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研究成果の概要（和文）：本邦のC型慢性肝炎コホートの保存検体用いて検討した結果、血清中のlet-7a発現レ
ベルは肝線維化の進展に伴い減少し、他の線維化マーカーと良好な相関をみとめた。治療によりC型肝炎ウイル
スの排除された患者の保存血清を用いてサイトカイン・ケモカインの解析を行い、治療終了後の血清
Angiopoietin-2とCXCL10の発現レベルがその後の肝線維化・予備能の改善・悪化に関連することを見出した。ヒ
ト肝星細胞株（LX-2）にいくつかのサイトカインを加え活性化すると肝組織中のlet-7の発現レベルは有意に低
下し、let-7をLX-2に導入したところ炎症・肝線維化関連の遺伝子発現が抑制される傾向をみとめた。

研究成果の概要（英文）：Using stored samples from several chronic hepatitis C cohorts in Japan, we 
found that the expression level of let-7a in serum decreased with the progression of liver fibrosis 
and correlated well with other fibrosis markers. Cytokine and chemokine analysis was performed using
 stored sera from patients whose hepatitis C virus had been eliminated by treatment, and we found 
that serum Angiopoietin-2 and CXCL10 expression levels after completion of treatment were associated
 with subsequent improvement or deterioration of liver fibrosis. The expression level of let-7 in 
liver tissue was significantly decreased after activation of a human hepatic stellate cell line 
(LX-2) with several cytokines. When let-7 was transfected into LX-2, there was a trend toward 
suppression of gene expression related to inflammation and liver fibrosis.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： 肝線維化　microRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
末梢血中のlet-7発現レベルが肝線維化診断マーカーとして応用できる可能性を見出した。血清サイトカイン・
ケモカイン解析により、HCV排除後の肝線維化改善・非改善に関わる機構の解明につながることが期待される。
細胞株を用いた検討から、let-7が肝線維化機構を抑制的に制御していること見出し、今後さらなる検討により
let-7補充療法を肝線維化治療に応用できる可能性が考えられた。これらの期待される新規治療法は、HCV排除後
や非アルコール性脂肪性肝疾患など極めて多くの患者が対象となり得、実現されればその社会的貢献は非常に大
きい。

※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 
本邦において肝細胞癌（hepatocellular carcinoma: HCC）の原因として最も多い C 型肝炎ウイ
ルス（hepatitis C virus: HCV）感染症の治療は、近年、劇的に進歩し、100％近いウイルス排除
が得られる時代となった。しかしながら、HCV を排除できても肝発癌リスクは完全に消失する
ことはなく、その最も重要な危険因子は肝線維化進展である。microRNA（miRNA）は、発生、
分化、代謝、発癌など様々な現象に関与しているが、肝疾患における炎症、線維化、発癌機構に
も深く機能している。血液中の miRNA は細胞から分泌されたエクソソームを含む細胞外小胞 
(Extracellular vesicles: EVs)中で安定な状態で存在しているため、非侵襲的な疾患マーカーと
しても期待されている。さらに、末梢血に分泌された EVs は、隣接あるいは遠隔の細胞に取り
込まれて、それらの遺伝子発現に影響することが知られている。申請者らは，米国国立衛生研究
所の C 型慢性肝炎の前向きコホートの保存検体を用いて、網羅的に miRNA プロファイルを解
析した結果、血漿および EVs 中の let-7a/c/d 発現レベルの低下が肝線維化進展と関連すること
を明らかにした（文献➀）。興味深いことに、in silico の解析結果、let-7 は肝線維化/肝星細胞の
活性化における複数のシグナル伝達経路に影響している可能性が推測された。その中で最も重
要な TGF-βシグナル伝達経路において、let-7 は TGF-β受容体、Ⅰ型コラーゲンなどを標的と
し、肝線維化進展に対して負に制御していると予測された。一方、let-7 は HCC を含むいくつ
かの癌種において、RAS、MYC、HMGA2 といった癌遺伝子を標的として癌抑制的に機能する
ことが報告されており、慢性肝疾患における肝線維化から発癌に至るメカニズムを考える上で
も非常に興味深い。 
 
