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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス（HCV）感染では持続的炎症が発がん率を高める。しかし、HCV感染による
持続的炎症の機構には不明な点が多い。本研究では炎症惹起に重要な働きをするサイトカインの産生がHCVによりどの
ように制御されているか、また、HCV感染のどのような環境下においてこれらのサイトカインが産生されるかを明らか
にする目的で研究を行った。その結果、HCV感染においては既に報告されている免疫担当細胞以外に、HCV感染肝実質細
胞と星細胞とのクロストーク、炎症状態で惹起されるAPOBEC1によるサイトカイン産生変化等が存在する事を見いだし
、これらが持続感染状態における炎症の維持に寄与する可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Persistent inflammation is one of the major causes of onset of cancer 
development. Tumor virus infection plays significant roles in the process together with functions of 
virus-coded oncogenes. Hepatitis C virus (HCV) infection, despite of absence of a definitive viral 
oncogene, causes hepatocellular carcinoma (HCC) at high risk. Prevalence of the development of HCC by HCV 
infection is high when ALT level is kept high. This suggests that inflammatory cytopathic effect by HCV 
infection plays a role in cancer development. By analyzing HCV infected cells, presence of 2 new pathways 
were disclosed from which various cytokines and chemokines were produced; by cross talk with HCV infected 
hepatocytes and liver stellate cells, and by function of Apobec1 induced under aberrant physiological 
condition. These 2 mechanisms may be involved in altering inflammatory response that promotes cancer 
spiral.

研究分野：分子腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
HCV 感染による慢性肝炎の発症は高率に肝
硬変、肝がんを発症する。HCV感染者間の発
がん率を調べると、細胞障害の程度が高く、
かつ持続する場合に発がんする割り合が高い。
HCVによる発がん機構は、ウイルス性がん遺
伝子を持つ他のがんウイルスとは異なる機構
によると考えられる。HCV感染による炎症は
発がん性が高い（発がんスパイラル状態）特
徴を持つが、それには持続性以外に、他の炎
症とは異なる機構も存在すると考えられる。
本研究者は HCV 感染が細胞に及ぼす特徴と
して、脂肪代謝を亢進し感染細胞内に脂肪滴
が大量に蓄積する事を見いだした。肝発がん
に至る肝疾患のひとつに、脂肪肝と呼ばれる
概念が存在するので、HCV感染による脂肪代
謝異常は肝発がんを惹起する要因のひとつと
考えられる。炎症惹起には宿主免疫機構が働
く。その過程で細胞が産生する各種炎症性サ
イトカイン、ケモカインなどが炎症の質、持
続性に関わると考えられる。HCV 感染による
サイトカイン•ケモカイン産生変化を把握す
るために、これらの産生制御の解明が重要で
あると考えられた。 
 一方、感染性因子による発がんである事を
考えれば、HCVを制御する事による発がん予
防法の確立も重要になる。HCVは特にインタ
ーフェロンに対して高感受性を示すので、イ
ンターフェロ（IFN）シグナルによる新たな作
用機序を明らかにする事により、副作用の少
ない IFN治療に向けた知見の蓄積も重要であ
る。 
２．研究の目的 
HCV 感染による慢性肝炎の発症は高率に肝
硬変、肝がんを発症する。HCV感染者間の発
がん率を調べると、細胞障害の程度が高く、
かつ持続する場合に発がんする割り合が高い。
HCVによる発がん機構は、ウイルス性がん遺
伝子を持つ他のがんウイルスとは異なる機構
によると考えられる。慢性 C型肝炎を炎症の
度合いで区別すると、炎症が高く持続する場
合に発がん率が高い事が知られている。すな
わち、HCV感染は炎症反応の持続を通して肝
組織を発がんスパイラル状態に導き、がんを
誘発すると考えられる。HCV感染やアルコー
ル消費とは関係しない肝疾患のひとつに

