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研究成果の概要（和文）：実習会をヤンゴンとネピドーで開催し、延べ９０名に上る参加者を得、

科学技術レベルの底上げに貢献した。また、HCV陽性例とは異なり、HBV 単独陽性試料では鉄沈

着は極めて軽微であった。一方、両試料で DNA 酸化障害の亢進が検出され、両ウイルス間の肝

癌誘発機構の差異が示唆された。鉄過剰摂取ラットでの部分肝切除後の再生早期化に KGFの関

与が見い出されると共に酸化障害の亢進も認められ、NF-κB によるシグナル伝達系の関与が示

唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Wet-lab courses were successfully held in Yangon and Nay-Pyi-Daw, 
in which totally 90 medical scientists joined to improve the state of the art.  When the 
newly obtained HCC specimens were analyzed, only little accumulation of iron was found 
in HBV alone-positive specimens unlike HCV-positive ones.  On the other hand, oxidative 
DNA damage was remarkable in the HBV specimens as well, indicating a possible difference 
in both viral-related liver carcinogenesis.  Moreover, KGF seemed to be involved in the 
early onset of liver regeneration after partial hepatectomy in iron-overloaded rat model.  
The increase in both oxidative stress damage and expression of NF-κB found in the model 
may indicate a possible role of NF-κB in the acceleration of liver cell kinetics in 
iron-overloaded situations. 
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１．研究開始当初の背景 
ミャンマー（旧ビルマ）国では、肝癌の発

症は 30 代前半から見られ、日本に比べ 10-15
才低年齢での肝癌死亡例が多数経験されて
いる。実際、B型肝炎ウイルス(HBV)のキャリ
アー率は 25％を超え、更に成人に於ける HBV
抗体陽性者は 95％以上に達する。また C 型肝
炎ウイルス(HCV)感染者の割合も輸血等を介
して急激に上昇してきているが、肝癌発症の
若年齢化との直接的因果関係は明らかでな
い。我々は、この若年齢発癌の原因の一つと
してミャンマー国土に高濃度で含まれる鉄
の過剰摂取の関与を疑い、平成 13 年からこ
れまで肝癌組織をミャンマー国医学研究局
との共同研究として多数採取し、鉄沈着程度
と肝細胞並びに肝癌細胞動態の比較検討を
分子組織細胞化学的に行ってきた。その結果、
試料の大多数は HCV 陽性であり、日本の HCV
陽性肝癌試料と比較して顕著な鉄貯留を見
い出し、更に鉄沈着と鉄反応エレメント結合
蛋白の発現促進並びに増殖活性の増大との
有意な相関を見い出した。一方、実際ラット
肝再生モデルで鉄過剰摂取が肝細胞増殖へ
の G0/G1期間の短縮を誘導することも見い出
し、臨床の現場でも慢性肝炎から硬変肝、更
には肝癌へといった肝疾患の重篤化が鉄分
の摂取制限により抑制されるとの報告がな
されている。これらの結果は、鉄の過剰な摂
取が HCVキャリアー患者の肝癌の早期誘導に
関与することを示唆するが、この現象が HCV
感染に特異的なのか或いは HBV等の他の原因
による肝癌でも同様なのかは明白ではない。
また鉄沈着による肝細胞増殖動態への作用
の分子機序として鉄分子によって産生され
たフリーラジカルにより形成される reactive
oxygen species (ROS)を介する可能性があ
るが、その詳細は全く不明である。更に最近、
腸管での鉄吸収をその輸送系の代謝を促進
することにより阻害する肝細胞因子、ヘプサ
イジンが発見され、肝機能と鉄吸収との関連
が示唆されているが、適切な検出抗体も無く
その発現動態と肝細胞鉄代謝への関連など
は不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
(1)長崎大学とミャンマー国保健省（医学研
究局(DMR)及び医学教育局）との包括的な学
術協力協定の下、これまでのヤンゴン周辺の
みならず首都ネピドーやマンダレー等の広
範な地域で各地域の医科大学及び医学研究
局との共同研究として肝癌試料を採取する。 
(2)得られた組織切片上で感染ウイルスの特

