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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス(HCV)による肝発癌は年齢と関連することが知られ、加齢関連疾患の一面も
有していることから本研究では加齢抵抗遺伝子SIRTに注目し、HCV感染による病態、発癌との関連を解析することを目
的として臨床検体、培養細胞を用いた検討を行った。肝癌組織では非癌組織と比べてSIRTの発現が低下している傾向を
認めた。一方性別や年齢はSIRT発現量に影響しなかった。HCV発現肝癌細胞株を用いた検討ではSIRT遺伝子の活性化、
抑制はウイルス複製に影響を与えなかった。老化細胞染色では細胞密度と細胞老化との関連が示唆された。詳細な機序
は更なる検討を要するが肝癌とSIRT遺伝子との関連性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is known that hepatitis C virus (HCV)-related hepatocellular carcinoma developm
ent is associated with age. In this study, the effect of sirtuin (SIRT) gene, considered age-related, on H
CV-related liver pathogenesis was examined. SIRT gene was down-regulated in the human liver cancerous tiss
ue compared to the non-cancerous tissue. There was no effect of SIRT expression on patients age or gender.
 HCV replication was independent of SIRT gene inhibition or activation in HCV-replicating liver cancer cel
ls. Cellular senescence determined by beta-galactosidase staining is affected by cellular density and poss
ibly by HCV. Although precise mechanisms remain to be elucidated, there might be a relationship between SI
RT gene expression and HCV-related hepatocellular carcinoma.
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１．研究開始当初の背景 
C 型肝炎ウイルス（HCV）感染においては
ウイルスの持続感染、加齢や宿主の遺伝子
要因、外部ストレスなどの環境要因が複雑
に絡んで肝発癌へ至ると考えられるが、
HCV による肝発癌は年齢と関連すること
が知られ、加齢関連疾患の一面も有してい
ることから本研究では加齢抵抗遺伝子
SIRT に注目した。加齢や代謝疾患などの
研究では SIRT が治療標的として検討され
ているが、SIRT 発現と癌との関連は十分
に明らかにされておらず、HCV 感染によ
る病態、発癌との関連を解析することを目
的として以下の検討を行った。 
 
２．研究の目的 
HCV 関連肝癌における加齢抵抗因子
sirtuin(SIRT)および関連遺伝子の機能解
析。非腫瘍肝細胞を用いた in vitro での
HCV感染モデルの作成とHCVの感染感受
性の解析。このモデルを用いた HCV 感染
による腫瘍形成性の解析、SIRT の発現調
節による機能解析。マウスや臨床検体肝組
織における SIRT 経路遺伝子の発現解析等
を当初の目的として検討を行った。また
HCV と B 型肝炎ウイルス(HBV)との比較
検討を行った。さらに薬剤投与実験におい
てはヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻
害薬や化学療法剤など異なる機序をもつ薬
剤との比較を行った。また in vitro 実験と
臨床データとの関連について考察した。 
 
３．研究の方法 
細胞は肝癌細胞、不死化肝細胞、初代肝細
胞を用いた。HCV 感染肝癌細胞株を用い
た加齢抵抗因子 SIRT および関連遺伝子の
機能解析を行った。発現、局在解析は
western blot 法、免疫染色を用い、siRNA
を用いた遺伝子抑制や阻害薬を用いた検討
を行った。また他のクラスのヒストン脱ア
セチル化酵素の影響について検討し SIRT
遺伝子と比較した。細胞老化は Senescence
解析(βガラクトシダーゼ染色)を行い、
HCV 増殖能の解析は real-time PCR を用
いた。さらに B 型肝炎ウイルス(HBV)感染
細胞系を用いて HCV との比較を行った。
臨床検体肝組織を用いた SIRT 経路遺伝子
の発現解析は real-time PCR, 免疫染色で
検討した。 
 
４．研究成果 
臨床検体肝組織における SIRT 経路遺伝子
の発現解析 
肝炎ウイルスに関連した発癌機序について
の基礎的検討として抗ウイルス薬に対する
ウイルス遺伝子多様性に関する検討を行っ
た。次に肝癌および非癌組織における
SIRT 遺伝子の mRNA 発現を Real-time 
PCR 法にて検討し、肝病態、臨床背景との
関連性を検討した。肝癌部において発現量

