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第1章　緒言

　肝細胞癌（HCC）は主にB型肝炎ウィルス（HBV）やC型肝炎ウィルス（HCV）感

染による慢性肝疾患から発生し、多くの国で発生率が上昇しており、世界的な

問題となっている［1－3］。HCCを根治するには手術が第一選択であるが、

International　Cooperative　Group　for　HCCによると、人種に関わらず5年生存

率はわずか31－41％とされている［4］。高率の再発が予後不良の原因となっており、

とくに多中心性発癌によるものではなく、癌細胞の肝内散布による肝内再発が

鍵をにぎっている［1，5－7］。現在では、多くの新規分子標的薬剤がHCCの補助療

法として使用可能となってきている［8］。それゆえに、肝細胞癌の予後予測マー

カーを同定する事が重要である。

　われわれが行ってきたgenome－wide　studyで、　HCCにおける0701f刀〃の乙㎜勿

mRNA発現レベルの低下が根治手術後1年以内早期肝内再発と関係している事が

明らかとなった［9－11］。われわれや他の研究者が0㎜のプロモーター領域が

HCCでは高率にメチル化されているが、非HCCではメチル化されていないことを

報告しており［12，13］、HCCにおける0㎜2mRNAの発現の低下は、プロモーター

領域の高度メチル化によるものであることが示唆される。さらに最近では、HCC

患者の血液中を循環するメチル化遺伝子の計測による診断効果に関していくつ

か報告されている［14，15］。HCC患者の血液中のcell－free　DNA濃度は、癌特異

的遺伝子のメチル化状態を解析するのに十分である事も報告されている

［16，17］。本研究の目的は、根治的肝切除術をうけた患者の予後予測因子となる

事を期待して、術前にHCC患者から採取した血清を用いて、メチル化0㎜レ

ベルを計測することである。

第2章材料および方法

2．1組織サンプル

2001年4月から2005年10月までにわれわれの施設で根治的肝切除術を施行

された38人のHCC症例から得られた、癌部38サンプルと非癌部6サンプル

（Table　1）を使用した。以前に報告した判断基準に基づいた術後定期検査で、38
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人中6人（15．8％）に術後1年以内の早期肝内再発を認めた［9］。切除標本は即座

に数片のブロックに切り分けられ、使用まで一80℃で凍結保存された。癌部38

サンプルと非癌部6サンプルはquantitative　rea1－time　PCR（qRT－PCR）と

quantitative　methylation－specific　PCR（QMSP）で角奉析した。この研究のプロト

コールは事前に山口大学治験審査委員会で承認されており、入院前に全ての患

者からインフォームドコンセントを得ている。

2．2　血清サンプル

　われわれは、1998年5月から2006年4月までに、以前に報告した方法［17］

で病理学的にHCCと診断された後に、われわれの施設で肝切除を受けたHCV抗

体陽性患者70名より血清サンプルを収集した。70例中12例（17．1％）で術後1年

以内の早期肝内再発を認めた。術後定期検査中に［9］、平均フォローアップ期間

58ヶ月で70例中59例（84．3％）にHCCの再発を認めた。日本肝癌研究会による

Tumor－Node－Metasitasis（T剛）分類を本研究では使用した。　HCCを罹患していな

いHCV感染患者36名（平均年齢64．3歳、男：女＝22：14）から得られた血清サ

ンプルをカットオフ値決定のためのコントロールDNAとして用いた。

2．3　qRT－PCR

　0㎜mRNAの8170θr∂14θ加ゴθ助oε助∂6θ4θ伽か08θ刀∂5θ（研吻に対する相

対量を以前に報告した方法［19］を用いて測定した。TRIzol（Life　Technologies，

Grand　Island，　NY，　USA）を用いて、　Total　DNAを凍結組織から抽出した。　cDNA

（初期RNA10ngから得られたもの）のPCR増幅をRoche　Universal　Probe　Library

（https：／／～椰．　roche－applied－science．　com／sis／rtpcr／upl／index．　jsp）を使った

LightCycler　II（Roche　Diagnostics　GmbH，　Mannheim，　Germany）を用いて行っ

た。使用したPCRプライマーは、㎜遺伝子用（M＿001759）にsense
（5’－tcaccaacacagacgtgga－3’）とantisense（5’－tgtaggggtgctggcttg－3’）、

