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A. 研究目的 

 我が国における HCV 感染患者数は多く、

ウイルス排除後も肝がんの発生が予想され

る。本研究は C 型慢性肝炎から肝細胞がん

にいたる病態を明らかにし、その進展を阻

止する新たな治療法を開発し、実用化を目

指す研究を行う。 

 本研究では、これまで解析してきた HCV

全長トランスジェニックマウスに病態の進

展に重要と考えられる遺伝子改変マウス

(IL28B ノ ッ ク ア ウ ト （ K/O ） 、

LymphotoxinβK/O、PDGF-C トランスジェ

ニックマウス（PDGF-C Tg)）等を交配する

動物実験モデルを作製することによって、

脂肪化・線維化・肝発がんに於けるサイト

カイン・増殖因子の役割やインターフェロ

ン応答と肝発がんの関わりなどを明らかに

する。さらにこれら標的分子に対する治療

法の開発と実用化を目指す。 

 

B. 研究方法 

 本年度は線維化進展・肝発がんを示す

PDGF-C Tg の miRNA プロファイリングを行

い、肝病態の進行に伴って発現変化する

miRNA を同定した。さらに、miRNA のター

ゲット遺伝子を同定し、その遺伝子を過剰

発現させることで PDGF-C Tg の線維化進

展・肝発がんに及ぼす効果を解析した。 

（倫理面への配慮） 

 遺伝子改変マウスを含む実験動物を用い

研究要旨：本研究では、これまで解析してきたHCVトランスジェニックマウス（HCVマ

ウス）に病態の進展に重要と考えられる遺伝子改変マウス(IL28B K/O、Lymphotoxinβ

K/O、PDGF-C Tg等)を交配する動物実験モデルを作製することによって、脂肪化・線維

化・肝発がんと肝発がんの関わりを明らかにすることを目的とした。本年度はPDGF-C 

TgのmiRNAプロファイリングを行い、肝病態の進行に伴って発現変化するmiRNAを同定

した。最も発現変動する線維化関連miR-214のターゲット解析から、新たな線維化調節

因子Semaphorin (Sema)6Aを同定した。アデノ随伴ウイルス8型（AAV8）を用いたSema6

A過剰発現マウスでは肝線維化の改善、肝重量の低下、腫瘍径、腫瘍数の有意な低下が

認められた。Sema6AはLx-2細胞にてPKCα、Smad3、PDGFRβ及びα-SMAの発現を抑制し

た。またSema6AはHuh-7細胞でのStat3のリン酸化を抑制した。以上よりSema6Aは抗線

維化、抗腫瘍効果を有する新たな治療分子である可能性が示唆された。 
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た研究においては、「動物の愛護及び管理

に関する法律」等に基づく「研究機関等に

おける動物実験等の実施に関する基本方針

（平成 18 年 6 月 1 日制定）に従った。倫

理面、実験手技に関して金沢大学動物実験

施設に申請し承認を得た。 

 

C. 研究結果 

PDGF-C Tg は肝臓特異的 Alb プロモー

ター下に血小板増殖因子（PDGF-C）を過剰

発現させたトランスジェニックマウスであ

り、生後 4-8 ヶ月で肝線維化、8-12 ヶ月

で肝腫瘍を発生する。PDGF-C Tg の肝組織

の miRNA 発現を TaqManPCR アレイで網羅的

に解析し、生後 5 ヶ月及び 12 ヶ月で WT マ

ウスと比較し有意に発現上昇する miRNA を

9 個、発現低下する miRNA4 個を同定した。

そのうち、最も発現上昇する遺伝子は

miR-214 であった（生後 5 ヶ月で 4.17 倍

（p=8.39x10-5）、生後 12 ヶ月で 3.7 倍

（p=8.55x10-5））。miR-214 は C 型慢性肝

炎、及び B 型慢性肝炎でも組織学的進展例

で有意に高値を示した。miR-214 の発現を

LNA-antimiR-214 を用いてヒト星細胞由来

培養細胞（LX-2 細胞）内で発現抑制する

と、collagen-1a2（COL1A2）、collagen-

4a1（COL4A1）、N-cadherin 及び PDGFRβ

などの pro-fibrogenic 遺伝子の有意な発

現抑制が認められた。また、LNA-antimiR-

214 によって、TGF-β1 による Smad3 のリ

ン酸化が有意に抑制された。 

MiRNA は複数のターゲット遺伝子の発現

を制御している。miR-214 のターゲット遺

伝子として Semaphorin 6A（Sema6A）に注

目した。Sema6A の 3’UTR に miR-214 と相

補的配列が存在し（position 1851-1857）、

ルシフェラーゼ遺伝子の３’側に Sema6A

の 3’UTR を結合したレポーターアッセイ

系を作成した。mimic miR-214 はルシフェ

ラーゼ活性を有意に低下させ、LNA-

antimiR-214 は有意に上昇させたことから

miR-214 は 3’UTR を介して Sema6A の発現

を制御していると考えられた。 

Semaphorin 遺伝子ファミリーは神経軸

索の伸長などの細胞移動を制御するガイダ

ンス因子であり、標的細胞の受容体である

プレキシンと相互作用し、免疫応答，器官

形成，血管新生に関与するとされる。これ

までに Sema6A は発生期の小脳顆粒細胞浸

潤、細胞骨格の再編成、軸索伸長ガイダン

スに重要であるとの報告がある。Sema6A

の発現は PDGF-C Tg 及び C 型肝がん症例に

おいて癌部において非癌部よりも発現量が

低下し、さらに非癌部では正常肝よりも発

現量が低下していた（図 1、2）。 

 

 

図 1　 Sema6a の発現： C 型肝癌部と 背景肝

図 2　 Sema6a の発現： 正常肝と C 型慢性肝炎
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を分離し Sema6A の精製蛋白を添加するこ

とによって、COL1A2

発現が有意に減少することを確認した。

次に、肝特異的感染を示すアデノ随伴ウ
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Sema6A の過剰発現及び発現

抑制を行うことにより、COL1A2
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COL1A2、COL4A1

発現が有意に減少することを確認した。

次に、肝特異的感染を示すアデノ随伴ウ

Sema6A 組み換えウイルス

を作成し PDGF

感染実験を行った。AAV8-Sema6a

日間にわたり、肝内での

の発現が確認された（図 3）。

11 月齢の PDGF

を感染させ 21 日後の肝線維

化・肝腫瘍発生を解析した（図４）。

感染マウスでは肝線維化の改

善、肝重量の低下、腫瘍径、腫瘍数の有意

の過剰発現及び発現

COL1A2、COL4A1

の発現が有意に減少及び上昇する

ことを確認した。更に、マウス初代星細胞

の精製蛋白を添加するこ

COL4A1、α-SMA

発現が有意に減少することを確認した。

次に、肝特異的感染を示すアデノ随伴ウ

組み換えウイルス

PDGF-C Tg への

Sema6a-GFP では

肝内での Sema6A

。 

PDGF-C Tg

日後の肝線維

化・肝腫瘍発生を解析した（図４）。

肝線維化の改

善、肝重量の低下、腫瘍径、腫瘍数の有意
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の過剰発現及び発現

COL4A1、

の発現が有意に減少及び上昇する

ことを確認した。更に、マウス初代星細胞

の精製蛋白を添加するこ

SMA の
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次に、肝特異的感染を示すアデノ随伴ウ

組み換えウイルス

への

では

Sema6A
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肝線維化の改

善、肝重量の低下、腫瘍径、腫瘍数の有意

な低下が認められた。また、

COL4A1

Myc

血管新生、癌化シグナルの低下が示された。

 Lx

PKC

Smad3

抑制していた。また

での

 

D. 

Semaphorin

索の伸長などの細胞移動を制御するガイダ

ンス因子であり、

プレキシンと相互作用

形成，血管新生に関与するとされる。また、

Sema6A

軸索伸長ガイダンスに重要であるとの報告

がある。これまでに、
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導入により

成を有意に抑制した。
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D. 考察 

Semaphorin

索の伸長などの細胞移動を制御するガイダ

ンス因子であり、

プレキシンと相互作用

形成，血管新生に関与するとされる。また、
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成を有意に抑制した。
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発現を抑制し

胞での Stat3

Sema6A の線維化抑制・腫瘍発生抑制機序

として、星細胞の活性化抑制、肝細胞の癌
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今後、さらに

な低下が認められた。また、
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の発現抑制により

PDGFRβ及びα

抑制していた。また Sema6A

のリン酸化を抑制した。

Semaphorin 遺伝子ファミリー

索の伸長などの細胞移動を制御するガイダ

ンス因子であり、標的細胞の受容体である

プレキシンと相互作用

形成，血管新生に関与するとされる。また、

発生期の小脳細胞骨格の再編成、

軸索伸長ガイダンスに重要であるとの報告

がある。これまでに、

線維化進展に関する報告は無い。今回、

の肝に於ける線維形成に及ぼす影

響を検討した。 

の Lx-2 細胞での過剰発現や初代

星細胞への精製蛋白の添加により、線維化

発現遺伝子の発現低下が認められた。さら

AAV8 型による

PDGF-C Tg

成を有意に抑制した。

、Smad3、PDGFR

発現を抑制した。また

Stat3 のリン酸化を抑制した。

線維化抑制・腫瘍発生抑制機序

として、星細胞の活性化抑制、肝細胞の癌
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制の機序を明らかにするためには以下のよ

うな実験が必要と考えられる。 

１）AAV8-Sema6A-GFP 組み替えウイルス

をマウス肝に感染させ、肝細胞・肝星細

胞・マクロファージを分画し、各分画での

導入効率の解析を行う。２）肝細胞及び肝

星細胞（Lx-2 細胞）のそれぞれの Sema6A

過剰発現細胞を樹立し、抗線維化シグナル

の解析を行う。３）Sema6A トランスジェ

ニックマウスを作成し、肝臓での線維化シ

グナルの解析を行う。４）Sema6A の細胞

外ドメインを精製し、創薬としての可能性

を検証する。 

 