定や病理的検索を行った後、鉄貯留状態並び
に鉄反応エレメント結合蛋白の発現動態と
細胞増殖及び細胞死の動態等の基礎的なパ
ラメーターを分子組織細胞化学的に解析し、
HCV 陽性肝癌細胞と HBV 陽性肝試料との鉄関
連パラメーターの差異を明らかにする。また、
ウイルス遺伝子の変異に関しても検討する。 
(3)鉄依存的酸化ストレスの関与を明らかに
するために、酸化ストレスマーカーであるハ
イドロキシノネナール修飾蛋白 (HNE) 染色
並びに DNAの酸化障害で生じる 8-hydroxy-2'
-deoxyguanosine (8-OHdG)の検出を行い、鉄
影響下にある細胞の酸化ストレス障害につい
ての知見を得る。また、転写への影響因子と
して NF-κBの発現も検討する。 
(4)血中鉄濃度の低下をもたらす鉄代謝の制
御機構として新たに注目を集めているヘプサ
イジン発現に関して、上記試料或いは鉄過剰
摂取ラットモデルに於ける差異を合成オリゴ
DNAプローブを用いた in situ hybridization
法による mRNAレベルで検討し、更に必要に応
じてヘプサイジンペプチドへの抗体作成を試
み蛋白発現動態を検討する。 
(5)鉄過剰摂取ラットモデルに於いて、部分肝
切除に伴う肝再生の早期化と 
Keratinocyte growth factor (KGF)/FGF-7と
の関連を検討し、肝細胞動態の制御機構への
洞察を得る。 
(6)ミャンマー人医学研究者に対し、分子組織
細胞化学の技術講習会を開催し、現地の試料
解析能力の向上を図り、もってこれらの研究
成果の現地での展開と臨床現場へのフィード
バックを可能とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)前首都ヤンゴンに位置するミャンマー国
保健省医学研究局(Lower Myanmar)病理学研
究部を活動拠点としてヤンゴン市内の大学病
院と連携し、HBV 及び HCV 陽性肝癌試料を採
取した。これまでの収集では HCV 陽性例が多
数を占めたので、今回は HBV 抗体を現地に供
与して、HBV 陽性例を一定数確保することを
目指した。また検体は、全て新たに我々が供
与した資材とプロトコルを用いて調整した。
特に DNA と RNA の保持は細胞死の検討や種々
の遺伝子発現検討上必須となるので、ミャン
マー側で予めメチルグリーン/ピロニン Y 染
色を行い DNA と RNA の保存度に基づいて試料
の取捨選択をした。今回、新たな採取試料を
利用することにより、各々の検体に対するよ
り正確な臨床病理学的データの入手が可能と
なった。 



