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研究成果の概要（和文）： 慢性肝炎から肝がんに至るがん化のイニシエーション過程に作用す

るマイクロＲＮＡ分子［oncogenic micro RNA；oncomiR(s)］を同定することを目的とした。

これまで確立したＢ型肝炎ウイルス（HBV）トランスジェニックマウスを用いた炎症性発がん

モデルにおいて、経時的な遺伝子発現および酸化ストレスと相関する８個の oncomiR 分子を明

らかにした。これらの分子は、肝臓における前がん状態で悪性転化を制御する標的と

なる可能性が示唆された。  
 
研究成果の概要（英文）： The current study was designed to identify oncogenic micro RNAs 
(oncomiRs) contributing to the initiation process of inflammation-associated carcinogenesis 
in chronic viral hepatitis. Using a unique mouse model of chronic hepatitis B, the 
expression levels of eight oncomiR molecules were observed to be correlated with gene 
expression profiles and oxidative stress detected during disease progression. These 
molecules were suggested to be targets in the development of a novel class of 
anticarcinogenic agents. 
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１．研究開始当初の背景 
 

肝細胞がん（肝がん）の分子病態に関して

これまで幾多の検討が行われてきたが、発が
ん予防につながる標的遺伝子は明らかにな
っていない。この原因として、既存の遺伝子
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を対象とする研究手法に限界があったもの
と推察される。 

 
【新たな制御分子 microRNA】近年ヒト、

マウスをはじめとするゲノム解読プロジェ
クトが進行する中で、全ＲＮＡの半分近くが
タンパク質をコードしない non-coding RNA
分 子 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
non-coding RNA は未知の多様な分子の総称
であり、遺伝子の発現を抑制する microRNA 
(miRNA)や small interfering RNA (siRNA)
が含まれている。なかでも miRNA 分子は、
メッセンジャーＲＮＡのイントロン部分に
由来する２２塩基程度の短い一本鎖ＲＮＡ
であり、機能としては遺伝子の読み枠（ORF）
に直接結合して分解したり、メッセンジャー
ＲＮＡ３’非翻訳領域に結合して遺伝子翻訳
を抑制する。その 90％以上は広く動植物に渡
って保存されているという特徴があり、これ
まで 300 個以上の miRNA 分子が報告された
が、ヒト染色体には 1000 個くらい存在する
ものと推測されている。またそれぞれの
miRNA 分子は複数の遺伝子を制御しており、
ヒトの全遺伝子の 1/3 以上が miRNA に制御
されているものと予測される。 

生体においては miRNA 分子が細胞の増殖、
分化、アポトーシスを制御する可能性が報告
されており、いずれかに破綻を来した場合に
がん化を誘発することが考えられる。そして、
がんを引き起こす miRNA 分子は、がんマイ
ク ロ RNA ［ oncogenic micro RNA ； 
oncomiR(s)］（Nature 435:828,2005; Nature 
Rev. Cancer 6:259,2006）と呼ばれ、国内外
で精力的に検索されているものの、その標的
となる遺伝子（標的遺伝子）を含めた全貌は
未だ明らかになっていない。 

 
【炎症性発がんモデルの特徴】これまで

我々は細胞免疫学的手法を用いて、Ｂ型肝炎
ウイルストランスジェニックマウスのウイ
ルス抗原に対する慢性炎症が、組織学的に慢
性肝炎→前がん状態→肝がんと炎症性発が
んのプロセスを誘導するモデルを確立した
（ Nakamoto et al.: J. Exp. Med. 
188:341,1998）。さらに細胞免疫機序に関し
て、CD8+ Ｔリンパ球が誘導する一連の反応
を解明した（Nakamoto et al.: J. Exp. Med. 
196:1105,2002; Cancer Res. 64:3326,2004）。
しかし、これらの細胞免疫を抑制する手法の
治療応用を考えると、感染、自己免疫、他臓
器の発がんといった多くの副反応が生じる
可能性が推察された。 

 
そこで、炎症反応自体の制御ではなく、慢

性炎症が作用して形質が転換した肝細胞内
の発がん責任分子を探索する研究計画を推
進してきた。さらに、同時に定量した miRNA

分子の中で明らかに発現レベルが亢進する
ものが認められた。 

 
これより、前がん状態を誘導する（イニシ

エーション）過程における遺伝子発現および
酸化ストレスの原因分子として oncomiR の
関与と治療応用の可能性を検討する本研究
の着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
肝臓における前がん状態の遺伝子変化を

