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要旨 

 

【背景と目的】 

肝芽腫は小児の 3大固形腫瘍の一つであり、稀な疾患である。肝芽腫に対してはほ

とんどの症例でCDDPを主体とした術前・術後化学療法が施行されており、化学療法

感受性が治療効果を左右すると言っても過言ではない。化学療法感受性のある症例は

予後良好であるが、22.％を超える症例で術前化学療法に耐性が認められ、これらの症

例の予後は不良とされている。さらに、術前化学療法に感受性のある患者においても

24.2%で術後 5年以内に再発を認め、CDDP主体の術後化学療法に耐性を示すと考え

られる。すなわち、術後化学療法におけるCDDPへの感受性が予後に影響することか

ら、術前化学療法においてCDDPに対する感受性がある症例に対しても、術後化学療

法における CDDP の感受性を予測できることが望まれる。しかし、肝芽腫における

CDDP耐性の予測バイオマーカーは確立されておらず、術後化学療法決定の指標とな

りうるものが存在しない。 

肝芽腫の分子生物学的解析により、高頻度にβカテニン変異が認められその

hallmark として知られているが、ゲノム変異は 1 症例当たり 2.9 変異程度と他癌腫

に比べその頻度が非常に低く、エピジェネティックな遺伝子制御が重要なメカニズム

の一つと考えられる。当教室では肝芽腫におけるエピゲノム変異としてDNAメチル

化と臨床病理学的因子との関連などを報告してきた。他癌腫において、DNA メチル

化異常とCDDP耐性への関与が報告されており、肝芽腫においてDNAメチル化異常

がCDDP耐性に関与することが予想される。しかし、これまでにDNAメチル化異常

と CDDP 耐性に関連する研究はなされておらず、バイオマーカーは確立されていな

い。本研究では、肝芽腫においてDNAメチル化異常とCDDP耐性の関与を明らかに

し、DNAメチル化に着目したCDDP耐性のバイオマーカー、特に術後化学療法選択

のためのバイオマーカーになりうる遺伝子の同定と関連する in vitro解析を行った。 

【対象と方法】 

本研究ではまず CDDP 耐性遺伝子の選出を行った。日本小児肝癌スタディグルー

プ（Japanese Study Group for Pediatric Liver Tumor; JPLT）より供与された、肝

芽腫患者の新鮮凍結検体から抽出されたDNAサンプルを用い、CDDP感受性群6例、

CDDP耐性群 5例のDNAに対し網羅的DNAメチル化ビーズアレイ解析を行い、メ

チル化傾向と CDDP 耐性の関連を確認したのち、CDDP 耐性群で高メチル化してい

る遺伝子を選定した。次に肝芽腫細胞株である HuH6 を用いて、CDDP 耐性株

（HuH6CR）を作成した。CDDPや gemcitabine、5-fuluorouracil、pirarubicineを

用いて、MTSアッセイにて耐性株と野生株（HuH6WT）の薬剤耐性を比較し、CDDP

耐性を確認した。その後にHuH6CRとHuH6WTよりRNAを抽出し、マイクロア
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レイを用いて網羅的遺伝子発現解析を行い、HuH6CR で発現低下している遺伝子を

選定した。メチル化ビーズアレイとマイクロアレイの結果より、CDDP耐性肝芽腫に

おいて高メチル化、低発現している遺伝子を選定し、さらに統計学的解析手法を用い

て、CDDP 耐性に最も関連の強い遺伝子を選定した。続いて、術前 CDDP 治療に感

受性のあった肝芽腫患者 38 症例に対し、バイサルファイトパイロシークエンシング

法を用いて、先に選出したCDDP耐性遺伝子のメチル化率を測定し、ROC解析や再

発解析で決定したカットオフ値を用いて、患者を高メチル化群、低メチル化群に群別

化した。高メチル化群、低メチル化群、術前CDDP耐性群で再発曲線、生存曲線を比

較しCDDP耐性遺伝子のメチル化率と再発や予後との関連を解析した。最後に、選出

したCDDP耐性遺伝子のCDDP処理前後での発現変化を評価した。CDDP暴露前後

でHuH6WT とHuH6CR から RNA やタンパクを抽出し、 real-time quantitative 

PCR法、ウェスタンブロッティング法によりCDDP耐性遺伝子の RNAやタンパク

発現を測定し、その発現動態を評価した。P値は 0.05未満を有意とした。 

【結果】 

メチル化ビーズアレイの結果を用いて教師なし階層的クラスター解析および主成

分分析を行い、CDDP感受性患者では類似したメチル化傾向を認め、そこから逸脱

するに従いCDDP耐性を獲得し、悪性度が上昇する傾向を認めた。また、そのメチ

ル化傾向により患者群をGroup1とGroup2に群別化し生存率を比較したところ、

Group1はGroup2に比較し全生存率と無再発生存率ともに有意に低下していた。ま

た、CDDP耐性患者において15,102プローブ（4,637遺伝子）が高メチル化してお

り、候補遺伝子として選出した。次に、HuH6CRとHuH6WTのCDDP耐性を

IC50算出により比較し、HuH6CRで有意に高値であることを確認した（20.8 ± 4.0 

μg/ml vs 9.9 ± 3.3 μg/ml）。また、他の抗癌剤（pirarubicine、Gemcitabine、5-

fuluorouracil）に対する交叉耐性を認めなかった。HuH6WTとHuH6CRを用いた

マイクロアレイ解析より、HuH6CRで有意に発現低下したのは 119遺伝子であっ

た。これらのアレイデータを用いて、CDDP耐性関連候補遺伝子として5遺伝子を

選定し、その中から統計学的にCDDP耐性と最も関連が強かったCSF3RをCDDP

耐性遺伝子として選定した。続いて術前CDDP感受性患者に対するパイロシークエ

ンシングのデータよりROC解析、再発解析を行い、CSF3Rのメチル化のカットオ

フ値を54%と設定した。これを用い、患者をCSF3R高メチル化群（4例）、低メチ

ル化群（34例）に群別化し、CDDP耐性群（5例）と再発曲線を比較したところ、

1年後の再発率は、高メチル化群、低メチル化群、CDDP耐性群でそれぞれ75%、

20%および 80%であり、高メチル化群は低メチル化群に比較し有意に高い再発率を

示した。また高メチル化群とCDDP耐性群は類似した再発曲線を呈した。さらに、

細胞株を用いたCDDP処理前後でのCSF3Rの発現変動は、mRNAレベル、タンパ
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クレベルともに、CDDP処理前ではHuH6WTに比較しHuH6CRでCSF3Rの発