副謝遺伝子（NM＿002046）用にsense（5’－agccacatcgctcagacac－3’）と

antisense（5’－gcccaatacgaccaaatcc－3’）を使用した。㎜と醐謝のPCR

産物はそれぞれ143base　pairs（bp）と66bpであった。α】膨と研謝の量を測

定するために、それぞれUniversal　Probe　Library　probes＃88（Roche
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Diagnostics　GmbH，　Mannheim，　Germany）と＃60を使用した。

2．4．D～ハ抽出とQMSP

　説明書の手順に従って、切除標本からDNA　Isolation　Kit　for　Cells　and

Tissues（Roche　Diagnostics　GmbH）を用いて、また、血清1m1からDNA　Extractor

SP　Kit　for　Serum　and　Plasma　（Wako　Pure　Chemical　Industries　Ltd．，　Osaka，

Japan）を用いてDNAを抽出した。抽出したDNAはbisulfate（BIS）処理し、以前

に報告した方法で定量した［13，16，20］。以前に報告したように［13，20］、QMSP

で組織と血清から抽出された㎜2DNAのメチル化レベルを測定した。　BIS処理

後のQMSPはpyero－sequencing法と一致することを、われわれは以前に確認し

ている［13］。

　組織中の㎜2のメチル化レベルを同定するために、人工的にメチル化した

DNA（CpGenomeTM　Universal　Methylated　DNA，　Chemicon　International　Inc．，CA，

Temecula　CA）を段階希釈（1000，200，40，4pg／μ1）　したものを用いて同時に

スタンダードを計測し、標準曲線を描き、BIS処理されたDNA溶液5μ1（1ng）中

のメチル化DNAを定量した。組織中のメチル化レベルは、　BIS処理されたDNA溶

液の1μ1あたりのpgとして計算された。0㎜の血中メチル化レベルは血清

1mlあたりの相対的なメチル化DNA量（pg）として計算された。

第3章　統計分析

　組織中のメチル化と0㎜の相関関係を検定するのに、Pearsonの相関係数を

用いた。2群またはそれ以上の変数間の差を検定するのに、Student’s覚θ訂、

Mann－Whitney　O　test、　ANOVA　testsを用いた。不連続変数をもつ因子間を検定

するのに、Fisherの正確検定またはκ2検定を用いた。　Coxの比例ハザードモデ

ルを用いて、DFSの独立因子を多変量解析した。生存曲線はKaplan－Meier法で

描き、統計的な有意差はlog－rank　testを使用した。全ての解析はSPSS　11．　OJ

（SPSS，　Inc．，　Chicago，　IL）を使用した。八〇．05を有意差ありとした。
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第4章　結果