E. 結論 

線維化関連 miR-214 のターゲット解析か

ら、新たな線維化調節因子 Sema6A を同定

した。 Sema6A は抗線維化、抗腫瘍効果を

有する新たな治療分子である可能性が示唆

された。 
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A. 研究目的 

 我が国におけるHCV感染患者数は多く、

ウイルス排除後も肝がんの発生が予想され

る。本研究はC型慢性肝炎から肝がんにい

たる病態を明らかにし、その進展を阻止す

る新たな治療法を開発し、実用化を目指す

研究を行う。 

 本研究は動物モデルを用いてC型慢性肝

炎から肝がんにいたる病態を明らかにし、

その進展を阻止する新たな治療法を開発し、

実用化を目指す研究を行う。 

 

B. 研究方法 

本年度は、動脈硬化高脂肪（Ath＋HF）

食を C57/B6 マウス(WT マウス)及び HCV ト

ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス (HCV Tg)

（Gastroenterology 2002）に与え肝脂肪

化・線維化進行の評価を行った。また、筋

型ピルビン酸キナーゼ pyruvate kinase, 

muscle （PKM）の肝線維化・肝がんにおけ

る意義について解析した。 

（倫理面への配慮） 

 遺伝子改変マウスを含む実験動物を用い

た研究においては、「動物の愛護及び管理

に関する法律」等に基づく「研究機関等に

おける動物実験等の実施に関する基本方針

（平成 18 年 6 月 1 日制定）に従った。倫

理面、実験手技に関して金沢大学動物実験

施設に申請し承認を得た。 

 

研究要旨：C型慢性肝は炎症・脂肪化・線維化を特徴とし肝がんを発症する。これまで

に、非環式レチノイド（NIK-333,ペレチノイン）の肝発がん抑制機構として肝線維化

抑制・脂肪抑制作用を有することを報告した（Cancer Research 2012）。本年度は動

脈硬化高脂肪（Ath+HF）食NASHマウスモデルの系を用いて、HCVトランスジェニックマ

ウス(HCV Tg)にAth+HF食を投与し、肝炎・肝がんにおけるPKM (pyruvate kinase, mus

cle)の発現意義について解析した。また、臨床検体PKL/PKM1/PKM2の発現を比較した。

正常肝ではPKLの発現が優位であり、炎症・線維化進展に伴い、PKM1/PKM2の発現が上

昇し、肝がんではPKM2の発現が上昇した。非がん部に於けるPKM2の発現上昇は肝星細

胞の活性化と関連していた。また、がん部に於けるPKM2の発現上昇はがん幹細胞性と

関連し、肝がんの悪性度・予後と関連すると考えられた。以上よりPKM2は、肝線維

化・肝がんの新たな標的分子となり得る可能性が示唆された。 
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C. 研究結果 

現在、HCV関連肝がんの再発抑制を目的

として非環式レチノイド（NIK-333,ペレチ

ノイン）の臨床試験が行われている。これ

までに肝線維化からの肝発がんモデルマウ

スであるPDGF-C Tg マウスを用い、ペレチ

ノインの肝線維化・肝発がん抑制効果を明

らかにした。（Cancer Research 2012）。

さらに、ペレチノインはオートファジーを

活性化させることで肝脂肪化・炎症を抑制

し肝発がんを抑制することを昨年度の班会

議で報告した（論文投稿中）。 

また、ペレチノイン投与前と投与中の肝

組織の遺伝子発現から、肝がん再発に関連

する遺伝子群を同定した（BMC Cancer 

2013）（図１）。 

 

 再発群で発現上昇する遺伝子として

PDGF-C 、 Prom1(CD133) な ど に 加え PKM

（pyruvate kinase, muscle）の発現上昇

が認められた。PKM は解糖系の最終段階の

律速酵素(ホスホエノールピルビン酸から

ピルビン酸の反応)であり、選択的スプラ

イシングにより Exon10 を欠損した PKM1 と

Exon9 を欠損した PKM2 の 2 種類のアイソ

フォームを形成する。正常肝組織は、PKM

ではなく PKL(liver)が発現している。

PKM2 はがん細胞に於ける Warburg effect

を担う解糖系の酵素として注目され、各種

がん細胞での発現上昇が報告されている。

また、PKM2 は解糖系酵素としての役割の

他に転写因子としての機能を有し、Wnt/β

-catenin の活性化、STAT3 の活性化を介し

がん化シグナルの一翼を担っている。これ

までに、肝炎・肝がんにおける PKM2 の意

義は明らかではない。 

 今回、以前に報告した食餌性 NASH マウ

スモデル（Hepatology 2007）の系を用い

て、動脈硬化高脂肪（Ath＋HF）食を HCV 

Tg に与え、肝炎状態に於ける PKM2 の発現

意義を解析した。更に、臨床検体、肝がん

培養細胞を用いて肝がん組織に於ける

PKM2 の意義を検討した。 

 マウス実験プロトコールを図 2 に示した。

Ath＋HF 食を HCV Tg に投与すると、劇症

肝炎を発症し、死亡するマウスが認められ

た（詳細につき解析中）。今回、生存した

マウスを用いて解析を行った。 

 

図 1　 ペレチノ イ ン投与中の肝内遺伝子発現

再発群と 非再発群で遺伝子発現が異なる。
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可能性が示され、更なる検討が必要と考え

られた。 

 

E. 結論 

PKM2 の肝炎・肝がんに於ける意義につ

いて検討した。 

1)非がん部に於けるPKM2の発現上昇は線維

化・星細胞の活性化と関連する可能性が示

唆された。 

2) がん部に於ける PKM2 の発現上昇はがん

幹細胞性と関連し、肝がんの悪性度・予後

と関連すると考えられた。 

3) PKM2 は、肝線維化・肝がんの標的分子

となり得る可能性が示唆された。 
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A. 研究目的 

 幹細胞の解析を行い新規治療法の開発を

目指す。ヒト臨床サンプルを用いて標的分

子、および幹細胞の動態を解析し、実験モ

デルから得られた結果の検証を行う。 

 

B. 研究方法 

SCID マウス (10-12 週齢, 雄)の急性

肝障害モデルとして腹腔内に四塩化炭素

1.5 ml/Kg 投与し劇症肝炎を作成する。投

与 1 日後にヒト骨髄由来 Muse 細胞と 2 万

細胞、尾静脈に投与した。慢性肝障害モデ

ルとして四塩化炭素 0.5 ml/Kg を週に 2

回腹腔内投与を 8週間続け、平行してモデ

ル作成開始から 2 週、4 週、6 週でそれぞ

れ 5 万細胞のヒト骨髄由来 Muse 細胞と尾

静脈から投与した。Muse 細胞は GFP-

lentivirus で標識したヒト骨髄間葉系幹

細胞を SSEA-3 を用いて FACS で Muse 細胞

を陽性細胞として、また陰性細胞を Muse

細胞以外の間葉系幹細胞（非 Muse 細胞）

として分けて投与した。動物の体重等一般

状態の他、肝機能酵素を計測し、組織学的

検討を行う。 

（倫理面への配慮） 

実験におけるヒト細胞使用に関しては

「東北大学医学部・医学系研究科倫理委員

会」より「ヒト骨髄および臍帯組織由来間

葉系細胞の解析研究（2008－82 号）」で

承認をすでに受けている。遺伝子導入実験

は「東北大学遺伝子組み換え実験計画承認」

を得ている（研研 76－20－35 号）。また

動物実験委員会の承認に関しては２０１１

医動－２８２、２０１１医動－２８３、２

０１１医動－２８４、２０１１医動－２８

５にて承認を得た上で実験を行っている。 

研究要旨：我々の研究グループは間葉系幹細胞の数パーセントの比率で多能性幹細胞 

Multilineage-differentiating stress enduring (Muse)細胞が含まれていることを見

出した。この細胞は1細胞から3胚葉性の細胞への分化能と自己複製能を有し、かつ腫瘍

性を持たない。骨髄や脂肪、皮膚、臍帯などの間葉系組織から多能性（SSEA-3）と間葉

系（CD105）マーカー二重陽性細胞として精製可能である。すなわち生体に存在する腫瘍

性を持たない多能性幹細胞である。本プロジェクトでは急性および慢性肝障害モデル

におけるMuse細胞の有効性を検討し、さらに生体内に投与したときの体内動態や分化能

を探る。 



- 26 - 

 

C. 研究結果 

急性モデル（劇症肝炎モデル）：移植３

０日後、組織評価を行ったところMuse群で

は肝臓内にヒトゴルジ体、およびヒトミト

コンドリア陽性のヒトMuse細胞を示唆する

細胞が~2%/1mm2視野中の全細胞数 として

計測された、非Muse群では細胞の生着がほ

とんど見られなかった。Muse群における生

着したMuse細胞はHeppar1, human albumin

陽性の肝細胞マーカー陽性細胞として肝臓

内に生着していた他、Cytokeratin-7陽性

の胆管系細胞としても生着していることが

確認された。血液中の総蛋白、アルブミン、

ビリルビン、AST, ALTはそもそも、急性モ

デルでは9日ほどで自然に健常レベルに回

復してしまうため、細胞移植による機能回

復を計ることができなかった。これらのパ

ラメーターはMuse群、非Muse群、PBS群間

で有意差が無かった。このことからMuse細

胞は血管に投与されたのち、傷害された肝

組織を認識し、生着の後、胚葉を超えて中

胚葉から内胚葉系の自発的分化を行い、肝

組織を構成する細胞に分化すると考えられ

た。 

慢性モデル（肝線維化モデル）：移植8

週で評価を行ったところ、~6%/1mm2視野中

の全細胞数のヒトMuse細胞生着が確認され

た。一方非Muse細胞の生着はほとんど見ら

れなかった。生着したMuse細胞はHepPar-1, 

human albumin, human anti-trypsinを発

現し、さらには機能的マーカーである

human CYP1A2, human Glc-6-Paseの発現も

確認された。機能においても統計的有意差

を持って非Muse群、PBS群と比較しMuse細

胞における総ビリルビン、アルブミンの回

復が確認された。またSirius red, Masson 

trichrome染色において線維化の有意な抑

制がMuse群で見られた。このことから傷害

肝臓に生着したMuse細胞は自発的に肝細胞

に分化し、機能回復をもたらすことができ

ることが示唆された。 

 

D. 考察 

肝組織に生着した Muse 細胞は肝細胞の

マーカーである Albumin, Heppar1 を発現

していた。一方非 Muse 細胞は 移植の初期

段階から肝臓での生着が見られなかった。

このことから、傷害組織を認識する能力に

Muse 細胞と非 Muse 細胞の間で差があるこ

とが示唆された。また Muse 細胞は多能性

を持ち、肝細胞への分化能力を示すが非

Muse 細胞にはそのような能力が無いこと

が 分 か っ て い る （ PNAS, 2010; PNAS, 

2011)。従って間葉系幹細胞の中で数パー

セントを占める多能性の Muse 細胞は肝組

織再建に直接寄与すると期待される。今後

は機能評価がより明確な他のモデル（脂肪

肝、慢性肝硬変モデルなど）によって機能

的評価を行うことが必要であると考えられ

る。 

 

E. 結論 

Muse 細胞は肝細胞などの肝構成細胞に

自発的に分化することによって肝修復に寄

与する一方、Muse 細胞以外の間葉系幹細

胞にこのような能力は無いことが急性肝障

害モデル（劇症肝炎）、慢性肝障害モデル

（肝線維化モデル）において示唆された。 
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F. 研究発表 

1.論文発表 

1) Wakao S, Akashi H, Dezawa M. Muse cells, 

a novel type of non-tumorigenic pluripotent 

stem cells, that reside in human 

mesenchymal tissues. Spinal Surgery (in 

press). 

