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研究成果の概要（和文）：　マウス肝癌発症モデルにおいてネットワーク解析により腸内細菌は相互に関係し、
腫瘍形成や線維化と関連する複数の細菌が存在することを同定した。
　ヒトにおいて肝癌患者では非肝癌患者と比較しActiomyces属などが増加していた。非B非C型肝癌症例では非肝
癌症例と比較してVeillonella属などが増加しており、口腔内常在菌など特定な腸内細菌が肝発癌例と非癌例の
違いに関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：　In the mouse model of liver cancer, network analysis showed the bacteria 
in the gut have unique interaction with each other. We identified some different types of bacteria 
have been associated with tumorigenesis and fibrogenesis.
　Patients with hepatocellular carcinoma (HCC) had increased genus Actiomyces compared to those 
without HCC. In the patients with non-B,non-C HCC, genus Veillonella increased compared to those 
without HCC. There is a possibility that there is a difference in gut microbiota such as oral 
indigenous bacteria between patients with and without HCC.

研究分野：肝臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　肝癌の原因はHCV、HBVウイルスなどによるものが大多数であったが、ウイルスのコントロールが可能となって
きたことから、それ以外の非B非Ｃ型肝癌が最近増加している。
肝発癌促進因子として腸内細菌による肝臓への影響が考えられてきている。
　本研究においてマウスモデルにおける腸内細菌と肝遺伝子発現に関するネットワーク解析により腸内細菌は相
互に関係し、腫瘍形成や線維化と関連する複数の細菌が存在することを同定した。またヒト肝疾患からの解析で
は口腔内常在菌などの腸内細菌叢の違いが肝発癌症例と非肝癌症例との違いに関与している可能性が示唆され
た。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

(1) 生活習慣の欧米化に伴い日本でも肥満者が増加している。飲酒歴がなく、原因の明らか

な肝疾患を除外した肝臓への脂肪沈着を認める肝疾患の総称を非アルコール性脂肪性肝炎

（nonalcoholic steatohepatitis: NASH）と呼ぶ。糖尿病患者において脂肪肝のある場合には

そうでない場合と比較して脳、心血管障害のリスクが高まることが言われている(Targher et al. 

Diabetes Care 2007)。脂肪肝に高血圧、高脂血症、糖尿病、鉄過剰、エンドトキシンなどのマ

ルチプルファクターが加わることで NASH に進展する。NASH の状態で肝障害が持続するとウイ

ルス性肝炎のように肝硬変に進展し発癌する(Jonathan et al. Science 2011)。NASH に対する

治療は原因となっている因子に対する治療が重要とされているが、他に確立された治療法がな

いのが現状である。また更に NASH 肝癌の特徴としてそれ程、肝硬変が進行していない状態にお

いても肝癌が生じることを経験する。肝癌の原因は C 型肝炎(HCV)ウイルス、B 型肝炎(HBV)ウ

イルスが多く、HCV ウイルス駆除の成績は飛躍的に向上してきており肝癌発生数の減少が期待

されるが、これらのウイルス性肝炎が原因でない NASH を含む非 B非 C型(NBNC)肝癌が増加して

きている。 

動物モデルでの研究において発癌誘発物質を投与した際に普通食では発癌は見られなかった

が、高脂肪食を与えたモデルにおいて発癌がみられた。この原因として腸内細菌叢の

Clostridium cluster XI が増加し、2次胆汁酸が増加することが関与していると報告されてい

る（Yoshimoto et al. Nature 2013）。その機序として高脂肪食による腸内細菌叢の dysbiosis

が腸管透過性を亢進し門脈を介したLPS-TLR4 pathwayの亢進が肝癌の発生に関与していること

が示唆されている（Dapito DH et al. Cancer Cell 2012）。 

腸内細菌叢がヒトの生理状態と密接に関係しており、その存在がヒト個体の恒常性の維持に

必須であることが示され、その破綻が潰瘍性大腸炎や Crohn 病などの炎症性腸疾患のみならず

様々な疾患と関連することが明らかになってきている。ヒトを含む動物の腸内には膨大な数の

腸内細菌叢が共生しており、ヒト大腸においては内容物 1ｇあたり 100 億から 1 兆個の菌濃度

を示し、総数は 100 兆個ともいわれる。これらの腸内細菌叢は 16S リボゾーム RNA を次世代シ

ークエンサーで網羅的に解析されることができるようになり、菌叢の多様性などと疾患の病態

との関連が示されるようになってきた。 

このように現在までは肝癌の原因は HCV ウイルスの関与が全面に出ていたが、今後は HCV 感

染者が減少するため、他の原因の解明が重要になるが、これら NBNC 肝癌の促進因子としてある

種の腸内細菌或いは菌叢の多様性低下などが考えられ、その機序の解析が必要である。それに

より、今後増加する NBNC 肝癌の発症を抑制することが重要になると思われる。 

 

２．研究の目的 

(1) 短期に肝癌を発症するマウス NASH 肝癌モデルを確立し、そのモデルにおいて NBNC 肝癌に

関連する腸内細菌を同定し、そのメカニズムを解明する。これにより NBNC 肝癌の病態解明と治

療にそれらを応用することを目的とする。 

(2) ヒトにおいて肝硬変から肝癌へ進行する症例とそうでない症例の腸内細菌叢の違いを明

らかにし、その違いに関与する腸内細菌叢及び細菌の同定をする。 

 

