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研究成果の概要（和文）：C 型慢性肝炎の生検組織における肝内マイクロ RNA（miRNA）発

現を、マイクロアレイを用いて解析したところ、肝線維化進行例では miR-422a などの発

現が有意に低下し、miR-199a-5p/199a-3pや miR-221/miR-222などの発現が有意に亢進し、

その結果はリアルタイム PCRでも確認できた。また miR-222 の発現は 2種類のマウス肝線

維化モデルにおいても、肝線維化の進展とともに亢進していた。さらに初代培養マウス星

細胞、ヒト不死化星細胞株においても、miR-222の発現は亢進していた。その発現は TNF-

α、TGF-αなどによって促進され、NF-κB阻害剤によって抑制された。miR-222発現は WST1

アッセイで不死化星細胞株の増殖に影響を与えなかった。miR-222 は標的遺伝子である

p27Kip1の 3'-UTR に結合しその蛋白発現を調節し、コラーゲン 1A1 の発現を誘導し、MMP-1

の発現を抑制した。以上より、miR-222 が肝線維化の進展に関与する可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：The regulated microRNAs (miRNAs) in human livers infected 
with hepatitis C virus (HCV) were identified by microarray analysis. MiR-422a was 
down-regulated, and miR-199a-5p/199a-3p and miR-221/222 up-regulated in the human 
liver in a fibrosis progression-dependent manner. Their expression was validated by 
real-time RT-PCR. Among these miRNAs, miR-222 increased in mouse livers from two 
fibrosis models. The expression of miR-222 was up-regulated in cultured stellate 
cells LX-2 and increased during the course of culture-dependent activation of mouse 
primary stellate cells. NF-κB inhibitor significantly suppressed the miR-222 
induction that was stimulated in culture by TNF-α or TGF-α. Although over- 
expression or down-regulation of miR-222 failed to regulate the growth of LX-2 cells, 
miR-222 bound to the p27Kip1 3'UTR and regulated the expression of the corresponding 
protein. Transient transfection with miR-222 precursors significantly up-regulated 
α1 (I) collagen and down-regulated MMP-1 mRNA expressions. In conclusion, miR-222 
may be new markers for stellate cell activation and liver fibrosis progression. 
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１．研究開始当初の背景 
 本邦において C 型肝炎ウイルス(HCV)は
約 200 万人に持続感染しており、肝癌、肝
硬変の原因の 70～80％を占めると推定さ
れる。現在なお C型慢性肝炎に対する唯一
の根治的治療はインターフェロン(IFN)の
みであるが、その治療抵抗性の機序は明ら
かになっていない。 
HCV の持続感染は肝臓における慢性的な

壊死・炎症を惹起し、それに対する非実質
細胞(肝星細胞、筋線維芽細胞など)による
修復と実質細胞(肝細胞)の再生が、肝線維
化と肝発癌に繋がると考えられるが、その
詳細な機序については未だ不明な点が多く
残されている。 
最近、特定の遺伝子の発現を調節する因

子としてマイクロ RNA（miRNA）が注目され
ている。miRNAは 20～25 塩基ほどの 1本鎖
のノンコーディング RNA であり、相補的
なメッセンジャーRNA(mRNA)との結合によ
り翻訳を阻害する又は mRNA の分解を惹き
起こすことにより遺伝子発現を抑制する。
miRNA は、肝臓における病態生理や発癌に
とっても重要と思われる。 
 
２．研究の目的 
我々は C型慢性肝炎における抗ウイルス

治療抵抗性の機序を明らかにするため、ま
た肝線維化の分子機構における miRNA の意
義を検討するため、それぞれに関与すると
思われる肝内 miRNA 発現を網羅的に探索し、
有意と思われる miRNAの機能について基礎
的解析を行った。 
 
３．研究の方法 
1) C 型慢性肝炎・肝硬変 35例(男性 15例/
女性20例、平均59±9歳、ALT中央値57 IU/L、
遺伝子型 1b)のうち、22 例の治療前の肝生
検組織より mirVana miRNA isolation 
kit(Applied Biosystems)を用いてRNAを抽
出し、3D-Gene Human miRNA Oligo chip 
v10.1(東レ)を用いて miRNA 発現の網羅的
解析を行なった。有意に変動した miRNA に
ついては、35 例において TaqMan MicroRNA 
Assay (Applied Biosystems)を用いてリア
ルタイム PCR による定量的解析を行った。 
治療については PEG-IFN-α2b 1.5μｇ