2) Okano T, Dezawa M. A new age of 

regenerative medicine: fusion of tissue 

engineering and stem cell research. Anat. 

Rec (Hoboken). 297(1):4-5, 2014. 

3) Albertine KH, Dezawa M. A new age of 

regenerative medicine: fusion of tissue 

engineering and stem cell research. Anat. 

Rec (Hoboken). 297(1):1-3, 2014. 

4) Wakao S, Akashi H, Kushida Y, Dezawa M. 

Muse cells, a novel type of non-tumorigenic 

pluripotent stem cells, reside in human 

mesenchymal tissues. Pathology 

International. 64(1):1-9, 2014. 

5) Y. Kuroda, M. Dezawa. Mesenchymal stem 

cells and their subpopulation, pluripotent 

Muse cells, in basic research and 

regenerative medicine. Anat Rec. 297(1):98-

110, 2014. 

6) Ogura F, Wakao S, Kuroda Y, Tsuchiyama 

K, Bagheri M, Heneidi S, Chazenbalk G, 

Aiba S, Dezawa M. Human adipose tissue 

possesses a unique population of pluripotent 

stem cells with non-tumorigenic and low 

telomerase activities: potential implications 

in regenerative medicine.  Stem Cells Dev. 

23(7):717-28, 2014. 

2.学会発表 

1) Mari Dezawa Discovery of Muse Cells 

shifts the Paradigm of Mesenchymal Stem 

Cells, 日仏再生医学シンポジウム, 2014

年11月20日, 東京 

2) 出澤真理, Muse細胞の発見によってもた

らされる間葉系幹細胞移植のパラダイム

シフト , 第56回日本先天代謝異常学会 , 

2014年11月14日, 仙台 

3) 出澤真理, 再生医学の現状とMuse細胞

の将来展望 , 弘前大学整形外科学講義 , 

2014年11月11日, 弘前大学 

4) 出澤真理, Muse細胞の発見によってもた

らされる間葉系幹細胞移植のパラダイム

シフト, 弘前再生医療講演会, 2014年11月

10日, 弘前大学 

5) 出澤真理, Muse細胞の発見によってもた

らされる間葉系幹細胞移植のパラダイム

シフト, 第31回細胞療法研究会, 2014年11

月4日, 愛知医科大学 

6) 出澤真理, Muse細胞の発見によってもた

らされる間葉系幹細胞移植のパラダイム

シフト, 未来医療開発プロジェクト（Ｍ

ＩＡＳＴ）シンポジウム, 2014年8月8日, 

岩手医科大学 

7) 出澤真理, 腫瘍性の無い生体由来多能性

幹細胞 Muse細胞の発見：ヒトは失われ

た機能を取り戻せるのか, 第14回日本外

傷歯学会, 2014年7月26日, 大阪歯科大学 

8) 出澤真理, 再生医療研究の現状とMuse

細胞の将来展望, 特許庁 平成26年度先端

技術研修, 2014年6月20日, 東京 

9) 出澤真理, 腫瘍性の無い新しい多能性幹

細胞 Muse細胞の発見：ヒトは失われた

機能を取り戻せるのか, 経和会総会, 2014

年6月14日, 東京 

10) 出澤真理, 生体に内在する多能性幹細
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胞  Muse細胞の担う機能；Regenerative 

homeostasisとstem cell failureの提唱, 第20

回神戸全体会議, 2014年6月13日, 神戸 

11) 出澤真理, 骨髄と結合組織を足場とす

る多能性幹細胞 Muse細胞の担う生体内

修復機能, 第46回日本結合組織学会学術

大会/第61回マトリックス研究会大会合

同学術集会, 2014年6月6日, 名古屋 

12) 出澤真理, Muse細胞発見のもたらす間

葉系幹細胞のパラダイムシフト, 第55回

日本神経学会, 2014年5月24日, 福岡 

13) 出澤真理, 腫瘍性の無い新しい多能性

幹細胞 Muse細胞の発見：ヒトは失われ

た 機 能 を 取 り 戻 せ る の か , Medical  

Cooperation  Meeting  of  Hepatitis  

(MCH), 2014年5月14日, 宮城県石巻市 

14) Mari Dezawa Discovery of Muse cells, 

novel pluripotent stem cells that reside in 

human mesenchymal tissues: implications 

for new concepts of regenerative 

homeostasis and stem cell failure, Seminar at 

Nelson Biological Labs in Rutgers, 2014年4

月30日, Rutgers, The State University of 

New Jersey, USA 

15) Mari Dezawa Making three dimensional 

human colored skin by using Muse cells, a 

novel type of non-tumorigenic pluripotent 

stem cells, Stem Cells and Tissue Injury 

Platform Session at EB 2014, 2014年4月28

日, San Diego, USA 

16) Mari Dezawa Discovery of Muse Cells, 

Novel Pluripotent Stem Cells That Reside in 

Human Mesenchymal Tissues: Implications 

for New Concepts of Regenerative 

Homeostasis and Stem Cell Failure, PPSSC 

2014, 2014年4月12日, 台北（台湾） 

 

G.知的所有権の出願・取得状況 

1.特許取得 

なし 

2.実用新案登録 

なし 

3.その他 

 特になし 
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厚生労働科学研究費補助金 

［肝炎等克服実用化研究事業（肝炎等克服緊急対策研究事業）］  

分担研究報告書 

 

病態進展の病理学的解析と制御法の開発 

 

研究分担者：坂元 亨宇 慶應義塾大学医学部 教授 

 

研 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 研究目的 

 肝細胞癌の多くは肝炎ウイルスの持続感

染による慢性障害肝を背景に生じるが、中

でもHCVからの発癌の多くが、前癌病変の

異型結節ないし血管新生を伴わない早期肝

細胞癌、その脱分化過程に相当する結節内

結節型の肝細胞癌、そして転移能を有する

進行肝細胞癌へと多段階的に発生・進展す

ることが示されてきている。しかし、その

詳細な分子機構、特に発癌初期の分子異常

についてはほとんど明らかにされていない。

本研究では、そのような肝細胞癌の分子病

理学的多様性を解明することで、ウイルス

陰性化後も肝細胞癌が顕在化することをよ

り正確に予測、診断し、さらには適切な予

防、治療を可能とすることを目指す。 

 

B. 研究方法 

１）背景肝障害の定量と発癌リスク評価 

1.  生検標本における膠原線維・弾性線

維定量とリスク評価 

２）がん関連遺伝子異常・シグナル伝達異

常と発癌・進展 

1.  Bmi-1、c-Myc の発現亢進・動態解

析 

2.  その他癌関連遺伝子異常・シグナル

伝達異常の分子病理学的検討 

３）幹細胞マーカー発現と発癌・進展 

1.  Wnt/β-catenin, LGR5 に着目した典

型的肝細胞癌の発生進展機構解析 

2.  各種幹細胞マーカーの発現パターン

の解析と上記遺伝子変異・シグナル

伝達異常との関連性の検討 

（倫理面への配慮） 

研究要旨：肝細胞癌並びに背景肝の分子病理学的多様性を解明することで、発癌初期の

分子異常を明らかにする。具体的には、背景肝障害の定量的評価、癌関連遺伝子異常・

シグナル伝達異常・幹細胞マーカー発現に着目した解析を行う。本年度は、背景肝にお

ける線維成分の定量解析を行い、エラスチンはコラーゲンに比して後期に蓄積を認め、

線維化進展例における独立した発癌リスク因子となることが示された。Wnt/β-

catenin, LGR5に着目した典型的肝細胞癌の発生進展機構解析において、OATP1B3の発現

が、Wnt/β-catenin 標的遺伝子群の発現との間に強い関連がある事を示した。EOB-MRI

の肝細胞相において、Wnt/β-catenin activated HCCを、感度78.9%、特異度81.7%で予

測できることを示した。 
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 本研究計画では、癌組織で新たに生じた

遺伝子の変化、発現の変化の解析を目的と

しており、三省合同指針にあるヒトゲノ

ム・遺伝子解析研究は含まれない。ヒト由

来の組織を用いた研究に当たっては、三省

合同による「遺伝子解析研究に付随する倫

理問題等に対応するための指針」及び科学

技術会議生命倫理委員会により制定された

「ヒトゲノム研究に関する基本原則につい

て」を遵守すると共に、当大学の倫理審査

委員会の承認を得て実施する（承認番号

16-34-4）。 

 

C. 研究結果 

１）肝線維化の定量と発癌リスク評価 

Ｃ型慢性肝炎肝生検標本を EVG 染色後デジ

タル化し、コラーゲンとエラスチンの定量

的な解析を行った（武蔵野赤十字病院との

共同研究）。各線維成分の組織占有率は、

F ステージと相関することが示された。特

にエラスチンはコラーゲンに比して後期に

蓄積を認め、F3, F4 の鑑別に有用である

事が示された。さらに、発癌の有無との比

較解析を行い、エラスチンが発癌リスクの

指標として有用であることを示した。特に

線維化進展例においては、独立したリスク

因子であることが示された。 

２）Wnt/β-catenin, LGR5 に着目した典

型的肝細胞癌の発生進展機構解析 

β-catenin の遺伝子変異は約 40%と、C 型

肝炎を背景とする肝細胞癌で最も高率に見

られる。まず、OATP1B3 が EOB-MRI の肝細

胞相における腫瘍の増強効果と最も強く相

関するトランスポーターである事を示した。

次に、OATP1B3 の発現が、Wnt/β-catenin 

標的遺伝子群の発現との間に強い関連があ

る事を示した。また、ヒト肝細胞癌株

KYN-2 細胞に LiCl 処理を行う事で、Wnt/

β-catenin signal の活性化が見られると

共に OATP1B3 の遺伝子発現が上昇すること

を in vitro において示した。さらに、

EOB-MRI の肝細胞相において増強される腫

瘍を検出することにより、Wnt/β-catenin 

activated HCC を、感度 78.9%、特異度

81.7%で予測できることを示した。 

 