non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) があ
るが、この疾患は脂肪代謝異常や、インスリ
ン抵抗性等と関連するといわれている。
NAFLDの疾患に何らかのストレス（炎症、活
性酸素など）が伴い、NASH (non-alcoholic 
steatohepatitis)を発症するといわれているが、
その結果、肝硬変、肝がん発症の頻度が高く
なる。本研究者は HCV感染が細胞に及ぼす特
徴として、脂肪代謝を亢進し感染細胞内に脂
肪滴が大量に蓄積する事を見いだしていた。
一方、HCV感染によるラジカル放出の存在な
ども明らかにされており、HCVに感染した肝
組織では NASH と似た疾患背景がみられる。
このような環境下で炎症を惹起し、持続させ
る要因を明らかにできれば発がんスパイラル
に至る過程を解明できると期待された。 
 そのために、HCV感染により産生される各
種炎症性サイトカイン、ケモカインなどを明
らかにする事を目的とし，産生過程を解析す
る。一般的にサイトカイン、ケモカインの産
生は主として免疫担当細胞が関与するが、本
研究ではそれ以外の産生系の存在を探ること
により、これらの因子産生の多様性と持続炎
症との関連を明らかにする事を試みた。その
ために、肝実質細胞と星細胞のコミュニケー
ションの問題、および炎症により誘導発現さ
れる APOBEC1 とサイトカイン産生などに焦
点を絞った。 
 一方、ウイルス性因子による発がんの場合、
ウイルス感染を排除する事により、発がん予
防が可能になる。HCVは特にインターフェロ
ンに対して高感受性を示すので、インターフ
ェロ（IFN）シグナルによる新たな抗 HCV作
用機序を明らかにする事により、副作用の少
ない IFN治療に向けた知見を蓄積することも
目的とした。 
３．研究の方法 
(1) 異所性に発現誘導される遺伝子編集酵素
によるサイトカインmRNAの安定化および機
能変化。 
炎症などにより、本来発現すべき組織以外で
発現誘導される遺伝子編集酵素の存在が認め
られている。Activation-induced cytidine 
deaminase (AID)は本来 B細胞において発現す
る遺伝子であるが、炎症により他の組織でも
発現が惹起される。また、HCV感染肝細胞に
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おいて AIDの発現が認められている。この異
所性の AID発現は遺伝子変異を誘導する。こ
のことが持続的な炎症による発がん要因のひ
とつになる可能性が考えられる。
Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, 
catalytic polypeptide 1 (APOBEC1:本稿では
AP1と略する)は分化した小腸で発現し、本来
ApoB 100を産生する Apolipoprotein B 100 
mRNAを遺伝子編集して、読み枠内に終止コ
ドンを導入してApoB100よりもアミノ酸数が
少ない ApoB 48が産生されるようにする。
ApoB 48は細胞内の脂肪酸を取り込みカイロ
ミクロンとして血流中に放出され，肝臓に吸
収される。小腸以外の組織での発現は通常は
観察されないが、炎症組織において異所性に
発現が観察される。また、ある種のがんにお
いても発現が認められている。AP1は RNA編
集酵素であるためにAIDのように遺伝子を直
接編集する機能を持たないが、細胞内の
mRNAの機能に影響を与えると考えられるた
めに、AP1と相互作用する mRNAを探索しそ
の機能変化を調べた。 
(2) HCV 感染肝細胞と肝星細胞のクロストー
クによるサイトカイン産生制御。 
HCV 感染肝実質細胞を取り巻く微小環境が
炎症持続とどのように関連するかについて調
べるために HCV 感染肝実質細胞と星細胞の
混合培養を行い、肝組織内の微小環境を模擬
した。この混合培養条件下でのサイトカイン
産生を調べる事により HCV 感染が微小環境
に及ぼす影響を調べた。肝実質細胞として
HCVが感染する HuH7.5を、星細胞として不
死化細胞である LX-2を用いた。 
(3) IFN 下流シグナルを制御する新規機構の
探索。 
インターフェロン（IFN）は HCV複製を効率
よく抑えるために、臨床では抗 HCV剤のひと
つとして使用されている。しかし、副作用が
強いために適応範囲が限られている。IFN は
種々の遺伝子（interferon stimulated genes; ISGs）
発現を制御し、その中のある種の遺伝子が抗
HCV 作用を示すと考えられる。そこで、抗
HCV 作用を示す ISG の種類を特定すること、
あるいは ISG発現を IFNとは関係なく制御す
る方法が見いだせれば、IFN の副作用を超え
た抗 HCV治療に道が拓かれると考えられる。

