変異症例の癌特異的エンハンサー領域の

FAIRE ピーク上位 1000 の約 40%に β-catenin、HNF4A、FOXA1 いずれかの結合が見

られた。β-catenin の結合は約 15%に見られ、その多くは FOXA1 と共局在しており、

約半数に HNF4A との共局在が見られた。癌特異的 FAIRE ピークの例を図 22 に示す。
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AXIN2 および TCF7L2 のエンハンサー領域の FAIRE ピークに β-catenin、HNF4A、

FOXA1 の共局在が確認された。また、β-catenin、HNF4A、FOXA1 の共局在が確認さ

れた 59 ヶ所 (症例 3)および 49 ヶ所 (症例 4)の癌特異的なエンハンサー領域の FAIRE

ピークを最近傍の遺伝子に割り当てると、58 遺伝子 (症例 3)および 46 遺伝子 (症例

4) となった。これらの遺伝子のうち、癌での発現上昇が見られたものは、36遺伝子 (症

例 3) および 29 遺伝子 (症例 4) であった (表 8)。 

 

4.4 考察 

1)  エンハンサー領域における癌・非癌部共通の FAIRE ピーク 

癌・非癌部に共通するエンハンサー領域の FAIRE ピークのモチーフ解析では、基

本転写因子である Sp1 やインスレーター活性に必要な CTCF とともに、HNF4A や

FOXA1、PPAR などのモチーフが確認された。実際、癌・非癌部に共通するのエンハ

ンサー領域の FAIRE ピークには、HepG2 において同定された HNF4A や FOXA1 の結

合領域が確認され、特に約 40%で HNF4A や FOXA1 の共局在が確認された。 

HNF4A は、肝臓における分化のマスター制御因子であり、肝臓で恒常的に発現し

ている遺伝子のうち 40%程度に HNF4A の結合モチーフがあるとされている[86-88]。

また、FOXA ファミリー (FOXA1, FOXA2, FOXA3) もまた、肝臓の発生に必須の転

写因子である[89-91]。FOXA1 と FOXA2 は、肝臓においては、相互補完可能な機能を

有していると考えられる。その結合部位は類似しており[92]、FOXA1[93]、FOXA2[94]、

いずれのノックアウトマウスも肝臓は正常に発生し、肝酵素発現も正常である。 (但

し、FOXA1 ノックアウトマウスはラングハンス島形成不全のために生後 2～11 日に

低血糖のために死亡する[93]。)  
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HNF4A[87,95,96]、FOXA ファミリー[97-99]とも主に代謝関連の遺伝子を制御して

いるとされる。両者は少なからず共局在していると考えられ、マウス肝臓を用いた in 

vivo ChIP-seq によるゲノムワイドな解析からは、FOXA2 近傍に HNF4A の結合モチー

フがあり[100]、エンハンサー領域においても両者が共局在していることが示されてい

る[101]。 

 本研究でも、癌・非癌部共通のエンハンサー領域の FAIRE ピークにおいて、HNF4A

と FOXA1 の共局在が確認された。また、これら 2 因子の共局在により制御されてい

ると考えられる遺伝子の約半数に恒常的発現が見られた。興味深いことに、遺伝子オ

ントロジー解析では、代謝関連遺伝子の他に、遺伝子の転写促進に関わる遺伝子群が

見られた。Odom らの肝臓の初代培養細胞を用いた実験では、HNF4A が FOXA1 など

とともにフィードバックループを形成する転写制御ネットワークを制御しているこ

とが示されており[102]、今回の結果は、こうした転写制御ネットワークをヒト臨床肝

臓組織でのエンハンサー領域解析を通じて確認できた点でも意義が大きいと考えら

れる。 

 

2)  CTNNB1 変異症例でのエンハンサー領域における癌特異的な FAIRE ピーク 

癌特異的なエンハンサー領域の FAIRE ピークのモチーフ解析でも、FOXA1 や

HNF4A のモチーフの濃縮が確認され、特に CTNNB1 変異症例では、β-catenin と結合

する転写因子である TCF や LEF のモチーフ濃縮が確認された。 

β-catenin がその中心をなす古典的 Wnt シグナル経路も、肝臓発生に重要である

[103,104]。最近の研究では、飢餓などの特殊な環境下や[105]、Lgr5 (leucine-rich 

repeat-containing G-protein-coupled receptor 5) 陽性肝幹細胞で[106]で Wnt のシグナル
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の亢進が見られていることが報告されているが、正常肝全体では古典的 Wnt シグナ

