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研究成果の概要（和文）：近年急増している非ウイルス性肝がんは、ハイ・リスク群が同定できず早期診断が困
難であるため、ステージの進んだ段階で発見されるケースが多い。このため、早期診断を行うためのスクリーニ
ング法の確立が求められている。本研究では、非ウイルス性肝がんの発症と自然免疫因子の遺伝子多型および血
中microRNA発現量との関連を調べた。その結果、血中microRNAのうちmiR-150およびmiR-210の発現量の変化が統
計的有意に関連していた。これらの結果はより大きな集団で検証すべきである。

研究成果の概要（英文）：Non-viral hepatocellular carcinoma, which has been rapidly increasing in 
recent years, is often discovered at an advanced stage because high-risk groups cannot be identified
 and early diagnosis is difficult. Therefore, establishment of a screening method for early 
diagnosis is desired. In this study, we investigated the relationship between the development of 
non-viral hepatocellular carcinoma and the gene polymorphisms of innate immune factors and the 
expression levels of circulating microRNAs. As a result, changes in the expression levels of miR-150
 and miR-210 among circulating microRNAs were associated with statistical significance. These 
results should be validated in larger populations.

研究分野： 疫学、免疫学、生化学

キーワード： 非ウイルス性肝がん

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、非ウイルス性肝がん症例および糖尿病症例より得られた血液検体を用いて自然免疫因子の遺伝子多型
および血中microRNAの発現解析を行い、非ウイルス性肝がん症例で発現量が有意に変化するmicroRNAを明らかに
した。今後、より大きな集団で検証することにより、本研究成果を早期診断のためのバイオマーカーとして応用
することを目指す。ウイルス性肝がんに比較して、非ウイルス性肝がんのバイオマーカーに関する知見はいまだ
乏しいことから、本研究は学術的・社会的に意義があるものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年 C 型肝炎ウイルスへの新規感染が減少しているのに加えて、インターフェロン治療により

C 型肝炎ウイルスの排除が可能となっている。結果として、C 型肝炎ウイルスを原因とする肝癌

が減少しているのに対し、非ウイルス性肝がんが急増しており、肝がん全体の約 30%を占めて

いる。非ウイルス性肝がんはハイ・リスク群が同定できず早期診断が困難であるため、ステージ

の進んだ段階で発見されるケースが多い。このため、早期診断を行うためのスクリーニング法の

確立が求められている。 

筆者らはこれまで、自然免疫因子の中でも特に細胞質内で機能する NLR について、クローン

病（Bonen et al, Gastroenterol, 2003）、サルコイドーシス（Tanabe et al, BBA, 2006）、急性

骨髄性白血病（Tanabe et al, Int J Hematol, 2011）などの疾患の発症との関連や、その分子機

序（Tanabe et al, EMBO J, 2004）について報告してきた。肝がん発症の基盤である炎症と繊維

化の機序には、セラミドなどの脂質や LPS に対する自然免疫系の活性化が深く関与している。

近年、NOD Like Receptors (NLR)がインフラマソームと呼ばれる炎症誘導系を形成し、肥満に

伴う心血管炎や肝脂肪変成を引き起こすことが報告された。また本邦でのインフラマソームの

SNPs が免疫関連疾患のハイリスク群の同定に有用であることが報告されている。 

最近、がんの早期診断を目的とした microRNA の探索が行われており、肝がん患者において血

中濃度が変化する microRNA についても報告があるが、非ウイルス性肝がんに焦点をあてた研

究は少ない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、自然免疫因子の遺伝子多型および血中 microRNA をバイオマーカーとした、非ウ

イルス性肝がんのハイリスク分の同定および早期診断法の開発を目指し、ウイルス性肝がんの

発症と強く関連する自然免疫因子の遺伝子多型および血中 microRNA を明らかにすることを目

的とした。具体的な目的は以下の通りである。 

(1) 自然免疫因子を中心とした日本人の免疫能に影響する遺伝子を主な標的として、非ウイル

ス性肝がんの発症と強く関連する遺伝子多型を明らかにする。 

(2) 非ウイルス性肝がん罹患群において末梢血で特異的に発現が変化する血中 microRNA を網

羅的に解析し、非ウイルス性肝がん発症と強く関連して変化する microRNA を明らかにす

る。 

 