構築する oncomiR の同定と発がん予防への
応用性を検討する研究計画を立案した。慢性
肝炎から肝がんに至るマウスモデルの経時
的な発現遺伝子プロファイル、酸化的ＤＮＡ
障害の検討から、炎症性発がん過程の初期段
階を推定して、この時期に増加する miRNA
分子をスクリーニングした。得られた
miRNA の機能評価、治療法への基礎検討を
行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）慢性肝炎モデルの作成 
系統 107-5D（遺伝学的背景 H-2d）を用い

て既報（Nakamoto et al.: J. Exp. Med. 
188:341,1998）のごとく行った。慢性肝炎→
前がん状態→肝がんと炎症性発がんのプロ
セスを進展した（下図）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）発現遺伝子プロファイル解析 

（１）の肝組織よりＲＮＡを抽出して、以
下の方法により解析した。 

a. ＤＮＡチップ（オリゴヌクレオシド・マ
イクロアレイ; Agilent 社） 

b. Real-time 定量的ＲＴ-ＰＣＲ法（Applied 
Biosystems 社 7700） 

 
（３）酸化的 DNA 障害の定量 
（１）で得られた肝組織を用いて（２）と

同時に以下の検討を行った。 
a. 蛍光免疫組織染色；8-ニトログアニンお
よび 8-OHdG の生成、NFkB の活性化。 

6-9 ヵ月 
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b. 電気化学検出器(ECD)付き HPLC；8-ニ
トログアニン、8-OHdG の定量。 

 
（４）miRNA 分子の分離、検出 

（２）で用いた同一の組織から miRNA を
回収した。 
Ａ）miRNA 分子の分離、精製：全 RNA
から miRNA の画分を精製して解析に用
いた（Ambion 社）。 
Ｂ）miRNA 分子の検出：精製された
miRNA は、以下の方法を用いて定量した。 

a. miRNA マイクロアレイ（mirVana™ 
miRNA Bioarrays V2；Ambion 社） 

b. miRNA Real-time 定量的ＲＴ-ＰＣＲ法
（TaqMan® MicroRNA Assays；Applied 
Biosystems 社） 

 
（５）miRNA 分子の in vitro 機能解析 

a. 細胞への miRNA 導入（pSilencer ™ 
4.1-CMV Expression Vectors） 

b. 細胞内の miRNA 抑制（Anti-miR ™ 
miRNA Inhibitors；ともに Ambion 社） 

a., b.の操作を加えたときのＤＮＡチップ
解析、細胞の機能的解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
 肝臓での炎症性発がんモデルを用いて、前
がん状態で発現遺伝子プロファイルを制御
している miRNA 分子を同定する実験計画に
おいて、以下の成果を得た。 
 
（１）発現遺伝子プロファイル解析： 

炎症性発がん過程の初期段階に相当する
時期（肝炎６～９ヵ月目）の発現プロファイ
ルを明らにした。この時期に特異的に変動す
る 157 個の遺伝子（シグナル伝達 26 個、細
胞増殖 23 個、代謝 23 個、転写・分化 15 個、
その他）を明らかにした。これらは肝炎の急
性期や肝がん組織にみられる遺伝子群とは
ほとんど重複を認めない特徴的なものであ
っ た 。 ま た 、 組 織 学 的 に 前 が ん 結 節
（preneoplastic foci）と呼ばれるがん化に向
かう細胞集団が出現する時期（前がん状態）
に先行していることが分かった。 
 
（２）酸化的 DNA 障害： 
 （１）と同時期の肝細胞には、慢性炎症の
結果として誘導型一酸化窒素合成酵素
（iNOS）の活性化が起こり、酸化（8-OHdG）
およびニトロ化 DNA 損傷塩基(8-ニトログア
ニン)の蓄積が認められた。 
 
（３）miRNA 分子の分離、検出： 

マイクロアレイ法を用いて、がん組織にお
いて特異的に変動している遺伝子について

網羅的にスクリーニングしたところ、発現の
亢進を示す８個の miRNA 遺伝子が明らかと
なった。このうち６つは既報の患者肝組織で
の検討結果と一致しており発がん病態への
関与が強く示唆された。 

 
（４）miRNA 分子の機能解析： 

８個の miRNA について in vitro 機能解析
を実施したところ、２つの miRNA において
肝がん細胞株での細胞増殖作用とコロニー
形成能をともに亢進させることを見出した
（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、検出された miRNA について、既報

に基づいて標的となる遺伝子候補を検索し
たところ、（１）での変動遺伝子のうち、各
miRNA 分子について３～７個の標的遺伝子
が候補として該当することが明らかとなっ
た。 
 
 これより、肝臓における前がん状態で悪性
転化を制御する miRNA 分子（oncomiR）の
候補が同定された。今後これらの miRNA に
ついて生体内における作用を詳細に解析す
ることによって、新規の標的創薬に発展する
ことが展望された。 
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