ルは中心静脈周囲に見られる程度にとどまる。一方、古典的 Wnt シグナルの亢進は、

肝細胞癌を含む種々の腫瘍、代謝疾患などで報告されている[107]。肝癌における Wnt

シグナル亢進の原因では、CTNNB1 の体細胞変異が最も高頻度である。変異部位はエ

クソン 3 に集中しており、今回用いた症例もこの部分に変異が見られた (図 23) 。エ

クソン 3 領域は CK1 (Casein Kinase I) と GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3) によりリ

ン酸化されるアミノ酸配列およびユビキチンリガーゼ βTrCP/EP の認識アミノ酸配列

を含んでいる。よって、エクソン 3 異常によりリン酸化やユビキチン化を受けなくな

った変異 β-catenin が分解されず、核内に移行して、TCF/LEF 配列に結合して標的遺

伝子を活性化している。CTNNB1 変異例で、TCF/LEF の強いモチーフ濃縮が確認され

たことは、こうした標的遺伝子のエンハンサー領域が恒常的にオープンクロマチンの

状態にあることを示している。 

また、興味深いことに FOXA1 のモチーフも共通して見られた。特に、CTNNB1 変

異症例おいて、癌特異的エンハンサー領域の FAIRE ピークに一致する β-catenin の結

合領域は、その大部分が FOXA1 と共局在していた。FOXA1 は、肝臓において分化の

マスター制御因子の一員であるとともに、転写複合体の形成に先行して DNA 配列に

結合するパイオニア因子でもあり、特定のシス配列をヌクレオソーム・フリー状態に

誘導する機能を有する一群に属している[108]。本研究の結果からも、CTNNB1 の変異

によって核内に蓄積した β-catenin が癌特異的なヌクレオソーム・フリー領域を形成す

る際には、パイオニア因子である FOXA1 が必要である可能性が示唆される。FOXA1

は、β-catenin 以外にもクロマチンに結合する際に様々な共局在因子と相互作用し、

癌における転写制御に重要であると考えられている[109]。肝細胞癌、乳癌、前立腺癌
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では、エストロゲン受容体 (ER: estrogen receptor) あるいはアンドロゲン受容体 (AR: 

androgen receptor) などのホルモン受容体との共局在が報告されている[84,110,111]。最

近の研究でも、FOXA1 と TCF が HepG2 においても共局在することが示されいるが

[112]。本研究結果でも癌特異的な FOXA1 と β-catenin の結合領域の半分以上に HNF4A

の共局在を認めている。これら 3 因子の共局在については、HepG2 において既に示さ

れているが[113]、これらがエンハンサー領域におけるクロマチン構造の変化に深く関

与し、近傍の遺伝子の発現の変化にも寄与していることが示唆された。 

以上の結果からは、癌におけるクロマチン構造の変化には、パイオニア因子を主体

とした転写因子の共局在が重要であると考えられる[71]。特に、CTNNB1 変異例では、

変異 β-catenin が HNF4A や FOXA1 と共局在することによって、癌の発生・進展に寄

与している可能性があると考えらえる。なお、CTNNB1 正常例でも、癌特異的なヌク

レオソーム・フリー領域に FOXA1 や HNF4A のモチーフが確認されており、今後は

これらの共局在因子を探究することで、新たな癌の転写制御メカニズムを見出せる可

能性があると考える。なお、本研究をさらに進めていく上で、今後サンプル数を増や

すとともに validation を行っていく必要がある。また、本解析系を、肝細胞癌の主要

な変異遺伝子であり、近年クロマチン・リモデラーとして注目されている ARID1A や

ARID2 変異症例に応用することにより、クロマチン・リモデラー変異がクロマチン構

造に及ぼす影響を解明する糸口としたい。  
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第 5 章 結語 

 

本研究は、肝癌臨床検体における転写制御異常の理解を目的として、グローバルな

ヒストン修飾状態の評価およびゲノムワイドなヒストン修飾、クロマチン状態および

転写因子の結合部位の同定に成功した。 

 