は検体間で多様であったが、SIRT1, SIRT2
低下例が多くみられた（図 1, 2）。一方年齢、
性別による明らかな発現量の差は認められ
なかった(図 3, 4)。SIRT 遺伝子のタンパク
発現を免疫染色にて確認した。肝癌組織で
は非癌組織と比べて SIRT2 の発現が低下
している傾向を認めた。他のホモログでも
発現変化を認めた。一方性別や年齢、HBV
の有無は発現量に影響しなかった。また比
較対象としてDEPDC5一塩基多型はHCV
肝癌と関連することが報告されており、同
遺伝子について発現を検討したところ肝癌
において発現の低下が認められた。一方
HBV 感染と関連する RIPK2 遺伝子につい
ては肝癌と非癌組織において発現の差は認
められなかった。 

 

 

 

  



 
培養細胞株を用いた検討 
肝癌細胞株を用いて感染免疫関連シグナル
および癌関連シグナル経路、細胞老化関連
経路についての基礎的検討を行った。
HepG2 細胞を用いた HDAC 阻害剤 
Sodium phenylbutyrate 処理による検討
では細胞骨格、接着に関連する遺伝子に変
動が見られた。次にウイルス感染と関連し
た検討のため HCV レプリコン発現肝癌細
胞株および HCV 感染肝細胞を用いた検討
を行った。HCV 陽性肝癌細胞と陰性肝癌
細胞における SIRT 遺伝子の発現量を比較
した。SIRT1, SIRT2 発現は HCV 感染細
胞において有意差はなかったが高発現して
いる傾向がみられた（図５）。一方 HBV 産
生肝癌細胞と非産生細胞の比較では
SIRT1, 2 発現に差はみられなかった。
SIRT 遺伝子の活性化、抑制は今回の検討
ではウイルス複製に影響を与えなかった。
非腫瘍肝細胞を用いた検討として不死化肝
細胞を用いて HCV 感染の検討をおこなっ
たが HCV 感受性を認めなかった。SIRT 遺
伝子のウイルス複製に与える影響について
さらに HBV 産生肝癌細胞株および一過性
発現系を用いて検討したところ、SIRT 遺
伝子の活性誘導あるいは抑制は HBV 複製
に影響しなかった。 
血液悪性腫瘍など悪性腫瘍に対する化学療
法や造血幹細胞移植における免疫抑制治療
により非活動性キャリア、occult 感染、あ
るいは HBs 抗体陽性臨床的治癒症例にお
いても時に HBV 活性化が起こりうる。In 
vitroにおいて薬剤に対するHBV増殖への
影響について検討を行うため HBV 感染非
癌肝細胞系を用いた。同細胞系を用いて抗
ウイルス薬 entecavir および interferon 
alpha 添加により HBV 産生が抑制される
ことを確認した。SIRT 活性化剤の検討で
は SRT1720 1uM による処理は 2 週間の経
過で HBV 産生に影響しなかった。また
SIRT 阻害剤による検討においても HBV
産生に対する明らかな影響は確認されなか
った。クラス III の HDAC である SIRT の
検討に加えてクラス I,II の HDAC につい
て検討した。HBV 感染細胞について肝細
胞老化を検討したところ、HDAC 阻害剤処
理により 8 週間の経過で老化細胞数が減少
している傾向がみられた。一方細胞密度と
老化細胞数との相関が示唆されたことから、

薬剤は細胞密度と関連して老化細胞数に影
響した可能性が考えられ詳細については今
後検討を行っていく予定である。HBV 産
生肝癌細胞株を用いた検討では細胞凝集塊
形成により老化細胞数は増加した。阻害剤
を用いた検討では HDAC 阻害処理は
HDAC および SIRT 遺伝子の発現量に影
響しなかった。一方 HDAC 阻害活性の検
討ではHBVは肝細胞におけるHDAC阻害
剤の活性に影響することが示唆された。
Trichostatin (TSA)は HBV 複製肝癌細胞
株におけるウイルス複製量に影響した。肝
癌細胞における検討ではウイルスは増加し
た一方、非癌細胞における検討ではウイル
スは抑制されたがその機序は現時点で明ら
かではなく今後の検討を要する。HDAC 阻
害剤により HBV 陽性肝癌細胞の増殖抑制
および細胞周期関連遺伝子の変動が見られ
た。今回用いた in vitro 実験系において
SIRT 経路はウイルス複製に対して明らか
な影響を及ぼさなかったが、臨床検体を用
いた検討では SIRT 遺伝子発現が肝癌と関
連する可能性が示唆されており今後詳細な
機序について細胞老化に与える影響を含め
て検討を続けていく予定である。 
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