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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪肝炎は、年々増加に一途をたどり、非ウイルス性肝癌原因ととなってい
る。それらの原因をマイクロＲＮＡを用いて解析し、その原因マイクロＲＮＡを同定することで診断・治療への応用を
試みた。2種類の非アルコール性肝炎モデルのマウスを用いて、マウスの肝からマイクロＲＮＡを抽出し、進展等にか
かわるマイクロRNAを同定した。また、メトホルミンやガレクチン9を投与することで変化するマイクロRNAを同定した
。今後、非アルコール性肝炎患者の血清でマイクロRNAを同定することで応用を試みた。

研究成果の概要（英文）：NASH increases year by year, and NASH becomes the non-viral liver cancer cause.
We analyzed those causes using microRNA and tried application to a diagnosis, treatment by identifying 
the cause micro RNA. Using the mouse of two kinds of non-alcoholic steato-hepatitis models, we extracted 
microRNA from the liver of the mouse and identified microRNA about extension. Also, we identified the 
microRNA which changed by giving metformin and galectin 9. We tried application in future by identifying 
microRNA with the serum of patients with non-alcoholic hepatitis.

研究分野： 肝臓

キーワード： 非アルコール性脂肪肝炎
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１．研究開始当初の背景 
近年肥満人口が増加し、メタボリックシ
ンドロームが注目され、メタボリックシ
ンドロームの肝臓での表現型とされる非
アルコール性脂肪肝疾患(nonalcoholic 
fatty liver disease: NAFLD)には、良好
な経過をたどる単純性脂肪肝と肝硬変、
肝癌へと至る非アルコール性脂肪肝炎
(nonalcoholic steatohepatitis: NASH)が
あり、近年 NASH から肝硬変、肝不全、
さらに肝癌へと進展する例が増加の一途
をたどっている。このため肝癌の新たな
診断・治療、発生予防の開発を考慮する
にあたり、肝癌の分子機構の解析だけで
はなく、NASH 発生母地である非アルコ
ール性脂肪肝（NAFLD)による慢性肝炎、
肝硬変の病態も併せ解析しなければなら
ない。我々のグループは、10 年に渡り、
肝発癌分子機構について研究を続け、肝
癌における、癌遺伝子の活性化、細胞周
期の破綻、血管新生分子の関与について
検討し、現在それらの研究から、肝癌進
展抑制のための分子標的治療薬になりう
る候補分子を同定し、医師主導型の臨床
治験前の動物実験を押し進めている。糖
尿病薬であるメトフォルミンを動物実験
で肝癌進展抑制効果を検討し、効果は見
られるものの、満足できるものではない。
よって新しい視点による肝癌の発生母地
の NAFLD の解明もまた必要であると考
えている。 
 
２．研究の目的 
NAFLD/NASH(非アルコール性脂肪肝
炎）モデルのマウスに対してメトフォル
ミンの投薬を行い、その肝組織のmiRNA
の網羅的解析を行い、発現に変化を示し
た miRNA に関する生物学的特徴を検討
することで、今後、肝炎・肝癌の発生・
進展や診断・治療へ応用が期待され、医
療経済効果のみならず副作用の軽減も含
めたテーラーメイド医療の確立の寄与す
ることが期待される。 
（a)miRNA が搭載されたマイクロアレイ
を用いて、マウス正常肝、脂肪肝,脂肪肝
炎組織およびヒト末梢血液における
miRNA の発現を網羅的に解析し、発現プ
ロファイルを作成後、クラスター解析を
し、NAFLD/NASH において特異的に発現増
強・減弱する miRNA を同定する。
NAFLD/NASHにおいて特異的に発現変化を
起こしたマイクロ miRNA に関してその染
色体の位置を調べ､その miRNA が、
NAFLD/NASH と関連した LOH、欠失、増幅
が観察されていた染色体上に位置してい
るかどうかを最新のゲノム情報を用い解
析する。 
（b) NAFLD/NASH において特異的に発現
増強、減弱する miRNA のターゲット遺伝
子予測を従来のターゲット遺伝子の予測

手法のみならず、最新のゲノム情報によ
り、新規のターゲット遺伝子の予測を試
みる。 
（c) NAFLD/NASH において特異的に増強、
減弱する miRNA の細胞内での機能解析を
行う．目的の miＲＮＡあるいは，抗－mi
ＲＮＡを各種細胞株に導入することによ
り、導入前後において、変化するタンパ
クの発現を、抗体アレイを用いて網羅的
に解析し、影響を受ける特異的分子を同
定する。 
これらをを遂行することにより、特異的
miRNA の同定し、診断マーカー・治療の
有効性の確認、予後判定としての有用性
や治療分子としての可能性を明らかにす
ることを最終的な目的とする 
 