D. 考察 

・エラスチンは、独立した発癌リスク因子

となることが示されたが、SVR 後の発癌予

測への有用性の検討など、その意義につい

てより多数例での解析が望まれる。 

・ OATP1B3 陽性肝細胞癌は、Wnt/β -

catenin activated subclass に属するこ

とが示され、MRI にてその診断の可能性が

示 さ れ た 。 Wnt/ β -catenin activated 

subclass は、Biliary/stem cell marker 

positive subclass と異なるサブクラスに

分類されることから、悪性度の予測に有用

と考えられる。 

 

E. 結論 

背景肝におけるコラーゲン、エラスチン

成分の定量的な評価が発癌リスク予測に有

用である可能性が示唆された。Wnt/β-

catenin, LGR5 に着目した典型的肝細胞癌

の発生進展機構解析において、OATP1B3 の

発現が、LGR5 を含む Wnt/β-catenin 標的

遺伝子群の発現との間に強い関連がある事、

MRI にてサブクラス診断の可能性があるこ

とを示した。来年度は、発癌早期における
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遺伝子変異、癌関連分子発現異常の詳細な

病理学的解析、LGR5 の機能解析を含めた、

Wnt/ β -catenin activated HCC と 、

Bilialy/stem マーカー陽性 HCC との関連

性の検討を行う。 

 

F. 研究発表 

1.論文発表 

1) Ueno A, Masugi Y, Yamazaki K, Komuta 

M, Effendi K, Tanami Y, Tsujikawa H, 

Tanimoto A, Okuda S, Itano O, Kitagawa Y, 

Kuribayashi S, Sakamoto M. OATP1B3 

expression is strongly associated with Wnt/β-

catenin signalling and represents the 

transporter of gadoxetic acid in 

hepatocellular carcinoma. J Hepatol. 61; 

1080-1087, 2014. 

2.学会発表 

 なし 

 

G.知的所有権の出願・取得状況 

1.特許取得 

なし 

2.実用新案登録 

なし 

3.その他 

 特になし 
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厚生労働科学研究費補助金 

［肝炎等克服実用化研究事業（肝炎等克服緊急対策研究事業）］  

分担研究報告書 

 

ヒトRNA依存性RNAポリメラーゼを標的としたがん幹細胞研究 

 

研究分担者：増富 健吉 国立がん研究センター研究所 がん幹細胞研究分野 分野長 

 

研 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 研究目的 

 ヒトテロメラーゼ逆転写酵素(human 

telomerase reverse transcriptase:以下

TERT)が肝がん発がんにおいて重要な役割

を果たしていることが明らかとなってきた。 

本分担研究では肝細胞がん発がんプロセス

におけるTERT-RdRP活性の意義の検討を行

うことにより、肝細胞がん治療戦略として

TERT-RdRP標的治療の可能性を検証するこ

とを目的とした。 

 

B. 研究方法 

１．本分担研究開始前に既に同定していた

RdRP 特異的阻害作用を有するエリブリン

に対する感受性と TERT 発現量の相関の検

討を行った。（細胞株入手の手配が迅速に

進んだ卵巣がん細胞株を用いての検討を

行った。） 

２．TERT の発現量を規定するとされてい

る TERT プロモーター領域の変異の有無の

検討を肝細胞がん株を用いて行った。 

（倫理面への配慮） 

 該当事項なしのため特記なし 

 

C. 研究結果 

１．14 種類の卵巣がん細胞株を用い行っ

た検討では TERT 発現量が多い細胞のほう

が TERT-RdRP 活性阻害作用をもつエリブリ

ンに対する感受性が高いことが見出された

(図１)。 

２．5 種類の肝細胞がん細胞株を用い行っ

た検討では、３種類の細胞株で TERT プロ

モータ領域の変異が見出された。 

 

 

 

研究要旨：最近の報告によると、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素(human telomerase 

reverse transcriptase:以下TERT)は肝細胞がんにおけるドライバー遺伝子の中でも最

も重要な分子であることが明らかとなった(Nature Genetics 2014, Totoki et al.)。

我々のグループは、これまでに、TERTが従来から知られていた逆転写酵活性以外に、

RNA dependent RNA Polymerase (RdRP)活性を有することを見出し、TERTのRdRP活性が

がん幹細胞の機能維持に関わることを報告してきた。本研究では、肝細胞がん発がんプ

ロセスにおけるTERT-RdRP活性の役割を解明しTERT-RdRPの新たな治療標的としての可能

性を検討することを目的とした。 



 

D. 考察 

TERT 発現量とエリブリンに対する感受

性に相関が認められたことより、がん種を

問わず、TERT

阻害剤であるエリブリン投与という治療戦

略の可能性が示唆された。肝細胞がん患者

では約 7

の変異が同定され、

域の変異は

とが示唆されていることより、肝細胞がん

における

展開が有望であることが推測される。本研

究でも、肝細胞がん細胞株

に TERT プロモーター領域の変異が見出さ

れた。今後は、これらの細胞株を用いて、

hTERT 発現量、

の感受性の検討を行うことで、肝細胞がん

における

治療戦略の意義が明確となると考えられた。

 

E. 結論 

TERT-RdRP

図１：TERT
受性。白はエリブリン感受性株。黒はエリ
ブリン抵抗性株。
どエリブリンに対する感受性が強い傾向が
認められた。（
 et al., 

 

 

発現量とエリブリンに対する感受

性に相関が認められたことより、がん種を

TERT 高発現群に対する

阻害剤であるエリブリン投与という治療戦

略の可能性が示唆された。肝細胞がん患者

7 割程度に TERT

の変異が同定され、

域の変異は TERT 発現量の増加に繋がるこ

とが示唆されていることより、肝細胞がん

における TERT-RdRP

展開が有望であることが推測される。本研

究でも、肝細胞がん細胞株

プロモーター領域の変異が見出さ

れた。今後は、これらの細胞株を用いて、

発現量、RdRP

の感受性の検討を行うことで、肝細胞がん

における TERT-RdRP

治療戦略の意義が明確となると考えられた。

 

RdRP が肝細胞がん発がん過程にど
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A. 研究目的 

HCV 感染は肝発癌の主要原因であり、

HCV 起因性肝発癌機構の解明は喫緊の課題

である。C 型肝炎は他の炎症性肝疾患にく

らべて肝内での酸化ストレスが亢進してお

り、酸化ストレスは病態の進展や肝発癌に

深く関与していることが明らかにされてい

る。HCV コア蛋白はミトコンドリア電子伝

達系への障害を介して ROS を産生しミトコ

ンドリア障害を惹起する。一方、ミトコン

ドリアにはグルタチオンなどの抗酸化物質

や MnSOD などの抗酸化酵素が豊富に存在し、

障害されたミトコンドリアはミトコンドリ

ア特異的 autophagy (mitophagy)により排

研究要旨：C型肝炎ではミトコンドリア障害が存在し、ミトコンドリア由来の活性酸素

種（ROS）産生や酸化ストレスの誘導に関連している。一方、ミトコンドリアには低分

子抗酸化物質や抗酸化酵素が豊富に存在し、さらには機能が低下したミトコンドリアは

ミトコンドリア特異的autophagy（mitophagy）で消化される。そこで本分担研究ではC

型肝炎ウイルス（HCV）がmitophagyに及ぼす影響について検討した。ミトコンドリア障

害により引き起こされるType 2 mitophagyではE3 ubiquitin ligaseであるParkinがリ

ン酸化されてミトコンドリア外膜へ局在し、ミトコンドリアをautophagy経路により分

解する。HCV-JFH1株感染Huh7細胞、HCVトランスジェニックマウス、HCV感染ヒト肝細胞

キメラマウスを用いて検討したところ、HCV感染下ではParkinのリン酸化は抑制されな

いもののミトコンドリアへの局在が抑制された。ParkinとHCVの共免疫沈降ではコア蛋

白とParkinの結合が確認され、さらにyeast two hybrid assayではParkinのN端側（215

アミノ酸）とコア蛋白の特異的結合が認められた。これによりミトコンドリア外膜のユ

ビキチン化、mitophagosomeの形成ならびに消化はすべて抑制された。Mitophagyが抑制

された細胞はROSの産生が亢進することも確認された。さらに興味深いことにParkinを

siRNAでノックアウトするとHCVコア蛋白の発現が抑制され、HCVの増殖にParkinとコア

蛋白の結合が何らかの役割を果たしていると推測された。以上の成績はC型肝炎の病態

や肝発癌における酸化ストレスの発現・持続機構として、コア蛋白によるmitophagyの

抑制が極めて重要であることを示すものである。 
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A. 研究目的 