　DNA　microarray技術を用いて行った以前の研究の結果［9］の再現性を検討する

ために、新たにHCC　38症例の0㎜2献NA発現量をqRT－PCRを用いて測定した。

早期肝内再発をおこしたHCC群（n＝6）では、早期肝内再発を起こさなかったHCC

群より有意に0㎜2mRNAの発現量が少なかった（P＝0．044　by　Student’sオ

test；n＝32．　Table　1）。癌部の0㎜2誤NA発現量と他の臨床病理学的因子とは

相関関係はなかった（Table　1）。

癌部6例と非癌部6例についてqRT－PCRとQMSPを施行した結果、0㎜2のメチ

ル化レベルとmRNAの発現量の間には負の相関がある事が分かった（芦一〇．585，

芦o．046）（Fig．1）。原発巣にo㎜2のメチル化を認めたHcc4例のうち3例の血

清で、メチル化が認められた（data　not　shown）。　HCV感染HCC70例とHCV感染非

HCC36例の血中メチル化00城2遺伝子レベルはそれぞれ、435±890　pg／血清1ml

と29±40pg／血清1m1（mean±SD）であった。すなわち、　HCC患者ではHCV感染

非HCC患者より有意にメチル化レベルが高いことが分かった（P＝0．0001　by

Mann－Whitney　O　test）（Fig．2）。これらの結果をふまえて、われわれは、高い

転移能力をもった0㎜2の断片化されたDNAがHCCから放出されて血流にのっ

ているのではないかという仮説をたてた。早期肝内再発をおこしたHCC患者は

おこさなかった患者に対して血中メチル化0㎜2遺伝子レベルが有意に高かっ

た（Pニ0．0011by　Mann－Whitney　U　test）。血中メチル化レベルは他の臨床病理

学的因子とは相関関係はなかった（Table　2）。

　健常者4名の血中メチル化0㎜遺伝子レベルは27±27pg／血清1m1であった

（data　not　shown）。健常者とHCV感染非HCC患者との問で、血中メチル化0㎜

遺伝子レベルの差は認めなかった。HCC患者と非HCC患者を区別するためのカッ

トオフ値を70pg／血清1m1（HCV感染非HCC患者の値のmean＋1SD）とした。　HCC患

者70例中39例（55．7％）で血中メチル化0㎜遺伝子陽性であり、残りの31例

（44．3％）が陰性であった（Table　3）。血中メチル化00切2遺伝子陽性であった患

者は、陰性であった患者に比べ、早期肝内再発が有意に多かった（芦0．001；Table

3）。血中メチル化00切2遺伝子陰性であった患者には、早期肝内再発を認めな

かった。言い換えれば、この血液テストの偽陰性は0であった。HCC患者70例

のコホート研究では、原発癌の個数（」匪0．026）と癌の進行期（芦0．051）もまた早

期肝内再発と関係していた（Table　3）。

4



　血中メチル化00四2遺伝子陽性患者は、陰性患者よりDFSが有意に短かった

（芦0．02by　log－rank　test；Fig．3A）が、　overall　surviva1（OS）には関与し

なかった（1とo．103；Fig．3B）。

　DFSの独立した危険因子を同定するため、原発巣の個数、腫瘍径、腫瘍分化度、

門脈侵襲の有無、進行度、血中メチル化0㎜遺伝子レベルについて、stepwise

collection法を用いたCoxの比例ハザードモデルで解析した。　Coxの比例ハザ

ー ドモデルの結果、DFSの独立した危険因子は、血中メチル化0㎜2遺伝子レベ

ル（hazard　ratio　1．866，95％CI：1．106－3，149）と門脈侵襲（hazard　ratio　1．981，

95％CI：1．049－3．740）の2因子が同定された（Table　4）。

第5章　考察

　今回の研究で特筆すべきは、血清のepigeneticなマーカー遺伝子である㎜2

は根治的肝切除後の早期肝内再発とDFSに密接に関係しているということであ

る。腫瘍由来のce11－free　DNA（cfDNA）を同定し、測定することができるように

なったことは、predictive　oncologyに新しい手法をもたらした［21－23］。ゲノ

ム全域にわたる情報に基づき、われわれは0㎜遺伝子という一つの遺伝子に

着目した。以前の研究で、0㎜岨NAの発現は早期肝内再発のリスクが高い症

例のHCC原発巣で低下しており［9，11］、0㎜2遺伝子は高度にメチル化されて

いた［12，13］。実際、HCC部と非HCC部で0㎜2　mRNAレベルはメチル化と負の

相関があり、プロモーター領域のメチル化のため発現量が低下した可能性を示

唆した。われわれは、HCC患者の血清から0㎜2遺伝子のメチル化を定量するこ

とができた。

　本研究では、HCCの治療と診断において注目すべき前進を報告した［8］。　HCC

患者は、根治的肝切除をされた後でさえも、肝内に広がった癌細胞が高率に早

期肝内再発として増殖するため、一般的に予後不良である［1，4－7，9］。肝内早

期再発の予測システムを構築するのに、多くの努力がなされてきた。ハイテク

なアレイシステムを利用したゲノム全域にわたる多くの研究［9，10，24，25］は、

HCC患者における早期肝内再発を正確に予測できる可能性を引き出した。しかし

ながら、この手法の欠点はDNAアレイシステムが高価であり、得られる情報が

不安定で、分子プロファイリングを行うのに組織サンプルが必要であり、術前

や日常で早期肝内再発の危険性を予測するうえでの問題となっている。この点
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について、われわれが今回報告した血清のepigeneticなマーカー遺伝子である