前半の研究 (第 2 章) では、ホルマリン固定パラフィン包埋サンプルを用いて、

H3K27ac および H3K27me3 のグローバルな修飾レベルの免疫組織化学をバーチャル

スライドや画像解析ソフトを用いて、定量的に評価した。後半の研究 (第 3 章、第 4

章) では、OCT コンパウンド包埋凍結組織サンプルを用いて、H3K27ac のゲノムワイ

ドな分布をクロマチン構造と共に解析した。クライオスタット薄切粉砕固定法を採用

することで、H3K27ac の ChIP-seq および FAIRE-seq を確実に行えるプロトコルを確立

した。同手法により同定された癌特異的なエンハンサー領域 (FAIRE ピーク) のモチ

ーフ解析から、CTNNB1 変異症例で TCF/LEF、HNF4A、FOXA1 のモチーフを確認し

た。CTNNB1 変異細胞株である HepG2 の β-catenin、HNF4A、FOXA1 の結合領域は、

癌特異的なエンハンサー領域の FAIRE ピークと良好に一致した。 

これらの研究結果は、肝癌発癌に伴うエピゲノムの変化を、in vivo で、グローバル

かつゲノムワイドに見出したものである。特に、臨床で一般的に使用される方法の凍

結サンプルを用いて、ChIP-seq や FAIRE-seq などを行える解析手法を確立できたこと

は意義が大きい。これらの解析手法は、肝細胞癌のみならずさまざまな固形癌におけ

る転写制御異常の解明に貢献することが期待される。 
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図 1  クロマチン構造とヒストン修飾 

(a) H2A、H2B、H3、H4 の 2 分子 8 量体からなるヒストンタンパク質にコア DNA
が約 1.7 回転巻き付いてクロマチンが形成されている。 

(b) ヒストン H3 のヒストン・テイルに見られる主なヒストン修飾 
(c) H3K27me3 がヘテロクロマチンを形成して標的遺伝子を不活性化するのに対し

て、H3K27ac はユークロマチンを形成して標的遺伝子を活性化する 
(d) H3K27ac に定義される活性エンハンサー領域は活性プロモーター領域とループ

構造を形成して、標的遺伝子を活性化する。 
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図 2  癌部および非癌部における H3K27ac および H3K27me3 の修飾 
(a) 癌・非癌部境界領域の H&E、H3K27ac および H3K27me3 の組織顕微鏡写真像 
(b) 癌部・非癌部の凍結組織検体を用いたウエスタン・ブロット解析。actin-βをロー

ディングコントロールとして使用。 
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図 3  解析ソフトを用いた免疫組織化学的結果の定量解析 
(a) バーチャルスライドに取り込まれた癌部および背景肝の画像は Tissue Studio 
(Definiens AG, Munich, Germany) によって定量的に解析された。各々の核は、DAB 
(brown diaminobenzidine) 発色の程度によって 0 (陰性)、1 (弱陽性)、 2 (中陽性) 、
3 (強陽性)に割り当てられる。大部分の炎症細胞 (白矢印) および内皮細胞 (灰色矢

印)は、核のサイズと形態のセレクションにより、本解析から除外されている。 
(b) 癌部と非癌部では、組織学的スコア (H スコア) に有意な差が見られた (P < 
0.001)。統計解析は、Mann-Whitney 検定を用いた。 
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図 4  癌部における H3K27ac および H3K27me3 の H スコアの分布 
H スコア＝150 と点線で記す。 
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図 5  低 ac/低 me3、高 ac/低 me3、低 ac/高 me3、高 ac/高 me3 各群の代表的な組織顕

微鏡像 
  



 

61 
 

a 

 
b 

 
 
図 6  Kaplan–Meier analysis 法を用いた生存解析 
H3K27 のヒストン修飾 4 群の(a) 全生存および (b) 無再発生存を示す。Log-rank 検
定では、これら 4 群間で全生存 (P = 0.021)、無再発生存 (P = 0.039)とも有意な差が

見られた。各群間のχ二乗検定では、ボンフェローニ調整後も、全生存において高

ac/高me3群は、低ac/低me3群に比べ有意に予後不良であった（P = 0.003 < 0.05/6）。 
  

P = 0.021 

P = 0.039 

** 

**( P = 0.003) 
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図 7  H3K27ac および H3K27me3 の蛍光二重染色 
(a) FFPE 検体を用いた H3K27ac および H3K27me3 の蛍光二重染色の組織顕微鏡像。

一部に H3K27ac(緑矢印)や H3K27me3(赤矢印)の一方が強い陽性を示す細胞が見ら

れる。 
(b) 凍結組織検体を用いたH3K27acおよびH3K27me3の蛍光二重染色の組織顕微鏡

像。染色領域が核内で異なっていることが分かる。 
(c) (b)の LAS (Leica Microsystems, Mannheim, Germany) による蛍光強度の画像解

析。核小体領域を灰色太線で示す。 
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図 8  p53 および β-catenin の代表的な組織顕微鏡像 
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図 9  癌部・非癌部における H3K27 修飾酵素の遺伝子発現 
(a) H3K27me3 修飾関連酵素の遺伝子発現 
(b) H3K27ac 修飾関連酵素の遺伝子発現 
  



 