現が減少していたのに対し、CDDP処理した後は、HuH6WTに比較しHuH6CRの

CSF3R発現が有意に上昇した。 

【考察】 

本研究において、CDDP耐性に着目してビーズアレイによるゲノムワイドなメチ

ル化解析を行ったところ、CDDP感受性患者メチル化傾向は類似しており、その集

団から逸脱するにしたがって、CDDPへの耐性傾向や悪性度上昇を示し、予後が有

意に不良となった。このことから肝芽腫のCDDP耐性を獲得する過程でメチル化プ

ロファイルが変化し得ることが示唆され、CDDP耐性獲得にDNAメチル化プロセ

スの関与が示唆された。CDDP耐性サブタイプにおいて、メチル化変動を示す一連

の遺伝子のパスウェイなどを解析することで、CDDP耐性の機序解明の一助になる

可能性も考えられた。また、術前CDDP感受性であるにもかかわらず、CSF3Rが

高メチル化を示した群は、術前化学療法耐性群と類似した再発曲線を示した。これ

は、術後化学療法耐性患者の腫瘍が、初期の段階ではCSF3Rの低メチル化細胞が優

位に存在する不均一な集団であるが、術前化学療法後はCSF3R高メチル化細胞が優

位となり、再発に寄与すると推察された。それゆえ、CSF3Rのメチル化状態は、

CDDP耐性のバイオマーカーとなり得、適切な術後化学療法レジメンを選択するた

めの指標となり得ると考えられた。 

CSF3Rは神経堤由来腫瘍の癌幹細胞のマーカーであるとされており、治療耐性や

再発、転移、予後不良に関連すると考えられている。本研究の結果より、定常状態で

はCDDP耐性細胞はエピジェネティックな制御によってCSF3Rを発現低下してい

るが、CDDP暴露のようなストレス環境下では発現上昇させて癌幹細胞形質を示し

生存に寄与している可能性が考えられた。また、癌細胞が抗癌剤暴露下で、エピジェ

ネティックな制御によってその遺伝子発現を動的に変動させうることが示唆された。 

【結論】 

DNAメチル化プロファイルの解析により、メチル化異常がCDDP耐性獲得に関連

すると考えられた。また、CSF3Rの高メチル化はCDDP耐性のバイオマーカーとな

り得、術後化学療法としてのCDDP使用の指標となり得る。さらに、CSF3Rはエピ

ジェネティックに制御されており、CDDP 環境下では発現上昇し CDDP 耐性に関与

する可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 



5 

 

略語集 

 

APBSCT，Autologous peripheral blood stem cell transplantation 

APBTL，Autologous peripheral blood cell transplantation 

CDDP，Cisplatin 

CR，Complete response 

CSF3R ，Colony stimulating factor 3 receptor 

EFS，Event free survival 

FFPE，Formalin fixed paraffin embedded 

FMNL3，Formin like 3 

GAPDH，Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GPR180，G protein-coupled receptor 180 

IGF2，Insulin-like growth factor 2 

JCRB，Japanese cancer research resource bank 

JPLT，Japanese study group for pediatric liver tumor 

MST1R，Macrophage stimulating 1 receptor 

NC，No change 

OAF，Out at first homolog 

OCIAD2，Ovarian carcinoma immunoreactive antigen-like protein 2 

OS，Overall survival 

PARP6 ，Poly[ADP-ribose] polymerase family member 6 

PCA，Principal component analysis 

PCR，Polymerase chain reaction 

PD，Progressive disease 

PLAGL1，PLAG1 like zinc finger 1 

PR，Partial response 

PRETEXT，Pre-treatment extent of tumor 

qPCR，real-time quantitative PCR  

RASSF1A，Ras association domain family 1 isoform A 

RECIST，Response evaluation criteria in solid tumors 

ROC，Receiver operating characteristic 

TRAF5，TNF receptor associated factor 5 

TSS，Transcriptional start site 
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緒言 

 

肝芽腫は小児における肝腫瘍で最も多く、小児悪性腫瘍の 1%程度を占めると言わ

れており（Litten et al., 2008; Finegold et al., 2008）、わが国では100万出生に 1人

程度の罹患率と言われている。その治療には化学療法や手術、肝移植、化学塞栓術、

分子標的薬などの集学的治療を要する（von chweinitz et al., 2012）。肝芽腫はシスプ

ラチン（Cisplatin, CDDP）に対する反応性が良好な腫瘍であり、早期の切除可能症

例を除くほとんどの症例で、CDDPを主体とした術前・術後化学療法が国内外で用い

られている。化学療法感受性のある症例が多く、3年生存率70%程度と比較的予後が

良いとされている（Hiyama et al., 2015）。しかし、肝芽腫患者の 22.3%で術前化学療

法に耐性があり、予後は不良であるとされている（Hiyama et al., 2016）。さらに、

CDDPをベースとした術前化学療法に感受性のある患者の24.2%で、術後5年以内に

再発を認めている（Hiyama et al., 2016）。この理由として、術前化学療法に感受性が

あると診断された腫瘍にも耐性のある subpopulationが存在し、これらの細胞の残存

が術後再発に関与すると考えられる。このようなケースでは、術後化学療法には

CDDPを主体としたレジメンは不適当であると考えられる。このため、術前化学療法

への反応性に関わらず、肝芽腫切除検体より検出可能な CDDP 耐性バイオマーカー

の同定は、術後化学療法決定における良い指標となり得、また予後を改善させ得る因

子と考えられる。しかし、肝芽腫においてCDDP耐性に関連するバイオマーカーは同

定されておらず、術後化学療法決定の指標となりうるものが存在しないのが現状であ

る。 

肝芽腫において、βカテニン変異に代表されるWnt pathwayの異常（Koch et al., 

1999; Sharada et sl., 2014）やUbiquitin pathwayの異常（Jia et al., 2014）が高頻

度に認められるが、近年の全エキソームシークエンス解析により、肝芽腫ではゲノム

変異は 1 症例当たり 2.9 変異程度とその頻度が非常に低いことが報告されている

（Buendia et al., 2014）。肝芽腫において、胎児肝の発生過程におけるエピジェネテ

ィックな遺伝子制御は、肝細胞から肝芽腫へ発癌および進展するための重要なメカニ

ズムの一つである（Sumazin et al., 2017）。細胞の遺伝子発現制御方法の一つとして、

その遺伝子配列に変化を伴わず後天的な修飾による遺伝子発現の制御を行う、エピジ

ェネティックな遺伝子制御がある。その機構の一つにDNAメチル化が挙げられる。

多くの真核生物ではゲノム中の CpG ジヌクレオチドのシトシン 5 位炭素原子にメチ

ル基が付加される。CpG の 60-90%でメチル化を受けるが、多くの遺伝子 promoter

領域のCG richな領域（CpG island）では、通常メチル化を受けない。正常細胞では、

CpG island のほとんどが非メチル化状態に、繰り返し配列では高メチル化状態に保

たれている。一方、がん組織では、一部の CpG island がメチル化され、繰り返し配
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列では低メチル化状態になるという異常がみられる。特に、promoter 領域の CpG 

islandでの高メチル化は、転写因子の結合阻害や転写不活性なヘテロクロマチン形成

により遺伝子発現を抑制させる。このように、promoter領域のメチル化異常による遺

伝子発現制御と発癌や悪性度の関連は、肝細胞癌をはじめとした様々な癌種で以前よ

り報告されてきた（Zhang et al., 2019; Liu et al., 2018; Pan et al., 2018）。最近では、

ゲノムワイドなメチル化状態の解析が可能になり、promoter 以外の様々な領域にお

ける、様々なメチル化異常が癌の悪性度に関与すると注目されてきている（Yang et al., 

2014; Sarda et al., 2017）。肝細胞癌において、エピジェネティックな異常が様々な遺

伝子の発現異常に関わると報告されており（Nakamura et al., 2019）、肝芽腫におい

てもゲノムワイドなメチル化異常が研究・報告されてきている（Cui et al., 2016; 

