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研究成果の概要（和文）： 
肝細胞癌におけるマイクロRNA発現を網羅的に解析した。肝細胞癌に対する生体肝移植症例3例を

対象にして、マイクロRNAマイクロアレイを用いてマイクロRNAの発現プロファイリングを行った

結果、原発巣および転移再発巣でともに非癌部肝組織に比べて高発現するmiR-18a、逆に原発巣

および転移再発巣でともに非癌部肝組織に比べて低発現するmiR-199a-3pという二つの分子を同

定した。 

次にリアルタイムPCR法にて肝細胞癌に対する生体肝移植症例70例においてmiR-18aおよび

miR-199a-3pの個別発現解析を行ったところmiR-18aはT/N比=1.8(p<0.001)で癌部に高発現、

miR-199aはT/N比=0.31(p<0.0001)で癌部にて発現が低下していた。 

この二つのマイクロRNA分子の臨床的意義について検討を行った。miR-18a高発現群では腫瘍マー

カー(AFP,PIVKA-II)が有意に高く、腫瘍径が有意に大きいことが分かった。逆にmiR-199a高発現

群は腫瘍マーカーが低く、腫瘍血管浸潤が少ないことが分かった。miR-18a高発現群とmiR-199a

低発現群はそれぞれ有意に手術後の再発が多いことが分かった。 

in vitroの系にてmiR-18a、miR-199a-3pの機能解析を行った。miR-18aの標的遺伝子TNFAIP3 、

miR-199a-3pの標的遺伝子HIF1R、cdc42を同定した。ルシフェラーゼアッセイで標的遺伝子の発

現が抑えられることを確認した。miR-18a、miR199aを肝細胞癌細胞へ導入することによって標的

遺伝子の蛋白合成が実際に抑制されることを確認した（Western blotting法）。このようにmiR

が標的遺伝子の機能抑制において肝細胞癌の進展に重要な役割を果たしていることが分かった。

今回の結果によってmiRが肝細胞癌の新たな治療の標的となりうることが示された。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
The expression of microRNA (miR) on hepatocellular carcinoma (HCC) was comprehensively 

examined by miR microarray. miR was extracted from 3 HCC cases who underwent liver transplantation. 

We detected miR-18a which showed high expression in cancerous lesion, and miR-199a-3p which 

existed in non cancerous liver tissue. 

The quantitative expression analysis of miR was done using a real-time PCR method. The miR samples 

were collected from 70 HCC cases which underwent liver transplantation. The result showed the level of 

miR-18a was significantly high in cancerous lesion (T/N=1.8), and miR-199a was significantly 

deteriorated in cancerous lesion (T/N=0.31). The higher miR-18a and lower miR-199a were 

significantly correlated with higher serum AFP and DCP, and larger tumor diameter. Furthermore, those 

cases showed significantly worse recurrence-free survival rate after surgery.  

The molecular function was analyzed in vivo using cultured HCC cells. Target genes of miR-18a,199a 
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were detected using online database. We examined THFAIP3; target gene of miR-18a and HIF1R and 

cdc42; those of miR-199a. The expression of these target genes were significantly inhibited by 

transfection of the miRs in HCC cells. Our study indicated that miR-18a and miR-199a had important 

role on the progression of HCC. 
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１．研究開始当初の背景 
本邦において肝臓癌は死亡者数第 3 位、罹患
率第 4 位を占めている。肝細胞癌に対して切
除、局所療法、塞栓療法、肝移植などの集学
的な治療が発展してきたが、ほとんどの患者
がウイルス性肝炎や肝硬変を合併している
こともあり未だに治療後に高頻度に再発を
来たし、全症例の 5 年生存率は 35.4%である。
このような現況を踏まえると肝細胞癌の治
療成績の向上のためにはその腫瘍の分子的
性質を解析し、肝細胞癌に特異的な新しい分
子標的治療を開発することが急務であると
考えられる。 
近年、miRNA が癌の発生、進展において重要
な役割を果たすことが分かり注目されてい
る。miRNA とは 19～25 個の塩基により構成
されるタンパク質をコードしない小さな
RNA 分子である。核内で作られた前駆体が細
胞質で切り出されて成熟体となり、相補的な
配列をもつメッセンジャーRNA(mRNA)と不
完全にハイブリダイゼーションし、標的
mRNA の翻訳抑制を行うことにより遺伝子
の一次構造の変異を伴わない遺伝子のエピ
ジェネティックな変異に重要な役割を果た
していると考えられているがそのメカニズ
ムには未知の部分が多い。miRNA は現在まで
にヒトで 800 個ほどあると考えられており、
5300 以上の遺伝子の発現調節に関わってい
ると考えられている。miRNA の機能は多岐に
わたっていると考えられその全貌は明らか
でないが、特に細胞増殖、ウイルス感染、癌
細胞において発現異常があることが最近報
告されてきており、癌の発生、進展において

重要な役割を果たしていることが示唆され
ている (Esquela-Kerscher A et al, Nat Rev 
Cancer, 2006)。miRNA と癌と関係を示す例と
して、let7/mir-98(miRNA)が Ras 癌遺伝子を抑
制することや、miR-17(miRNA)が c-myc 遺伝
子の過剰発現を誘導することで癌発生に深
く関与していることなどが報告されてきて
いる。肝細胞癌においても癌部と非癌部の間
で発現に有意差を認める miRNA の存在が指
摘されており(Kutay H et al, J Cell Biochem, 
2006)、miRNA によるエピジェネティックな
変異が肝発癌に関連していることが示唆さ
れている。我々は今までに肝細胞癌の発生、
転移、再発における上皮間葉移行、C 型肝炎
ウイルス感染の意義について研究、報告を行
ってきた。近年の miRNA 研究の進展により
これらの現象における miRNA 発現異常の役
割が注目されている。 
癌における miRNA の領域の研究は始まった
ばかりで現時点では未知の部分が多いが、
miRNA の機能は多岐にわたっており miRNA
の研究は今後の癌研究において非常に重要
になると考えられる。本研究では肝細胞癌に
おける miRNA の発現異常を解析する初めて
の研究であり、肝細胞癌のエピジェネティッ
クな異常を明らかにするブレークスルーと
なり得る。そのため肝細胞癌の発癌、進展、
転移に関する分子機構の解明に寄与し、当該
領域の研究推進に貢献可能である 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肝細胞癌における miRNA