３．研究の方法 

(1) CDHF NASH＋DSS 負荷肝癌発症モデルにおける解析  

8週或いは20週齢のC57BL/6J雄マウスにCholine-deficient high-fat diet (CDHF)を給餌し、



DSS 負荷を繰り返す肝癌発症モデルに初期の発癌イニシエーターとして Diethylnitrosamine

（Den）などを投与することで、DSS のサイクル数を 1と負荷を減らし、より実臨床に近い状態

のマウスにし、同時に生存率を上げ、安定した発癌モデルとする、CDHF を HF に変えた群も作

成し検討した。 

(2) Choline-sufficient high-fat diet (CSHF)を 20 週投与した群（CSHF 群）と CDHF を 20 週

投与した群(CDHF 群)と 3週齢に Den を投与し、8週齢から CDHF を 20 週投与した群(DEN＋CDHF

群)の 3群を作成し比較した腸内細菌は解剖時に直腸から採取された糞便から DNA を抽出した。

16s rRNA の V3-V4 領域に対して Miseq を用いて解析した。解剖時の肝組織から total RNA を抽

出し cDNA を合成した。realtime PCR により各遺伝子発現を測定した。SPSS 及び Cytoscape 

software を用いて腸内細菌と肝遺伝子発現に関するネットワーク解析を行った。 

 

(3) ヒトにおける肝癌と非肝癌症例（NBNC 肝癌と NBNC 非肝癌症例）における次世代シークエ

ンサーによる腸内細菌叢の解析  

肝癌の発症のメカニズムに腸内細菌叢が関与するかを検討するため次世代シーケンサーを用

いて慢性肝疾患症 例と肝癌症例の糞便中腸内細菌叢の違いについて検討した。ヒトにおいて

NBNC 肝炎から肝硬変、肝癌と進行する症例とそうでない症例の腸内細菌叢の違いを明らかにし、

その違いに関与する細菌叢及び細菌の同定をする。 

慢性肝炎患者 248 名中の肝癌患者 120 名(HCC 群)、非肝癌患者(nonHCC 群)128 名において線維

化進展及び腸内細菌叢に影響を及ぼす年齢、血小板数、PPI 内服の有無を Propensity Score に

よりマッチングを行ったHCC79例とnonHCC79例を比較検討した。サブ解析として非B非C(NBNC)

肝癌患者で肝硬変症例を除いた NBNC 肝癌患者 7 名(NBNC HCC 群)NBNC 非肝癌患者 22 名(NBNC 

nonHCC 群)でも同様に検討した。糞便から DNA を抽出後 16SrRNA 遺伝子の V3-4 領域を増幅し

Illumina Miseq により測定した。解析は QIIME および LEfSe、予測メタゲノム解析に PICRUSt

を使用した。腸内細菌各菌の占拠率の違いにつき HCC 例＞nonHCC 例＞control 及び逆の順とな

る細菌群を抽出した。 

 

４．研究成果 

(1) CDHF NASH＋DSS 負荷肝癌発症モデル 

NASH 肝癌モデルの生存率、発癌率を高め、より生理的な状態に近いようにするため CDHF 投与

に加え DSS 投与を初期の限定的な回数に留めるため 2%DSS 負荷を 1サイクルとする群（A群）、

1%DDS 負荷を 2サイクル行う群（B群）を作成した。生存率は A群の方が B群より高かったが高

率には得られなかった。このためより安定した肝癌モデルが必要と判断し、他のモデルの検討

(2)にあたった。 

(2) DEN＋CDHF モデルによる肝癌、肝硬変、非肝硬変の解析 

全ての群で脂肪化・炎症が肝組織に認められた。CDHF 群及び CDHF+DEN 群は CSHF 群と比較して

肝臓の線維化が進行した。腫瘍は CSHF 群では認められなかったが CDHF 群で 22.2%、CDHF+DEN

群では 87.5%で認められた。CSHF 群と比較して CDHF 群は p21 が高値であった。一方で CDHF 群

より CDHF+DEN 群で低下した。CDHF+DEN 群の c-jun は他の 2群よりも上昇していた。腸内細菌

は Bacteroides、Clostridium 属などは肝線維化と相関しており、Akkermansia 属などは逆相関

していた、また Bifidobacterium 属は肝腫瘍と逆相関していた。CDHF 投与により線維化と p21

過剰発現がみられたが、DEN 投与で p21 過剰発現が抑制され腫瘍が高率にみられた。ネットワ

ーク解析により細菌は相互に関係し腫瘍形成や線維化を促進或いは阻害していた。 



(3)ヒトにおける肝癌患者、非肝癌患者の結果 

患者背景は HCC 群/nonHCC 群(年齢 70.0/67.0 歳、BMI 23.3/24.2, ALT 26/27 IU/l, Alb 3.9/4.0 

g/dl, Plt 13.5 万/15.5 万)で有意な差はなかった。HCC 群と nonHCC 群間でβ多様性に有意な

差が見られた。HCC 群では nonHCC 群と比較して、Actiomyces 属、Eggerthella 属、

Pseudoramibacter Eubacterium 属、Enterococcus 属などが有意に増加し、Sutterella 属、

Odoribacter 属が有意に減少していた。NBNC でのサブ解析では NBNC HCC 群では NBNC nonHCC

群と比較してEnterococcus属、Veillonella属が増加し、Odoribcter属が有意に減少していた。

予測メタゲノム解析のPICRUStにより HCC群においてTransporter及びTranscription factor

などに関連する遺伝子を持つ細菌群が増加していた。すなわち口腔内常在菌や酪酸産生菌など

腸内細菌叢の違いが肝発癌例と非癌例との違いに関与している可能性が示唆された。 
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