/kg 週 1回とリバビリン 600～1,000 mg 連
日を 48 週間投与し、治療終了 6ヶ月後に血
中 HCV RNA陰性のものをウイルス学的著効
（SVR)と判定した。 

2) メチオニン・コリン欠乏食(MCDD)を与え
たマウス(C57BL/6、雄)の脂肪性肝炎モデル
またはチオアセトアミド(TAA)を投与した
マウス肝線維化モデルにおける miRNA発現
をリアルタイム PCRにより定量した。 
3) 初代培養マウス星細胞とヒト不死化星
細胞LX-2におけるmiRNA発現をリアルタイ
ム PCRにより定量した。 

初代培養マウス星細胞は、培養 1日目に
細胞内にビタミン A顆粒が観察されるが、
培養後の時間経過と伴に形態が変化し肥大
化し、星細胞内のビタミン A顆粒は消失す
る。この現象は、肝臓内における星細胞の
活性化が細胞培養系で再現されることを示
している。 

LX-2は Dr. Scott Friedmanにより提供
され、10％ウシ胎児血清を含む Dulbecco's 
Modified Eagle Medium (Sigma)で培養した。 
 
４．研究成果 
1) SVRが得られた症例と得られなかった症
例の間で肝内 miRNA発現を網羅的に解析し
た結果、SVR 症例において 11種の発現が有
意に低下（fold change, 0.69～0.90）し、
2 種の発現が有意に亢進（fold change, 
1.03～1.80）していた。有意に低下したも
ののうち、miR-660、miR-324-5p、miR-532-5p
については、p＜0.01 であった。 

次に C 型慢性肝炎の肝線維化軽度群
(F1/F2)と肝線維化進行群(F3/F4)の間で肝
内 miRNA発現を網羅的に解析した結果、肝
線維化進行例ではmiR-422aなど7種の発現
が有意に低下(fold change, －1.69～－
1.20) し 、 miR-199a-5p/199a-3p や
miR-221/222など 17種の発現が有意に亢進
(fold change, 1.21～2.59)していた。有意
に亢進したもののうち、miR-222 など数種
はリアルタイム PCRでも肝線維化の進行と
と も に 増 加 し た (F1/F2/F3/F4, 
1.0/1.8/2.2/2.7; p＜0.01)。 

2) MCDD マウス肝臓における miR-222 発
現は対照に比べ、15週目に 2.6倍に増加し
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た(p＜0.01)。TAA マウス肝臓における
miR-222 発現は対照に比べ、8 週目に 1.4
倍に増加した(p＜0.01)。 

3) マウス肝臓より分離・培養した活性化星
細胞の miR-222 発現は、培養 1日目に比べ
7日目では 13.9 倍に増加した(p＜0.01)。 
LX-2における miR-222発現はヒト肝癌細

胞 HepG2 に比べ 6.0倍と高値であった。そ
の発現は tumour necrosis factor α (TNF-
α)、transforming growth factor α (TGF-
α)など炎症性サイトカンによって促進さ
れ 6-Amino-4-(4-phenoxyphenylethyl- 
amono) quinazoline (NF-κB 阻害剤)によ
って抑制された。 
データベース TargetScan の検索により
miR-222 の標的遺伝子のひとつとして
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 
(p27Kip1)を同定した。p27Kip1の 3'-UTR を挿
入したリポーターベクターを用いたルシフ
ェラーゼアッセイにて、miR-222 は p27Kip1

の 3'-UTRに結合し蛋白を発現した。一方、
miR-222を LX-2に過剰発現させると p27Kip1

の蛋白発現が抑制された。また miR-222は
コ ラ ーゲ ン 1A1 の 発現 を 誘導 し、
metalloproteinase-1 (MMP-1)の発現を抑
制した。WST1アッセイにて、miR-222は LX-2
の増殖に対しては直接の影響を及ぼさなか
った。 
結論として、C 型慢性肝炎・肝硬変にお

いて miR-222が肝線維化の進展に関与する
可能性が示された。miRNA は血中ではエキ
ソソームで安定した状態で存在すると言わ
れているので、血清中でのアッセイ系を確
立すれば肝線維化バイオマーカーとしても
利用可能かも知れない。miR-222 発現は不
死化星細胞株の増殖に影響を与えなかった
ので機序につき更なる検討は必要であるが、
この研究が肝線維化の分子機構解明の一助
になれば、新規治療薬の開発にも繋がるこ
とが期待される。miR-222 と肝発癌との関
連も示唆されており、線維化と発癌の関係
を理解する上でも重要と考えられる。 
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