Maschietto et al., 2016）。当教室では以前より、肝芽腫の発生・進展にDNAメチル

化が重要な役割を担っていると考え、臨床病理学的因子とのかかわりについて研究を

進めてきた。肝芽腫における、がん抑制遺伝子である RASSF1A（Ras association 

domain family 1 isoform A）の高メチル化が独立した予後予測因子となること

（Honda et al., 2008）、IGF2/H19インプリンティング領域の異常メチル化（Honda 

et al., 2008）、RASSF1Aメチル化と組織型との関連（Honda et al., 2013）を証明し

た。さらに、肝芽腫のFFPE（Formalin fixed paraffin embedded）切片を用いたメ

チル化ビーズアレイ解析および肝芽腫細胞株の脱メチル化処理前後の発現アレイから

95個の候補がん抑制遺伝子を抽出し、臨床腫瘍検体 74例のパイロシークエンシング

解析を行い、４つの新規がん抑制遺伝子（OCIAD2 [Ovarian carcinoma 

immunoreactive antigen-like protein 2], GPR180 [G protein-coupled receptor 180], 

PARP6 [Poly(ADP-Ribose) Polymerase Family Member 6], MST1R [Macrophage 

Stimulating 1 Receptor]）を同定し、その高メチル化が予後不良因子となることを報

告した（Honda S, et al., 2016）。また、食道癌や肺癌、胃癌、大腸癌など他癌腫にお

いて、DNAメチル化異常とCDDPなど化学療法耐性への関与が報告されてきた（Cao 

et al., 2017; Cortes-Sempere et al., 2013; Maeda et al., 2014; Nogales et al., 2016; 

He et al., 2017）。これらのことから、肝芽腫においてDNAメチル化異常がCDDP耐

性に関与することが予想されるが、これまでにDNAメチル化異常とCDDP耐性に関

連する研究はなされておらず、バイオマーカーが確立されていないのが現状である。

切除検体より CDDP 耐性に関わる DNA メチル化異常のバイオマーカーが確立でき

れば、術後化学療法のレジメン決定の指標となり得、テーラーメイド治療による予後

向上につながると考えられる。そこで本研究では、肝芽腫においてDNAメチル化異

常と CDDP 耐性の関与を明らかにし、DNA メチル化に着目した CDDP 耐性のバイ

オマーカー、特に術後化学療法選択のためのバイオマーカーになりうる遺伝子の同定

と、再発や予後解析を行った。 
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方法 

 

1. 対象 

本研究は、当教室を含む日本小児肝癌スタディグループ（Japanese Study Group 

for Pediatric Liver Tumor; JPLT）の関連施設で 2000年から2006年までに肝切除術

を受けた肝芽腫患者43例を対象にした。JPLTは小児固形がん臨床試験共同機構が主

体として行なっている「小児固形腫瘍観察研究」に含まれており、登録情報および中

央診断に送付された検体の余剰分の新鮮凍結検体から抽出された DNA サンプルが研

究グループへ提供された。小児固形腫瘍観察研究の一次登録は国立成育医療研究セン

ター小児がん登録室内のデータベースセンターで行い、JPLT 事務局（広島大学 自

然科学研究支援開発センター）が検体を保存した。当教室はスタディグループに参加

しており、対象患者より抽出されたDNAサンプルを JPLTより供与され、これを本

研究に用いた。本学自主臨床研究（自010-0202）「DNAメチル化解析による進行肝芽

腫予後予測分子マーカーの確立」においてJPLTからの検体供与につき承認を受けた。

対象の43例はいずれもJPLTで規定された肝芽腫治療プロトコール（JPLT-2スタデ

ィ）に則り術前・術後化学療法を施行された。JPLT-2スタディのプロトコールは下記

図 1に記載した。化学療法への感受性の効果判定は、固形がんの治療効果判定のため

の 新ガイドライン（Response Evaluation Criteria in Solid Tumors; RECIST）に則

って行った。患者は化学療法への反応性により以下の 2群に群別化した。術前化学療

法に対する治療効果がRECISTで完全奏功（complete response; CR）または部分奏

効（partial response; PR）の患者を化学療法感受性群（CDDP感受性群）、安定（no 

change; NC）または進行（progressive disease; PD）の患者を化学療法耐性群（CDDP

耐性群）とした。対象患者のうち、CDDP感受性群は38症例、CDDP耐性群は 5症

例であった。患者の術前病期分類は下記図 2 の PRETEXT 分類（Pre-Treatment 

Extent of Tumor）を用いて行った。本実験のプロトコールは北海道大学病院倫理委員

会（北海道大学病院 自主臨床研究審査委員会（自 010-0202））により承認を得て行

われた。また、各施設の倫理委員会の承認を得て行われ、すべての患者は担当医より

研究参加の同意を得られた。 
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図 1 JPLT-2治療プロトコール（Hiyama et al., 2015） 

  PRETEXT Ⅰの一部の症例を除いた多くの症例で、シスプラチンをベースとした

術前化学療法を施行する。Ⅲ期以上の症例では化学療法の効果判定を行い、シスプ

ラチンに反応性の乏しい症例はカルボプラチンベースの化学療法に変更する。切除

可能症例では、術後も化学療法を施行する。 

PRETEXT: Pre-Treatment Extent of Tumor, Low CITA: cisplatin 40 mg/m2/day

（day 1） and THP-adriamycin 30 mg/m2/day（day 2）, CITA: cisplatin 80 

mg/m2/day（day 1） and THP-adriamycin 30 mg/m2/day ×2 （day 2 and 3）, 

ITEC: ifosfamide 3.0 g/m2/day ×2（day 1 and 2）, carboplatin 400 mg/m2/day

（day 3）, THP-adriamycin 30 mg/m2/day ×2  （day 4 and 5）, and etoposide 

100 mg/m2/day ×5（day 1¬–5）. APBTL: autologous peripheral blood cell 

transplantation, APBSCT: autologous peripheral blood stem cell 

transplantation. 
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病期 手術前の状態（VPCEMは転移部位） 

Ⅰ 腫瘍は1つの肝区域のみ、他の隣接する3区域は腫瘍の浸潤はない 

Ⅱ 腫瘍は2つの肝区域にあるが、他の隣接する2区域は腫瘍の浸潤はない 

Ⅲ 腫瘍は2つ以上の隣接しない肝区域にある、または隣接する3つの肝区域にある 

Ⅳ 腫瘍は4つの区域にある、または肝門部にあり切除不能なもの 

V 大静脈または3つの肝静脈すべて 

P 主門脈または門脈分岐部 

C 尾状葉 

E 肝外の隣接部 

M 遠隔転移 

図 2 PRETEXT分類 

 病期は腫瘍の占拠部位で分類され、存在区域が多いほど病期は進行する。 

 

