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研究成果の概要（和文）：C型慢性肝疾患において直接作動型抗ウイルス薬(DAA)によるウイルス学的著効(SVR)
後の組織学的改善を評価した。51例のSVR後の肝生検において、炎症(A0/A1/A2/A3)は18/24/8/1例、線維化
(F0/F1/F2/F3/F4)は3/20/15/9/4例であった。20例のpaired肝生検では、A因子は1.3±0.6→0.7±0.9と有意に改
善(p = 0.0043)、F因子は1.8±1.0→1.7±1.3と変化がなかった。現在、マイクロアレイ解析の結果、肝線維
化、肝発がんに関与していると想定されるマイクロRNAの血中での変化を、リアルタイムPCRを用いて定量的に解
析中である。

研究成果の概要（英文）：Direct-acting antivirals (DAAs) can result in a sustained virologic response
 (SVR) in >90% of patients with chronic hepatitis C virus (HCV) infection. This study aimed to 
evaluate histological improvement after obtaining an SVR to DAAs in patients with HCV. Among 691 
patients with chronic hepatitis C who had an SVR to DAAs, 51 underwent liver biopsy 41±20 weeks 
after the end of therapy. In 20 patients, liver biopsies obtained a median of 1.2 years before the 
start of treatment were available. Among the 51 patients who underwent post-SVR biopsies, the grade 
of inflammation was A0 in 18, A1 in 24, A2 in 8, and A3 in 1; the stage of fibrosis was F0 in 3, F1 
in 20, F2 in 15, F3 in 9, and F4 in 4. In the 20 paired biopsies, the inflammation grade regressed 
(p = 0.0043), but the fibrosis stage did not (p = 0.45). Even if ALT become normal after having an 
SVR, significant histological inflammation was found in some patients. The improvement in liver 
fibrosis was not evident in the short term
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国には500万人以上の慢性肝疾患患者が存在するが、その数は非アルコール性脂肪肝炎の増加に伴い増え続
けている。また慢性肝疾患の終末像である肝硬変からは、例え肝炎ウイルスが制御されたとしても年率3～7％の
割合で肝発がんが起こると考えられている。肝発がんは肝の壊死・炎症と線維化に密接に関係しており、肝線維
化に関連するバイオマーカーの探索から肝発がんの機構を明らかにし、発がん高リスク患者を囲い込もうとする
本研究の学術的意義は非常に高い。慢性肝疾患の制御は公衆衛生上も大変重要な国民的健康問題であり、臨床的
にこれに利用可能なバイオマーカーを開発することが出来れば社会的に貢献できる可能性がある。
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１． 研究開始当初の背景 
 厚生労働省の人口動態統計によると、肝がんによる死亡は年間約 3万人と悪性新生物
の中では第 5位を占めており、公衆衛生上も大変重要な国民的健康問題である。成因とし
て最も多いのは C 型肝炎ウイルス(HCV)感染によるものであり、依然として肝がん全体の
60～70％を占めている。 
経口IFNフリー治療によりC型慢性肝炎のほぼ100％に持続的ウイルス排除(SVR)が可能
になったが、高齢化し肝線維化が進行した我が国の患者においては、SVR 達成後も相当の
割合で肝発がんが起こる。そこで SVR 後に非侵襲的マーカーなどにより高リスク症例を囲
い込む体制の構築が望まれる。 
マイクロ RNA は 20～25 塩基ほどの 1 本鎖の non-coding 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。血中マイクロ RNA は RNase からの分解を免れ安定した状態
で存在し、バイオマーカーとして利用できる可能性がある。我々は C 型慢性肝炎の肝線
維化過程においてマイクロ RNA が深く関係することを明らかにした(Ogawa T, Enomoto M, 
et al. Gut 2012)。 
 
２．研究の目的 
 今回、我々は C型慢性肝炎・肝硬変から SVR を得た患者の肝組織、血液中で肝線維化の
進展に関連して変動し、バイオマーカーとして利用可能なマイクロ RNA を同定することを
目的として、マイクロアレイ、リアルタイム PCR を用いて研究をおこなった。 
 
