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緒 言 

 
肝芽腫は小児における三大固形腫瘍の一つである。その治療には集学的な治療を要し、化学療法のファーストライン

となるのがシスプラチン（CDDP）である。しかし、約22%の症例で術前化学療法に抵抗性を持ち、さらに術前化学療

法に感受性であった患者の約 24%で 5 年以内の早期再発を認める。術前に感受性があったにもかかわらず、術後早期

再発を認める症例には、もともと少数の CDDP 抵抗性細胞が存在し、術前化学療法後も抵抗性細胞の残存し早期再発

を起こすことが予想される。そのような症例に対し、CDDPベースの術後化学療法は適切ではない。それ故、CDDP抵

抗性のバイオマーカーを同定し、切除検体での評価を行えば、術後化学療法に CDDP を使用することが適切かの判断

材料になりうる。 
肝芽腫において、エピゲノム異常が肝芽腫への分化逸脱のメカニズムの一つであることが報告されている［1］。βカ

テニンのmutationは肝芽腫のhallmarkであるが、最近の全exomeシークエンス解析ではその他のmutationは少数

しか認められていない［2，3］。我々は今まで肝芽腫におけるDNAの高メチル化と予後不良について報告してきた［4，
5］。他癌腫において、DNA メチル化異常が CDDP 抵抗性に関与しているという報告もされてきている［6］。そこで

我々は、肝芽腫においてCDDP抵抗性にDNAメチル化が関与し、術後化学療法にCDDPを用いるべきかの指標とな

りうると仮定した。 
 

方 法 

 
1． 患者 
日本小児肝癌スタディグループ（JPLT）より供与された、43名の肝芽腫患者切除検体より抽出したDNAサンプル

を使用した。この43例は2000年から2006年の間にJPLT関連施設で手術を受けた。すべての症例はJPLT-2のプロ

トコールに則り術前・術後化学療法を施行された。化学療法の治療効果判定は RECIST を用いて評価し、完全奏功、

部分奏功は化学療法感受性群（S群）、安定、進行は化学療法抵抗性群（R群）に群別化した。43例中、S群は38例、

R群は5例であった。 
2．全ゲノムメチル化解析 

S 群 6 例、R 群 5 例より抽出した DNA サンプルを用い、Infinium HumanMethylation450 BeadsChip array
（Illumina）で全ゲノムメチル化解析を行った。β値を用いてマン‐ホイットニー検定にて抵抗性群で有意に上昇して

おり、かつ平均β値が 0.15 以上上昇している遺伝子を有意な高メチル化遺伝子として抽出した。これらの遺伝子のう

ち、TSS周囲の高メチル化を示している遺伝子をさらに候補遺伝子として絞り込んだ。 
3．CDDP耐性肝芽腫遺伝子の作製 
ヒト肝芽腫細胞株であるHuH6を用いて、CDDP耐性株を作製した。CDDPは3か月間断続的に、徐々に濃度を上

昇させながら暴露した。細胞の維持は、DMEM に 10%FBS、1%ペニシリン／ストレプトマイシンを混合した培養液

で、5%CO2、37℃の環境下で行った。 
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4．細胞生存アッセイ 
野生型HuH6（HuH6WT）と作製したCDDP 耐性HuH6（HuH6CR）のCDDP 耐性能を評価するため、IC50の

算出を行った。96 ウェルプレートに各細胞を 20,000 個／well で播種し、オーバーナイトでwell に接着させたのち、

各濃度（0～50μg/ml）の CDDP に暴露させ 48 時間培養した。その後、MTS アッセイを用いて生存細胞の比率より

IC50を算出し、HuH6WTとHuH6CRで比較した。 
5．細胞株のRNA抽出と発現アレイ解析 

HuH6WTおよびHuH6CRよりRNAを抽出した後、発現アレイ解析を行った。HuH6WTとHuH6CRを比較し、

Fold change > 2かつANOVA P値 < 0.05を有意な発現変動とし、HuH6CRで有意に発現低下している遺伝子を抽出

した。 
6．候補遺伝子抽出  
全ゲノムメチル化アレイおよび発現アレイの解析結果より、CDDP耐性の候補遺伝子の抽出を行った。さらに、重回

帰分析や分散分析を行い、候補遺伝子の中からCDDP耐性と最も関連の強い遺伝子を1つ抽出した。 
7．バイサルファイトパイロシークエンシング 
 抽出した候補遺伝子について、まず全ゲノムメチル化アレイを行った 11 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、メチル化率を測定した。測定したメチル化率とメチル化アレイでのβ値を、重回帰分析を用いて比較