2. 網羅的DNAメチル化解析 

まず、CDDP感受性患者 38例のうち、CDDP耐性患者と比較し臨床データにおい

てPRETEX進行度や転移の有無などで偏りのないように留意し 6例をピックアップ

した。CDDP感受性群6例、CDDP耐性群5例より抽出したDNAを用い、DNAメ

チル化ビーズアレイ解析を行った。DNAはDNeasy Blood and Tissue Kit（Qiagen, 

Valencia, California, USA）を用いて抽出した。これらのサンプルを、Infinium 

HumanMethylation450 BeadChip array（Illumina, California, USA）を用いてメチ

ル化ビーズアレイ解析を行った。生データは R 言語を用いてバックグラウンド補正、
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カラーバイアス補正を行い、解析に用いた。まず、得られたデータで教師なしの階層

的クラスター解析、主成分分析（Principal Component Analysis; PCA）を行った。こ

れらの分析より 2群間に群別化し、生存を評価した。また、得られた2群間のβ値の

補正データをMann-Whitney U検定を用いて検定を行い、P値<0.05を有意差ありと

し、その中でCDDP耐性群において平均β値がCDDP感受性群の平均β値の 0.15以

上高いものを、CDDP耐性群で有意に高メチル化しているプローブとしてピックアッ

プした。そのプローブのコード遺伝子をCDDP耐性関連候補遺伝子として選定した。 

 

3. 肝芽腫細胞株の維持とCDDP耐性株の樹立 

ヒト肝芽腫細胞株であるHuH6を用いてCDDP耐性株を作成した。HuH6はJCRB

（Japanese Cancer Research Resource Bank）細胞バンクより供給された。維持に

は培養液として10% （v/v） の fetal bovine serum （Equitech-Bio Inc., TX, USA）

と 1% （v/v）の penicillin/streptomycin（Gibco, New York, USA）を添加した

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium （Nacalai Tesque Inc., Kyoto, Japan）を使用

し、5% CO2濃度で37℃の環境下の培養器で維持した。 

CDDP 耐性の HuH6（HuH6CR）を樹立するため、断続的、段階的に濃度を上昇

させたCDDP （Wako Pure Chemicals Industries, Osaka, Japan）に暴露させた。

0.01μg/ml から 2μg/ml まで段階的に暴露濃度を上昇させ、細胞の死滅を防ぐため、

24 時間程度のシスプラチン暴露ののちに通常の維持培養や 2 継代程度の継代を行い、

sub-confluentな状態で再度シスプラチンに暴露し、約3か月かけて耐性株を作成した。 

 

4. 細胞生存アッセイ 

HuH6の野生株（HuH6WT）と樹立したHuH6CRを 10,000 cells/wellで 96-ウェ

ルプレートに播種し一晩培養したのち、0-50μg/ml の各濃度の CDDP に 48 時間暴

露させた。その後、CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay

（Promega Corporation, Wisconsin, USA）を用いて細胞生存アッセイを行った。

CDDP に暴露されていない細胞の吸光度を 100%として、それぞれの CDDP 濃度下

での細胞の吸光度の比を百分率で算出した。そのデータより生存曲線を作成し、また

IC50を算出し、HuH6WTとHuH6CRを比較した。 

また、他の抗癌剤への交叉耐性を確認するため、上記と同様の方法で gemcitabine

（Eli Lilly and company, Indiana, USA）、5-fluorouracil （Wako）、pirarubicin

（Sigma-Aldrich, Missouri, USA）についても生存曲線を作成し、HuH6WT と

HuH6CRを比較した。暴露濃度はそれぞれ0-1,000μM、0-1,000μg/ml、0-100μM

の各濃度で行った。実験はすべて triplicateで行い、Mann-Whitney U検定で p<0.05

をもって有意差ありとした。 
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5. RNA抽出とHuH6における遺伝子発現解析 

Total RNAをHuH6WTとHuH6CRより抽出し、マイクロアレイを用いて遺伝子

発現解析を行った。まず、各細胞株よりQIAamp RNA Blood Mini Kit（Qiagen）と

RNase-Free DNase Set（Qiagen）を用いて Total RNA を抽出した。そして、Low 

RNA Input Fluorescent Linear Amplification kit （Agilent Technologies, California, 

USA）を用いて、サンプルの増幅とラベリングを行った。Cy3でラベリングされたサ

ンプルをハイブリダイズしたのち、4×44K Whole Human Genome Oligo Microarray

（Agilent Technologies）を用いてマイクロアレイ解析を行った。スキャンはAgilent 

G 2565BA microarray scanner（Agilent Technologies）を用いて行い、生データは

Transcriptome Analysis Console software （ Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA）を用いて正規化を行った。解析はそれぞれ 2 サンプルを用い

て行った。このデータを用いて、HuH6CR において HuH6WT と比較し発現レベル

が1/2以下かつANOVA P値<0.05の遺伝子を有意な発現低下遺伝子として選定した。 

 

6. 候補遺伝子の選定 

上記の方法により選定した遺伝子のうち、CDDP 耐性群で高メチル化し、かつ

CDDP耐性株で低発現していた遺伝子をCDDP耐性関連候補遺伝子として選定した。

また、その中で高メチル化している部位が転写開始点（transcriptional start site; TSS）

付近にある遺伝子を候補遺伝子として選定した。ここで選定した候補遺伝子のうち、

重回帰分析を行い、相関係数が最も高く、変数選択で選択された遺伝子を、CDDP耐

性遺伝子として選定した。 

 

7. バイサルファイトパイロシークエンシング 

肝芽腫サンプルにおけるCDDP耐性関連候補遺伝子のメチル化率を測定するため、

バイサルファイトパイロシークエンシングを行った。Polymerase chain reaction 

（PCR）のプライマーとシークエンスプライマーは下記表 1に示した。肝芽腫DNA

サンプルを、EpiTect bisulfite kit（Qiagen）を用いてバイサルファイト処理したのち、

PyroMark Q24 MDx system（Qiagen）and PyroMark Q24 MDx software（Qiagen）

を用いてパイロシークエンシングを施行した。隣接する複数個所の CpG サイトのメ

チル化率を測定し、平均値を算出した。 

まず、前述したCDDP耐性関連候補遺伝子に関して、メチル化ビーズアレイを施行

した同症例に対しバイサルファイトパイロシークエンシングを行い、メチル化ビーズ

アレイのデータと重回帰分析、分散分析を行い相互の関連を評価した。続いて、CDDP

耐性遺伝子に関して、術前化学療法感受性患者 38 例の検体を用いて、バイサルファ
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イトパイロシークエンシングを施行した。ROC解析と再発解析を行い、高メチル化と

低メチル化のカットオフ値を決定したのち、CDDP耐性遺伝子の高メチル化群、低メ

チル化群に群別化し、術前化学療法抵抗性群を追加した 3群間での再発、生存率の比

較を行った。 

 

表 1 パイロシークエンシングに用いたプライマー 

 

 

 

8. qPCR 

CDDPで 10μg/ml の濃度で 24時間処理したHuH6WTとHuH6CR の細胞と、

CDDP未処理の細胞を回収し、RNeasy MiniKit（Qiagen）を用いて total RNAを抽

出した。そのうち1μgをReverTra Ace（Toyobo., Osaka, Japan）を用いて逆転写し

cDNAを作成した。この cDNAを用いてTB Green Premix Ex Taq II（Takara）で

リアルタイムPCR（real-time quantitative PCR; qPCR）を施行した。シークエンス

に使用したプライマーは下記表 2 に示した。コントロールにはβ-アクチン（ACTB）

を用いた。実験は全て triplicateで行い、データは⊿⊿Ct法で解析した。各細胞にお

けるCSF3Rの発現を、CDDP未処理のHuH6WTを1として比較した。 

 

