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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌及びウイルス感染を含むその原因に対する新たな治療としてエピゲノム変化のうち
ヒストン修飾変化の可能性を探索することを目的とした。C型肝炎ウイルス（HCV）を感染した肝癌細胞株に対して、ヒ
ストン脱アセチル化酵素阻害薬（HDACi）SAHAは、宿主細胞遺伝子発現変化を介してHCV増殖抑制効果を示し、EZH2の阻
害作用により細胞増殖を抑制するものと考えられた。HCV持続感染にはNrf2遺伝子発現が重要で、HCVや細胞増殖にはNr
f2, EZH2, miR-122の相互作用により影響されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate a new therapeutic strategy against 
hepatocellular carcinoma (HCC) and viral infection using epigenetic changes especially by the histone 
modifier. Cell lines infected with hepatitis C virus (HCV) or replicons were used in this study. Histone 
deacetylase inhibitor (HDACi), SAHA, inhibited HCV replication by changing host cellular gene expressions 
as well as decreasing cellular proliferation by inhibiting EZH2 expression. Nrf2 expression was important 
for long-term HCV infection in the cell line, and expression levels of Nrf2, EZH2 and miR-122 mutually 
affect proliferation of cells and also HCV.

研究分野： 消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
細胞のエピゲノム変化は、遺伝子変異に加

えて環境刺激に速やかに対応すべく、ヒトで
も循環的な転写調節の基礎となっている．特
に癌では、タンパク質リン酸化異常などと並
び、タンパク質のアセチル化は重要な調節機
構であり、発癌と関連が深い．一部の癌では
ヒストン脱アセチル化（HDAC）阻害薬
（ HDACi ）の臨床応用がされているが
(Minucci S, et al. Nat Rev Cancer 2006;6:38)、肝
癌においては不明である． 
 我々は、これまで肝癌における p16 プロモ
ーターメチル化異常、DNA メチル化酵素の発
現と肝発癌の関連(Saito Y, et al. Int J Cancer 
2003;105:527)、DNA メチル化酵素の抑制によ
る癌細胞死(Kurita S, et al. Cancer Sci 2010; 
101:1431)や、肝癌細胞におけるヒストンタン
パクの修飾を検討し、HDACi の抗癌作用には
大きな期待が持てることを報告してきた
（Saito H, et al. Int J Cancer 1991;48:291 以降）．
一方クラス III に属する HDAC である Sir2 を
活性化する薬物により肝脂肪化の改善がみ
られ、これが抗酸化活性によるものであるこ
と、しかしながら HCV-RNA の増殖を助長す
ることを発見した（Nakamura M, et al. World J 
Gastroenterol 2010;16:184）．特に肝癌細胞に対
する作用としては、癌遺伝子発現、アポトー
シス制御、テロメラーゼ制御、細胞周期制御
など多方面で抗癌作用を持つことを報告し
てきた（Saito H, et al. Heaptology 1998; 27: 
1233, Masuda T, et al. In Vitro Cell Develop Biol 
2000; 36: 387, Nakamura M, et al. J Cell 
Biochem 2001; 187: 392 等）．この際検討した
薬物はクラス I の HDACi でも活性の弱い
sodium butyrate であったため、最近、活性の
強い tricostatin A (TSA)の肝癌細胞に対する作
用を検討した．その過程で、特定の癌抑制遺
伝子発現が、増殖抑制と一致して発現増強す
ることを見いだした．また強力な HDACi で
TSA と同様のヒドロキサム酸に属する薬物
suberoylanilide hydroxamic acid （SAHA；ゾ
リンザ®)が臨床現場に登場したが、肝癌に対
する作用は全く不明である． 
 DNA メチル化とヒストン修飾には深い関
連 が あ る こ と が わ か っ て い る ．
5-aza-2’’-deoxycitidine (5-AZA)は DNA メチル
トランスフェラーゼの強力な阻害剤である
が、TSA との併用で、MLH1, TIMP3, maspin, 
gelsolin など主要な因子の転写が回復して抗
癌作用がもたらされる．このように DNA メ
チル化酵素とヒストン修飾による癌抑制遺
伝子発現の回復も、我々の検討した TSA の作
用と同様、抗癌作用にとっては大きな正の要
素である．さらに近年、肝脂肪化と肝発癌に
深い関わりを持つ RARαは、HDAC 複合体を
動員して転写を抑制することがわかり、
retinoic acid が HADC のかわりにヒストンに
結合することで、RARα の転写抑制を解除す
る機序も解明されつつある． 
 以上のように、ヒストン修飾には期待され

る抗癌活性があるが、肝発癌の危険因子であ
る肝脂肪化とも深い関連があることが理解
される．またさらに、我々が検討したように
NAD 依存的なヒストン脱アセチル化は HCV
増殖に負の影響を持つことから、HDACi には、
HCV RNA に対する大きな影響が予想される． 
 一方エピジェネティクな変化は、細胞分化
過程で特徴的に発揮され、癌細胞の分化誘導
と相同するところがあり、実質−間質の相互
変換にも関連し、アポトーシスと並行してオ
ートファジーも生ずることが予想される．し
かし、これらすべての過程がヒストン修飾に
よりどのように変化しているかは、肝癌にお
いて全く不明である． 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでの研究結果に基づい
て、肝癌に対する DNA 脱メチル化、ヒスト
ン修飾による治療法の開発を目指して、肝癌
細胞を対象にしてウイルス、脂肪化を含め、
エピゲノムの作用を包括的に検討すること
とした．そのために、エピゲノム変化をきた
すヒストンアセチル化酵素阻害薬（HDAC 
inhibitor）に焦点を絞り、ウイルス増殖に
対する作用とがん細胞増殖に対する作用を
検討し、そのエピゲノム調節機構を解明する
ことを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 肝癌細胞と HCV レプリコン細胞を対象に
して、主に（１）細胞のフェノタイプ変化（２）
酵素化学的解析（３）標的遺伝子のヒストン
化学修飾の解析（４）ゲノム変化の解析 に
分けて研究を進める． 
  