α㎜2は、早期肝内再発と再発のリスク評価を術前に日常診療の中で行う事がで

きる。

　o㎜2は070万η〃を記号化したもので、細胞周期の調節に関わっている。し

かしながら、0㎜2が癌細胞の細胞周期でどのような機能をもっているのかは、

いまだ不明である。0㎜2のプロモーター領域のメチル化は多くの悪性疾患でみ

られることが報告さてきており［26－29］、この分子は悪性に形質転化するのに重

要な役割を果たしていることを示唆している。0㎜の機能を解明し、治療の標

的分子とするには更なる研究が必要である。

　HCCの再発は、複雑なプロセスを経る。少なくとも、3種類の術後再発形式が

あり［5］、残肝での早期または晩期肝内再発と、肺や骨などの遠隔転移としての

肝外再発がある。3種類のうちで最も臨床的に重要なのは早期肝内再発であり、

患者の予後に重大な影響を与えている［1，6，7］。本研究では、1年以内の肝内

再発を早期肝内再発と定義し、その定義は以前の報告でも使用している［9，10］。

Sakonらの提唱のように［6］、予後を正確に分類するには術後2年以内の肝内再

発を早期肝内再発とするのが妥当と考えられる。しかしながら、より短い期間

での肝内再発があるかないかを予測することは、サンプル間のバイアスをより

少なくし、より正確な診断に繋がるのではないかと考えられる。以上の理由に

より、2年以内よりも1年以内の早期肝内再発を予測することが望ましいのでは

ないかと考えられる。

　本研究では、0㎜2遺伝子のメチル化レベルを測定するための血清は全てHCV

感染患者から採取したものである。過去の分子プロファイリング研究［30］で、

HBVとHCVでは違った発癌経路でHCCが発生することが明らかにされている。ま

た、HBV関連HCCとHCV関連HCCでは術後の臨床経過（例えば予後）が有意に異

なることが報告されている［31］。新規予後予測因子を評価するにあたり、肝炎

ウィルスのような異なる因子によるバイアスを最小限にすることは重要である。

従って、われわれは血清から採取された0㎜2の過剰なメチル化がHCCの早期

肝内再発や転移能力に関係しているかどうかを、HCVのみに感染している患者群

にしぼって研究を行った。

　血中メチル化0㎜2遺伝子がHCV関連HCCの再発や早期肝内再発の確固たる

予測因子となりうることを考えると、HCVに関連しないHCCの血清からも調べる

研究がさらに必要となる。日常臨床での利用を考慮すると、予測システムを発

6



展させることで早期肝内再発のリスクを正確に同定することができるようにな

らなければならない。本研究のように一つの因子だけでは限界がある。われわ

れは、過去にHCC組織での12のマーカー遺伝子の発現データの組み合わせで早

期肝内再発を正確に予測するシステムを作り上げた［9］。それゆえ、今後、HCC

の早期肝内再発を高い精度の予測因子の組み合わせを開発するために、多くの

血中のepigeneticなマーカー遺伝子を同定することが必要とされる。
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表