65 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
図 10  癌部における症例間の H3K27 修飾酵素の遺伝子発現の違い 
（縦軸および横軸は全て相対的遺伝子発現レベルである） 
(a) H3K27 修飾の代表的な writer 同士(EZH2 および p300)、eraser 同士(JMJD3 および

HDAC1)の比較 
(b) H3K27ac および H3K27me3 の代表的な writer と eraser の比較 
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図 11  ChIP-seq (H3K27ac) および FAIRE-seq の概念図 
(a) 癌部・非癌部をペアとする凍結手術検体を用いてヒストン修飾の ChIP-seq 
(H3K27ac) および FAIRE-seq を行う。 
(b) ChIP-seq および FAIRE-seq の概要。①のようにして抽出された DNA は、②のよう

にして次世代シーケンサーで解析、マッピングされる。 
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図 12 4 種の粉砕法による H3K27ac および FAIRE の相対的濃縮率 
(a) 4 種の薄切法の概念図 
(b) シーケンスの成功・失敗例とシーケンス前の定量的 PCR での相対的濃縮率。シー

ケンス成功例では、バックグランドのシグナルが低く、シーケンス前の定量的 PCR
での濃縮率が 10 倍以上を示すことが多い。 
(c) H3K27ac の ChIP サンプルを定量的 PCR で解析 
(d) FAIRE の ChIP サンプルを定量的 PCR で解析 
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図 13  (a) H3K27ac ChIP-seq、(b) FAIRE-seq のピーク例 
上段に MACS により同定されたピーク領域を示す。ハウスキーピング遺伝子である GAPDH
は癌部・非癌部で殆ど変化が見られない一方で、アポトーシス関連遺伝子として知ら

れる TNFRSF1B では非癌部特異的ピークが、肝細胞癌の治療標的として注目されてい

る GPC3 では癌部特異的なピークが見られた。 
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図 14  MACS のアルゴリズムによって同定された  (a) H3K27ac ChIP-seq、 (b) 
FAIRE-seq のピーク 
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図 15  FAIRE のピーク周囲 H3K27ac のピーク 
(a) GAPDH 周囲の FAIRE および H3K27ac のピーク 
(b) プロモーター領域 TOP2000、エンハンサー領域 TOP2000、エンハンサー領域の癌

部・非癌部特異的な FAIRE のピーク周囲の H3K27ac の ChIP-seq レベル 
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図 16  癌・非癌部共通の FAIRE のピークに見られた代表的モチーフ 
基本点転写因子である Sp1やインスレーター結合タンパクであるCTCFのモチーフと

ともに、肝臓のマスター制御因子とされる HNF4A や FOXA1 (HNF3A)、PPAR のモチ

ーフが確認された。 
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図 17  (a) CTNNB1 正常 (b) CTNNB1 変異症例での癌特異的 FAIRE のピークに見られ

た代表的モチーフ 
CTNNB1 変異症例では、TCF や LEF のモチーフが見られた。 
  

CTNNB1 正常 

CTNNB1 変異 
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図 18  HepG2 における β-catenin、FOXA1、HNF4A の共局在 
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図 19  癌・非癌部共通のエンハンサー領域の FAIRE ピーク (1397 ヶ所) に対する

FOXA1、HNF4A のピークの重なり 
70%以上に FOXA1、HNF4A のいずれかのピークが見られ、約 30%に FOXA1 と HNF4A
の共局在が見られた。 
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図 20 癌・非癌部共通の FAIRE ピークと HNF4A・FOXA1 の共局在の例 
（各症例とも藍色が非癌部、桃色が癌部の FAIRE である） 
(a) HNF4A および (b) PPARG のエンハンサー領域の癌・非癌部共通の FAIRE ピークに

HNF4A、FOXA1 の共局在が見られた。 
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a (症例 3) 

 
 
 

b (症例 4) 

  
 

 
図 21 CTNNB1 変異症例のエンハンサー領域の癌特異的ピーク TOP1000 と β-catenin、
FOXA1、HNF4A のピーク 
(a) 症例 3、(b) 症例 4 のいずれにおいても約 40%のピークに β-catenin、FOXA1、HNF4A
のいずれかのピークが見られた。β-catenin のピークは 10%強に見られ、大部分に

FOXA1 との共局在が見られた。 
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図 22 CTNNB1 変異症例の癌特異的 FAIRE ピークと β-catenin・HNF4A・FOXA1 の共

局在 （各症例とも藍色が非癌部、桃色が癌部の FAIRE である） 
(a) AXIN2および (b) TCF7L2 のエンハンサー領域の CTNNB1 変異症例の癌特異的ピー