３．研究の方法 

 山口大学医学部附属病院において、IRB の承認と患者の同意を得て、非ウイルス性肝がん症

例および糖尿病症例の血液検体を得た。非ウイルス性肝がん症例の選択基準は、①造影 CT も

しくは造影 MRI にて肝癌が認められる、②HBs-Ag 陰性、HCV-Ab 陰性かつ HCV -RNA 検出

感度以下、③アルコー摂取量：エタノール換算で 60g/da 未満とした。糖尿病症例の選択基準は、

①膵癌の有無を確認する目的で造影 CT もしくは造影 MRI が施行され肝癌を認めない、②糖尿

病学会の基準にて糖尿病と診断されている、③HCV-Ab 陰性かつ HCV-RNA 陰性、④HBs-Ag 陰

性とした。 

(1) 非ウイルス性肝がん症例および糖尿病症例の血液から DNA を抽出し、遺伝子多型解析に

供した。候補遺伝子は自然免疫因子 NLRP3 および NLRP6 とした。NLRP3 については、

発現量を変化させるという報告のある多型 1 つを選択した。NLRP6 については、アミノ

酸置換を生じる多型 1 つを選択した。SNP 解読は、DNA を PCR で増幅して直接シーケン

スにより解読した。 

(2) 非ウイルス性肝がん症例および糖尿病症例の血液検体から血清を分離し、血中 microRNA

解析に供した。非ウイルス性肝がんステージ I （糖尿病有、n=10）、ステージ II + III（糖



尿病有、n=11）、糖尿病（n=9）の各群のプール血清から Cell-free の低分子 RNA を精製

し、179 種類の microRNA について qRT-PCR（Serum/Plasma Focus microRNA PCR 

panel, V4.M, Exiqon 203843）により定量を行った。糖尿病群に比較して非ウイルス性肝

がんステージ I 群あるいはステージ II + III 群で発現量が 2 倍以上差のある microRNA は

27 種類であった。このうち、Ct 値が 35 未満である 13 種類の mircroRNA について、個

別血清計 47 検体を用いた解析を行った。血液検体より Cell-free の低分子 RNA を精製

し、qRT-PCR（miRCURY LNA miRNA PCR Assay, Exiqon 339306）により microRNA

を定量した。miRNA 発現解析は相対定量法（ΔCt method）にて行い、Dunnett の方法

を用いて糖尿病群を対照として有意性の検定を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 遺伝子多型解析については、研究期間中に目標症例数に達しなかったために各群のアレル頻

度についての統計解析を行っていない。今後症例が集まり次第、統計解析を行う予定である。 

(2) 非ウイルス性肝がん 38 例と糖尿病症例 9 例について 13 種類の microRNA の血中発現量を解

析した。そのうち miR-150 については、対照群である糖尿病症例 0.55±0.25 に対し、非ウ

イルス性肝がんステージ I で 1.3±0.24（p=0.076）、ステージ II で 1.04±0.86（p=0.57）、

ステージ III で 1.72±0.81（p=0.0067）、ステージ IV で 1.60±0.62（p=0.081）だった。有

意水準 p=0.05 として、ステージ III で有意な高値を認め、ステージ I でも高い傾向を認め

た。miR-210 については、対照群である糖尿病症例 2.63±0.18 に対し、非ウイルス性肝がん

ステージ I で 2.48±0.17（p=0.984）、ステージ II で 2.10±0.20（p=0.56）、ステージ III で

1.88±0.27（p=0.160）、ステージ IV で 1. 12±0.79（p=0.011）だった。有意水準 p=0.05 と

して、ステージ IV で有意な高値を認めた。 

(3) 以上のように、本研究では、非ウイルス性肝がん症例における血中 microRNA について、糖

尿病例症例に対し、miR-150 および miR-210 で発現量が有意に変化することを示した。この

うち、miR-210 については、有意な変化を示したのはステージ IV の症例のみであった。一

方、miR-150 については、ステージ III の症例で有意な変化を示し、またステージ Iにおい

ても糖尿病例に対して変化する傾向がみられたことから、非ウイルス性肝がんの早期診断マ

ーカーとして有用である可能性があり、今後症例数を増やしさらに検証を行う必要がある。 
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