Table　1組織中の0（洲102　mRNAレベルと臨床病理的特徴

mRNAレベルa

　（mean土SE）

P値

虐蜴7

男（n＝26）

女（n＝12）

0．028士0．049

0．027±0．049

P＝0．962b

年齢r句
≦60（nニ9）

＞60（n＝29）

0．022±0．003

0．029±0．005

P＝0．383b

C型励『炎ウィγレス」拡体

陰性（n－13）

陽性（n瓢25）

0．022±0．003

0．030±0．005

1）ニ0．265b

握暢樫

≦3．Ocm（nニ16）

＞3．Ocm（n＝22）

0．031±0．006

0．025±0．004

Pニ0．379b

分化厘

高分化（n＝13）

中分化（n＝22）

低分化（n＝3）

0．024±0．004

0．028士0．006

0．036±0．016

1）＝0．640c

戸撒侵嬰

なし（n＝25）

あり（n＝13）

0．031±0．005

0．022±0．004

Pニ0．235b

差傭
1（n＝14）

II（n＝18）

III（n＝6）

0．031土0．005

0．023±0．004

0．031±0．016

1）ニ0．573c

早1繊留rl勾厚秀

なし（n＝32）

あり（n＝6）

0．031圭0．004

0。Ol1±0．003

1）＝0．044b

a砺PDHに対するCαの2　mRNAの相対値；bStしmdent’s　t　test；cANOVA　test
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Table　2血中メチル化00MO2遺伝子レベルと臨床病理的所見

メチル化DNAレベルa

　　　（mean±SE）

平均値（mnge） P値

鰐
男（n＝49）

女（n＝21）

455．5土138．0

388．4土152．8

102．0（0．2－5155．0）

26．0（0．2－2561．0）

P＝0．4649b

年齢r年）

≦60（nニ12）

＞60（n＝58）

514．9土423．4

418．9±96．71

13．1（0．2－5155．0）

106．5（0．2－3635．0）

P＝0．2771b

厘蕩窟

≦3．Ocm（n＝33）

＞3．Ocm（nニ37）

206．8±50．41

639．3±191。3

80．0（0．2－1064．0）

146．0（0．2－5155．0）

1）＝0．5177b

分必屋

高分化（n＝13）

中分化（n＝50）

低分化（n＝7）

323．0土194．0

488．5±137．3

264．8±224．1

93．0（0．2－2595．0）

145．5（0．2－5155．0）

42．0（0．2－1607．0）

P＝0．7310c

戸駈麟
なし（n＝56）

あり（n＝14）

320．9±75．8

893．4圭427．8

97．5（0．2－2595．0）

102．0（0．2－5155．0）

1）＝0．8576b

差傭
1／II（n＝39）

III／IV（n＝31）

320．1±88．86

580．4士212．0

73．0（0．2－2561）

146．0（0．2－5155）

Pニ0．496b

早翻駈「丙醗

なし（n＝58）

あり（n＝12）

261．6士64．81

1276．0±481．2

52．0（0．2－2595．0）

499．0（73．0－5155．0）

Pニ0．0011b

a血清1mlあたりのメチル化DNA量（pg）；bMalm－Whitney　U　test；cANOVA　test
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TaUe　3早期肝内再発に関連する因子

早期肝内再発

なし（n＝58） あり（n＝12）

P値

働
男

女

40

18

9

3

Pニ1．oooa

涯硬変

なし

あり

22

36

7

5

P＝0．215a

醗菓醗
1個

複数個

36

22

3

9

1）＝0．026a

翻窟
＜3．Ocm

＞3．Ocm

28

30

5

7

Pニ0．676b

分化度

高分化

中分化

低分化

12

41

5

0

10

2

1）＝0．175a

戸號侵婁

なし

あり

48

10

8

4

Pニ0．240a

差痘期

1

II

III

IV

10

24

20

4

0

5

3

4

P＝0．051a

CCM）2メチノ〃化〃ベノ”

陰性（≦70Pg　Per　1－ml　se㎜）

陽性（＞70pg　per　l－ml　serum）

31

27

O

l2

P＝0．001b

aFisher　exact　test；bChi－square　test
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血ble　4　disease一丘ee　survivalの独立因子

Regression　coef廊ient　Standard　error　Risk　ratio（95％CI） P値

C（WD2
門脈侵襲

0．624

0．683

0．267

0．324

1．866（1．106－3．149）　　　0．Olg

l．981（1．049－3．740）　　　0．035
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