表 2 qPCRに用いたプライマー 

 

 

 

9. ウエスタンブロッティング 

上記と同様の手法で CDDP 処理を施した前後の HuH6WT と HuH6CR の細胞を

回収し、ウェスタンブロッティング法によりタンパクの検出を行った。プロテアーゼ

阻害剤を添加したNP40バッファーベースの溶解バッファーで回収細胞を溶解し、回

収した 40μgのタンパクを 6×SB液で希釈し 5分加熱。Mini-PROTEAN TGX gel

（BIO-RAD, California, USA）で電気泳動したのち、Poly Vinylidene Di-Fluoride

qPCR primer F qPCR primer R

ACTB CTGGAACGGTGAAGGTGACA AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA

CSF3R CACTCCGGAGACCTTCTCAG CCCCACTCAATCACATAGCC
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（PVDF）メンブレンに転写した。ブロッキングには 3%BSAと 2%スキムミルクを使

用した。一次抗体にはCSF3R antibody （1:500; PA5-28988; Thermo Fisher Scientific）

と GAPDH antibody （1:5000; ＃5174; CST）を用い、二次抗体には Anti-rabbit 

polyclonal antibody（1:6000; #7074; CST）を用いた。抗体を付けた各メンブレンを

ChemiDoc XRS+ system（BIO-RAD）でビジュアル化し、Image Lab Software（BIO-

RAD）を用いてバンドシグナルの定量化を行った。コントロールとして GAPDH

（Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase）を使用した。このデータを用いて、

各細胞でのCSF3Rのタンパク発現を比較した。 

 

10. 統計学的解析 

メチル化率の比較はStudentの t-検定を用いて行った。臨床データの比較はFisher

の正確確率検定を用いて行った。臨床検体における CSF3R の高メチル化と低メチル

化の thresholdを決めるために、Receiver Operating Characteristic（ROC）解析と

再発解析を行った。再発曲線は Kaplan–Meier 法で作成し、Log-rank 検定を用いて

比較した。再発までの期間は診断から再発、または最終フォローアップまでの期間と

定義した。mRNAの発現レベルの比較は、Studentの t-検定を用いて行った。 

統計学的解析およびグラフィック作成は R software version 3.4.0 （www.r-

project.org）、Bell Curve for Excel version 2.00（Social Survey Research Information 

Co., Ltd., Tokyo, Japan）およびQlucore Omics Explorer（Qlucore, Scania, Sweden）

を用いて行った。P値は 0.05未満を有意とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

about:blank
about:blank
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結果 

 

1. 肝芽腫患者における CDDP耐性に関わるメチル化傾向と CDDP耐性候補遺伝子

の高メチル化 

CDDP感受性群 6例と CDDP耐性群 5例の患者検体を用いて、DNAメチル化ビ

ーズアレイ解析を行った。これらの患者の臨床データは表3に示す。 

表 3 CDDP感受性群6例と耐性群 5例の臨床データ 

 

†Fisher’s exact test. PRETEXT, Pretreatment Extent of Disease; CR, complete 

response; PR, partial response; NC, no change; PD, progressive disease 

 

すべての患者は JPLT-2 のプロトコールに従い、術前化学療法を施行されていた。
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CDDPへの治療反応性以外は、2群間に有意差は認めなかった。まずDNAメチル化

ビーズアレイデータを用いて、教師なし階層的クラスター解析および PCA を行った

（図3-1）。CDDP感受性患者のメチル化傾向は類似していたが、そこから逸脱するに

従いCDDP耐性を獲得し、悪性度が上昇する傾向がみられた。また、そのメチル化傾

向により、患者群をGroup1とGroup2に群別化した。Group1はGroup2に比較し、

全生存率（Overall Survival; OS）と無再発生存率（Event Free Survival; EFS）はと

もに有意に低下していた（図3-2）。これらのことから、肝芽腫の悪性度上昇やCDDP

耐性に伴い、DNA メチル化プロファイルが変化していることが示唆された。次にβ

値を2群間比較し、CDDP感受性患者において 28556プローブ(6775遺伝子）が有意

に高メチル化しており、CDDP耐性患者において 15102プローブ(4637遺伝子）が有

意に高メチル化していた。これらの CDDP 耐性患者および感受性患者における高メ

チル化プローブの中で、おのおの 17%と 16％がTSSであり、21%と5%がCpGアイ

ランドであった。 

 

 

図 3-1 マイクロアレイデータによる網羅的DNAメチル化解析 

 （解析条件 : variance 0.55, projection score 0.34 by Qlucore Omics Explorer） 

  A：Unsupervised hierarchical clustering analysis。メチル化傾向よりGroup1

と Group2 に群別化した。Group1 は全て耐性群であり、転移・再発率が多かっ

た。 

  B：Principal component analysis。CDDP 感受性群は類似したメチル化傾向を

示し、CDDP 耐性群はそこからの逸脱したメチル化傾向を示した。（矢印：ドッ

トの重なりがあり、実際には 2ドット存在。） 

  NC: no change, PD: Passive disease, PR: partial response, CR: complete 
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response 

 

図 3-2 Group1とGroup2におけるOverall survival（OS）、Event free  

survival（EFS）の比較 

A：Overall survival curve。Group2はGroup1と比較し有意に予後良好

であった。 

B：Event free survival curve。Group2はGroup1と比較し有意に予後良

好であった。 

*p<0.05, **p<0.01 

 

2. CDDP耐性HuH6の樹立 

HuH6WTと、上記方法で作成したHuH6CRのCDDP耐性を、上記方法で施行し

た MTS （ 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium）アッセイにより比較した。生存曲線では（図 4-1A）、

HuH6CRがより高いCDDP耐性を持つ傾向であり、算出したIC50はHuH6CR（20.8 

± 4.0 μg/ml）はHuH6WT（9.9 ± 3.3 μg/ml）と比較し、有意に高かった（図4-1B）。 

さらに、同様の方法により gemcitabine、5-fluorouracil、pirarubicinに対する交叉

耐性を評価した。生存曲線において、HuH6CR の他の抗癌剤への明らかな交叉耐性

は認めず、pirarubicinへの IC50はHuH6CR（1.11 ± 0.63 μM）とHuH6WT（1.38 

± 0.49 μM）で有意差を認めなかった（図 4-2）。 
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図4-1 生存アッセイにおけるHuH6WT（HuH6 野生株）とHuH6CR（HuH6 CDDP 

耐性株）のCDDP耐性の比較 

 A：Viability curve。HuH6CRはHuH6WTと比較し、CDDP耐性が強い傾向

にあった。 

   B：Comparison of IC50。IC50の比較において、HuH6CRはHuH6WTに比

し有意にCDDP耐性が高かった。 

*p<0.05 

 

 

 

