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学位論文内容の要旨  

 

  博士の専攻分野の名称  博士（医 学）    氏 名  近藤 享史 

 

学 位 論 文 題 名 

肝芽腫における DNAメチル化解析に基づく新規リスク層別化モデルの検討 

(Study on the novel risk stratification model based on DNA-methylation analysis 

for Hepatoblastoma) 

 

【背景と目的】肝芽腫は小児肝悪性腫瘍の 80%を占める主要な腫瘍である。一方、全小児悪

性腫瘍の 1-2%を占める希少癌でもある。その治療は、臨床的因子に基づく治療層別化と、

手術による腫瘍切除、シスプラチンを主体とした化学療法を中心に構成されるが、各国のス

タディグループが独自のプロトコールを用いて治療にあたってきた現状があり、本邦では

日本小児肝癌スタディグループ (Japanese Study Group for Pediatric Liver Tumor; 

JPLT) が中心となり治療プロトコールを提案してきた。本邦で施行された臨床研究 JPLT-2

のプロトコールでは、PRETEXT分類や遠隔転移、血管浸潤の有無といった付記因子に従って

治療層別化を行い、全体の 5年生存率は 80%程度と比較的良好な結果が認められたが、完全

切除可能とされる PRETEXTⅡの約 2割に再発、1割に死亡例を認めた他、遠隔転移例の予後

は依然として不良であり、化学療法による長期毒性も課題とされた。従って、より有効な予

後予測因子による高悪性症例の選別と、リスク層別化による過不足ない治療強度の選択が

重要であると考えられた。そのような背景の中、近年各国のスタディグループが中心となり

国 際 的 小 児 肝 癌 研 究 組 織 で あ る Children’s Hepatic tumors International 

Collaboration (CHIC) が立ち上げられ、これにより形成された大規模国際データベースの

解析に基づき、臨床的予後因子を統合した新規リスク分類である CHIC-Hepatoblastoma 

Stratification (CHIC-HS) が提唱された。さらに、CHIC-HSの妥当性を検証する目的で国

際共同研究 Pediatric Hepatic International Tumor Trial (PHITT) が進行中である。当

教室では、肝芽腫においてゲノム変異が稀であることから、エピゲノム変異が発生、進展に

重要な役割を果たしていると考え、特に DNAメチル化異常に着目し、RASSF1A、PARP6、OCIAD2、

MST1R、GPR180の 5遺伝子のメチル化率の定量的評価が予後予測因子として有効であること

を報告してきた。本研究では、臨床的予後因子を統合した CHIC-HS に DNA メチル化異常に

基づく分子学的予後因子を統合し、より有用な予後予測モデルを作成することを目的とし

て検討を行った。 

【対象と方法】1999年から 2012 年までに JPLT 関連施設で JPLT-2プロトコールに基づく治

療、肝切除を施行された肝芽腫患者 132例を対象とした。JPLTより供与された対象患者の

新鮮凍結検体より抽出された DNA サンプルを解析に用いた。DNA メチル化解析には、バイ

サルファイトパイロシークエンシング法を用い、RASSF1A、PARP6、OCIAD2、MST1R、GPR180

の 5遺伝子の DNA メチル化率の定量的評価を行った。Overall survival (OS)、Event-free 

survival (EFS) や臨床病理学的因子は、JPLTデータベースより抽出され、これらとメチ



ル化率の関係について統計学的解析を行った。CHIC-HS 各リスク群におけるメチル化状態

の評価の有用性を検討し、DNA メチル化状態の評価を組み込んだ新規リスクモデルを作成

した。P値は 0.05未満を有意とした。 

【結果】132 例中 108 例 (82%) が術前化学療法を施行されていた。5 遺伝子 (RASSF1A、

PARP6、OCIAD2、MST1R、GPR180) のメチル化率の中央値はそれぞれ 13.42%、7.01%、5.91%、

7.73%、1.61%であった。生存死亡をアウトカムとした ROC解析よりカットオフ値を設定した

ところ、それぞれ 31.77、9.93、34.33、32.94、2.34 であった。GPR180 のカットオフ値は

パイロシークエンサーの誤差範囲に入る程小さい値であったため、後の検討から除外した。

カットオフ値に基づきメチル化群、非メチル化群に群別し、生存曲線を log-rank 検定によ

り比較したところ、4遺伝子全てにおいて、メチル化群で OS、EFS共に有意に不良であった。

高メチル化遺伝子を多く持つ症例程予後不良となる傾向を認め、同様に ROC 解析よりカッ

トオフ値を 2 と設定し、log-rank 検体を行ったところ、4 遺伝子のうち 2 個以上高メチル

化した遺伝子を持つ群で、有意に OS、EFSが不良であった。多変量 Cox回帰分析から、高メ

チル化遺伝子を 2個以上持つことは、OS、EFSに関する独立した予後因子であることが示さ

れた。さらに CHIC-HS各群におけるサブグループ解析を行ったところ、超低・低リスク群、

中間リスク群においても高メチル化遺伝子を 2個以上持つ群の OSは有意に不良であること

が示された。CHIC-HS 超低・低リスク、中間リスク群に 4 遺伝子のメチル化解析を行い、2

個以上高メチル遺伝子を持つ群をより上位のリスク郡に層別化する新規リスク分類 

(methylation-based CHIC-HS; mCHIC-HS) を作成したところ、その 3年 OSは超低・低リス

ク、中間リスク、高リスク群でそれぞれ 98%、90%、62％であり (vs CHIC-HS [96%、82%、

65%], P<0.001)、CHIC-HSを適正化し得た。また、その AUCは 0.762 (vs CHIC-HS 0.687, 

P=0.087) と CHIC-HSに比べて高値だった。 

【考察】本研究において、本邦における多数の肝芽腫 DNA 検体の解析を通して、RASSF1A、

PARP6、OCIAD2、MST1R の DNA メチル化状態の定量的評価が、予後因子として有用であるこ

とが改めて検証された。また、高メチル化遺伝子を 2個以上持つことが、既存の臨床病理学

的因子と独立した強い予後不良因子であり、これを CHIC-HSに組み込むことで、予後予測モ

デルを最適化することが可能であった。近年の CHIC-HS に分子学的マーカーを組み込んだ

報告には、網羅的 DNA メチル化解析と 14q32 領域の miRNA 発現異常を組み合わせて評価す

るものや、16 遺伝子の発現状態の評価を組み込んだものの報告がある。それぞれ網羅的解

析を必要とする点で実臨床への適応のハードルが高い点や、低リスク群の層別化がされて

いない点などの問題がある。その点、我々のモデルは、パイロシークエンシング法を用いる

ことで、網羅的解析に比べてコストが低く、高い再現性もあり、必要とする検体も DNAであ

ることから安定性が高いというメリットがある。また、低リスク群に含まれる高リスク症例

を拾い上げることが可能であり、不十分な治療強度となることを是正することが可能なモ

デルと考えられた。 

【結論】CHIC-HSに DNA メチル化解析に基づく分子学的予後因子を統合することで、より適

切な予後層別化が可能となり、リスクに応じた治療選択が実現し得る。今後、このモデルの

有用性を前向きに検討していきたい。 