 C型肝炎ウイルス（HCV）の感染は肝がん

患者の約7割に認められており、HCVの持続

感染状態であるC型慢性肝炎は肝細胞のが

ん化の重要な因子である。肝発がんを予防

するためには、HCVを体内から排除して持

続感染状態を脱することが必須である。C

型慢性肝炎に対する治療もペグ化インター

フェロン、リバビリンおよびシメプレビル

（HCVプロテアーゼ阻害剤）による三剤併

用療法などにより患者の80-90%は治癒する

ようになった。しかしながら、治癒しても、

一定の確率で発がんが起こるものと予想さ

れている。さらに、HCVの持続感染による

発がん機構については、諸説あるものの未

だ解明されていない。それは、HCVが宿主

において持続的に増殖した場合に、宿主が

どのような影響を受けるかについてよく理

解されていないためである。これまで、多

くの研究者が、この問題の解明を試みて来

研究要旨：C型肝炎ウイルス（HCV）の複製が細胞内で長期に及んだ場合において、細胞

機能、特に細胞癌化にどのような影響を及ぼすかを明らかにすることを目的とした。具

体的には、HCV研究に汎用されているヒト肝癌細胞株HuH-7とは異なる遺伝子発現プロ

ファイルを示すヒト肝癌細胞株Li23由来の細胞を用いて、HCV-RNAの長期複製による細

胞機能の変化の解明とともに、長期のHCV-RNAの複製により顕著に発現低下し肝病態の

悪化に関与していると考えられる２つの宿主遺伝子CPB2とBASP1に焦点を当て、それら

の発現低下の分子機構を明らかにすることを目的とした。昨年度、これらの遺伝子の発

現低下とDNAのメチル化度との関連性を示唆する結果を得たため、今年度はさらに詳細

に解析を行い、以下に示すような研究成果を得た (1) CPB2遺伝子の発現低下はDNAのメ

チル化によることが示唆された。プロモーター領域の詳細な解析によりCPB2遺伝子の発

現は肝特異的転写因子HNF1により完全に制御されていることを明らかにした。しかしな

がら、HNF1結合領域のメチル化度でこの遺伝子の発現低下を説明できず、脱メチル化剤

で誘導されるHNF1以外の未知の宿主因子が、この遺伝子の発現低下を引き起こすことが

示唆された。（２）BASP1遺伝子の発現低下の大部分は、プロモーター領域のメチル化で

は説明できずメチル化以外の分子機序によるものであることが分かった。以上の結

果、両遺伝子の発現低下は異なる分子機序により引き起こされていると考えられた。 
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たが、HCVが増殖する培養細胞株はヒト肝

癌由来のHuH-7細胞株のみで手詰まり状態

であった。ヒト肝置換キメラマウスも実験

系として使われているものの、費用がかか

るうえにHCVの増殖に個体差があることか

ら発がんに関する研究にはあまり適してい

ない。 

 2009年、我々は、HuH-7細胞株とは遺伝

子発現プロファイルが異なるヒト肝癌細胞

株Li23がHCVの増殖を許容することを見出

し報告した。そして、このLi23由来の細胞

を用いることによりHCV 1b遺伝子型（O株）

のHCV-RNA複製細胞株として４種類（OL, 

OL8, OL11およびOL14細胞と名付けた）樹

立することに成功した。 

 我々は、樹立したこれらのHCV-RNA複製

細胞を用いることにより、これまでのHuH-

7由来の細胞を用いた研究では得られな

かった知見が新たに見出されるのではない

かと考えた。また、これまでは、HCVの短

期的な複製増殖に関与する多くの宿主因子

の同定がなされて来た。我々は、このよう

な方向の研究ではなく、HCVの複製増殖が

長期に及んだ場合に宿主側に何らかの変化

が生じ、それが蓄積して結果的には不可逆

的な大きな変化になるのではないかという

仮説を立てた。その背景には、HCVの複製

が長期に及ぶとHCVの遺伝的変異が蓄積さ

れ、それに伴い宿主因子の機能にも影響が

出るのではないかという考えがある。事実、

４年間、細胞を培養した場合には、細胞の

増殖能が亢進し、HCVの遺伝的変異も時間

に比例して蓄積し（4年間で1.3-3.2%塩基

が変異する）、HCVの遺伝的多様性も時間

に比例して増大（HCVのクローン間で0.2-

1.9%塩基が異なる）することを明らかにし

て報告した(Kato et al, PLoS ONE e91156, 

2014)。 

 我々は、上記の仮説の検証を試み、HCV-

RNAの長期複製（２年以上）により不可逆

的に発現変動した９種類の宿主遺伝子（発

現 亢 進 し た WISP3, TBC1D4, ANGPT1, 

SEL1L3およびCDKN2C遺伝子と発現低下した

BASP1, CPB2, ANXA1およびSLC1A3遺伝子）

を2012年に同定した。同定した9種類の宿

主遺伝子の発現変動と肝病態との関係をC

型慢性肝炎91症例で調査した（金沢大学の

金子周一先生と本多政夫先生に依頼）。そ

の結果、幾つかの遺伝子の発現変動と肝線

維化や脂肪化と相関関係にあることが分

かった。その中でも顕著な発現低下（２年

間で数十分の１に低下）が観察されたCPB2

遺伝子については、その発現低下と肝線維

化や脂肪化との間に相関関係があることが

分かった。そこで、本研究ではHCV-RNAの長

期複製による細胞形質の変化を明らかにす

るとともに、顕著な発現抑制が観察され肝

病態の進行への関与の可能性が示唆された

CPB2 (Carboxypeptidase B2)とCPB2以上に

顕著な発現低下が認められたBASP1 (Brain 

abundant, membrane attached signal 

protein 1)に焦点を当て、これらの遺伝子

の発現低下がどのような分子機序により起

こったのかを明らかにすることを目指した。

昨年度から継続して研究を遂行し今年度は、

以下に示すような研究成果を得た。 

 

B. 研究方法 

CPB2とBASP1遺伝子の発現変動解析 

  OL8細胞等に脱メチル化剤である5-
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azacytidine (5-azaC)(2.5-10 μM)を添加

して、1週間後に細胞からTotal RNAを調製

した。このRNAを用いて、BASP１とCPB2の

mRNAの発現レベルをLightCyclerを用いた

定量的RT-PCR法により調べた。 

CPB2とBASP1遺伝子のプロモーター解析 

 OL8細胞等から抽出調製したDNAを用いて

PCRにより調製したBASP1とCPB2遺伝子の転

写開始点上流約２kbと転写開始点下流100 

baseほどを含むDNAフラグメントから、適

時必要な領域や一部の配列に変異を加えた

DNAフラグメントをPCRで調製して、市販の

pGL4.10[luc2]ベクター（ホタルルシフェ

ラーゼをコードしている）の NheI と

HindIIIサイトに導入した。得られたプラ

スミドベクター(0.4 μg)を内部コント

ロール（レニラルシフェラーゼをコードし

ている）として用いたpRL-SV40(0.4 ng)或

はpRL-CMV (0.4 ng)とともにFuGENE HDに

てOL8(0Y)細胞(樹立時のOL8細胞であるこ

とを示す)或はOL8(2Y)細胞（２年継代培養

したことを示す）に導入した。48時間後に、

ホテルルシフェラーゼとレニラルシフェ

ラーゼを測定して、ホタルルシフェラーゼ

値を補正した。このルシフェラーゼアッセ

イ系においてsiRNAを使用する場合には、

レポータープラスミドを導入する前日に

siRNAをRNAiMAXを用いて細胞に導入して、

以後同様にアッセイを行った。 

CPB2とBASP1遺伝子のプロモーター近傍の

DNAメチル化解析 

 OL8 細胞等から抽出調製した DNAを

MethylEasyTM Xceed Rapid DNA Bisulphite 

Modification Kit (タカラバイオ)を用い

てbisulfite (重亜硫酸塩)処理してDNAの

CytosineをUracilに変換した。処理した

DNAを鋳型として、BASP1とCPB2遺伝子プロ

モーター領域近傍（数百bp）をTaKaRa 

EpiTaqTM HS（タカラバイオ）を用いてPCR

を行い増幅した。増幅産物をT-ベクター

pMD19（タカラバイオ）にクローニングし、

それぞれ得られた３０クローン程度につい

て塩基配列を決定した。これにより、どの

CpGのCがメチル化されているかを決定し、

それぞれの部位でのメチル化度を算出した。 

定量的RT-PCR解析とウェスタンブロット解

析 

 OL8細胞等から調製したTotal RNAとタン

パク質抽出物を用いて、目的とするmRNAの

定量をLightCyclerを用いたRT-PCR法によ

り、目的とするタンパク質の検出について

はウェスタンブロット法により解析した。 

（倫理面への配慮） 

本研究においては、実験及び解析に用い

た材料は全てこれまでに確立されているも

のである。そのために倫理面への特段の配

慮はなかった。但し、実験に使用した細胞

および核酸については蒸気滅菌を施した後

に廃棄した。 

 

C. 研究結果 

（１）HCV-RNAの長期複製による細胞形質

の変化 

 昨年度までにHCV-RNAの長期複製細胞で

は、細胞の倍加時間が短くなることを明ら

かにした。しかし、この現象はHCV-RNAが

排除された治癒細胞を長期に培養継代した

場合においても観察される現象であったこ

とから、HCVの長期複製による効果ではな

かった。 

 同様に、アポトーシス感受性（TNF-aと
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Cycloheximideによるアポトーシス）も

HCV-RNA複製細胞で上昇する現象が認めら

れたが、これについても、HCV特異的な現

象とは言えないことが分かった。また、足

場非依存性については、HCV-RNA複製細胞

および治癒細胞ともに長期培養によっても

形質上の差は認められなかった。 

 

（２）CPB2遺伝子の発現低下が起こる分子

機序について 

 昨年度までの解析で、CPB2遺伝子の発現

レベルはOL8細胞の培養開始後、0.5年から

１年の間に大きく低下すると、OL8(2Y)細

胞を脱メチル化剤である5-azaC(2.5 μM)

で２日ほど処理することで発現レベルがあ

る程度回復する現象を見出していたので、

今年度はさらにこの現象を詳細に解析した。 

 今回は、5-azaCの濃度を2.5 μMと10 μ

Mとし、処理時間も１週間に延ばして、

OL8(0Y)、OL8(2Y)およびOL8(4Y)細胞を用

いて検討した。その結果、5-azaC 2.5 μM

（10 μMでも同様）で１週間処理すると、

OL8(2Y)とOL8(4Y)細胞におけるCPB2 mRNA

のレベルは、OL8(0Y)細胞におけるレベル

の50%以上に回復することが分かった。5-

azaC処理によってもOL8(0Y)細胞での発現

上昇は認められないことから、CPB2の発現

低下は、DNAのメチル化により引き起こさ

れていることが示唆された。このメチル化

はCPB2遺伝子のプロモーター領域で起こっ

ていると予想されたことから、次に、この

遺伝子のプロモーター活性の責任領域の同

定を試みた。 

 昨年度、ルシフェラーゼレポーターアッ

セイによりCPB2プロモーター活性が転写開

始点上流-100から-25の間に存在している

こ と を 示 し た 。 こ の 範 囲 に は

HNF1(Hepatocyte Nuclear Factor 1;肝細

胞転写制御因子)結合配列(コンセンサス配

列 は GTTAATNWTTAAC) に 類 似 の 配 列

（GTTATATTTTAAC）が存在していたので、

今年度は、HNF1がCPB2遺伝子プロモーター

の制御因子であるかどうかの検討を行った。

プロモーター領域（-100から+76まで含

む）の中でHNF1結合配列の5’側に存在

するGTをCAに変えた変異体1、同配列の3’

