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研究成果の概要： 
  C 型肝炎ウイルス(HCV)が誘導するミトコンドリアからの酸化ストレスは、ウイルス排
除のみならず、ウイルス増殖を抑制するだけで抑えられ肝発癌を抑制する可能性がある。
また、HCV が誘導する鉄過剰状態は、ミトコンドリア障害のみならず、小胞体ストレス 
を誘導し、肝脂肪化を増悪させ発癌を促進すると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）本邦における肝細胞癌患者の８０％以
上がＣ型肝炎ウイルス(HCV)感染に起因して
おり、その死亡者数も 3 万人を越え、2015
年までは減少しない。しかしながら HCV 感
染と肝発癌との関係は未だ明らかにされて
おらず、肝発癌機序を明らかすることが必要
不可欠である。われわれは、これまでに HCV
コア蛋白が発現可能な肝癌由来の培養細胞
を用いて、コア蛋白が肝ミトコンドリア由来
の活性酸素種（ROS）を誘導し、アルコール
の酸化ストレス刺激により、ROS が相乗的 
に 増 強 す る こ と を 明 ら か に し た
(Gastroenterology 2005;128:96-107)。更に
HCV コア蛋白を組み込んだトランスジェニ

ックマウスにおいて、肝ミトコンドリア呼吸
鎖複合体 I の機能障害とミトコンドリア内の
抗酸化能（還元型グルタチオン:GSH）が低
下していることを報告した(J Biol Chem.   
2005:280:37481-8.)。これにより HCV ウイ
ルス蛋白が肝ミトコンドリアに障害を与え
酸化ストレスを蓄積して行くことが証明さ
れたが、このモデルでは肝発癌は確認されな
かった。そこで、HCV 全長遺伝子を組み込
んだトランスジェニックマウス(HCVTgM)
に少量の鉄負荷を行い、Ｃ型肝炎患者に 
類似した肝内鉄濃度のHCV TgMを作成した
ところ、このマウスでは、6 ヶ月目にミトコ
ンドリアの形態異常と肝脂肪化を認めた後、
12 ヵ月目には肝内の酸化ストレスが誘導さ
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れ、高率に(45%)に肝腫瘍が発生するモデル
作 成 に 成 功 し た  (Gastroenterology. 
2006;130:2087-98)。（図１,2）  

    
２．研究の目的 
これまでの検討により、HCV 蛋白単独での
ROS の誘導は、ミトコンドリア内の抗酸化能
により代償されるも、ミトコンドリアは酸化
ストレスに非常に感受性が高い状態になり、
鉄沈着や加齢によって、相乗的に酸化ストレ
スを増強させ、肝発癌を促進させると推測さ
れた。Ｃ型肝炎における鉄過剰状態は臨床的
に明らかにされており、Ｃ型肝炎での肝細胞
の鉄過剰状態が、長い感染期間に、どの様に
ミトコンドリアに障害を与え、酸化ストレス
を増加させるかは、全く明らかにされていな
い。そこで、本研究期間内に HCV 蛋白と鉄
が更なる、肝ミトコンドリア障害を引き起こ
すか否かを明らかにし、複合体Ⅰの障害分子
とその機序を解明し最終的に肝発癌にどの
ように関与するのかを解析する。  
  
３．研究の方法 
(1) 鉄負荷 HCV TgM（肝発癌モデル）におけ
るミトコンドリア障害機序の解析    
HCV TgM のミトコンドリア障害が関与してい
ること及びその障害部位を分子的に明らか
にするために、鉄負荷 HCV TgM と control を
6 ヵ月に scarify し、マウス肝からミトコン
ドリアを単離し、以下の検討を行う。    
①ミトコンドリア複合体Ⅰ機能解析と外膜
蛋白発現の確認 
ミトコンドリア酵素活性機能を測定する。ま
た、ミトコンドリア外膜に存在する CPT(カル
ニチントランスフェラーゼ)-1 の発現により
ミトコンドリア障害の有無を確認する  
②ミトコンドリア酸化ストレスの測定  
凍結標本よりジハイドロエチジウム(DHE)を
用いることで、スーパーオキサイド(O2・-)
を測定する。この酸化ストレスはミトコンド
リアから由来の酸化ストレスを意味する 
③小胞体ストレス測定 
ミトコンドリア機能障害に Ca の流入が関与
していること Ｃaの流入に小胞体が関与し
ており、またＨＣＶは小胞体機能に影響を与
えるため、ＣＨＯＰと XBP1 を測定する。 
④ 抗酸化剤投与に機能解析  
鉄負荷 TgM に抗酸化剤（NAC,Vitamin- 