図4-2 生存アッセイにおけるHuH6WT（HuH6 野生株）とHuH6CR（HuH6 CDDP

耐性株）の各抗癌剤への耐性の比較 

A: Gemcitabine耐性の比較。HuH6WT、HuH6CRともにGemcitabineへの反応

性を示さず、明らかな耐性の差は認めなかった。 

B: 5-fuluorouracil耐性の比較。HuH6WT、HuH6CRともに5-fuluorouracilへの

反応性を示さず、明らかな耐性の差は認めなかった。 

C: Pirarubicin耐性の比較。HuH6WTとHuH6CRに明らかなPrarubicinへの耐

性の差異は認めなかった。 
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3. HuH6CRにおける遺伝子変動 

HuH6WTとHuH6CRから抽出したRNAを用いて、マイクロアレイ解析を行った。

アレイの結果、HuH6CRがHuH6WTより有意に発現減少していた遺伝子は 119遺

伝子で、有意に発現上昇していた遺伝子は161遺伝子であった。 

 

 

 

 

4. CDDP耐性候補遺伝子の選定 

患者検体を用いたヒト肝芽腫のDNAメチル化アレイ解析の結果と、肝芽腫細胞株の

HuH6を用いたマイクロアレイの結果より、CDDP耐性関連候補遺伝子の抽出を行っ

た。メチル化アレイ解析より、CDDP 抵抗群で有意に高メチル化していた遺伝子は

4631遺伝子であり、HuH6CRで有意に発現低下していた遺伝子は119遺伝子であっ

た。これらでオーバーラップしていた遺伝子は 18 遺伝子であった。このうち、TSS

付近で高メチル化していたものは 5 遺伝子（CSF3R [Colony stimulating factor 3 

receptor]、FMNL3 [Formin like 3]、OAF [Out at first homolog]、PLAGL1 [PLAG1 

like zinc finger 1]、TRAF5 [TNF receptor associated factor 5]）であった。これらの

候補遺伝子をさらに絞り込むため、重回帰分析を行った。これら 5 遺伝子に対する

DNAメチル化アレイのデータとCDDP耐性の相関において、CSF3RがCDDP耐性

に最も相関係数 R が大きく、variable selection でも唯一選択された遺伝子であった

（図 5-1）。また、同 11 例で施行したパイロシークエンシングのデータとDNA メチ

ル化ビーズアレイのデータの相関を解析したところ、CSF3R が 2 データ間で唯一有

意な相関を示した（図5-2）。それ以外の遺伝子は、この2モダリティ間に有意な相関

を認めなかった（図5-3）ため、CSF3RをCDDP耐性遺伝子として選定した。 

  

 

図 5-1 CDDP耐性関連候補遺伝子の数学的選定 
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DNAメチル化アレイの結果を用いた重回帰分析より、CDDP耐性とβ値の相関係

数Rが最も高かったのはCSF3Rであり、変数選択ではCSF3Rが唯一説明変数と

して選択された。 

 

 

図 5-2 CSF3RにおけるDNAメチル化アレイデータとパイロシークエンシングデ

ータの比較 

A: CSF3RにおけるDNAメチル化アレイデータを用いたCisplatin（CDDP）耐

性群とCDDP感受性群の比較。CDDP耐性群のβ値は、感受性群に比較し有意に

高かった。 

B: CSF3Rにおけるパイロシークエンシングデータを用いたCDDP耐性群と

CDDP感受性群の比較。CDDP耐性群のメチル化率は、感受性群に比較し有意に

高かった。 

C: CSF3Rにおけるβ値とメチル化率の相関関係。2モダリティ間の相関係数Rは

0.615であり、有意に相関していた。 

*p<0.05, **p<0.01 

 



21 

 

 

図 5-3 4遺伝子におけるDNAメチル化アレイデータとパイロシークエンシングデ 

ータの比較 

A: OAFにおけるDNAメチル化アレイデータを用いた Cisplatin（CDDP）

耐性群とCDDP感受性群の比較。CDDP耐性群のβ値は、感受性群に比較し

有意に高かった。 

B: OAF におけるパイロシークエンシングデータを用いた CDDP 耐性群と

CDDP感受性群の比較。CDDP耐性群と感受性群間にメチル化率の有意差は

認めなかった。 

C: OAFにおけるβ値とメチル化率の相関関係。2モダリティ間の相関係数R

は 0.20であり、有意な相関は認めなかった。 

D: FMNL3 における DNA メチル化アレイデータを用いた CDDP 耐性群と

CDDP感受性群の比較。CDDP耐性群のβ値は、感受性群に比較し有意に高

かった。 

E: FMNL3におけるパイロシークエンシングデータを用いたCDDP耐性群と

CDDP感受性群の比較。CDDP耐性群と感受性群間にメチル化率の有意差は

認めなかった。 

F: FMNL3におけるβ値とメチル化率の相関関係。2モダリティ間の相関  係

数Rは 0.025であり、有意な相関は認めなかった。 

G: TRAF5 における DNA メチル化アレイデータを用いた CDDP 耐性群と

CDDP感受性群の比較。CDDP耐性群のβ値は、感受性群に比較し有意に高

かった。 

H: TRAF5におけるパイロシークエンシングデータを用いたCDDP耐性群と

CDDP感受性群の比較。CDDP耐性群と感受性群間にメチル化率の有意差は



22 

 

認めなかった。 

I: TRAF5におけるβ値とメチル化率の相関関係。2モダリティ間の相関係数

Rは 0.28であり、有意な相関は認めなかった。 

J: PLAGL1 における DNA メチル化アレイデータを用いた CDDP 耐性群と

CDDP感受性群の比較。CDDP耐性群のβ値は、感受性群に比較し有意に高

かった。 

K: PLAGL1におけるパイロシークエンシングデータを用いた CDDP耐性群

とCDDP感受性群の比較。CDDP耐性群と感受性群間にメチル化率の有意差

は認めなかった。 

L: PLAGL1におけるβ値とメチル化率の相関関係。2モダリティ間の相関係

数Rは 0.24であり、有意な相関は認めなかった。 

*p<0.05 

 

 

 

 

5. CSF3Rの高メチル化はCDDP耐性により術後再発に関与する 

術前 CDDP 感受性患者 38 例に対して施行したパイロシークエンシングにおける

CSF3R のメチル化率と再発率の解析を行った（図 6-1）。各メチル化率と再発率の関

連の分布より、メチル化率 54%以上で高い再発率を認めた。また、ROC 解析で算出

された高メチルまたは低メチル化の threshold は 56.47%であった。これらの結果よ

り、高メチル化、低メチル化のカットオフ値を 54%に設定した。 

次に、メチル化率54%以上を高メチル化、54%未満を低メチル化として、38例を群

別化した。高メチル化群は4症例、低メチル化群は34症例であった。38症例の臨床

データは次の表 4に示す。 
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表 4 バイサルファイトパイロシークエンシングを施行した、CDDP 感受性患者 38

例の臨床データ 

 

†Fisher’s exact test. PRETEXT, Pretreatment Extent of Tumor. 