側に存在するTAACをATTGに変えた変異体2、

同配列の中央部に存在するTAをコンセンサ

ス配列に合うようにATに変えた変異体3を

作成して、それらをOL8(0Y)細胞に導入し

てレポーターアッセイを行った。その結果、

変異体１と２ではプロモーター活性が完全

に消失し、変異体３では、逆に２倍程度活

性が上昇した。この結果から、CPB2遺伝子

プロモーターは完全にHNF1により制御され

ていることが示唆された。次にHNF1の

siRNA（HNF1にはHNF1αとHNF1βが存在す

ることが知られているので、２種類の

siRNAを使用）を用いて、HNF1の発現を抑

制した状態で、同様にレポーターアッセイ

を行った。この際、念のため、CPB2遺伝子

上流-2600から＋７６までを含むようにし

て上記の３種類の変異体を作成してアッセ

イを行った。その結果、変異のないもので

も、siRNAでHNF1をノックダウンさせると、

プロモーター活性は著しく低下し、-100か

ら+76までの領域で行った結果と同様、変

異体１と２については、まったくプロモー

ター活性が検出されなくなった。これらの

結果から、CPB2遺伝子プロモーターは完全
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にHNF1により制御されていることが再確認

された。変異体３についても、-100から

+76までの領域を含むプラスミドを導入し

て行ったアッセイ結果と同様、プロモー

ター活性は２倍程度上昇した。しかしなが

ら、HNF1のsiRNAを使用した場合において

も、プロモーター活性がまったく低下しな

いという予想とは逆の結果を得た。この結

果からコンセンサス配列に変えることによ

り、HNF1以外の未知の宿主因子が相補的に

結合して、転写活性を維持していることが

示唆された。 

 次に、CPB2の遺伝子プロモーター近傍

（-500から+300）について、DNAのメチル

化度がどの程度変化しているかについて解

析した。OL8(0Y)とOL8(2Y)細胞から調製し

たDNAをバイサルファイトで処理してCpGに

おけるメチル化度を解析した。解析した領

域におけるCpG配列はそもそも５カ所と少

なく、プロモーターとして同定した-100か

ら-25の間には１カ所しか存在していない。

その部位は、-31(G)から始まるHNF1の結合

配列にかかる-32のCである。今回のメチル

化解析では、-32（C）のメチル化度は、

OL8(0Y)で10%、OL8(2Y)で20%であることが

分かった。つまり、CPB2遺伝子の顕著な発

現低下は、CPB2遺伝子プロモーター部位の

メチル化では説明できないことが分かった。 

 次に、HNF1の発現レベルの低下により

CPB2遺伝子の発現低下が引き起こされてい

る可能性について検討した。まず、HNF-1

αと HNF1βの mRNAレベルをOL8(0Y)、

OL8(2Y)およびOL8(4Y)細胞で定量的RT-PCR

法により比較したところ、まったく低下し

ていないことが分かった。同様にウェスタ

ンブロット解析によってもHNF-1αとHNF-1

βタンパク質の量が、OL8(0Y)、OL8(2Y)お

よびOL8(4Y)間でほとんど差がないことが

分かった。これらの結果から、CPB2遺伝子

の発現低下にHNF-1αやHNF-1βが直接関与

していないことが示唆された。 

 

（３）BASP1遺伝子の発現低下が起こる分

子機序について 

 昨年度までの解析で、BASP1遺伝子の発

現レベルはOL8細胞の培養開始後、経時的

に徐々に低下することを示した。しかしな

がら、OL8(2Y)細胞を脱メチル化剤である

5-azaC(2.5 μM)で２日ほど処理しても、

発現レベルの回復はわずかしか見られない

ことに示した。今年度は、まず、これまで

の5-azaCの処理が不十分であったのではな

いかという可能性について検討を行った。 

 BASP1についても、CPB2の場合と同様、

5-azaCの濃度を2.5 μMと10 μMとし、処

理時間も１週間に延ばして、OL8(0Y)、

OL8(2Y)およびOL8(4Y)細胞を用いて検討し

た。その結果、5-azaC の濃度を上げて１

週間処理すると、5-aza Cで処理された

OL8(2Y)とOL8(4Y)細胞におけるBASP1 mRNA

のレベルは、未処理の細胞におけるmRNAレ

ベルと比較して、それぞれ４倍程度発現レ

ベルの上昇が観察された。しかしながら、

OL8(0Y)細胞を5-azaCで処理した際にも２

倍程度発現レベルが上昇したことから、

OL8(2Y)やOL8(4Y)細胞における発現レベル

の回復は極めて限定的であることが分かっ

た。OL8(2Y)細胞の場合は、10 μMでの5-

azaC処理によっても、OL8(0Y)と比較して、

未だ60分の１程度と発現レベルが低く、
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OL8(4Y)細胞にいたっては、100分の１以下

であった。これらの結果から、この遺伝子

の発現低下は、DNAのメチル化では説明で

きないことが分かった。次に、BASP1遺伝

子がどのような宿主因子により制御を受け

ているかを明らかにするために、遺伝子プ

ロモーターの責任領域の同定作業をCPB2の

場合と同様の手法により行った。昨年度は

OL8(0Y)細胞を用いて、プロモーター活性

の大部分は-206から-50の間に存在するこ

とを示していたので、今回は、まず、

OL8(2Y)細胞でも同じ現象が認められるか

どうかを検討した。その結果、OL8(2Y)細

胞においてもOL8(0Y)細胞と同様プロモー

ター活性の大部分は-206から-50の間に存

在すること、そして、-150、-100、-50と

短くしていくことにより段階的にプロモー

ター活性が減弱していくことが分かった。

-206から-50の間は、GCに富む配列が特徴

的であり、転写因子Sp1等が結合するGC

ボックスのコンセンサス配列（GGGCGG或い

はGGCGGG）が計５カ所存在することから、

これらの配列に結合する宿主因子により

BASP1の転写制御が行われていることが示

唆された。しかしながら、 

OL8(0Y)やOL8(2Y)細胞におけるSp1の発現

レベルには大きな差は認められなかったた

め、OL8細胞系では、Sp1以外のGCボックス

結合因子の関与が示唆された。 

 このような解析と並行して、BASP1遺伝

子プロモーター近傍（-400から+300）にお

けるCpG部位のメチル化解析も昨年度から

継続して行った。昨年度、OL8(0Y)と

OL8(2Y)細胞のBASP1遺伝子プロモーター領

域のCpGのメチル化度について、CPB2の場

合と同様に調べた結果、OL8(2Y)細胞でも、

OL8(0Y)細胞に比べて、このプロモーター

近傍のメチル化度は高くなっていることが

分かった。しかしながら、レポーターアッ

セイで判明した-206から-50の領域におけ

るメチル化度はOL8(0Y)細胞では0-10%程度

で、OL8(2Y)細胞でも20-30%程度であった。

そのため、今年度は再現性も確かめるため、

再度実験を行い、クローン数も10クローン

から30クローン程度に増やして解析した。

その結果、昨年度に得られた実験結果が再

現され、やはりOL8(2Y)細胞ではメチル化

がそれほど進んでいないことが確かめられ

た。OL8(2Y)細胞に5-azaC(10 μM)を添加

して１週間経過した細胞におけるBASP1プ

ロモーター領域のメチル化度についても解

析し、メチル化度の低下を確認できた。そ

れにも関わらず、BASP1の発現レベルの回

復が認められなかったことから、BASP1の

発現レベルの低下はメチル化以外の分子機

序により生じていることが示唆された。 

 

D. 考察 

（１）HCV-RNAの長期複製による細胞形質

の変化 

 現在までのところ、HCVの長期複製によ

り影響を受けたと思われる細胞の形質変化

は見出されていないが、今後は、各種シグ

ナル伝達系（インターフェロン系、TGF-β

系、IL-6系、EGF系など）における変化に

ついて検討する予定である。 

 

（２）CPB2遺伝子の発現低下が起こる分子

機序について 

 これまでの解析により、HCV-RNAが長期

に複製した細胞で起こるCPB2遺伝子の発現
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低下はDNAのメチル化によることが明らか

となった。しかしながら、この遺伝子のプ

ロモーター活性をコントロールするHNF1結

合部位のメチル化では説明できず、HNF1の

発現低下が原因でもなかった。HNF1の局在

変化による機能低下の可能性は残るものの、

これまでに得られた結果から、脱メチル化

剤で誘導されるHNF1以外の未知の宿主因子

により、この遺伝子の発現低下が引き起こ

されていることが予想される。そのような

因子は、OL8(0Y)細胞と比較して、OL8(2Y)

細胞で発現が低下して、OL8(2Y)細胞を5-

azaCで処理した際に発現レベルが大きく亢

進すると予想される。OL8(0Y)とOL8(2Y)細

胞を用いて、これまでに得られたDNAメチ

ル化に関する現象が別系統の細胞系列であ

るOL11(0Y)とOL11(2Y)細胞でも得られるか

どうかを検討し、OL8とOL11の両細胞系列

を用いたcDNAマイクロアレイ解析で目的の

未知宿主因子の絞り込みが可能であると考

えられる。次年度はこの点を検討する予定

である。 

 CPB2遺伝子の発現レベルの低下と肝病態

の進展（線維化や脂肪化）に相関関係があ

ることが慢性C型肝炎患者で認められてい

るので、CPB2が何らかの役割を担っている

可能性がある。具体的にはCPB2の発現が低

下したOL8(2Y)細胞にCPB2遺伝子を過剰発

現させると、線維化シグナル（コラゲーゲ

ン等）や脂肪化シグナル（SRBP-1やFASN等）

の抑制が引き起こされる可能性がある。現

在、このような方向の研究を進めており、

予備的な実験では、予想どおりの傾向を認

めているので、次年度はこの方面の研究を

推進する予定である。 

 