２．研究の目的 
以上の知見は、末梢血 let-7 発現レベルが、肝線維化マーカーとなる可能性、let-7 が肝線維化か
ら発癌に至るメカニズムにおいても関与している可能性を示唆している。これらを証明するた
めに、本研究では以下の検討を行う。 
(1) C 型慢性肝炎患者における肝線維化進展度と血清 let-7 発現レベルの検討 
申請者が米国コホートで見出した末梢血 let-7 発現レベルと肝線維化進展度の関連について、本
邦の複数の C 型慢性肝炎コホートの保存血清検体を収集し、再現性を検証する。 
 
(2) HCV 排除後の肝線維化・予備能改善に関連する血清 EVs 中の網羅的 miRNA 解析 
過去のヒト検体を用いた肝線維化研究の多くは、ウイルス性肝炎や非アルコール性脂肪性肝疾
患などによる炎症持続下の肝線維化進展過程における検討であるが、治療により HCV を排除し
た後の肝線維化・予備能改善に関連する血清 EVs 中の miRNA を同定する。 
 
(3) HCV 排除後の肝線維化・予備能改善に関連する血清サイトカイン・ケモカインの検討 
(2)と同血清検体を用いて、HCV 排除後の肝線維化・予備能改善に関連する血清サイトカイン・
ケモカインを同定する。 
 
(4) 細胞株を用いた let-7 および標的遺伝子の発現動態 
ヒト肝星細胞株（LX-2）を用いて、TGF-β1 などのサイトカインで処置した後、細胞内の let-7
および線維化関連遺伝子の発現動態を明らかにする。let-7 mimic あるいは let-7 inhibitor を肝
星細胞株に導入して、let-7 の標的遺伝子を含む線維化関連遺伝子の発現変化を明らかにする。 
 
(5) 肝線維化モデル動物における let-7 の動態 
肝線維化モデル動物（コリン欠乏高脂肪食飼料投与マウス）を用いて肝線維化進展に従う肝組織
中の let-7 の動態を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) C 型慢性肝炎患者における肝線維化進展度と血清 let-7 発現レベルの検討 
複数のコホートから収集した保存血清中の let-7 発現レベルをリアルタイム PCR 法により測定
し、肝生検による肝線維化進展度との関連、その他の肝線維化マーカーとの相関について検討し
た。 
 
(2) HCV 排除後の肝線維化・予備能改善に関連する血清 EVs 中の網羅的 miRNA 解析 
治療により HCV が排除された肝線維化の進展した C 型慢性肝炎患者の保存血清を用いて、その
後の肝線維化・予備能の改善・悪化に関連する EVs 中の miRNA の網羅的発現解析（マイクロアレ
イおよび RNA-seq による)を行った。なお、EVs の精製については、多孔質ガラスデバイスを用
いた新規の技術（名古屋大学の馬場嘉信教授らと AGC Inc.による開発）により効率的に血清中
の EVs を回収した。 
 
(3) HCV 排除後の肝線維化・予備能改善に関連する血清サイトカイン・ケモカインの検討 
肝線維化の進展した C 型慢性肝炎患者において、治療による HCV 排除後に肝線維化マーカーで



ある血清 M2BPGi が低下した肝線維化改善群と低下の乏しい非改善群の保存血清を用いて、炎症、
免疫に関連する 27 のサイトカイン・ケモカインを同時測定できるマルチプレックス分析システ
ムで解析した。候補サイトカイン・ケモカインを得た後、追加検体を用いて ELISA 法を用いて同
タンパク発現量を測定した。 
 
(4) 細胞株を用いた let-7 および標的遺伝子の発現動態 
ヒト肝星細胞株（LX-2）を、TGF-β1 などのサイトカインで処置した後、細胞内の let-7、TGF-
βシグナル伝達経路における線維化関連遺伝子（TGFB1、TGFBR1、SMAD2、COL1A1、COL1A2、ACTA2）
の mRNA および蛋白レベルをリアルタイム PCR、ウェスタンブロットで解析した。LX-2 に各種サ
イトカインを添加、let-7 mimic あるいは inhibitor を導入した後の let-7 および線維化関連遺
伝子の発現動態を解析した。 
 