 

高メチル化群では有意に女性患者が多く、低メチル化群ではPRETEXT分類で高ス

テージ患者が多い傾向であった。パイロシークエンシングのデータを用いて、CSF3R

高メチル化群（4例）、低メチル化群（34例）、CDDP耐性群（5例）に群別化し再発

曲線を比較した（図 6-2）。1年後の再発率は、高メチル化群、低メチル化群、CDDP

耐性群でそれぞれ 75%、20%および80%であった。高メチル化群は低メチル化群に比

較し有意に高い再発率を示した。また高メチル化群と CDDP 耐性群は類似した再発

曲線を呈した。 
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図 6-1 CSF3Rのメチル化率と再発率の関係 

メチル化率0-54%までは低い再発率であったが、54%を越えると再発率 75%と

高い再発率を認めた。ROC解析では、Thresholdは 56.47%と算出された。 

 

 

図 6-2 各群における再発曲線 

     低メチル化群は高メチル化群に比較し、有意に低い再発を示した。また、高メ

チル化群と術前CDDP耐性群は類似した再発曲線を示した。 

 

6. CDDP耐性肝芽腫においてCSF3RはCDDP環境下で発現上昇する 

HuH6WTとHuH6CRにおけるCSF3R発現の動的な変化を調べるため、CDDP処
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理前後で各細胞株より RNA とタンパクを抽出し、qPCR とウェスタンブロッティン

グ法によりCSF3Rの発現を評価した（図 7）。mRNAレベルでは、CDDP処理した

HuH6CR（HuH6CR/CDDP）は処理前に比べ有意に発現上昇し、タンパクレベルで

も上昇する傾向であった。一方、CDDP処理したHuH6WT（HuH6WT/CDDP）で

は、処理前に比べ CSF3R の発現が有意に減少し、タンパクレベルでも同様の傾向で

あった。結果として、CDDP処理した後は、HuH6WTに比較しHuH6CRのCSF3R

発現が有意に上昇した。 

 

 

図 7 CDDP暴露前後でのHuH6WT（HuH6 野生株）とHuH6CR（HuH6 CDDP

耐性株）のCSF3R発現変動 

A:CDDP暴露前後でのCSF3R発現レベルの比較。 

B,C:CDDP暴露前後での CSF3Rタンパク発現レベルの比較。（B：数値化した

Band signal、C:Bandの図） 

HuH6CR/CDDP: CDDP処理後のHuH6CR, HuH6WT/CDDP: CDDP処理後

のHuH6WT 

**p<0.01 
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考察 

 

次世代シークエンサーの発達とともに、ゲノムワイドながん遺伝子のジェネティ

ック、エピジェネティックな異常に関して、短時間に多くの情報を得られるようにな

った。国内外で、肝芽腫における遺伝子のゲノムワイドな網羅的解析が行われ、分子

生物的解析、予後別サブタイプ化の解析など様々な解析が行われてきている

（Sumazin et al., 2017; Anna et al., 2017）。本研究において、CDDP耐性に着目し

てメチル化ビーズアレイによるゲノムワイドなメチル化解析を行ったところ、

CDDP感受性患者のメチル化傾向は類似しており、そのメチル化傾向から逸脱する

にしたがって、CDDPへの耐性を獲得し、悪性度が上昇する傾向を示した。この結

果より、肝芽腫がCDDP耐性を獲得する過程でメチル化プロファイルが変化し得る

ことが示唆され、またCDDP耐性獲得にDNAメチル化プロセスの関与が示唆され

た。階層的クラスター解析により分類したサブタイプ（Group1 vs Group2）別の予

後解析では、CDDP感受性患者のメチル化傾向から逸脱したGroup1の患者は有意

に予後不良であった。既報のサブタイプ化の解析同様、メチル化プロファイルによる

予後不良分類が可能であり、CDDP耐性群と類似した分類になったため、CDDP耐

性サブタイプ確立の可能性も示唆された。CDDP耐性サブタイプにおいて、メチル

化変動を示す遺伝子のパスウェイなどを解析することで、CDDP耐性の機序解明の

一助になる可能性も考えられた。また当科の先行研究（Honda et al., 2008）で、単

変量解析においてRASSF1Aの高メチル化が予後不良やCDDPに対する反応性と関

連することを報告した。本研究においても、メチル化ビーズアレイでCDDP耐性群

においてRASSF1Aの高メチル化を認めた。しかし、細胞株での発現アレイで

RASSF1Aの低発現を認めなかったため、CDDP耐性に関連する遺伝子としてピッ

クアップできなかった。しかし、発現アレイが実際のRNA発現と解離することもし

ばしば認められるため、qPCRではRNA発現が低下している可能性も考えられた。

いずれにしても、CDDP耐性に着目して群別化した実験の結果からもCDDP耐性群

でRASSF1Aの高メチル化を認め、CDDP耐性に関連する遺伝子の高メチル化とし

て既報と矛盾しない結果となり、RASSF１Aの高メチル化はCDDP耐性の予測因子

としても使用可能と考えられた。 

CDDPは肝芽腫において 1stラインの抗癌剤である。わが国では肝芽腫患者の約

20%がCDDPベースの術前化学療法へのnon-responderであり、その予後は不良で

高い再発率を示す（Hiyama et al., 2016）。しかし、術前化学療法に対する

responderの中にも、完全切除後に再発を認める症例もある。術後再発をきたす症例

には、微小転移や他の要因による癌細胞の残存が疑われる。Hiyamaらの報告

（Hiyama et al., 2015; Hiyama et al., 2016）によると、再発のリスク要因として、
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診断時の年齢、診断時の alpha-fetoprotein低値、非解剖学的肝部分切除、非完全切

除、腫瘍破裂が挙げられた。今回、術前化学療法感受性患者に腫瘍完全切除を行った

症例での再発の原因として、CDDP耐性癌細胞の微小転移による残存であると推察

し、これらの細胞のクローン進化において、DNAメチル化異常が重要な役割を担う

と仮説を立てた。本研究では、CDDP耐性とDNAメチル化異常の関連に着目し、

CDDP感受性患者と耐性患者のDNAメチル化を比較した。今回の研究結果より統

計学的手法を用いて、CDDP耐性に最も関連のある遺伝子としてCSF3Rを選定し

た。CSF3RはCDDP耐性患者において、メチル化ビーズアレイとパイロシークエ

ンシングの結果ともに有意に高メチル化を示した。このことは、パイロシークエンシ

ングの結果がメチル化ビーズアレイの代用として使用可能であることを示した。

CDDP感受性の38例において、9例が術後化学療法への反応性が低下し、再発を認

めた。また、その内4例で、CSF3Rが術後化学療法感受性患者と比較し高メチル化

していた。加えて、CSF3Rが高メチル化を示した術後化学療法耐性患者の再発曲線

は術前化学療法耐性患者の再発曲線と類似していた。これらのことより、術後化学療

法耐性患者は術前化学療法の以前には癌不均一性によりCSF3Rの高メチル化細胞・

低メチル化細胞の双方を有し、低メチル化細胞を多く有するために術前化学療法に対

し感受性ありと判断させると仮定された。そして、術前化学療法後もCSF3R高メチ

ル化細胞が生存し、再発に寄与すると推察された。それゆえ、CSF3Rのメチル化状

態は、CDDP耐性のバイオマーカーとなり得、適切な術後化学療法レジメンを選択

するための指標となり得ると考えられた。ここで、私はメチル化解析を用いた分類に

基づいた新たなプロトコールを図8に示した。CDDPベースの化学療法後の腫瘍切

除後にCSF3Rのメチル化率を解析し、CSF3R低メチル化患者は引き続きCDDPベ

ースの術後化学療法を継続し、CSF3R高メチル化の患者はCDDPベース以外の術

後治療を選択すべきである。 
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図 8 切除検体のメチル化解析に基づいた、新規術後療法プロトコール案 