（３）BASP1遺伝子の発現低下が起こる分

子機序について 

 これまでの解析により、BASP1遺伝子の

発現低下の大部分は、プロモーター領域の

メチル化によるものではなく、メチル化以

外の分子機序によるものであることが分

かった。その１つの可能性としては、ヒス

トン脱アセチル化による影響が考えられる。

しかしながら、この可能性については、昨

年度に引き続いて今年度もHDAC阻害剤を用

いて詳細に検討したが、発現回復効果はほ

とんど認められなかった。従って、現時点

においては、この可能性はほとんどないと

考えている。今年度のプロモーター解析で、

プロモーター活性はGCボックス配列で制御

されている可能性が高いことが明らかに

なったので、普遍的に発現しており２年間

の培養では発現変動のなかったSp1以外の

GCボックス結合因子（促進的に作用する

KLF5や抑制的に作用するG10BPやSp3）がこ

の遺伝子の転写制御に関与している可能性

について今後、調べる予定である。それ以

外には、転写開始点から2kb以上上流の領

域（2kbまでは変異がないことを確認済み）

やmRNAの3’側下流における遺伝子変異の

有無、この遺伝子の発現に関与するmiRNA

の変動の有無についても検討する予定であ

る。 

 

E. 結論 

今年度、以下に示した２項目の成果を得

た。(1) CPB2遺伝子の発現低下はDNAのメ

チル化によることと、この遺伝子の発現は

HNF1により完全に制御されていることを明

らかにした。しかし、HNF1結合領域のメチ

ル化度ではこの遺伝子の発現低下を説明で

きず、脱メチル化剤で誘導されるHNF1以外

の未知の宿主因子が、この遺伝子の発現低

下を引き起こしていることが示唆された。

(２) BASP1遺伝子の発現低下の大部分は、
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プロモーター領域のメチル化では説明でき

ずメチル化以外の分子機序によるものであ

ることが分かった。 
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A. 研究目的 

 C型肝炎ウイルス(HCV)感染において、宿

主細胞の様々なシグナル経路が撹乱・脱制

御されており、このことがHCVによる癌化、

代謝異常等の多彩な病原性発現の根底にあ

る。HCV非構造タンパク質NS5Aは多機能タ

ンパク質であり、多数の宿主因子と相互作

用して細胞内シグナル伝達経路を脱制御す

ることが知られている。 

 我々はこれまでに、タンデムアフィニ

ティー精製／質量分析法を用いて、新規

NS5A結合宿主因子として、ヒストンメチル

基転移酵素SMYD3を同定した。SMYD3は乳癌

をはじめ肝細胞癌、大腸癌、前立腺癌など

で過剰発現していることが知られている。

SMYD3はヒストンH3のK4やヒストンH4のK5、

K20等をメチル化し、クロマチンの構造変

換を引き起こすことによって、様々な原癌

遺伝子や細胞周期調節遺伝子及び癌細胞の

浸潤・転移に係る遺伝子の発現制御に関与

研究要旨：C型肝炎ウイルス(HCV)感染において、宿主細胞の様々なシグナル経路が撹

乱・脱制御されており、このことがHCVによる癌化、代謝異常等の多彩な病原性発現の

根底にある。HCVの非構造タンパク質NS5Aは多機能タンパク質であり、多数の宿主因子

と相互作用することが知られている。我々はこれまでに、タンデムアフィニティー精製

／質量分析法を用いて、新規NS5A結合宿主因子として、ヒストンメチル基転移酵素

SMYD3を同定した。SMYD3は乳癌をはじめ肝細胞癌、大腸癌、前立腺癌などで過剰発現し

ている。SMYD3はヒストンのメチル化を介してクロマチンの構造変換を引き起し、様々

な遺伝子の発現制御に関与すると報告されたが、他に、Ras癌遺伝子のシグナル伝達経

路を調節するMAP3K2をメチル化し、その経路を活性化することが最近報告された。 

 本研究では、NS5AとSMYD3の相互作用がSMYD3によるMAP3K2のメチル化及び下流のシグ

ナル伝達経路に及ぼす影響を調べるとともに、HCVのライフサイクルに及ぼす影響につ

いて解析した。その結果、NS5AがSMYD3によるMAP3K2のメチル化を増強することを明ら

かにした。さらに、NS5AとSMYD3の相互作用により、Ras癌遺伝子シグナル伝達経路の下

流に位置するAP1を介した転写が亢進することも明らかにした。一方、SMYD3の過剰発現

あるいはノックダウンは、HCV RNA複製、HCVタンパク質合成、HCV粒子形成・放出に有

意な影響を及ぼさなかった。 
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している。また、SMYD3がRas癌遺伝子のシ

グナル伝達経路を調節するMAP3K2をメチル

化し、その経路を活性化することが最近報

告された。 

 本研究では、HCV NS5AとSMYD3の相互作

用がMAP3K2のメチル化及び下流のシグナル

伝達経路に及ぼす影響を調べるとともに、

HCVのライフサイクルに及ぼす影響につい

て解析した。 

 

B. 研究方法 

(1) ウイルスと細胞：ウイルスはHCV 

J6/JFH-1株（ロックフェラー大学 C. Rice

教授より分与）をHuh7.5細胞（Rice教授よ

り分与）で長期間継代培養した適応変異株

（HCV J6/JFH1-P47株）を用いた。他に、

HCV全長ゲノムRNA (O株；岡山大学・加藤

宣之教授より分与)が自律複製するHCVフル

ゲノムレプリコン細胞も用いた。 

(2) NS5AとSMYD3の結合の解析：NS5A及

びSMYD3の全長ならびに欠失変異タンパク

質を発現するプラスミドを用いてHuh7.5細

胞に一過性に共発現させ、特異抗体を用い

た免疫共沈法により、両者の結合に必要な

領域を解析した。 

(3) SMYD3の細胞内局在に及ぼすNS5Aの

責任ドメインの解析：NS5Aの全長及び欠失

変異タンパク質ならびに全長SMYD3を発現

するプラスミドを用いてHuh7.5細胞に一過

性に共発現させ、NS5A及びSMYD3の細胞内

局在の変化について、蛍光抗体法により解

析した。 

(4) MAP3K2 を基質とした SMYD3 の in 

vitroメチル基転移酵素活性の測定： 精製

SMYD3あるいはSMYD3過剰発現細胞の抽出液

と 精 製 MAP3K2 を 、 S-[methyl-14C]-

adenosyl-L-methionine存在下で混合し、

SMYD3によるMAP3K2メチル化反応を行った。

メチル化MAP3K2は特異抗体を用いた免疫ブ

ロット法により検出した。 

(5) AP1を介した転写活性の測定：AP1 

応答エレメントをプロモーター配列に有す

るルシフェラーゼレポータープラスミドを

細胞にトランスフェクトし、細胞抽出液を

回収して、ルシフェラーゼアッセイにより

AP1を介した転写量を測定した。 

(6) HCV ライフサイクルに及ぼす SMYD3

の影響の解析：発現プラスミドにより

SMYD3 を過剰発現し、あるいは、siRNA に

より SMYD3 をノックダウンして、HCV ライ

フサイクルの各段階（HCV RNA 複製、HCV

タンパク質合成、HCV 粒子形成・放出）に

ついて、リアルタイム PCR、免疫ブロット

法、培養液中のウイルス感染価測定法によ

り解析した。 

（倫理面への配慮） 

遺伝子組換え HCV の使用は文部科学大臣

の確認及び神戸大学遺伝子組換え実験安全

委員会の承認を得た。ウイルス感染実験は、

微生物学研究室において、遺伝子組換え実

験及びバイオセーフティーに関する法令・

規則及び指針等に準拠して実施した。 

 

C. 研究結果 

（１）NS5AとSMYD3の結合領域の同定 

 免疫共沈法によりNS5AとSMYD3の結合領

域について検討した。NS5Aのドメイン2+3

は、全長NS5Aと同程度に顕著にSMYD3と共

沈した。一方、NS5Aドメイン1+2はSMYD3と

わずかに共沈するのみであった。ドメイン
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1単独あるいはドメイン3単独はSMYD3と全

く共沈しなかった。以上の結果より、NS5A

のドメイン2+3がSMYD3との結合に重要であ

ると推測された。 

SMYD3に関しては、HCVフルゲノムレプ

リコン細胞を用いた解析により、SMYD3のN

末端48アミノ酸(aa)からなるN-SETドメイ

ンを欠失するとNS5Aとの共沈が有意に低下

した。さらにMYNDドメイン（49〜87aa）ま

で欠失すると、NS5Aとの共沈はさらに有意

に低下し、わずかに共沈が認められるのみ

であった。以上の結果から、HCVフルゲノ

ムレプリコン細胞において、SMYD3のN末端

87aa領域（N-SET+MYNDドメイン）がNS5Aと

の結合に重要であることが明らかになった。 

（２）SMYD3の細胞内局在に及ぼすNS5Aの

責任ドメインの同定 

 我々はこれまでに、発現プラスミドを用

いた一過性発現系において、全長NS5Aは全

長SMYD3の核移行を阻害することを観察し

ている。今回の解析では、NS5Aの欠失変異

体を発現させて、SMYD3の核移行の阻害に

NS5Aのどのドメインが関与しているかを調

べた。その結果、NS5Aのドメイン2+3及び

ドメイン3単独が、全長NS5Aと同程度に、

SMYD3の核移行を阻害することがわかった。 

（３）SMYD3によるMAP3K2メチル化に及ぼ

すNS5Aの影響 

精製MAP3K2を基質として、精製SMYD3と

S-[methyl-14C]-adenosyl-L-methionine 

(SAM) を加え、SMYD3によるMAP3K2メチル

化反応を行った。特異抗体を用いた免疫ブ

ロット法によりメチル化MAP3K2を検出し、

本in vitroメチル基転移酵素活性アッセイ

系が機能していることを確認した。 

次いで、SMYD3あるいはNS5Aをそれぞれ

単独で発現する細胞、SMYD3+NS5Aを共発現

する細胞及び非発現対照細胞から抽出液を

回収し、それを用いてMAP3K2を基質として

in vitroメチル化反応を行い、免疫ブロッ

ト法によりメチル化MAP3K2の量を測定した。

その結果、SMYD3によるMAP3K2のメチル化

はNS5Aの共存下で有意に増強することが明

らかになった。 

（４）AP1を介した転写活性に及ぼす

NS5A/SMYD3相互作用の影響 

 SMYD3単独、NS5A単独あるいは両者の共

発現細胞と非発現対照細胞に、AP1 応答エ

レメントを有するルシフェラーゼレポー

タープラスミドをトランスフェクトし、

AP1を介した転写の程度を比較検討した。

その結果、SMYD3+NS5A共発現細胞では、

AP1を介した転写が有意に増強した。 

（５）HCVのライフサイクルに及ぼすSMYD3

の影響 

 一過性発現プラスミドによるSMYD3過剰

発現細胞及びsiRNAによるSMYD3発現低下細

胞において、HCV RNA複製、HCVタンパク質

合成、HCV粒子形成・放出は、対照細胞に

比べて有意な差異は認められなかった。 

 