クにβ-catenin、HNF4A、FOXA1 の共局在が見られた。 
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図 23 CTNNB1 の体細胞突然変異と β-catenin の蓄積 
(a) β-catenin のリン酸化部位とその付近の変異の分布。COSMIC データベースにある

CTNNB1 の変異の分布でのホットスポットに本研究で用いた症例（症例 3,4）も

変異があることが確認されている。 
(b) 正常、癌での β-catenin の分解と蓄積。癌ではリン酸化部位に変異の入った

β-catenin が蓄積して核内に移行して、TCF/LEF と結合の上、その標的遺伝子を活

性化する 
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表 1  H3K27ac および H3K27me3 の発現と肝細胞癌における臨床病理学的因子との相

関 
 

臨床病理学的特徴 
全症

例 

H3K27ac 
P 値   

H3K27me3 
P 値 

低 高 低 高 

全症例 198 95 103   98 100  
         
年齢 (歳)    0.449    0.762 
 ≤ 60 64 28 36   33 31  
 > 60 134 67 67   65 69  
性別    0.739    0.615 
 男性 152 74 78   77 75  
 女性 46 21 25   21 25  
HBs 抗原    0.615    0.926 
 陽性 45 20 25   22 23  
 陰性 153 75 78   76 77  
HCV 抗体    0.763    0.453 
 陽性 132 62 70   68 64  
 陰性 66 33 33   30 36  
背景肝の肝硬変    0.252    0.984 
 あり 113 50 63   56 57  
 なし 85 45 40   42 43  
病理学的病期    0.328    0.074 
 ステージ 1 18 10 8   11 7  
 ステージ 2 86 40 46   49 37  
 ステージ 3 74 32 42   28 46  
 ステージ 4a 20 13 7   10 10  
最大腫瘍径 (mm)    0.150    0.634 
 ≤ 50 144 74 70   73 71  
 > 50 54 21 33   25 29  
組織学的分化度    0.015*    0.004* 
 高分化 52 32 20   33 19  
 中分化 115 54 61   57 58  
 低分化 31 9 22   8 23  
腫瘍数    0.911    0.882 
1 130 62 68   65 65  
 ≥ 2 68 33 35   33 35  
脈管侵襲    0.544    0.010* 
 あり 64 33 31   23 41  
 なし 134 62 72     75 59   
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表 2  H3K27 修飾と肝細胞癌における臨床病理学的因子の相関 
 

臨床病理学的因子 症例数 

H3K27 修飾 
P 値 低 ac/ 

低 me3 
高 ac/ 
低 me3 

低 ac/ 
高 me3 

高 ac/ 
高 me3 

全症例 198 49 49 46 54  
       年齢 (歳)      

0.763 
 ≤ 60 64 16 17 12 19 

  > 60 134 33 32 34 35 
 性別      0.809 

 男性 152 40 37 34 41 
  女性 46 9 12 12 13 
 HBs 抗原      0.896 

 陽性 45 11 11 9 14 
  陰性 153 38 38 37 40 
 HCV 抗体      0.428 

 陽性 132 31 37 31 33 
  陰性 66 18 12 15 21 
 背景肝の肝硬変      0.405 

 あり 113 28 28 22 35 
  なし 85 21 21 24 19 
 病理学的病期      0.195 

 ステージ 1 18 5 6 5 2 
  ステージ 2 86 24 25 16 21 
  ステージ 3 74 14 14 18 28 
  ステージ 4a 20 6 4 7 3 
 最大腫瘍径 (mm)      0.354 

 ≤ 50 144 40 33 34 37 
  > 50 54 9 16 12 17 
 組織学的分化度      0.003* 

 高分化 52 19 14 13 6 
  中分化 115 27 30 27 31 
  低分化 31 3 5 6 17 
 腫瘍数      0.584 

1 130 30 35 32 33 
  ≥ 2 68 19 14 14 21 
 脈管侵襲      0.052 

 あり 64 12 11 21 20 
  なし 134 37 38 25 34   

 
  



 

81 
 

表 3  H3K27 修飾と分子的な特徴との相関 
 

分子的な特徴 症例数 

H3K27 修飾 
P 値 低 ac/ 

低 me3 
高 ac/ 
低 me3 

低 ac/ 
高 me3 

高 ac/ 
高 me3 

全症例 198 49 49 46 54  
       
p53      0.032* 
 陽性 50 9 10 9 22 

  陰性 148 40 39 37 32 
 CTNNB      0.302 

 陽性 43 11 7 9 16 
  陰性 155 38 42 37 38   
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表 4  H3K27 修飾と患者アウトカム (単変量解析) 
 