(5) 肝線維化モデル動物における let-7 の動態 
肝線維化モデル動物（コリン欠乏高脂肪食飼料投与マウス）における肝線維化進展と肝組織中の
let-7 発現レベルをリアルタイム PCR 法により測定し、その動態を明らかにした。 
 
４．研究成果 
(1) C 型慢性肝炎患者における肝線維化進展度と血
清 let-7 発現レベルの検討 
申請者が米国の C 型慢性肝炎コホートの保存検体を
用いて行った本研究を立案するきっかけとなった先
行研究の結果について、本邦の複数の C 型慢性肝炎
コホートから肝生検時の保存血清検体および臨床情
報を収集し、末梢血 let-7 レベルと肝線維化進展度
との相関の再現性を検証した。その結果、血清および
血清由来の細胞外小胞中のlet-7aの発現は肝線維化
の進展に伴い減少することを再現した（図 1）。さら
に、血清中の let-7 発現レベルは他の線維化マーカ
ーと良好な相関をみとめた（図 2）（文献➁）。 
 
(2) HCV 排除後の肝線維化・予備能改善に関連する
血清 EVs 中の網羅的 miRNA 解析 
治療により HCVが排除された患者の保
存血清を用いて、その後の肝線維化・
予備能の改善・悪化に関連する EVs 中
の miRNA の網羅的発現解析（マイクロ
アレイおよび RNA-seq による)を行い
候補となる複数の miRNA を見出し、別
コホートの検体でリアルタイム PCR法
を用いて検証中である。 
 
(3) HCV 排除後の肝線維化・予備能改
善に関連する血清サイトカイン・ケモ
カインの検討 
肝線維化の進展した C型慢性肝炎患者
において、抗ウイルス療法による HCV
排除後に肝線維化マーカーである血
清 M2BPGi が低下した肝線維化改善群
と非改善群の保存血清を用いて、炎
症、免疫に関連する 27 のサイトカイ
ン・ケモカインを同時測定できるマル
チプレックス分析システムで解析し
た。その結果、抗 HCV 療法終了後 24週時点での
血清 CXCL10 が高値であることが肝線維化非改
善に関連していることを見出した（Nagura Y, 
Matsuura K et al. 現在投稿中）。また、抗 HCV
療法前の血清 Angiopoietin-2 値が HCV 排除後
の肝線維化の改善・非改善に関連することが本
邦より報告されたため（文献③）、上記の検討と
同検体を用いて検討したところ、抗 HCV 療法終
了後 24週時点での血清 Angiopoietin-2 高値が
HCV 排除後の肝線維化非改善に関連することを見出し報告した(表 1)（文献④）。 
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P-value Odds ratio

ALBI score 0.016 0.126

FIB-4 index 0.014 0.739

Ang-2 (pg/mL) <0.001 0.131

表1 抗HCV療法終了24週におけるHCV排除後
肝線維化非改善に寄与する因子の多変量解析



(4) 細胞株を用いた let-7 および標的遺伝子の発現動態 
細胞内における let-7 の働きについて、LX-2 を用いて検討した。LX-2 をいくつかのサイトカイ
ンを加え活性化すると let-7 の発現レベルは有意に低下した（図 3）。また、let-7 を LX-2 に導
入後の肝線維化関連の遺伝子発現を解析したところ、炎症、肝線維化シグナルに関連する遺伝子
の発現レベルを抑制する傾向をみとめた（図 4）。 

 
(5) 肝線維化モデル動物における let-7 の動態 
肝線維化を呈する非アルコール性脂肪性肝炎
（NASH）モデル動物の肝臓における let-7 および
肝線維化関連分子の発現解析を施行したところ、
肝線維化進展に従って、肝組織中の let-7 の発現
レベルは低下する傾向を確認した（図 5）。 
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