E,CoQ10）を 6ヶ月投与することで、酸化ス
トレス抑制効果及び、肝発癌前段階として脂
肪化抑制効果を検討し、①～③についても解
析を行う 
⑤ マイクロアレイによる解析 
マウス肝をマイクロアレイで解析し、鉄が引
き起こすミトコンドリア障害が、糖・脂肪代
謝にどの様に影響を与える検討する。 
 
(2) HCV full length replicon 増殖細胞に
おけるミトコンドリア障害の解析 
HCV replicon 増殖細胞におけるミトコンド
リア機能障害の有無と、ウイルス増殖抑制の 
有無にて、ミトコンドリア機能が回復するか 
また、酸化ストレスを抑制するかを検討する。 
 
４．研究成果 
（1） 鉄負荷 HCV TgM（肝発癌モデル）にお
けるミトコンドリア障害機序の解析 
①ミトコンドリア外膜蛋白障害の有無（図３、
４） 
 外膜に局在する CPT-1の発現低下が確認さ
れた。またパルミチン酸分解能も低下し、HCV
は鉄過剰状態の存在下で、ミトコンドリアβ
酸化能を引き起こし、肝脂肪化を助長し、肝
発癌を促進すると考えられた。 

 
 
 
 
 
②ミトコンドリア複合体機能解析と酸化ス
トレス（図５、６） 
 複合体Ⅰ機能は鉄負荷により、酵素活性が
低下したが、蛋白発現に有意差を認めなかっ
た。ＤＨＥによる測定では鉄負過剰状態に比
例して酸化ストレスが相乗的に増加した。ま
た初代肝細胞を用いて、ミトコンドリアから
の酸化ストレスを測定しても、同様な結果が
確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ミトコンドリア障害と小胞体ストレスの
関与（抗酸化剤投与による比較 図７，８） 
HCV 蛋白と鉄が、ミトコンドリア外膜障害

することにより、ミトコンドリア内部へ Ca2+
を流入が容易になることが推測された。また
細胞内 Ca2+の流入のセンサーである小胞体
機能に着目し、小胞体ストレスマーカーであ
る CHOP や XBP1 の亢進が確認した。そこで、
ミトコンドリアからの酸化ストレスを抑制
すると、肝脂肪化は改善する。その原因とし
て XBP1 発現は低下が明らかになったが CHOP
の発現は低下せず、鉄負荷による小胞体機能
への直接的な影響が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
④小胞体ストレスと肝脂肪化（マイクロアレ
イによる解析を含む 図９） 
  小胞体機能異常は、脂肪化を亢進させる
と報告されるため、脂肪酸合成能(SRBP1c)を 
測定し、その発現亢進を確認した。また、鉄
負荷により IRS-1の発現亢進とその下流のシ
グナルが抑制しインスリン抵抗性が出現し
ていること、STAT3 などの肝発癌促進遺伝子
の発現が亢進していることが確認された。 
以上より、HCV は、鉄過剰状態を惹起するだ
けでなく、小胞体ストレスを亢進させること
でミトコンドリア障害や脂肪化を相加的に
増悪させ、肝発癌に関与すると考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (2)HCV full length replicon 増殖細胞に
おけるミトコンドリア障害の解析 
 ① HCV が排除されなくても、減少するだ
けでミトコンドリア機能が維持されること
を確認し、IFN による長期持続投与とミトコ
ンドリア機能維持による酸化ストレス抑制
が、肝発癌抑制に重要であることを報告した。 
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