 

  
全生存   無再発生存 

ハザード比 95% 信頼区間 P 値   ハザード比 95% 信頼区間 P 値 
年齢 >60 歳 (対 ≤60) 1.378 0.955 - 1.988 0.087  1.247 0.902 - 1.724 0.182 
性別 女性 (対 男性) 1.255 0.863 - 1.827 0.235  1.034 0.729 - 1.468 0.851 
HBs 抗原陽性 (対 陰性) 0.951 0.632 - 1.432 0.811  1.065 0.741 - 1.533 0.733 
HCV 抗体陽性 (対 陰性) 1.204 0.84 - 1.727 0.312  1.233 0.893 - 1.704 0.204 
肝硬変あり (対 なし) 1.804 1.275 - 2.554 < 0.001*  1.529 1.127 - 2.075 0.006 
病理学的病期     < 0.001*      < 0.001* 
 ステージ 2 (対 ステージ 1) 1.948 0.885 - 4.289 0.098  1.334 0.75 - 2.374 0.327 
 ステージ 3 (対 ステージ 1) 4.683 2.131 - 10.29 < 0.001*  3.281 1.838 - 5.857 < 0.001* 
 ステージ 4 (対 ステージ 1) 6.286 2.644 - 14.94 < 0.001*  3.543 1.778 - 7.061 < 0.001* 
最大腫瘍径 >50 mm (対 ≤50) 1.517 1.06 - 2.173 0.023*  1.691 1.217 - 2.349 0.002* 
組織学的分化度     0.011*      0.011* 
 中分化 (対 高分化) 1.149 0.769 - 1.716 0.497  1.146 0.803 - 1.635 0.453 
 低分化 (対 高分化) 2.186 1.309 - 3.649 0.004*  2.009 1.261 - 3.2 0.003* 
腫瘍数 ≥2 (対 1) 2.219 1.58 - 3.114 < 0.001*  1.985 1.451 - 2.717 < 0.001* 
脈管侵襲 陽性 (対 陰性) 2.592 1.843 - 3.644 < 0.001*  2.587 1.887 - 3.548 < 0.001* 
p53 陽性 (対 陰性) 1.516 1.053 - 2.183 0.025*  1.502 1.072 - 2.104 0.018* 
CTNNB 陽性 (対 陰性) 1.343 0.909 - 1.986 0.139  1.345 0.942 - 1.92 0.103 
H3K27 修飾     0.023*      0.040* 
 高 ac/低 me3 (対 低 ac/低 me3) 1.347 0.82 - 2.213 0.239  1.275 0.822 - 1.98 0.278 
 低 ac/高 me3 (対 低 ac/低 me3) 1.519 0.924 - 2.499 0.099  1.537 0.986 - 2.395 0.058 
 高 ac/高 me3 (対 低 ac/低 me3) 2.054 1.285 - 3.284 0.003*   1.823 1.186 - 2.802 0.006* 
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表 5 H3K27 修飾と患者アウトカム (多変量解析)  
 

  
全生存   無再発生存 

ハザード比 95% 信頼区間 P 値   ハザード比 95% 信頼区間 P 値 
肝硬変あり (対 なし) 1.877  1.300  - 2.711  < 0.001*  1.812  1.301  - 2.523  < 0.001* 
最大腫瘍径 >50 mm (対 ≤50) 1.295  0.854  - 1.961  0.223   1.502  1.028  - 2.195  0.036* 
組織学的分化度     0.325       0.113  
 中分化 (対 高分化) 0.800  0.516  - 1.242  0.320   0.805  0.544  - 1.191  0.278  
 低分化 (対 高分化) 1.335  0.732  - 2.434  0.346   1.266  0.733  - 2.186  0.398  
腫瘍数 ≥2 (対 1) 2.123  1.464  - 3.078  < 0.001*  1.771  1.261  - 2.489  < 0.001* 
脈管侵襲 陽性 (対 陰性) 2.212  1.495  - 3.274  < 0.001*  2.224  1.540  - 3.210  < 0.001* 
p53 陽性 (対 陰性) 1.052  0.697  - 1.588  0.808   1.235  0.850  - 1.795  0.267  
H3K27 修飾     0.149       0.683  
 高 ac/低 me3 (対 低 ac/低 me3) 1.499  0.902  - 2.490  0.118   1.270  0.809  - 1.994  0.299  
 低 ac/高 me3 (対 低 ac/低 me3) 1.573  0.922  - 2.681  0.096   1.261  0.789  - 2.016  0.332  
 高 ac/高 me3 (対 低 ac/低 me3) 1.753  1.049  - 2.932  0.032*   1.282  0.797  - 2.063  0.305  
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表 6  癌・非癌部共通でエンハンサー領域に共局在する HNF4A・FOXA1 によって制