３．研究の方法 
(1) 臨床検体の採取とデータファイル作成 
IFNフリー治療後のC型慢性肝炎・肝硬変患者において肝生検組織と血清の採取を進め、
臨床背景(年齢、性別、血液生化学所見、ウイルス学的検査、病理学的検査)のデータファ
イルを作成した。 
(2) 病理組織学的診断と HCV RNA 検出 
SVR 後の肝組織にも壊死・炎症が残存していた症例においては、脂肪肝炎の有無など肝
障害を来し得る他要因を検索した。過去に治療前の肝生検組織が採られていた症例に関し
ては、治療前後の比較を行った。更に real-time PCR を用いて、肝組織中の HCV RNA の検
出も試みた。 
(3) 肝組織と血液中のマイクロ RNA の比較 
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)を用いて肝内と血中のマイクロ ARNA
の発現プロファイルを網羅的に解析した。マイクロ RNA の発現は臓器別に異なったプロフ
ァイルを持っているが、肝組織では全マイクロ RNA の約 70%が miR-122 であり、炎症や肝
の恒常性に重要な役割を果たしている。血液中での変動が肝組織での変動を反映するも
のがあれば、非侵襲的バイオマーカーとして利用価値が高いと考えられる。そこで肝組
織において肝線維化の進展に伴って変動するマイクロ RNA が、血液中でも同様の変化を
示すか否か検討した。 
マイクロアレイ解析の結果、肝線維化、肝発がんに関与していると想定されるマイクロ
RNA の血中での変化を、TaqMan MicroRNA Assay (Applied Biosystems, Carlsbad, CA)を
用いてリアルタイム PCR により定量的に解析した。IFN ベース治療症例の後向き検討、IFN
フリー治療症例の前向き検討により、肝発がんリスクマーカーの候補を同定した。 
(4) 標的遺伝子の同定 
得られたマイクロRNAに関しては、直接的なターゲットとなる配列を持つ遺伝子をmiRBase
等の in  silico 解析により絞り込み、マイクロ RNA と標的遺伝子の 3’UTR 領域の結合度
を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 対象は SVR を獲得した ALT 正常化例
のうち、同意が得られた51例(65±10歳、
女性 28 例、ALT 19±12 U/L、血小板数
17.8±5.4 万/μL)に、治療終了後 41±20
週に肝生検を行なった。 
(2) SVR 後の肝生検では、壊死・炎症グ
レード(A0/A1/A2/A3)は 18/24/8/1 例、線
維 化 ス テ ー ジ (F0/F1/F2/F3/F4) は
3/20/15/9/4 例であった。鉄沈着グレー
ド(G0/G1/G2/G3/G4)は 29/10/6/5/1 例、
脂 肪 化 グ レ ー ド (S0/S1/S2/S3) は
29/15/6/1 例であった(図 1)。中等度以



上の炎症(≧A2)が残存していた 9 例のうち、4 例では S1〜S3 の脂肪化(脂肪化程度≧5％)
が観られた。20例においては、治療開始 1.2 年前(中央値)の肝生検標本との比較が可能で
あった(図 2)。その paired 肝生検標
本では、炎症グレードは 1.3±0.6→
0.7±0.9(改善 13/不変 6/悪化 1例)
と有意に改善したが(p = 0.0043)、
線維化ステージの変化 1.8±1.0→
1.7±1.3(改善 5/不変 11/悪化 4例)
は有意でなかった(p = 0.45)。鉄沈
着グレードは 1.2±1.2→0.5±0.5 
(改善 11/不変 7/悪化 2例)と有意に
改善していた(p = 0.0093)が、脂肪
化スコアの変化 0.4±0.5→0.5±
0.6(改善1/不変14/悪化5例)は有意
で な か っ た (p = 0.10)(United 
European Gastroenterol J 2018)。
肝組織 HCV RNA のリアルタイム PCR
を行ないえた 25 例では、いずれも陰
性であった(Gastroenterology 2017)。 
(3) マイクロアレイ解析の結果、肝線維化、肝発がんに関与していると想定されるマイク
ロ RNA の血中での変化を、リアルタイム PCR を用いて定量的に解析した(投稿準備中)。 
以上より、DAA により SVR を得ることにより肝内の壊死・炎症、鉄沈着の改善は明確に
示された。肝線維化改善に関しては有意ではなかったが、これは観察期間が十分でないた
めと考えている。今後、より多数数を長期に観察し DAA による肝線維化改善効果を証明す
る必要がある。一方、現在のところ C 型慢性肝炎・肝硬変から SVR を得た患者の肝組織、
血液中で肝線維化の進展に関連して変動し、バイオマーカーとして利用可能なマイクロ
RNA を同定することは出来ていない。そのひとつの要因として、今回解析した患者群の中
に線維化進展例の割合が低いことが挙げられる。出血傾向のみられる肝線維化進展例で
は、肝生検を避ける傾向があり、今後は肝がん切除標本の非がん部も対象に加えるのな
どして研究を継続してゆきたい。 
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