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A. 研究目的 
 肝臓癌の発症には、B型肝炎やＣ型肝炎な
どのウイルス性肝炎からの発症と非ウイル
ス性の肝がんがある。本研究では、HBV肝癌、
HCV肝癌、非ウイルス性肝癌の３つのタイプ
の同一患者の肝がん組織から癌部および非
癌部の検体を用いてライフテクノロジーズI
on PGMを用いた次世代シークエンス解析を
行い、HBVウイルス性肝癌、HCVウイルス性肝
癌、非ウイルス性肝癌の発生におけるマイク
ロRNAの発現変化を網羅的に明らかにして、
肝炎から肝癌へと移行するリスク診断マー
カーの同定を目的にする。 
 
B. 研究方法 
①HBV感染性肝がん患者８名（男性７名、
女性１名）、HCV感染性肝がん１０名
（男性６名、女性４名）、非ウイルス性
肝がん７名（男性４名、女性３名）から、
採取した癌部組織および非がん部組織
を採取した。 
②採取した組織から、RNAを精製して、A

gilent bioanalyzerを用いて、精製され
たRNAの品質を確認した。 
③精製したRNAを簡易型次世代シークエン
サーIon PGM システムを用いて、RNA
シークエンスを行い網羅的解析い疾患に

より変動するマイクロRNAを明らかにす
る。 
④得られた次世代シークエンスデータを既
知のマイクロRNAデータベース配列と照
合する解析を行い、そのリード数からそ
れぞれの組織で発現しているマイクロR
NAを定量する。 
⑤次世代シークエンスで解析した既知のマ
イクロRNAの定量解析データをデータベ
ース化し、ウイルス肝炎、HBV肝がん、
HCV肝癌で比較して、肝癌発症における
マイクロRNA変動を網羅的に解析し、肝
がんへの進行にともなうマイクロＲＮＡ
変動による肝炎診断の開発に結びつける。 

 
（倫理面への配慮） 
 本研究は、平成１３年３月に３省（文部
科学省、厚生労働省、経済産業省）合同で
作成された「ヒトゲノム・遺伝子解析研究
に関する倫理指針」ならびに関連８学会に
よって作成された「遺伝学的検査に関する
ガイドライン」に準拠して行う。具体的に
は、資料は最初に連結可能匿名化し、広島
大学医学部付属病院の指定する個人情報管
理者の下に、一般医学研究よりも厳格な管
理を行う。資料提供者からの質問・意見等
に関しては、各病院が責任を持って対応す

研究要旨  
 次世代シークエンサーを用いたＢ型肝炎排除のための網羅的解析から、Ｂ型肝炎の予
後診断およびＢ型肝炎根治のための治療法の開発をめざす。本研究では、HBV 肝癌、HCV
肝癌、非ウイルス性肝癌の３つのタイプの同一患者の肝がん組織から癌部および非癌部
の検体を用いてIonPGMを用いた次世代シークエンス解析を行った。既知のマイクロRNA
に関しては、非がん部比較して HBV で顕著に増加および減少するマイクロ RNA として、
それぞれ４１種、２１種を見いだした。HCV で顕著に増加および減少するマイクロ RNA
として、それぞれ１０種、１１種を見いだした。非ウイルス肝がんで顕著に増加および
減少するマイクロ RNA として、それぞれ２９種、２３種を見いだした。これらの結果か
ら肝臓癌で共通に増加するマイクロ RNA として３種見いだすことに成功した。 



る。 
 
C. 研究結果 
 HBV肝癌、HCV肝癌、非ウイルス性肝癌の３
つのタイプの同一患者の肝がん組織から癌
部および非癌部の検体からRNAを抽出して、
ライフテクノロジーズIon PGM解析のための
バーコード標識を用いたライブラリー構築
を行った。作成したライブラリーを318シー
クエンスチップを用いてIon PGMを用いた次
世代シークエンス解析をおこなった。得られ
たシークエンスデータをmiR baseのデータ
ベースと照合して、既知のマイクロRNAに一
致するものと、一致しない配列に分類し、既
知のマイクロRNAについては、HBVウイルス性
肝癌、HCVウイルス性肝癌、非ウイルス性肝
癌におけるリード数によりその発現解析を
個行った。その結果、同一患者の非がん部と
比較してHBV肝癌組織で発現が顕著に増加す
るマイクロRNAとして、４１種類を同定した。
また、HCV肝癌組織で発現が顕著に増加する
マイクロRNAとして１０種を同定した。さら
に、非ウイルス性肝癌では、２９種類のマイ
クロRNAの発現が顕著に増加していた。これ
らの肝癌において増加するマイクロRNAのう
ち、何れのタイプの肝癌でも共通に発現が増
加するマイクロRNAは、miR-221を含む３種で
あった。一方で、同一患者の非がん部で減少
するマイクロRNAは、HBV肝癌、HCV肝癌、非
ウイルス性発がんにおいて、それぞれ２１個、
１１個、２３個であった。何れのタイプの肝
癌でも減少するマイクロRNAではなかった。
ウイルス性発がんと非ウイルス性発がんで
分類した場合、HBV肝癌で共通に増加してい
たマイクロRNAは５種、共通に減少していた
マイクロRNAは４種であった。 
 
D. 考察 
 HBV肝癌、HCV肝癌、非ウイルス性肝癌の３
つのタイプの同一患者の肝がん組織におけ
るマイクロRNAの発現は、同一患者の非がん
部と比較した結果、共通に変化しているマイ
クロRNAは見いだしたものの、マイクロRNA
の発現変化はその発がん過程により大きく
異なることが示唆された。つまり、ウイルス
性と非ウイルス性での発がんの過程は、異な
るエピゲノム変化に起因している可能性が
考えられた。 
 癌部および非癌部の検体からRNA非癌部
と比較して癌部で共通に発現が増加してい
たマイクロRNA３種のうち、miR-221は、E
2F、MYC、NF-kB、β-catenin, RB1, 細胞周

期に関わるWEE1、アポトーシスプロテアーゼ
活性化因子1のAPAF1、ANXA1, 転写抑制因子C
TCFなどの重要な分子を直接の標的にして
様々な癌種で寄与していることが知られて
おり、肝癌発がんにおいてもmiR-221が大き
く寄与している可能性が示唆された。その他
の２種のマイクロRNAは、肝癌での関与の報
告はないが、他の癌種では細胞周期やEMT（上
皮間葉転移）を制御しているマイクロRNAの
機能が知られており、今後肝癌の発がん過程
におけるこれらのマイクロRNAの寄与につい
て詳細に検討する必要がある。 
E. 結論 
 本年度は、既知のマイクロRNAに関しては、
非がん部比較してHBVで顕著に増加および減
少するマイクロRNAとして、それぞれ４１種、
２１種を見いだした。HCVで顕著に増加およ
び減少するマイクロRNAとして、それぞれ１
０種、１１種を見いだした。非ウイルス肝が
んで顕著に増加および減少するマイクロRNA
として、それぞれ２９種、２３種を見いだし
た。これらの結果から肝臓癌で共通に増加す
るマイクロRNAとして３種見いだすことに成
功した。 
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