御されている遺伝子候補リスト 
 
ABHD2 
ACAA1 
ACSL3 
ACTN1 
ADCK3 
ADM 
AGT 
AKR1C3 
ALB 
ALG8 
ANXA2 
AP2A2 
AQP7 
ARHGAP12 
ARHGAP5 
ARL4C 
ATP5H 
ATXN10 
AZIN1 
BCL2L1 
BHLHE40 
BTN2A1 
C10orf11 
C19orf12 
C1orf85 
C20orf7 
C22orf13 
C5AR1 
C5orf27 
C8B 
CAST 
CEBPD 
CENPC1 
CHD1L 
CHDH 
COLEC11 
COPG 

CPEB4 
CRY2 
CSNK1D 
CUX1 
CYB5A 
CYTH1 
DCUN1D4 
DDX19A 
DSP 
DST 
DUSP1 
EBLN2 
EEF2K 
EML4 
ENC1 
ENO1 
EPAS1 
EPDR1 
ERGIC1 
ERRFI1 
F11R 
FAM20A 
FAM45B 
FBRS 
FBXO31 
FBXO7 
FGG 
FGL2 
FKBP5 
FLNB 
FNDC3B 
FRG1B 
FTH1 
GADD45B 
GALNT2 
GANC 
GCLC 

GFOD2 
GFRA1 
GJB1 
GOLT1A 
GPI 
GPRC5C 
HABP4 
HECTD1 
HHEX 
HIPK2 
HLA-E 
HNF4A 
HS1BP3 
IER2 
IL6ST 
INHBE 
IP6K2 
IRF2 
IRF2BPL 
KANK1 

KIAA0930 
KLF13 
KLF6 
KLF9 
KPNA2 
KRAS 
KRT18 
LACTB 
LBR 
LDHA 
LOC284751 
LPP 
LRP3 
LYRM4 
MACF1 
MAF 
MAP3K14 

MCFD2 
MED29 
MIA3 
MKNK2 
MLLT1 
MLXIP 
MPRIP 
MRPL48 
MTUS1 
MYH9 
MYLK 
NCOA3 
NDRG1 
NDST1 
NES 
NEURL1B 
NFE2L1 
NFIC 
NRIP1 
ONECUT1 
OXNAD1 
PACSIN3 
PARN 
PCBD2 
PCSK6 
PDE4DIP 
PGCP 
PHLDA1 
PHYHD1 
PLCG2 
PLIN2 
PPARG 
PPP2R1B 
PSMA6 
PSMD14 
RAB11A 
RAB4A 

RAI14 
RBM33 
RBM47 
RELA 
RFK 
RHOBTB3 
RHOU 
ROCK1 
RPS10 
RREB1 
SDC4 
SEMA4B 
SERPINA3 
SERPINF2 
SERTAD2 
SH3BP4 
SLC17A9 
SLC22A23 
SLC23A2 
SLC25A33 
SLC9A8 
SMAD3 
SPEN 
SPG7 
SREBF1 
STARD13 
STK24 
STRN3 
TARBP1 
TBC1D8 
TBL1XR1 
TEAD1 
THRB 
TLE1 
TM2D3 
TMCO7 
TMEM127 

TMEM9 
TNFRSF1A 
TNS1 
TOB1 
TRAP1 
TRIB3 
TTI1 
UBC 
UBE2H 

UGP2 
UNG 
VAV2 
VPS52 
WDR59 
WSB1 
XBP1 
YPEL2 
ZC3H7B 
ZFAND2A 
ZFAND3 
ZFP36 
ZFP36L1 
ZKSCAN1 
ZMIZ1 
ZNF131 
ZNF217 
ZNF445 
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表 7 癌・非癌部に共通してエンハンサー領域に共局在する HNF4A・FOXA1 によって制御されている候補遺伝子の遺伝子オントロ

