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小児肝芽腫発症に関与する分化制御因子

永江 玄太

1. はじめに

がん細胞には，ゲノムの一次配列や高次構造，クロマチ
ンを含むエピゲノム修飾状態や転写産物などに，正常細胞
とは異なるさまざまな量的・質的異常が認められる．次世
代シークエンサーの発達により，こうした分子異常の網羅
的な解析を大量並列的に行うことが可能となり，がんゲノ
ムアトラス（The Cancer Genome Atlas：TCG A）1）や国際が
んゲノムコンソーシアム（International Cancer Genome Con-
sortium：ICGC）2）などで臨床がん組織に蓄積する包括的な
分子異常のプロファイルがカタログ化されてきた．新規
創薬標的の探索やゲノム情報に基づいた精緻化医療（preci-
sion medicine）への応用が期待されているが，小児にみら
れるような希少がんでは多数例のコホートでの解析結果が
ないだけでなく，成人のがんと異なる発がん機序がしばし
ばみられることから，その解明が十分でない．
本稿では，小児の肝悪性腫瘍で最も高頻度とされる肝芽

腫（hepatoblastoma）に焦点をあて，その包括的なゲノム・
エピゲノム解析の実例 3）を紹介するとともに，分化制御因
子の異常に伴う発がん機序について解説する．

2. 肝芽腫におけるゲノム異常および遺伝子発現異常

肝芽腫にみられる代表的なドライバー遺伝子異常とし
てWntシグナルの活性化に重要なβカテニン遺伝子（CTN-
NB1）が有名だが 4），これまでには多数例の全エクソンシー
クエンス解析（whole exome sequencing：WXS）の報告が
ほとんどない状況であった．そこで，筆者らは日本小児肝
がんスタディグループでのコホート症例 5）（JPLT-2）163例

の小児肝腫瘍（肝芽腫154例，肝細胞がん9例）について
統合的ゲノムプロファイリングを実施した．
全エクソンシークエンス解析での体細胞変異の総数は
エクソン領域で1 Mbあたり0.52個と非常に少ない結果
で あ っ た が，CTNNB1やARID1A, ITPR2, APCな ど25遺
伝子のエクソン変異に加えて，テロメラーゼ逆転写酵
素（TERT）にプロモーター変異を認めた（図1A）．この
TERT遺伝子は細胞不死化に必須な制御分子であるが，プ
ロモーター変異が遺伝子発現の上昇に関連することが知ら
れており，8歳以上の肝芽腫に選択的に認められた．
一方，SNPアレイを用いてゲノム高次構造を解析したと
ころ，29％の症例にゲノム不安定性を認め，染色体コピー
数の増加（1q, 2q, 20, 2p, 6p染色体）と減少（1p, 4q, 11q染
色体）が確認された．さらに，アリル別でコピー数解析を
追加することで34.2％の症例に染色体11pの片親性ダイソ
ミー（uniparental disomy：UPD）がみられた．この領域は
H19/IGF2を含むインプリンティング領域として知られて
おり，IGF2の発現上昇が腫瘍細胞の増殖に関わるとされ
る重要な領域であるだけでなく，肝芽腫をしばしば合併す
る先天性疾患Beckwith‒Wiedemann症候群の責任遺伝子座
でもある 6）．
肝芽腫組織の多様な細胞学的性質を評価するために，

RNAシークエンスによる遺伝子発現の網羅的解析を実施
したところ，コンセンサスクラスタリング解析により三
つの遺伝子発現サブタイプ（増殖型，間葉型，肝細胞型）
が同定された（図1B）．増殖型遺伝子発現を示す肝芽腫
は，細胞周期関連遺伝子（CCNB2, E2F1, MKI67, MYCN）
や肝がんの腫瘍マーカー AFPを有意に発現しており，高
い細胞増殖活性を示唆するものである．古典的なWnt標
的遺伝子（LGR5, TBX3, BMP4, ASCL2, RNF43, DKK1, SP5, 
NOTUM, GPC3）の発現も高く，CTNNB1変異を高頻度
に有している．一方，間葉型遺伝子発現を示す肝芽腫
では，T細胞受容体やマトリックスメタロプロテアーゼ
（MMPs），グランザイム（GZMs）の発現が高く，免疫細
胞の腫瘍内浸潤を示唆している．肝細胞型遺伝子発現を示
す肝芽腫では，シトクロムP450（CYP）やUDPグルクロ
ン酸転移酵素（UDP），メタロチオネインファミリー遺伝
子（MT）など成熟した肝細胞代謝に関連する遺伝子が高
発現しており，正常の肝細胞に近い機能を有する分化度の
高い腫瘍と考えられた．
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3. 肝芽腫におけるエピゲノム異常