Resection 後に CDDP-based chemotherapy を行う可能性のある症例には、切

除検体を用いてCSF3Rのメチル化率を測定し、High methylation群はCDDP

以外の治療、Low methylation群は従来のCDDP-based chemotherapyを行う

ことが推奨される。 

 

CSF3R は顆粒球刺激因子受容体または細胞表面マーカーの CD114 として知られ

ている。この遺伝子がコードするタンパクはサイトカイン受容体ファミリーの一種で

あり、細胞表面接着や認識過程の機能を担うとされている。近年の研究では、CSF3R

の遺伝子異常は白血病の発症を活発にさせると報告されている（Maxson et al., 2016; 

Rohrabaugh et al., 2017）。しかし、CSF3Rの固形腫瘍における変異はほとんど研究

されていない。最近の研究では、CD114は神経芽腫や悪性黒色腫などの神経堤由来腫

瘍の癌幹細胞のマーカーであるとされている（Hsu et al., 2013; Zage et al., 2017; 

Zhang et al., 2017; Liu et al., 2017）。癌幹細胞は様々な癌腫において治療耐性や再発、

転移、予後不良に関連すると考えられている。本研究において、定常状態ではCDDP

耐性肝芽腫においてCSF3Rは高メチル化により発現低下されていた。しかし、CDDP

暴露下においてCDDP耐性細胞は感受性細胞と比較し、CSF3Rの発現を上昇させた。

このことは、定常状態ではCDDP耐性細胞はエピジェネティックな制御によって、癌

幹細胞のマーカーの一つであるCSF3Rを発現低下しているが、CDDP暴露のような

ストレス環境下では CSF3R を発現上昇させて癌幹細胞形質を示し、生存に寄与して

いる可能性が考えられた。ここで、CDDP暴露前後のCSF3R発現変化における実験

系の妥当性について考察する。本研究で作成した HuH6CR は、2μg/ml の濃度で生

存し続けることが可能な状態となった。投与方法は異なるが、小児の固形腫瘍に対す

るCDDP治療中の血中濃度は1-2μg/ml程度であるとされ（Murakami et al., 1990）、

実臨床を想定した CDDP 耐性の細胞株が作成されたと考えられた。また投与最高濃

度は10μg/mlであるという報告（村上ら.,1988）があることや、HuH6野生株のCDDP

に対する 48時間の IC50が9.9 ± 3.3 μg/mlであったことを考慮し、体内で想定され

うる高い濃度でかつ、野生株がある程度生存可能な10μg/mlをCDDP処理濃度と設

定し、このような発現変化がみられた。これは、体内での環境を模した実験系として

妥当であると考えられ、上記変化は体内でも起こり得ると考えられた。また、本研究

では癌細胞が抗癌剤暴露下で、エピジェネティックな制御によってその遺伝子発現を

動的に変動させうることが分かった。これはCDDP耐性肝芽腫細胞が、癌幹細胞形質

のエピジェネティックな制御能を CDDP 暴露中に獲得した、あるいはもともと備わ

っている能力なのかもしれない。しかし、臨床の場で経時的に癌細胞の動的な遺伝子

発現変化を直接フォローアップしていくのは困難である。それゆえ、CDDP治療後の
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定常状態で切除を受けた腫瘍サンプルを用いて、遺伝子発現変動を予測するために

CDDP耐性マーカーの一つとしてCSF3Rのメチル化を評価することは理に適ってい

ると考えられた。しかし、CDDP耐性肝芽腫細胞がなぜ定常状態においてCSF3Rの

発現を抑制し、発現上昇がどのように CDDP 耐性に関与するかは未だに不透明な部

分が多い。それゆえ、これらを解明するために、更なる研究が必要である。加えて、

CSF3Rのメチル化とCDDP耐性や再発、癌幹細胞形質の関連に関して更なる研究を

行うことで、肝芽腫の新規治療戦略や治療ターゲットの手掛かりになる可能性がある。 

近年、様々な部位の様々なメチル化異常とDNA 発現や制御の関連が報告されてき

ている（Liang et al., 2017; Liu et al., 2017; Sarda et al., 2017; Yang et al., 2014）。

本研究では、プロモーターサイトの高メチル化を示したCSF3RをCDDP耐性遺伝子

として選定した。しかし、TSS以外にもgene bodyや他のサイトでの様々なメチル化

異常が起こっていた。これらのメチル化異常も CDDP 耐性に関与している可能性が

ある。それゆえ、さらなるゲノムワイドな高メチル化、低メチル化の解析が必要であ

り、肝芽腫のCDDP耐性遺伝子やバイオマーカーをさらに検出できる可能性がある。 

本研究にはいくつか制限があった。まず、その希少性から、肝芽腫患者のDNAサ

ンプルが少数しか使用出来ず、それぞれのケースでの DNA メチル化異常と mRNA

発現やタンパク発現を直接比較できなかった。さらに、ほとんどすべての患者が術前

化学療法としてCDDP治療を受けており、治療によるDNAメチル化の影響を排除で

きなかった。DNA 以外の検体サンプル、CDDP治療以前のサンプルなどを用いた解

析が可能となれば、肝芽腫におけるDNAメチル化異常やCSF3RのCDDP耐性への

関与をより詳細に解明できる可能性があると考えられた。 
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総括および結論 

 

1. DNAメチル化プロファイルの解析により、DNAメチル化異常がCDDP耐性獲得

に関連すると考えられた。 

2. CSF3R の高メチル化は CDDP 耐性のバイオマーカーとなり得、術後化学療法と

してのCDDP適用の指標となり得る。 

3. CSF3R はエピジェネティックに制御されており、CDDP 環境下では発現上昇し

CDDP耐性に関与する可能性が示唆された。 

 

本研究において、肝芽腫のCDDP耐性にDNAメチル化異常の関与が示唆 

された。さらに、癌細胞がダイナミックに遺伝子発現を変動させ、その制御に

epigenetic regulationが関与することが示唆された。症例数を増やし、ゲノムワイド

なDNAメチル化プロファイルの詳細な検討、CDDP暴露前後でのメチル化プロファ

イルの検討、他のエピゲノム異常の解析を行うことで、CDDP耐性に関与する driver 

geneの同定やエピゲノム制御によるCDDP耐性解除などの治療成績向上に貢献でき

る可能性があると考えられる。 

また、切除検体の CSF3R のメチル化を測定することで、術後化学療法のレジメン

決定の指標になると考えられ、術後治療の治療成績貢献できると考えられる。肝芽腫

における CSF3R の機能評価を行う必要があり、遺伝子編集した細胞実験等も必要で

ある。さらに、CDDP耐性が予想された患者に対する、従来法以外の化学療法レジメ

ンの検討も必要となる。CDDP耐性肝芽腫が他のどの化学療法に感受性を持つのかな

ども含め、新規治療方針の開発が課題となる。 
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