 
３．研究の方法 
(１)．マウス NAFLD/NASH 組織とヒト
末梢血液からの全血遺伝子におけるアレ
イを用いたマイクロ RNA の網羅的解析 
(1-a)サンプルの準備 
 miRNA の網羅的解析のために用いる
マウス NAFLD/NASH 組織を、動物実験
により集め、ヒト末梢血液は、外来また
は入院患者の血液検査時に集める。集め
られた組織・末梢血液は実験で使用する
まで、高品質な RNA を抽出するため、
RNA の安定化溶液(Ambion 社、RNA 
later,)に浸し、その後超低温フリーザで
保存する。マウス肝組織・ヒト末梢血サ
ンプルを各々10 例の収集を目標とする。 
(1-b)アレイを用いたマイクロ RNA の網
羅的解析 
 組織から miRNA を回収し(Ambion 社、
mirVanaTM miRNA isolation kit,)、こ
れをアレイ用のサンプルとする。アレイ
(フィルゲン社、mirVanaTM miRNA 
Bioaraay V2, 662種類のmiRNAを搭載)
に、標識（Ambion 社、mirVanaTM 
miRNA labeling kit）したサンプルをハ
イブリダイゼーション後、アレイ用スキ
ャナーでスキャニングを行う。その後解
析ソフトウエアーArray-Pro Analyzer 
Ver4.5 (Media Cybernetics, Inc. 本大学
共同実験施設保有) を用いて得られたイ
メージ画像(TIFF 画像，16bit 形式)から、
各スポットにおける蛍光強度値の定量化
を行い、シグナル値を算出し、NASH・
肝癌に特異的な miRNA を同定する。発
現プロファイルの解析は、計算解析サー
バ(Dell PowerEdge 2900)を使用し、従来
の統計学的方法のみならずマイクロアレ
イに適した統計的手法 SAM (Significant 
Analysis of Microarray)、RDAM (Rank 
Difference Analysis of Microarray)など
を用いる。また、クラスター解析には、
教師なし階層的クラスタリングに加え、
非階層的クラスタリング手法である



K-means、SOM (Self Organizing Map)
や、精度の高い予測因子を絞り込むため
に 教 師 あ り 学 習 分 類 で あ る SVM 
(Support Vector Machine) 、 K-NN 
(K-Nearest Neighbor)などの方法を用い
る（担当:岩間）．そして、肝癌の癌部、
非癌部の組織・末梢血液においてそれぞ
れ独立したクラスターを形成するかどう
かを確認する。また、NASH 組織・末梢
血液においてそれぞれ独立するクラスタ
ーをつくるかどうかを確認し、さらに、
NASH において特異的に変動する
miRNA を同定する。すでに本研究申請
書の目的の項目で述べたように、我々は，
すでに 337 種類のアレイ盤である
mirVanaTM miRNA Bioaraay を使用し、
パイロットスタディーを行い、肝癌は、
癌部・非癌部に比較して、統計学的有意
に発現量の異なる miRNA を同定すると
共に、階層的クラスタリングにより癌
部・非癌部、明確に異なるプロファイル
を示していた。これは、この実験システ
ムが、稼働していることを示している。 
 
NAFLD/NASH において特異的に発現変
化がみられたマイクロ RNA の機能解析を
する。 
（１）NAFLD/NASH において特異的に発
現増強、減弱するマイクロ RNA のターゲ
ット遺伝子予測 
NAFLD/NASH の組織と末梢血液による
全血遺伝子の網羅的解析で得られた
miRNA が、どのメッセンジャーRNA 分子
を制御するかを予測検討する。miRNA の
ターゲット遺伝子予測は、従来のターゲッ
ト遺伝子予測プログラムのデータベースで
あ る miRBase, 
（ http://microrna.sanger.ac.uk ） , 
University of California at Santa Cruz 
(UCSC) Human Genome 
Browser(http://genome.cse.ucsc.edu) お
よ び Human micro RNA Targets 
(http://www.microrna.org)を利用するにと
どまらず、最新のゲノム情報に基づき新た
なターゲット遺伝子の予測を試みる。特に、
seed 配列(micro RNA の５‘側から数えて
2−8 番目の 7 塩基の配列)は、標的決定に極
めて重要であるため、この seed 配列に着
目しターゲット分子を絞り込む(担当:岩間)。
この手法により、我々は、肝癌において減
弱する miRNA-527 の 5’末端が、肝癌の
腫瘍マーカーとして期待されている
glypican-3 の 3’UTR と seed 配列を持ち、
glypican-3 は、miRNA-527 の標的遺伝子
になる可能性を見いだした。実験的にもそ
の予測は確認されている(正木の研究業績
3、第 10 回肝臓学会・第 48 回消化器病学