D. 考察 

SMYD3 はヒストン H3 や H4 の特定部位の

リジン(K)残基をメチル化し、クロマチン

構造変換を引き起こすことによって、様々

な原癌遺伝子や細胞周期調節遺伝子等の発

現制御に関与している。また、最近、

SMYD3 が Ras 癌遺伝子のシグナル伝達経路

を調節する MAP3K2 をメチル化し、その経

路を活性化することが報告され注目されて
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いる。臨床的にも、SMYD3 は乳癌や大腸癌、

肝細胞癌、前立腺癌等で発現亢進している

ことが知られている。 

今回の HCV フルゲノムレプリコン細胞を

用いた解析で、SMYD3 の N 末端 87aa 領域

（N-SET+MYND ドメイン）が NS5A との結合

に重要であることが明らかになった。NS5A

に関しては、ドメイン 2+3 が SMYD3 と強く

結合するが、ドメイン 3 単独では全く結合

せず、また、ドメイン 1+2 ではわずかな結

合が見られるのみであった。一方、SMYD3

の細胞内局在については、NS5A のドメイ

ン 2+3 とドメイン 3 単独が、全長 NS5A と

同程度に、SMYD3 の核移行を阻害した。

NS5A と SMYD3 との相互作用（結合、核移

行阻害、MAP3K2 メチル化など）に係る

NS5A の責任領域について、より詳細な解

析が必要であると思われる。 

本研究において、SMYD3 の MAP3K2 メチ

ル化活性の測定系を構築し、これを用いて、

SMYD3 による MAP3K2 のメチル化に NS5A が

どのような影響を及ぼしているかについて

解析した。その結果、NS5A は SMYD3 との

相互作用を通して、SMYD3 による MAP3K2

のメチル化を促進し、その下流に位置する

AP1 を介した転写を促進することが明らか

になった。MAP3K2 は Ras 癌タンパク質に

よる発癌シグナルを促進することが最近報

告された。今回我々が見出した NS5A によ

る SMYD3 介在性 MAP3K2 メチル化の促進及

び AP1 を介した転写の促進は、HCV による

肝発癌機構を考える上で興味深い知見であ

り、今後更に詳細に解析を進める予定であ

る。 

一方、SMYD3 の過剰発現あるいはノック

ダウンは、HCV RNA 複製、HCV タンパク質

合成、HCV 粒子形成・放出に有意な影響を

及ぼさないことが示された。 

 

E. 結論 

HCV NS5A は SMYD3 と相互作用すること

によって、SMYD3 の核内移行を阻害し、

SMYD3 による MAP3K2 のメチル化を増強し、

AP1 を介した転写を促進した。 

一方、SMYD3 の過剰発現あるいはノック

ダウンは、HCV RNA 複製、HCV タンパク質

合成、HCV 粒子形成・放出のいずれにも、

有意な影響を及ぼさなかった。 
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HCVの長期持続感染により生じた宿主遺伝子異常と代謝異常の細胞癌化に及ぼす影響 
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A. 研究目的 

 HCVを標的とした新たな薬剤が次々と開

発され、慢性C型肝炎の治療成績は飛躍的

に向上しつつあるが、HCV治癒後も脂質代

謝異常及び肝癌の危険が残っている。従っ

て、HCV治癒後の肝発癌高リスク群を同定

し､早期に発見、治療を行うことが予後の

改善につながると考えられる。 

 本分担研究においては、これまでに、

HCV長期感染のモデルとして始めに１年以

上感染持続可能なHCV持続感染培養細胞

(HPI細胞)を樹立してきた。次に、この細

胞を用いて長期持続感染の結果、肝細胞に

起こる代謝異常、遺伝子異常をin vitroで

明らかにするために、メタボロームおよび

マイクロアレイによる統合的包括的解析を

行ってきた。その結果、HPI細胞では脂肪

滴の著明な蓄積、コレステロールおよびデ

スモステロールの増加、脂肪酸の増加、ペ

ントースリン酸経路促進によるNADPHの増

加、TCA回路の促進を伴うアミノ酸増加な

ど全体的な代謝亢進状態が認められた。さ

らに、HPI細胞では、糖・脂質代謝に重要

なG6PD、MTHFD2、SCD、PCK2、ASNS、GPT2

な ど 、 転 写 因 子 nuclear factor 

(erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2)の

標的遺伝子群を恒常的に活性化させること

で代謝亢進状態を維持するとともに、酸化

研究要旨：本分担研究においては、これまでに、HCV長期感染のモデルとしてHCV持続感

染培養細胞を樹立してきた。この細胞では著明な脂肪滴の蓄積が認められ、メタボロー

ムおよびマイクロアレイによる統合的包括的解析の結果、HPI細胞では全体的な代謝亢

進状態にあることを示した。さらに、HPI細胞では、糖・脂質代謝に重要な転写因子

nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2)の標的遺伝子群が恒常的に活性

化されており、代謝亢進状態を維持するとともに酸化ストレスを抑えることでHCVが持

続感染しやすい状態にしていると考えられた。今年度は、Nrf2をノックダウンすること

で、Nrf2がHCVの持続感染及び細胞増殖に対して同時に抑制されることを明らかにし

た。さらに、HPI細胞の培養上清を用いたメタボローム解析の結果、アスパラギン、ア

スパラギン酸、グルタミン酸、フマル酸、アラニンなどのアミノ酸に加え、デスモステ

ロールがHPI細胞の細胞内のみならず培養上清においても著明に増加していることを示

した。 
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ストレスを抑えることでHCVが持続感染し

やすい状態にしていると考えた。また、

Nrf2のノックダウンがHCVの持続感染を抑

える可能性を示唆してきた。 

 今年度は、Nrf2のノックダウンがHCV持

続感染と細胞増殖に与える影響に関してさ

らに詳細な検討を行った。さらに、今回、

代謝異常を背景とした発がんリスクに対す

る血清の代謝産物マーカーの候補を探索す

る目的で、HPI細胞の培養上清を用いたメ

タボローム解析を行った。 

 

B. 研究方法 

Nrf2のノックダウン実験 

 Nrf2遺伝子による代謝およびHCV感染の

影響を調べるために、Nrf2遺伝子に対する

siRNAを培養肝細胞へトランスフェクショ

ンしNrf2のノックダウン実験を行った。 

 

HCV及びNrf2標的遺伝子の発現解析 

RT-PCRを用いたRNAの定量的､判定量的

測定、及びウエスタンブロティングによる

蛋白質の発現解析を行った。また、蛍光免

疫染色によって局所的な発現解析を行った。

転写産物の包括的な発現解析はマイクロア

レイ法で解析した。 

 

メタボロミクス解析 

細胞内の脂質代謝を包括的に解析する

ためにLC-TOFMS解析 (Human metabolome 

tech.)を行った。また、水溶性代謝産物の

代謝を包括的に解析するためにCE-TOFMS解

析(Human metabolome tech.)を行った。 

 

脂質分析 

前年度と同様の方法で行った。 

 

（倫理面への配慮） 

ウイルス感染実験、DNA組み換え実

験に関しては以下のように各種法令に

のっとり、適切な施設、および、適切

な実験方法(P2レベル)、その安全性に

細心の注意を払い行った。組み換えDNA

実験については組み換えDNA実験指針に

基づき実施した。遺伝子組み換え生物

等の第二種使用等については、遺伝子

組み換え生物等の使用等の規則による

生物多様性確保に関する法律、同施行

規則（平成１５年財務省・文部科学

省・厚生労働省・農林水産省・経済産

業省・環境省令第一号）、研究開発な

どに関わる遺伝子組み換え生物等の第

二種使用等に当たって執るべき拡散防

止措置などを定める省令（平成１６年

文部科学省・環境省令第一号）その他

の関係法令及び当該所属機関の遺伝子

組み換え生物等第二種使用等安全管理

規則に準じて行った。組み換えウイル

スの作成と使用に関しては大臣確認を

とってある。また、本研究の組換え実

験は慶應義塾大学薬学部及び医学部に

よる機関内承認を得ている。なお、本

研究はヒトサンプルもしくはヒトを対

象とする臨床研究ではないので、人権

保護、インフォームドコンセントなど

倫理的配慮の問題はないと判断した。 

 

C. 研究結果 

(1) Nrf2ノックダウンによるHCV感染と脂

質代謝への影響 



Nrf2が

影響をみるために、
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においても著明に増加していた。すなわち、

細胞外でのこれらの増加は細胞内での産生

の増加を示すものと考えられる。上記アミ

ノ酸増加は、Nrf2 によるものでこれらを

すべて説明は出来ないが、TCA 回路及びそ

の周辺経路の活性化の関与が示唆される。

また、デスモステロールはコレステロール

の前駆体である。その上流の律速酵素

HMGCR の発現は HPI 細胞で亢進しているこ

とが影響していると考えられるが、デスモ

ステロール増加の機構はさらに検討が必要

である。 

今後、水溶性代謝産物及び脂溶性代謝

産物について、HCV 治癒後の代謝異常、発

がんなどのリスク予想因子としての有用性

を臨床的に検討する予定である。 

 

E. 結論 

Nrf2 をノックダウンすることで、Nrf2

が HCV の持続感染及び細胞増殖に対して同

時に抑制することができた。Nrf2 及びそ

の標的遺伝子は HCV 及び HCV 肝癌の治療標

的となると考えられた。 

さらに、HPI 細胞の培養上清を用いたメ

タボローム解析の結果、アスパラギン、ア

スパラギン酸、グルタミン酸、フマル酸、

アラニンなどのアミノ酸に加え、デスモス

テロールが HPI 細胞の細胞内のみならず培

養上清においても著明に増加していること

を示した。これらは、HCV による代謝異常

さらに肝発癌のマーカーになり得ると考え

られた。 
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