の発現異常の解析と新しい治療法への応用
を検討することである。肝細胞癌の発生・進
展・再発における miRNA 発現異常の解析を
行い、分子標的治療のターゲットとなりうる
可能性について検討する。 
 
 
３．研究の方法 
(1)肝細胞癌における miRNA マイクロアレイ
を用いた miRNA 発現の網羅的解析 

肝細胞癌の発生、進展、転移、再発に関連
するmiRNA分子を同定するためにmiRNAマ
イクロアレイ法を用いた発現の網羅的解析
を行う。具体的手順は①total RNA より小分子
量 RNA のみを分離・精製、②miRNA サンプ
ルの定量、③miRNA に蛍光色素を標識、
④miRNA マイクロアレイと miRNA とのハイ
ブリダイゼーション、⑤マイクロアレイのス
キャンを行う。 

 
(2)リアルタイム PCR 法を用いた個別 miRNA
の発現解析 
リアルタイム PCR 法にて高感度に miRNA

を定量できる方法が開発された。この方法に
よって少ない肝細胞癌臨床組織検体より
miRNA を確実に定量することができるよう
になった。肝細胞癌切除標本を用いて、癌部
組織、非癌部組織（C 型肝炎感染および非感
染）を摘出し、研究室において分子生物学的
解析用の DNA、RNA、cDNA を調整し保存し
ている。RNA マイクロアレイにて同定された
新規 miRNA 分子の定量を行い、臨床的背景
因子、病理学的因子、進行度、再発形式、予
後との関連を調べる。 

 
(3)miRNA の標的遺伝子発現調節機能解析 

miRNA の肝細胞癌における機能を確認す
るために肝細胞株を使用し、in vitro にて機能
の解析を行う。オンラインデータベースにて
新規 mi-RNA の標的遺伝子を検索する。ルシ
フェラーゼアッセイによって mi-RNA の標的
遺伝子発現調節機能を解析する。さらに
mi-RNA を強制発現させることによる実際の
標的遺伝子の蛋白発現の変化を Western 
blotting 法にて確認する。 
 
 
４．研究成果 

まず肝細胞癌におけるマイクロRNA発現を網

羅的に解析した。肝細胞癌に対する生体肝移

植症例3例を対象にして、原発肝癌病巣(T)、

非癌部肝組織(N)、転移再発肝癌病巣(M)から

それぞれRNAを抽出した。マイクロRNAマイク

ロアレイを用いてマイクロRNAの発現プロフ

ァイリングを行った。その結果、原発巣およ

び転移再発巣でともに非癌部肝組織に比べて

高発現するmiR-18a、逆に原発巣および転移再

発巣でともに非癌部肝組織に比べて低発現す

るmiR-199a-3pという二つの分子を同定する

ことができた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に高感度に少ない肝細胞癌臨床組織検体よ

り多数の検体のマイクロRNAを正確に定量す

ることができるリアルタイムPCR法を確立し

た。肝細胞癌に対する生体肝移植症例70例に

おいて肝癌組織および非癌部肝組織よりそれ

ぞれRNAを抽出し、miR-18aおよびmiR-199a-3p

の個別発現解析を行った。miR-18aは非癌部に

おいて1.1±0.7倍であったのに対して癌部で

は1.6±1.2倍でありT/N比=1.8(p<0.001)であ

った。miR-199aは非癌部において3.4±2.5倍

であったのに対して癌部では1.0±1.3倍であ

りT/N比=0.31(p<0.0001)と癌部で有意に発現

が低下していることが判明した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次にこの二つのマイクロRNA分子の臨床的意

義について検討を行った。miR-18a高発現群で

は腫瘍マーカー(AFP,PIVKA-II)が有意に高く

、腫瘍径が有意に大きいことが分かった。逆

にmiR-199a高発現群は腫瘍マーカーが低く、

腫瘍血管浸潤が少ないことが分かった。手術

後の肝癌再発率を検討したところ、miR-18a

高発現群とmiR-199a低発現群はそれぞれ有意

に手術後の再発が多いことが分かった。以上

の結果より、miR-18aおよびmiR-199aの腫瘍に

おける発現は肝細胞癌の生物学的特性に重要

な役割を果たしていることが示唆された。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
in vitro の系にて miR-18a、miR-199a-3p の
機能解析を行った。オンラインデータベース
にて miR-18aの標的遺伝子 TNFAIP3 (TNFα刺
激により誘導され、NFκB を抑制するタンパ
ク) 、miR-199a-3pの標的遺伝子 HIF1R、cdc42 
（Rho の subfamily。細胞周期の進行、アク
チンの形成に関わる）を同定した。ベクター
に miR 遺伝子を導入し luciferase assay に
て標的遺伝子の発現が抑えれらることを確
認した。次に Western blotting 法にて
miR-18a、miR199aを肝細胞癌細胞へ導入する
ことによって標的遺伝子の蛋白合成が実際
に抑制されることを確認した。このように
miR が標的遺伝子の機能抑制において肝細胞
癌の進展に重要な役割を果たしていること
が分かった。 
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