ジー解析 
 
遺伝子オントロジー用語 

遺 伝 子

数 
P 値 含まれる遺伝子 

positive regulation of 
transcription, DNA-dependent 22 2.54E-07 

SREBF1, MAF, KLF6, TBL1XR1, PCBD2, THRB, EPAS1, KLF13, STRN3, RELA, PPARG, 
SMAD3, TEAD1, NRIP1, TNFRSF1A, HHEX, HNF4A, NCOA3, ZMIZ1, HIPK2, NFIC, 
SERTAD2 

positive regulation of RNA 
metabolic process 22 2.91E-07 

SREBF1, MAF, KLF6, TBL1XR1, PCBD2, THRB, EPAS1, KLF13, STRN3, RELA, PPARG, 
SMAD3, TEAD1, NRIP1, TNFRSF1A, HHEX, HNF4A, NCOA3, ZMIZ1, HIPK2, NFIC, 
SERTAD2 

positive regulation of 
transcription from RNA 
polymerase II promoter 

19 4.81E-07 MAF, SREBF1, KLF6, TBL1XR1, THRB, EPAS1, KLF13, STRN3, RELA, PPARG, SMAD3, 
TEAD1, NRIP1, TNFRSF1A, HHEX, HNF4A, ZMIZ1, HIPK2, NFIC 

regulation of transcription 
from RNA polymerase II 
promoter 

27 4.97E-07 
ONECUT1, THRB, PPARG, TNFRSF1A, ENO1, MAF, SREBF1, KLF6, TBL1XR1, KLF9, 
EPAS1, KLF13, RELA, STRN3, TEAD1, SMAD3, TLE1, SPEN, NRIP1, TARBP1, HHEX, 
HNF4A, ZMIZ1, HIPK2, IRF2, CUX1, NFIC 

positive regulation of 
transcription 23 1.00E-06 

SREBF1, MAF, KLF6, TBL1XR1, PCBD2, THRB, EPAS1, KLF13, STRN3, RELA, PPARG, 
SMAD3, TEAD1, NRIP1, TNFRSF1A, HHEX, HNF4A, NCOA3, ZMIZ1, HIPK2, UBC, NFIC, 
SERTAD2 

positive regulation of 
macromolecule metabolic 
process 

29 1.05E-06 
GCLC, THRB, IL6ST, PPARG, TNFRSF1A, PACSIN3, AGT, SERTAD2, MAF, SREBF1, 
TBL1XR1, KLF6, PCBD2, EPAS1, KLF13, RELA, STRN3, SMAD3, TEAD1, NRIP1, HHEX, 
PSMD14, PSMA6, HNF4A, NCOA3, ZMIZ1, HIPK2, UBC, NFIC 

positive regulation of gene 
expression 23 1.64E-06 

SREBF1, MAF, KLF6, TBL1XR1, PCBD2, THRB, EPAS1, KLF13, STRN3, RELA, PPARG, 
SMAD3, TEAD1, NRIP1, TNFRSF1A, HHEX, HNF4A, NCOA3, ZMIZ1, HIPK2, UBC, NFIC, 
SERTAD2 

positive regulation of 
nucleobase, nucleoside, 
nucleotide and nucleic acid 
metabolic process 

23 5.23E-06 
SREBF1, MAF, KLF6, TBL1XR1, PCBD2, THRB, EPAS1, KLF13, STRN3, RELA, PPARG, 
SMAD3, TEAD1, NRIP1, TNFRSF1A, HHEX, HNF4A, NCOA3, ZMIZ1, HIPK2, UBC, NFIC, 
SERTAD2 

positive regulation of cellular 
biosynthetic process 24 7.00E-06 

SREBF1, MAF, KLF6, TBL1XR1, PCBD2, THRB, EPAS1, KLF13, STRN3, RELA, PPARG, 
SMAD3, TEAD1, NRIP1, TNFRSF1A, HHEX, HNF4A, NCOA3, ZMIZ1, AGT, HIPK2, UBC, 
NFIC, SERTAD2 
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表 8. CTNNB1 変異症例で癌特異的 FAIRE ピークに CTNNB、HNF4A、FOXA1
が見られ、癌での発現上昇が確認された遺伝子 
 

症例 3 症例 4 

ARL4A LYPLAL1 AKIRIN2 SMAD3 
AXIN2 MYH9 ATE1 SMURF2 
BCL2L1 NDUFC2 AXIN2 SNTB1 
CMIP PARP11 BMP4 STK39 
CPLX2 RFC3 CPLX2 STT3B 
DLG5 RHBG DLG5 TCF7L2 
DSP SAMD4A ELOVL5 TLR5 
EEF1E1 SEMA3F FAM169A TNS3 
FAM105B SMYD2 FAM50B UPF1 
FAM178A STARD13 FEZ2 USP7 
FAM50B STRA13 IFNGR1 ZNRF3 
HIST1H4H STT3B ISM1   

HLF TBX4 NOTUM   

IRS1 TCF7L2 RHBG   

KLHDC4 UGGT1 ROCK2   

LAMC1 UGP2 RYK   

LITAF USP7 SAMD4A   

LOH12CR1 ZNRF3 SEMA3F   
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