会合同、ワークショップ,2006、研究代表者
正木が発表)。これと、同様な方法を使用し、
NASH・肝癌に特異的に発現する miRNA
のターゲット遺伝子を予測する。 
 

 

 

 

 
(２) NAFLD/NASH にて特異的に発現増
強、減弱するマイクロ RNA のターゲット
遺伝子の実験的確証 
たとえば、肝癌で減弱する miRNA（マイ
クロ A 分子とする） のターゲット分子が
B 遺伝子であることを次の方法で実験的に
確証する。マイクロ A の結合部位を含む B
遺伝子の cDNA が入った発現ベクター
(ORIGENE 社、課題研究で申請)を,一過性
発現に適した細胞株であるCOS7にリポソ
ー ム 法 で 遺 伝 子 導 入 (Novagen 社 、
GeneJuice Transfection Reagent)し、導入
後、12 時間後にマイクロ A を導入し(マイ
ク ロ A 導 入 群 、 Ambion 社 、
siOORTTMNEOFEXTM Transfection 
Agent)、その 12 時間後の B の発現を
Western blot で調べる。さらに、COS7 に
B 発現ベクターを導入 12 時間後、コント
ロール miRNA を導入し（コントロール
miRNA 導 入 群 , Ambion 社 、
Pre-miRTM-miRNA precusor Molecule,）、
その 12 時間後の B の発現を Western blot
で解析する。仮に、マイクロ A のターゲッ
ト分子がB遺伝子をターゲットとするなら
ば、COS7 の B の発現は、コントロール
miRNA 導入群と比較し、マイクロ A 導入
群は、B 遺伝子のタンパクレベルは減弱す
ると考えられる。 
（３）NAFLD/NASH にて特異的に発現増
強、減弱するマイクロ RNA の癌細胞内で
の機能解析 
NAFLD/NASH において特異的に発現増強、減
弱する miRNA の機能解析をする上で、リポ
ソーム法によりマイクロ RNA 活性を上げる
合成 miRNA 前駆体分子 (Pre-miRTMmRNA 
Precusor Molecules, Ambion 社)あるいは、
miRNA 活性を下げる合成 miRNA 阻害分子
(Anti-miRNATM inhibitors Ambion 社)を肝
癌細胞株に導入する．そして導入後、どの
蛋白質に影響を与えたかを癌の進展に関連
する血管新生分子あるいは、増殖因子レセ
プター分子、シグナル伝達分子の蛋白アレ
イチップ(Lab Vision Corporation 社)を用
いて網羅的に解析する。これらの解析を通
じて NASH・肝癌において特異的に発現増強、

Has-miR-527   321 –UCUUUCCCGAAGGGAAACGUC –341 Mature miRNA
| : ||:|||||||

GPC3 (human) 2254 –TCTATCGTTCTCTCTTTGCAT –2274   GPC3 の 3’-UTR 

seed 配列

Has-miR-527   321 –UCUUUCCCGAAGGGAAACGUC –341 Mature miRNA
| : ||:|||||||

GPC3 (human) 2254 –TCTATCGTTCTCTCTTTGCAT –2274   GPC3 の 3’-UTR 

seed 配列
図

１ 



減弱する miRNA の直接、間接的に影響をあ
たえる血管新生、増殖因子レセプター、シ
グナル分子群を同定する。 
（平成２５年度の計画） 
NAFLD/NASH モデルマウスを作成し、平
成２３～２４年に得られた結果から、
NAFLD/NASH を抑制すると予想される
miRNA あるいは、anti-miRNA を投与す
ることにより、NAFLD/NASH の改善を検
討し、その miRNA が治療薬として使用で
き る か ど う か を 確 認 す る 。 一 般 に
NAFLD/NASH で増加している miRNA に
ついては、その anti-miRNA を減少してい
る miRNA については、その miRNA を肝
癌モデルに投与して、NAFLD/NASH の進
展阻止に効果のある分子標的治療薬になら
ないかを検討する。 
 
４．研究成果 
マウスにおける NASH の原因となる可能
性のあるマイクロＲＮＡを同定した。 
また、抗炎作用のあるガレクチン 9 や抗
糖尿病薬であるメトホルミンが脂肪抑制
や肝炎の進展抑制のマイクロＲＮＡを同
定 
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