近年、long non-coding RNA (lncRNA)による各
種遺伝子発現制御が明らかになりつつあるの
で、ISG についても同様の機構が存在する可
能性がある。そこで、IFN 処理により発現変
化する lncRNAを探索し、その中に ISG産生
を制御する lncRNAが見いだせれば、抗 HCV
作用を示す ISG発現を IFN投与に頼らずに可
能になると考えた。そのために、ISG 発現を
制御する lncRNA の探索を行い、その機能解
析を行った。 
４．研究成果 
(1)異所性に発現誘導される遺伝子編集酵素に
よるサイトカインmRNAの安定化および機能
変化。 
AP1 を肝細胞に一過性に発現させ、AP1 との
複合体の中に存在するmRNAをアレイ解析で
調べた。その結果、複合体の中に IL-8, CXCL1, 
CXCL2, CXCL5, CXCL6などの mRNAが存在
する事が分かった。HuH7を用いた解析では、
IL-8 mRNA の量が突出していたので、IL-8 
mRNAについて重点的に解析した。AP1との
会合に必要な IL-8 mRNAの領域は3’非翻訳領
域(3’UTR)であり、AUに富む配列を欠失させ
ると会合が弱くなった。これらの配列は AP1
に会合するその他のサイトカインにも存在す
る事から、AP1 と mRNA の会合には 3’UTR
領域を介していると推定された。HEK293T細
胞においてはAP1を発現させても IL-8 mRNA
との複合体形成は見られない。細胞の違いに
よる複合体形成の有無が、別の宿主因子の存
在によると考え、AP1 と会合する宿主因子を
酵母 two-hybrid 法を用いて解析し、AP1 と結
合するが、HEK293Tでは発現していない因子
を解析した。その結果 hnRNP Q isoform 6 
(hnRNPQ6)をAP1と IL-8 mRNAの会合に必要
な因子として同定した。ヒト肝細胞 HuH7 に
おいては IL-8 mRNA が AP1 と会合する事に
より安定化され、IL-8 の産生を上げた。AP1
発現細胞では IL-8 mRNAの 3’UTRに有意に
変異が観察され、mRNAの機能が変化してい
る可能性が示唆された。これらのことから炎
症等で異所性に発現するAP1はサイトカイン
類の発現の制御因子として働く可能性が考え
られた。 
(2) HCV感染肝細胞と肝星細胞のクロストー
クによるサイトカイン産生制御。 
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HCV感染，あるいは非感染 HuH7.5細胞を星
細胞、LX-2と混合培養し上清に産生されるサ
イトカインを、抗体を用いたアレイ解析で探
索した。その結果、MIP-1beta の産生が HCV
感染 HuH7.5 と混合培養した場合に観察され
た。混合培養の条件を検討した結果、
MIP-1beta の産生は LX-2 細胞上清中の因子
が HCV 感染 HuH7.5 に作用し、HuH7.5 から
おこなわれる事が分かった。HCV非感染細胞
の場合には LX-2 培養上清液を添加しても
MIP-1beta の産生は見られない。HCV 感染
HuH7.5でMIP-1betaを産生する要因を調べた
ところ、感染細胞で発現する MIP-1beta 産生
因子のひとつとしてC/EBP-betaを明らかにし
た。なお、LX-2 から産生される液性因子は
IL-1alphaであった。C/EBP-betaにより転写活
性化される MIP-1beta 以外のサイトカイン、
ケモカインについても HCV感染細胞 HuH7.5
と LX-2 との混合培養で産生されるかを調べ
たところ、MIP1, IL-8, IL-6, CXCL1, CXCL2
なども明らかになった。以上から、HCV感染
肝細胞は星細胞とのクロストークにおいて、
各種サイトカイン、ケモカインの産生を行う
事が明らかになり、これらの因子の産生が発
現スパイラルに向けた炎症反応に関与してい
る可能性が考えられた。 
(3) IFN 下流シグナルを制御する新規 long 

non-coding RNA（lncRNA）とその作用。 
IFN 処理により発現変化する lncRNA を解析
し、その中に特定の ISG 産生を制御する
lncRNA(lncRNA#32 と呼ぶ)を見いだした。詳
細な解析から、本 lncRNA#32は肝臓あるいは
その他の組織において恒常的に発現している
事が分かった。しかし、IFN 投与によりその
産生が抑制された。この事から、LncRNA#32
は ISG産生のバランスを維持する働きを持つ
と考えられる。また、lncRNA#32 産生細胞に
おいては IFNと関係なく ISG産生が見られる
事から、ISG 産生のホメオスターシスに重要
な働きをしている可能性も考えられた。
lncRNA#32 を HCV 感染培養細胞に発現させ
ると HCV複製が抑制されたので、lncRNA#32
産生の制御は抗 HCVに繋がると考えられた。
lncRNA#32の ISG遺伝子発現制御について解
析した結果、lncRNA#32 は ATF2 と結合して
ISG 遺伝子の発現を制御することがわかった。

近年、ウイルス蛋白質の機能を直接標的とし
た抗 HCV剤(DAA)が上市されてきたので、副
作用の強い IFNを用いた治療が減少する傾向
にある。しかし、DAAの場合、ウイルス変異
を誘導する可能性があるのに対して IFN治療
ではその可能性が極めて少ない。また、IFN
による他の感染症への利用を考えると、ISG
産生の機序解析は波及効果が大きいといえる。 
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