(2)ヤンゴン以外の地区を担当する DMR 
(Central Myanmar)及びマンダレー医科大学
の医学研究者と技術講習会を通じて密接な
関係を樹立し、検体収集に向けての活動を開
始した。 
(3)得られたパラフィンブロックは、薄切後、
種々の組織化学的検討に用いた。感染ウイル
スの同定は特異抗体を用いた免疫組織化学
により行う。鉄の組織細胞沈着は Perssian 
Blue染色により、増殖活性の指標としてはオ
ートクレーブで抗原性の賦活化を行った切
片で Ki-67染色を行い、また細胞死の検討と
しては、TUNEL 法を行った。ウイルス遺伝子
の変異に関しては、生検組織から抽出した  
DNA 或いは RNA 試料を用い、PCR 法にて解析
した。 
(4)各検体組織での鉄による酸化ストレスの
程度を検討するため HNE の免疫染色を行い、
鉄の沈着程度及び HNE染色との程度を連続切
片あるいは二重染色の組み合わせにより細
胞レベルで比較検討した。更に DNA への障害
程度を把握するため 8-OHdG に対する免疫染
色を行い同様に検討した。NF-κB の発現は、
免疫組織化学及びサウスウェスタン組織化
学にて検討した。染色結果は、可能な限り画
像処理装置による定量的なデータ解析を試
みた。 
(5)採集した試料切片を用いて、ヘプサイジ
ン mRNA発現を非放射性 in situ  
hybridization により検討した。ヘプサイジ
ン蛋白の発現に関しても新たに開発された
抗体を用いて免疫組織化学的に検討した。
(6)結果の普遍性を検証する目的で、既に条
件の確立した実験系である、成熟雄ラットに
3%カルボニル鉄を 12 週間摂取させた鉄過剰
摂取モデルにて、部分肝切除を行い肝再生過
程で上記と同様の検討を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)2007 年 1 月には、DMR(Lower Myanmar)内
外から 25 名前後の医学研究者の参加の下、
第 6回 wet-lab 講習会を開催し、子宮頸癌試
料で human papilloma virus 16 及び多数の
HPV 型を纏めて検出する免疫組織化学的検出
法を体験させた。2008 年 12 月には、同じく
DMR(Lower Myanmar)に於いて 40 名前後の医
学研究者の参加の下、第 7回 wet-lab講習会
を開催し、本年度は転写因子解析の一例とし
て、エストロゲン受容体を免疫組織化学とサ
ウスウェスタン組織化学によりマウス子宮
及び卵巣切片で検出してその有効性を列証
した。更に 2009年 12 月には、ネピドーの 
DMR(Central Myanmar)に於いて、25名前後の
医学研究者・技術者の参加の下、第 8 回 wet
-lab講習会を開催し、エストロゲン受容体を
標的として免疫組織化学とサウスウェスタ

ン組織化学の実技実習を行い、延べ 90 余名
の研究者との交流を持った。 
(2)新たに入手した肝癌試料併せて 23例を詳
細に解析した結果、HBV 陽性例は 7 例で、そ
の内 5 例は HCV との重複感染であった。HCV
陽性試料と異なり、HBV 単独感染では鉄沈着
は認められず、両ウイルスの発癌誘発機構の
差異が見い出された。 
(3)鉄沈着と 8-OHdG陽性細胞頻度を詳細に検
討したところ、必ずしも明白な相関関係を得
られなかった。今後、鉄沈着を定量化し詳細
な比較が必要と思われるが、HBV 単独陽性例
でも強い酸化障害を認めたことから、他の因
子（例えばカビ毒素 Aflatoxin B1)の関与も
要検討であることが示唆された。 
(4)同様のウイルス陽性例でも種々のパラメ
ターに大きな差異が認められたため、感染ウ
イルスのゲノム変異の可能性を考え検討し
た。肝癌試料を併せて 30例を新たに入手し、
一部の試料で組織から抽出した DNA を用い、 
PCR 法にて HBV 遺伝子解析を行ったところ、
変異ウイルス感染を見い出した。しかし、抽
出 RNA を用いた RT-PCR 法による HCV 遺伝子
の解析は不首尾に終わり、現地での RNA抽出
法の再検討を余儀なくされた。 
(5)鉄過剰摂取ラットモデルに於いて、部分
肝切除後の再生が早期化される機構として 
KGF の産生誘導が同時に起こることを明らか
とした。また鉄過剰摂取ラットで、NF-κBの
有意な発現増大並びに酸化障害が観察され、
鉄による酸化ストレスの増大が確認された。
一方鉄摂取の制御に関与するヘプサイジン
の mRNA 並びに蛋白の発現は正常肝と比較し
て大きな差異は認められなかった。また、ヒ
ト試料での検討に於いても、試料間の質的変
動を超える発現状態の変化は見い出せなか
った。 
(6)以上の結果は、両ウイルス感染及び鉄や
環境因子による酸化ストレスの増大が 
NF-κB 等の転写因子の活性化を介して肝細
胞の増殖・死といったターンオーバーの過剰
促進をもたらし、若年性での肝細胞癌発症に
結びついていることが示唆された。酸化中和
剤の利用等、これらの結果のミャンマー臨床
現場への還元には一層の努力を要するが、学
術的人的交流の益々の促進によりミャンマ
ー人医療関係者の支持を得て近い将来の実
現に向かいたい。 
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