し、結果が矛盾しないことを確認した。その後、S 群患者 38 例に対しバイサルファイトパイロシークエンシングを施

行し、メチル化率と臨床経過を解析した。高メチル、低メチル化の群別化を行う際に、ROC 解析により threshold を

算出し、cutoff値として使用した。 
8．統計解析 
 メチル化率の比較解析、細胞株の IC50比較解析はstudentの t-testを行った。再発曲線はKaplan-Meier methodを

用いて描出し、Log-rank test で比較した。再発解析には診断から再発または最終診察（最終無再発確認）までの時間

を用いた。P < 0.05を有意差ありとした。 
 

結 果 

 

1． R群で有意に高メチル化を認めた遺伝子 
 全ゲノムメチル化アレイ解析に用いたR群5例、S群6例の臨床所見は、術前CDDPへの感受性以外には有意差を

認めなかった。メチル化ビーズアレイのデータより、4,637遺伝子がR群で有意に高メチル化していた。 
2． HuH6CRの樹立 
 HuH6WTとHuH6CRのCDDP 暴露48 時間時点での IC50を算出し、IC50はそれぞれ9.9±3.3μg/ml、20.8±4.0 
μg/mlであり、有意にHuH6CRで上昇していることを確認した。 
3． HuH6CRで高発現していた遺伝子 

HuH6WT、HuH6CRから抽出したRNAを用いて施行した発現アレイ解析の結果より、HuH6CRで有意に発現低

下していたのは119遺伝子であった。 
4． CDDP耐性遺伝子の抽出 
メチル化ビーズアレイで高メチル化していた 4,637 遺伝子と発現アレイで低発現していた 119 遺伝子より共通して

いた遺伝子は18遺伝子であった。そのうち、TSS周囲に高メチル化を認めたのは5遺伝子であった。この5遺伝子を

前述の統計手法を用いて、CDDP耐性と最も関連の強い遺伝子としてCSF3Rを抽出した。 
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5． メチル化率の比較、再発解析 
 CSF3R のR 群と S 群でのβ値、メチル化率を比較した（図 1）。メチル化アレイ、パイロシークエンスそれぞれR
群とS群のβ値、メチル化率は0.91±0.015 vs 0.75±0.097、56.3±21.3（%） vs 31.9±18.0（%）でありどちらもR
群で有意に上昇していた。また両データには有意な相関を認めた。 
 S 群 38 例を用いた解析では、ROC 解析より cutoff 値を 54%に設定した。高メチル化していたのは 4 例、低メチル

化は 34 例であった。再発解析を行い、低メチル化群で有意に再発の低下を認めた。また、高メチル化群では再発曲線

はR群と相似していた。 

 

 

図1．メチル化アレイとパイロシークエンスによるCSF3Rのメチル化の比較 
A）メチル化アレイによるS群とR群でのβ値の比較 
B）パイロシークエンスによるS群とR群のメチル化率の比較 
C）両データのscatter plot 
**：P < 0.01、*：P < 0.05 (Student t-test) 

 

 
 

図2．再発曲線 
高メチル化、低メチル化、R群で比較した。 
低メチル化群に対し、高メチル化群R群では再発が有意に高値であった。 
*：P < 0.05 (Log-rank test) 
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考 察 

 
CDDP は肝芽腫の 1st ライン治療となるが、約 20%の症例で治療抵抗性であり、予後は不良となる。また、術前治

療感受性と判断された患者でも、約 24%で術後早期の再発を認める。我々は、腫瘍切除後の再発は、残存した CDDP
抵抗性腫瘍細胞のmicrometastasisに由来するものと考え、これらの細胞のクローナルな分化にはDNAメチル化が関

与すると仮定した。本研究では、CDDP耐性に最も関連が強い高メチル化遺伝子として、CSF3Rを抽出した。術前化

学療法感受性患者においても、CSF3R の高メチル化を認めた患者では、低メチル化患者に比較し有意に高い再発曲線

を呈し、またその再発曲線は術前化学療法抵抗性患者と類似していた。我々は、腫瘍不均一性により腫瘍組織内には

CSF3Rの高メチル細胞、低メチル細胞が混在すると仮定した。高メチル化細胞（CDDP抵抗性）が多く存在する腫瘍

は術前化学療法抵抗性を呈し、低メチル化細胞（CDDP感受性）が多く存在していれば術前化学療法感受性を呈すると

考えられた。さらに、術前化学療法で感受性を示した腫瘍でも、残存した腫瘍の内部に高メチル化細胞が多く割合を占

める症例であれば、術後CDDP治療が奏功せず早期の再発の可能性が考えられた。故に、術後の切除腫瘍よりCSF3R
のメチル化率を測定し、高メチル化を認めた症例では CDDP 以外の術後化学療法を施行することで、肝芽腫の層別化

に基づく治療戦略が可能となると考えられた。 
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