上記のようなゲノム異常や遺伝子発現異常は既知の報告
とよく合致するものであったが，多様な形質を示す肝芽腫
の発がん機序を説明するに十分でないため，DNAメチル化
を中心としたエピゲノム解析を実施した．20例の全ゲノム
バイサルファイトシーケンス解析（whole genome bisulfite 
sequencing：WGBS）に加えて，約45万か所のCpG領域
を解析できる Infinium HumanMethylation450 BeadChip（Illu-
mina社）を用いて157例の網羅的メチル化解析を行った．
前述のH19/IGF2の遺伝子座において，H19のインプリ

ンティング領域（母方アリルのみ発現）では非がん部肝臓
ではヘミメチル化されていたが，UPDやインプリンティ
ング異常（loss of imprinting：LOI）を認める肝芽腫では完
全にメチル化されており，肝芽腫の発がん過程で父方のア
リルが優先的に選択される可能性が示唆された．一方，ヒ
トの IGF2では少なくとも五つのプロモーターが存在し，
時空間的に厳密に制御されていることが知られている 7）．
成人ヒト肝臓特異的プロモーターとして知られるプロモー
ター 1（Pr1）は胎児肝では高度にメチル化されていたが，
小児の非がん部肝臓では年齢依存的に低メチル化してい
く傾向を示した．一方，胎児組織特異的なプロモーター
（Pr2）は，年齢依存的にメチル化が増加し，成人肝組織で
高度なメチル化がみられた．これらの結果より，肝芽腫の
IGF2プロモーターでは正常の肝細胞分化に伴うエピゲノ
ム変化が起こらず，胎児肝の未熟細胞に由来するメチル化
パターンが遷延している可能性が考えられた．
次に，肝細胞におけるエンハンサー領域に位置する

CpG領域に特化したクラスター解析を実施し，肝芽腫の
エンハンサーメチル化パターンが4種類（E1～E4）に分か

れることを同定した（図2A）．E1サブタイプは発症年齢
が高い傾向にあり，病理組織学的にはHCN-NOS（hepato-
cellular neoplasia, not specified）8）が多くTERTプロモーター
変異も高頻度に認めた．E2サブタイプはH19/IGF2領域の
コピー数異常（UPDおよびLOI）と増殖型の遺伝子発現パ
ターンを示し，高い分裂活性を持つ胚細胞型であることが
示唆された．E4サブタイプは全体にエンハンサーメチル
化異常が少ない傾向であったが，これは腫瘍含有率が低い
ための可能性が考えられた．
これらのサブタイプごとに特徴的なメチル化異常を解明
すべく，それぞれに特異的な異常メチル化領域の周囲の配
列に濃縮する転写因子のモチーフ解析を行った．E1サブ
タイプでの高メチル化領域はGCリッチ配列に富むことか
ら，CpG密度が多いエンハンサー近傍が異常高メチル化の
標的とされていることが示唆された．E4サブタイプにお
ける低メチル化領域ではETSなど血球系転写因子の認識
配列が濃縮しており，免疫細胞浸潤とよく一致する結果で
あった．E2およびE3特異的低メチル化領域では，肝細胞
分化におけるマスター制御因子（HNF4, COUP-TFs, PPAR）
のDR1配列の有意な濃縮がみられ，肝細胞エンハンサー
の低メチル化がE2・E3サブタイプの肝芽腫で保たれてい
ることが示唆された．興味深いことに，E2特異的な低メ
チル化領域では，前述のDR1配列だけでなくE-box（Myo-
genin, NeuroD1など）の認識配列も濃縮していた．