４．研究成果 
（１）ウイルス増殖の検討は、C型肝炎ウイル
ス（HCV）ゲノム（RNA）を含みRNA増幅が
恒常的に行われるレプリコン細胞株OR6を用
いた．HDACiとしてスベロイルアニリドヒド
ロキサム酸（SAHA）を用い、OR6細胞への添
加培養による変化を検討した．HCV RNAの増
幅はSAHA添加により有意に減少した．細胞
増殖との関連については、１μM以下の濃度
では、細胞増殖に影響せずにRNA増幅のみが
抑制された（図：縦軸はウイルス量を示し、
横軸は添加したSAHAの濃度を示す）． 

すなわちHADC inhibitorはHCV RNA増幅を抑
制することが明らかとなった．近年、HCV 



RNAの増幅は肝臓特異的に発現するmicro 
RNAであるmiR-122の発現と正の相関がある
ことが報告され、miR-122がHCV RNAの翻訳
開始部位であるIRESに直接作用することがわ
かっている．そのため、SAHA添加による
miR-122発現の変化を検討したが、miR-122の
関与は無いことが明らかになった．これらの
作用はSAHA以外のHDACiであるTSAでも同
様に認められた． 
（２）SAHA添加による細胞内mRNA発現変化
を網羅的に検討し、osteopontin (OPN)（7.43倍
発現上昇）とApolipoprotein A (Apo-A1)（0.25
倍発現低下）に注目した. これらの発現は
SAHAによりそれぞれ8.6倍、0.39倍に変化し
ており、それぞれのプロモーター領域のアセ
チル化が免疫沈降法（ChIP assay）により確認
された．OR6以外の肝がん細胞に対しての
SAHAは増殖抑制効果を発揮しアポトーシス
の亢進が認められた． 
（３）ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬
SAHA の HCV RNA 増幅抑制効果をレプリコ
ン細胞 OR6 以外で検討した結果、AH1R 細胞
や HCV JFH 株（脇田ら）を Huh7.5 細胞に導
入した細胞においても OR6 同様、細胞障害を
認めない濃度でHCV増殖抑制が認められた．
しかし、他の ORL6, ORL11 細胞では細胞障
害が強く、細胞障害を認めない濃度での HCV
増幅抑制効果はみられず、レプリコン産生細
胞株によって SAHA の作用が異なることが
わかった． 
（４）SAHA の癌細胞株 HepG2 に対する効果
をアレイにて検討し、SAHA が、癌細胞の維
持に必要で発現亢進している EZH2 (enhancer 
of zeste homologue 2) 発現を強力に抑制する
ことを発見した． 

上からEZH2、β-actinのW/B 

 Cont   SAHA  DZNep 
マイクロアレイの検討にて、これがmiR-1246, 
miR-302a の発現亢進によるものであること
を明らかにした．さらにこれら miRNA の標
的遺伝子である DYRK1A, CDK2, BMI-1, 
Girdin 発現が SAHA 添加により低下し、癌細
胞にアポトーシス、細胞周期停止、遊走能低
下をきたした．ChIP アッセイを行ない、EZH2
がこれら microRNA のプロモーター領域へ結
合する現象を SAHA が抑制することを確認
した．杉山和夫博士の樹立した HCV 持続感
染細胞 HPI では、細胞障害作用が強く、HCV
増殖抑制効果をみることはできなかった．以
上から、SAHA の HCV 増殖抑制作用と癌細
胞障害活性のバランスは、細胞の EZH2 の発
現に左右されることが推定された． 
（５）メトボローム解析の結果、HPI 細胞で
は、HCV の持続産生を得るためにエネルギー
産生が豊富で脂質代謝が亢進し、さらに活性
酸素種に耐性を獲得する Nrf2 の発現が亢進
していた． 
（６）こうした変化が in vivo でも認められる

かを検討するために、マウスを用いた動物モ
デルを構築することとした．臨床的には、脂
肪性肝障害からの発癌が増加しており将来
的に重要な問題を含むため、ウイルス発癌と
の対比をする意味から、脂肪性肝障害ー発癌
モデルを検討した．一つは、胎生期に膵 β細
胞を破壊して飼育した STAM®マウスとし、も
う一つは、高脂肪食を与え脂肪性肝炎から発
癌するモデルを作成しつつある．STAM マウ
スでは肝硬変から発癌する過程で miR-122 発
現が減弱することを見出した．また高脂肪食
による脂肪性肝障害マウスでは、腸内細菌叢
の変化、胆汁酸、脂肪酸素性の変化が肝内慢
性炎症の惹起に重要な因子であることが判
明した． 
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