4. 転写制御因子ASCL2

前述のように，E2サブタイプの肝芽腫ではE-Box型転
写因子の認識配列が低メチル化していたが，ここに結合
する転写因子として肝芽腫で遺伝子発現が高いASCL2

図3 小児肝がんの発生機序
典型的な肝芽腫では90％以上にWntシグナルの活性化がみられ，CTNNB1変異を高率に伴うだけでなく，ASCL2が
高発現を示す．成人の肝細胞がんではCTNNB1変異は25％程度であり，TERTプロモーター変異を高率に認める．
小児肝芽腫と成人肝細胞がんの移行型を示すHCN-NOSでは，CTNNB1変異およびTERTプロモーター変異を認める
（文献3より引用改変）．
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に注目した．TCG Aで公開されているさまざまながん腫
の遺伝子発現データベースを参照すると，意外なことに
ASCL2は成人の肝細胞がん（HCC）では発現レベルが非
常に低いのに対して，大腸がんや胃がんなどの消化管腫瘍
で高発現していることがわかった．さらに，このASCL2は
H19/IGF2遺伝子座の近傍に位置しているだけでなく，大
腸がんの9.9％，胃腺がんの2.7％にみられる局所的なゲノ
ム増幅領域に含まれていることが判明した．この遺伝子座
のoncogenicな責任遺伝子として IGF2が考えられてきたが，
ASCL2の高発現もこれに加担している可能性が考えられる．
さらに，最近の報告では，内胚葉分化におけるASCL2
の重要な役割が注目されている．腸上皮細胞のオルガノ
イドモデルで有名なCleversらのグループはヒト腸管陰窩
細胞を用いてASCL2のChIP-seq解析を行い，ASCL2がそ
れ自身の上流エンハンサー領域にCTNNB1とともに結合
することで正のフィードバックループを形成し，これが腸
管陰窩細胞の幹細胞性の維持に重要であることを示して
いる 9）．別の報告において，ここで同定されたASCL2の結
合領域はWntシグナルを制御する長鎖非コードRNA（WiN-
TRLINC1）のプロモーターに位置することが判明し，この
長鎖非コードRNAによってASCL2のプロモーター領域と
物理的な近接効果が生まれ，転写を正に制御することが報
告されている 10）．
そこで，肝がん細胞株HepG2を用いてASCL2および

CTNNB1のChIP-seq実験を行い，ゲノムワイドな結合領域
を解析したところ，ASCL2発現のエンハンサーとして働
くWiNTRLINC1のプロモーター領域にASCL2がCTNNB1
とともに結合していることが確認された（図2B）．この
ASCL2の結合領域は，全ゲノムバイサルファイトシーケ
ンスにて肝芽腫特異的に脱メチル化していることから，肝
芽腫の臨床組織においてもASCL2の高発現とエンハンサー
領域の異常低メチル化に伴う正のフィードバックループが
働いている可能性が示唆された．これらの結果を総合する
と，肝芽腫ではドライバー遺伝子異常としてCTNNB1の
みしか同定されていないが，肝臓の未熟な細胞にみられる
ASCL2高発現とエピゲノム状態の異常な遷延がWnt活性化
をさらに促進している可能性が考えられる（図3）．

5. おわりに

全エクソンシーケンス，RNAシークエンス，DNAメチ
ル化解析を中心とした統合的なゲノム・エピゲノム解析に
よる小児肝芽腫の実際例を紹介した．一般に小児腫瘍では
染色体転座などのゲノム構造異常を除くと，成人の腫瘍に
比べて遺伝子変異が極端に少なくドライバー遺伝子異常を
ほとんど同定できない症例も少なくない 11）．一方，細胞の
分化異常としての観点から考えた場合，幹細胞シグナルの

遷延や分化シグナルの破綻などのエピゲノム制御異常が発
がんに関わっている可能性も考えられる．このような包括
的解析によって新たな発がん機序の解明とこれを標的とし
た新規創薬につながることを期待したい．
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